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RESUMO 

O Orthobunyavirus oropoucheense (OROV) é um arbovírus capaz de causar 

epidemias e levar a uma doença febril que pode evoluir para complicações neurológicas e 

hemorrágicas em humanos. Embora alguns estudos tenham demonstrado que a infecção por 

OROV provoca uma resposta imunológica dependente da produção 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 infecção fetal e placentária. Para isso, infectamos 

camundongos grávidas WT, SJL, Ifnar1-/-, IL28Ra-/- e Mavs-/- e linhagens celulares de 

trofoblastos humanos com OROV. Nossos achados indicam que a infecção por OROV 

desencadeia o desenvolvimento de uma resposta antiviral em linhagens celulares 

trofoblásticas, envolvendo a produção de interferons do tipo I e III. O estudo também 

estabeleceu um modelo de transmissão materno-fetal ao infectar fêmeas grávidas por via 

intravenosa, no 10º dia embrionário, resultando em diferenças significativas nos resultados 

com base na diferença genética dos camundongos. Os cruzamentos no qual a fêmea possui 

deleção de Ifnar1 leva a altas cargas virais na placenta e no feto enquanto que os cruzamentos 

em que a fêmea possui deleção parcial de Ifnar1 permitem albergar baixas concentrações 

virais, mas ainda capazes de chegar ao feto sugerindo um papel crítico da sinalização do 

interferon tipo I na patogênese da infecção congênita por OROV. Além disso, os dados ainda 

indicam que OROV pode atravessar a barreira placentária independentemente da origem 

genética da fêmea, do macho ou do genótipo fetal. O RNA viral foi detectado 8 dias após 

infecção nos tecidos fetais, mas nenhum vírus infeccioso foi encontrado. 

Surpreendentemente, a proteção esperada oferecida pelo IFN tipo III durante a infecção por 

OROV não foi observada, já que animais IL28Ra-/- não foram mais susceptíveis à infecção. 

Estes resultados esclarecem as complexas interações entre o vírus e a resposta imune do 

hospedeiro durante a transmissão placentária-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, Ifnar1-/-, 

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 Ifnar1 lead to high 

viral loads in the placenta and fetus, while crosses in which the female has a partial deletion 

of Ifnar1 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.Introdução 

1.1 Arbovírus  

Os Arbovírus (do inglês: “Arthropod-borne vírus”) representam um grupo extensivo de 

vírus com genoma de RNA e que compreendem as famílias Flaviviridae, Togaviridae, 

Bunyaviridae, Rhabdoviridae e Reoviridae (Ketkar, 2019; Karabatsos, 1985; Tabachnick, 2016). 

O vírus da febre suína africana da família Asfarviridae é o único representante com genoma de fita-

dupla de DNA transmitido por artrópodes (Costard, 2013). Para sua transmissão, arbovírus 

necessitam de vetores artrópodes que compreendem mosquitos, moscas e carrapatos nos quais 

ocorre a replicação viral e subsequente transmissão a um hospedeiro vertebrado. Os arbovírus 

apresentam dois ciclos, um silvático e um enzoótico onde há transmissão para animais selvagens 

ou transmissão para humanos e animais domésticos, respectivamente (Weaver, 2010; 

Agarwal,2017). 

As manifestações clínicas associadas aos arbovírus podem variar desde doenças febris não 

específicas, erupções cutâneas e artralgia, até síndromes hemorrágicas ou neurológicas (Gubler, 

2001). 

Alterações climáticas e ambientais induzidas pela atividade humana têm provocado uma 

redistribuição de artrópodes em todo o globo, o que impacta diretamente na probabilidade de 

surgimento de doenças emergentes transmitidas por esses vetores. Diferenças na temperatura, 

humidade e precipitação podem afetar diretamente o ciclo replicativo e o comportamento dos 

artrópodes permitindo que se estabeleçam em novas áreas geográficas expondo a população a 

arboviroses anteriormente não detectadas (Walton, 2014; Zhang, 2014; Althouse, 2015; Brady, 

2014; Tabachnic, 2016).  

De fato, muitas das doenças emergentes que surgiram nos últimos 50 anos foram associadas 

com a disseminação de artrópodes vetores, principalmente aquelas doenças causadas por arbovírus 

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 vírus se mantém na natureza em vetores 

artrópodes e hospedeiros amplificadores vertebrados, podendo ser transmitidos diretamente do 

vetor para um hospedeiro humano, como observado para CHIKV, DENV, ZIKV e OROV. Já 
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outros arbovírus precisam ser amplificados em hospedeiros intermediários para serem transmitidos 

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

 

Tabela 1- Principais arbovírus endêmicos na América tropical 

 

Fonte: Musso, 2018. 

 

A (re)emergência de arbovírus se deve principalmente ao trânsito internacional, 

urbanização e globalização, o que mantém a circulação de diversos arbovírus nas Américas (Tabela 

1) (Musso, 2018). Adicionado a isso, há a falta de cobertura epidemiológica e diagnósticos precisos 

para certas doenças permitindo a disseminação viral e podendo vir a tornar-se um problema de 

saúde pública como aconteceu na epidemia de ZIKV em 2015-2017 (Oidtman, 2021).  

No Brasil, muitos arbovírus poderiam, em tese, causar grandes epidemias nas regiões mais 

densamente povoadas no país, como o Nordeste, Sul e Sudeste. Dentre esses arbovírus circulantes 

e menos conhecidos, destacam-se os vírus MAYV e OROV (Figueiredo, 2007).  Ambos foram 

isolados em Trinidad e Tobago e rapidamente se espalharam devido à competência do seu vetor 

(Diagne, 2020; Gutierrez, 2020). 

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

Américas segundo a Organização Mundial da Saúde. Desse total, aproximadamente 4.566.584 
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eram casos de dengue (até semana epidemiológica SE5 de 2024), 213.561 eram casos de 

Chikungunya (até SE21 de 2023) e 8.756 eram casos de Zika (até SE21 de 2023) (PAHO, 2024). 

Em janeiro de 2024, foi emitido um alerta epidemiológico sobre a detecção do vírus OROV 

no estado do Amazonas (AM) (Figura 1) (PAHO, 2024). Das 675 amostras testadas, 199 foram 

positivas com confirmação molecular por PCR para OROV correspondendo a 29.5% do total no 

período de dezembro de 2023 a janeiro de 2024. As amostras procediam do município 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, há casos 

notificados de OROV nos estados do Acre (AC) e Roraima (RR) e, recentemente, a detecção de 

um caso no Rio de Janeiro de um indivíduo com histórico de viagem para o AM (CNN, 2024) e de 

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

 

Figura 1: Distribuição de casos de Oropouche no estado do Amazonas  

 

Fonte: Relatório enviado pelo Ponto Focal Nacional (PFN) para o Regulamento Sanitário Internacional (RSI) do 

Brasil e Relatório da Fundação de Vigilância em Saúde do Amazonas (FVSRCP). PAHO, 2024. 

 

Entretanto, apesar do potencial emergente desses agentes, pouco se sabe sobre os 

mecanismos patogênicos associados ao desenvolvimento de doença por esse vírus.  
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Recentemente a Organização Mundial da Saúde (OMS ou WHO) anunciou uma iniciativa 

(Global Arbovirus Initiative) com o objetivo de monitorar doenças arbovirais em escala global de 

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

1.2 Vírus Oropouche (OROV) 

Oropouche (OROV) é um arbovírus silvestre da família Peribunyaviridae, gênero 

Orthobunyavirus, sorogrupo Simbu que infecta preguiças, primatas não humanos, algumas 

espécies de aves e seres humanos na Região Amazônica (Anderson, 1961; Nunes, 2005).  O 

sorogrupo Simbu inclui também os vírus Akabane, Manzanilla, Sathuperi, Shamonda, Shuni e 

Simbu (Anderson, 1961; Nunes, 2005; Ladner, 2014). Esse vírus 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 detecção, mais de trinta 

surtos e epidemias de OROV foram documentadas principalmente nas regiões Norte, Nordeste e 

Centro-Oeste do Brasil (Chavez, 1992; Watts, 1997; Cardoso, 2015; da Costa, 2017; Gutierrez, 

2020). Dados epidemiológicos recentes demonstraram casos de OROV na Argentina, Bolívia, 

Colômbia, Panamá, Equador e Venezuela (Figura 2) (Forshey, 2020; Files, 2022).  

 

Figura 2: Cronologia dos surtos de febre Oropouche. Os pontos vermelhos indicam surtos com evidência serológica 

e/ou detecção confirmatória de ácidos nucleicos virais. 

 
Fonte: Anderson, 1961; Travassos da Rosa, 2017; Gutierrez, 2020; Elbadry, 2021; Romero-Alvarez, 2018; WHO, 

2021, Files, 2022. 
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Recentemente, ocorreu a detecção de mais de mil casos de OROV em quatro estados 

brasileiros, incluindo: Amazônia, Acre, Rondônia e Roraima. Naveca e colaboradores (2024) 

reportam a disseminação de uma nova linhagem produto de “reassortment” de OROV com outros 

bunyavírus. Dados coletados entre 2022 e 2024 mostraram que OROV foi o segundo arbovírus 

mais frequente na Amazônia. Curiosamente, apesar de não haver diferenças no gênero quanto á 

infecção, a nova linhagem parece afetar mais indivíduos do sexo masculino e a faixa etária entre 

25 e 44 anos. Para determinação da nova linhagem, as amostras positivas para OROV foram 

sequenciadas e comparadas com as sequências dos segmentos S, M e L disponíveis de OROV 

circulante entre 1955 e 2021 e com as sequências dos protótipos dos vírus Iquitos, vírus Perdões e 

vírus Madre de Dios (considerados rearranjos do OROV). Filogeneticamente foram identificadas 

2 linhagens para o segmento M e L (M1, M2, L1 e L2) e três para o segmento S (S1, S2 e S3). A 

hipótese é que o OROV circulante atualmente no Brasil é 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 vírus M2L2S2 que já circulava na Amazônia desde os anos 2000 (Figura 3) 

(Naveca, 2024). Assim, presume-se que essa nova linhagem circulante já estaria circulando há pelo 

menos um ano e causando surtos, mas sendo subnotificada e negligenciada em áreas onde ele não 

é comumente circulante. 

Figura 3: Supostos eventos de rearranjo que geraram a atual diversidade genômica de OROV na América do Sul. Cada 

segmento genômico do OROV é colorido de acordo com a linhagem identificada neste estudo. Vírus Oropouche 

(OROV), vírus Iquito (IQTV), vírus Perdoes (PEDV). 

 

 

Fonte: Naveca, 2023 

 

OROV é um vírus envelopado, que possui um genoma composto por três segmentos de 

RNA de fita simples de polaridade negativa (denominados S, M e L) (Patterson, 1984; Schmaljohn, 
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2007; Proença-Modena, 2015a; Elliot, 2014; Files, 2022). O segmento S codifica a proteína do 

nucleocapsídeo N e a proteína não estrutural (NS) com capacidade de inibir a resposta de interferon 

do tipo I. Tilston-Lunel et al. (2015) mostrou que a deleção da proteína NS em OROV leva a uma 

produção de IFN com fosforilação de STAT1 e expressão de MxA em células A549. O mesmo 

grupo também mostrou que o OROV é menos sensível ao tratamento com IFN-α comparado ao 

Orthobunyavirus bunyamweraense (BUNV) em células Vero E6 (que não produzem IFN) (Tilston-

Lunel,2015; Files, 2022). Já o segmento M codifica uma poliproteína que originará as 

glicoproteínas Gn e Gc, além da proteína não estrutural NSm (Tilston-Lunel, 2015; Files, 2022).  

O segmento L codifica a proteína L, a RNA-polimerase RNA-dependente (Aquino, 2003; Ladner, 

2014; Files, 2022). 

O sequenciamento desses segmentos permitiu a identificação de quatros genótipos virais 

baseados no gene N, três (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 genótipo I surgiu no Brasil há 

aproximadamente 223 anos atrás e deu origem aos outros genótipos (Vasconcelos, 2011). Contudo, 

uma nova classificação baseada nos três 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 sequências 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 histórias evolutivas apresentadas possivelmente se devem a 

recorrentes rearranjos entre os vírus do gênero Orthobunyavirus resultantes de coinfecções 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 seleção de vírus mais patogênicos ou com maior capacidade de 

disseminação (Tilston-Lunel, 2015). No Sudão foi identificado um surto de doença febril causado 

pelo vírus Ngari no qual ocorreu rearranjo entre o BUNV e o vírus Batai (Briese, 2006).  

O rearranjo dentro do sorogrupo Simbu ocorre com a permanência dos segmentos S e L e a 

inserção do segmento M de outro vírus.  No Peru, foi isolado de um paciente febril um novo vírus, 

o vírus Iquitos (IQTV), que possui no seu genoma os segmentos S e L com grande similaridade à 

OROV e um segmento M distinto. Similarmente, foram identificados mais dois vírus como 

possíveis produtos de rearranjos entre OROV, o vírus Madre de Dios (MDDV; Peru e Venezuela) 

e o vírus Perdões (Brasil); contendo um segmento M de um vírus ainda não identificado dentro do 
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sorogrupo Simbu (Aguilar, 2011; Tilston-Lunel, 2015; Navarro, 2016). Já o vírus Jatobal, também 

isolado no Brasil, foi caracterizado como contendo apenas a presença do segmento S do OROV 

(Saaed, 2001).  

OROV é transmitido em ambiente silvestre pela picada de mosquitos Aedes Serratus e 

Coquillettidia venezuelensis. Em ambientes urbanos, sua transmissão é principalmente sustentada 

pela picada de Culicoides paraenses, uma mosca hematófaga popularmente cohecida como maruim 

(Smith, 1991; Adams, 2017). Existem mais de mil espécies de Culicoides, e muitos deles atuam 

como vetores na transmissão de diversos arbovírus de importância clínica e veterinária (Mellor, 

2000; Purse, 2015). No Brasil, o C. paraenses é o principal vetor de transmissão do OROV, mas 

seu alcance geográfico 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 protótipo de OROV aumentando a área de alcance do vírus 

(McGregor, 2021; Files, 2022). 

Figura 4: Distribuição de Culicoides paraensis nas Américas. Cinza escuro indica os países e estados onde C. paraensis 

foi relatado. 

 

Fonte: Pappas, 1991; Lamberson, 1992; Smith, 1996; Brickle, 1999; Aybar, 2011; Martin,2019; Files 2022. 
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Experimentos realizados em laboratório sobre a competência de outros vetores em 

transmitir o vírus assim como dados epidemiológicos mostraram que os mosquitos Aedes 

scapularis, Aedes albopictus, Culex fatigans, Culex quiquefaciatus, Mansonia venezuelensis e 

Psorophora ferox suportam a infecção por OROV (Anderson, 1961; Roberts, 1977; Pinheiro, 1981; 

Smith, 1991; Pinheiro, 2004; Files, 2022). 

OROV leva ao desenvolvimento de uma doença febril exantemática conhecida como febre 

do OROV que se caracteriza pela presença de sintomas como febre alta (~39 °C), cefaleia, mialgia, 

artralgia, náusea, vômito, erupções cutâneas, fotofobia, dor retro orbital e poliúria (Pinheiro, 1994; 

Mouraao, 2009; Travassos da Rosa, 2017). Aproximadamente 60% dos pacientes podem apresentar 

recorrência dos sintomas agudos após uma semana do desaparecimento dos sintomas e uma 

pequena parte dos indivíduos infectados podem desenvolver complicações clínicas (Tilston-Lunel, 

2015; Travassos da Rosa, 2017). De fato, OROV já foi detectado no líquido cefalorraquidiano de 

pacientes com meningite asséptica e meningoencefalite (Bastos, 2012). Episódios hemorrágicos, 

aumento de enzimas hepáticas e leucopenia são menos frequentes (Pinheiro, 1981; Pinheiro, 2014; 

Mouraao, 2009). O pico de viremia ocorre no segundo dia após o início dos sintomas e a fase aguda 

pode durar até sete dias. Quando há envolvimento do sistema nervoso com detecção de encefalite 

e meningite, a doença pode durar até 4 semanas (Pinheiro, 1981). Até agora não foram relatadas 

sequelas a longo prazo (Bastos, 2012; Pinheiro, 2014; Travassos da Rosa, 2017; Alvarez-Falconi, 

2020). 

A grande similaridade clínica observada entre a infecção por OROV e aquela causada por 

outros arbovírus, como Dengue, Zika e chikungunya, gera dificuldades diagnósticas e faz com que 

os casos de OROV sejam subnotificados, principalmente em regiões endêmicas. Levando isso em 

consideração estima-se que mais de meio milhão de pessoas já foram infectadas pelo OROV 

(Culquichicón, 2017) nas Américas. 

1.3 Patogênese do OROV 

Pouco se conhece sobre a patogênese do vírus Oropouche. Estudos experimentais utilizando 

modelos animais e pacientes positivos para OROV têm contribuído para uma melhor compreensão 

da resposta imunológica e patogênese do vírus. Santos e colaboradores (2008) demonstraram em 

um modelo de infecção em célula HeLa que a entrada desse vírus é mediada por endocitose 

dependente de clatrina, visto que o tratamento com clorpromazina foi capaz de inibir a replicação 

do OROV (Santos, 2008). Além disso, foi demonstrado que OROV é capaz de induzir apoptose in 
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vitro, num mecanismo dependente da liberação de citocromo C mitocondrial e ativação das 

caspases 3 e 9 (Acrani, 2010).   

Camundongos imunocompetentes adultos são resistentes à infecção por OROV. Desse 

modo, os primeiros modelos animais descritos para OROV foram desenvolvidos após infecção 

intracerebral em camundongos adultos ou infecção subcutânea em camundongos lactentes ou 

hamsters adultos (Araújo, 1978 e 1979; Rodrigues, 2011). Em camundongos recém-nascidos, a 

inoculação via intracerebral leva ao desenvolvimento de encefalite focal (Araújo, 1978). A 

inoculação subcutânea de OROV em golden hamster leva ao desenvolvimento de uma doença 

grave, caracterizada pela presença de viremia e detecção viral no fígado e cérebro com confirmação 

histopatológica de meningoencefalite e hepatite (Rodrigues, 2011). Similarmente, camundongos 

recém-nascidos infectados com OROV pela via subcutânea desenvolvem encefalite, hiperplasia do 

baço e meningite branda (Santos, 2012). Por fim, foi demonstrado em camundongos neonatos que 

OROV é capaz de chegar ao sistema nervoso central (SNC) por transporte retrógrado, após invasão 

em terminações sensitivas (Santos, 2014).  

Assim, podemos concluir que OROV é um vírus hepatotrópico e neurotrópico em modelos 

animais, o que possivelmente reflete alguns aspectos da infecção em humanos, visto que 

aproximadamente 5% dos pacientes infectados podem desenvolver sintomas clínicos condizentes 

com acometimento do SNC.  

1.4 Interferon do tipo I e III e o reconhecimento viral 

A rápida produção de IFN do tipo I e III e a ativação das vias de sinalização desencadeadas 

por essas citocinas são eventos chaves para a proteção contra infecções por diferentes arbovírus. O 

reconhecimento viral se dá pela identificação de padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs), por receptores de reconhecimento padrão (PRRs) (Perry, 2005; Ivashkiv, 2014).  A 

ligação dos PAMPs aos PRRs ativa a produção de diversas citocinas e quimiocinas, que controla a 

replicação viral no início da infecção e modula a resposta imune adaptativa (Perry, 2005). Após o 

reconhecimento pelos PRRs, são ativadas vias de sinalização que convergem para a transcrição de 

IFN do tipo I (Figura 5). Assim, no início da infecção, as células reconhecem os patógenos através 

dos PRRs e passam a produzir e liberar IFN-α/β. Uma vez secretado, o IFN-α/β liga-se ao seu 

receptor (Ifnar) em células vizinhas levando a uma diminuição da síntese proteica e o 

estabelecimento de um estado antiviral, que é crítico para o controle da infecção pela maioria dos 

vírus conhecidos (Randall, 2008). O estabelecimento desse estado antiviral pela produção de IFN 
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do tipo I leva a ativação de elementos responsivos estimulados por IFN (ISRE) e, 

consequentemente, a transcrição de genes estimulados por interferon (ISGs), que são componentes 

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

Figura 5: Ativação da resposta de interferon através da detecção de padrões moleculares associados a patógenos. Todos 

os receptores de reconhecimento padrão (PRRs) inicial vias de sinalização que convergem na ativação dos fatores de 

transcrição fator regulatório de interferon 3 (IRF-3), IRF-8 e/ou fator nuclear-κB (NF- κB); isto leva a expressão de 

IFN-β. IFN-β então inicia um programa efetor antiviral na célula infectadas e em células vizinhas, que envolve a 

expressão de vários genes estimulados por interferon (ISGs). Alguns dos ISGs mostrados aqui, tais como RIG-1 (gene 

induzível por ácido retinóico I), MDA5 (gene associado à diferenciação de melanoma 5), DAI (ativador DNA-

dependente de IRFs), alguns microRNAs e a família de proteínas TRIM (motivo tripartido), estão envolvidos na 

amplificação e regulação da resposta de IFN. Outros ISGs, mostrados aqui, tais como 2’5’-oligoadenilato sintetase 

(OAS) e ribonuclease L (RNaseL), proteína quinase dsRNA-dependente induzida por IFN (PKR), proteína de 

resistência ao myxovirus (Mx), adenosina deaminase RNA-específica (ADAR) e enzima de edição de mRNA 

apolipoproteína B (APOBEC), estão envolvidos nos mecanismos antivirais que interferem no ciclo de vida de vírus. 

OAS e PKR são ainda ativados por RNA dupla-fita (dsRNA). Ifnar1, receptor de interferon-α; IPS1, estimulador do 

promotor de IFNB 1, também conhecido como MAVS; ISG15, proteína estimulada por interferon de 15 kDa; MD2, 

proteína de diferenciação mielóide 2; PPP, 5’ trifosfato; ssRNA, RNA fita-simples; STAT, transdutor de sinal e 

ativador da transcrição; TLR, receptor do tipo Toll.  

 

Fonte: Modificado de Bowie, 2008. 

 

Além do IFN do tipo I, existem mais dois tipos de IFN em mamíferos: o IFN do tipo II 

(IFN-γ) e o IFN do tipo III (IFN-λ). O IFN do tipo III é produzido por um grande número de células 

e consegue induzir um forte estado antiviral. A indução de IFN do tipo III também ocorre após o 

reconhecimento do patógeno pelos PRRs, e como o IFN do tipo I, depende da ativação de fatores 

de transcrição tais como NF-κB, IRF-3 e IRF-7 (Randall, 2008; Wack, 2015). 

Em camundongos, a ação do IFN do tipo III está restrita às células presentes nos tecidos 

epiteliais de mucosas.  Em humanos, além das mucosas, as células presentes no fígado também são 
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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 associação entre a mucosa intestinal e a microbiota, é indispensável para 

manutenção da homeostase desses tecidos, afinal IFN do tipo III não é tão tóxico ou tão pró-

inflamatório como o IFN do tipo I [42]. Além disso, estudos demonstraram que IFN do tipo III é 

essencial para a manutenção da barreira hematoencefálica e hematoplacentária após infecção com 

alguns arbovírus, 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 infecção por 

OROV 

Estudos recentes demonstraram que a resposta imunológica contra OROV em modelo 

murino dependente do reconhecimento desse vírus por RLR (receptores semelhantes a RIG-I), da 

sinalização via MAVS (proteína de sinalização antiviral mitocondrial) e da ativação dos fatores de 

transcrição IRF-3 e IRF-7 (fator regulador de interferon) (Proença-Modena, 2015a).  De fato, a 

resposta ao IFN do tipo I é um fator central na resposta contra OROV, pois camundongos nocautes 

para Ifnar1 (receptor de interferon do tipo I) são extremamente susceptíveis a infecção e morrem 

em decorrência de uma replicação viral exacerbada no fígado, que culmina num quadro de falência 

hepática e na produção de uma grande quantidade de citocinas inflamatórias (Proença-Modena, 

2015a).  Ainda, camundongos IFN-β nocaute possuem um fenótipo intermediário quando 

infectados com OROV pois apenas parte deles sucumbe à infecção sugerindo um papel protetor e 

fundamental do IFN-α (Proença-Modena, 2015a).  Contudo, a deleção do receptor de IFN apenas 

em células não-mieloides expressando CD11c ou LysM não afeta a sobrevivência dos 

camundongos infectados (Proença-Modena, 2015a).   

Por fim, foi demonstrado que IRF-5, regulador de interferon que é expresso 

constitutivamente em diversas células hematopoiéticas, essencial no controle da neuroinvasão por 

OROV. Camundongos nocautes para IRF-5 desenvolvem encefalite num fenômeno associado à 

persistência viral em células dendríticas (DCs) e linfócitos B e replicação viral intensa em 

neurônios (Proença-Modena, 2015b). Não existem dados na literatura sobre o papel do IFN do tipo 

III na infecção por OROV. 

Camundongos selvagem (WT) adultos são capazes de produzir anticorpos específicos para 

OROV o que explica a resistência ao vírus e a necessidade da utilização de outros modelos para o 
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estudo do OROV. A resposta de células B e, mais especificamente, a sinalização por Myd88 nessas 

células é necessária para restringir a disseminação viral ao cérebro (Toledo-Teixeira, sob revisão). 

A transferência de soro de um camundongo WT previamente infectado com OROV para um 

camundongo nocaute para Rag (que não produz células T e B maduras) é suficiente para proteger 

o camundongo da infecção devido à presença de IgM-específico com capacidade neutralizante 

(Toledo-Teixeira, sob revisão).  Ainda, a ausência de Myd88 nas células B tornou os camundongos 

susceptíveis a infecção por OROV (Toledo-Teixeira, sob revisão). Myd88 é uma molécula 

adaptadora presente na cascata de ativação pelos receptores do tipo Toll (TLRs) e IL-1 e pode levar 

a produção de citocinas incluindo IFN do tipo I (Deguine, 2014). 

Em humanos, IFN-α surge como um biomarcador universal para a infecção por OROV. 

Pacientes febris com soroconversão inicial (IgM/IgG positivos no início dos sintomas) ou tardia 

(IgM/IgG negativos no início dos sintomas) exibiram altos níveis de IFN-α e baixos níveis de TNF-

α e IL-10 por pelo menos 11 dias (de Oliveira, 2019). Ainda indivíduos com soroconversão inicial 

apresentaram elevados níveis de CXCL-8 e IL-5 enquanto indivíduos com soroconversão tardia 

apresentaram altos níveis de CXCL-10 e IL-17A (de Oliveira, 2019). IL-5 é uma citocina envolvida 

na ativação de células B e diferenciação de células produtoras de anticorpos enquanto CXCL-8 está 

envolvida no recrutamento de granulócitos (de Oliveira, 2019).  CXCL-10 é uma citocina pró-

inflamatória secretada por células imunes e envolvida no recrutamento de células ao local da 

infecção durante a resposta de IFN a infecções virais (Elemam, 2022). Além disso, CXCL-10 é 

crucial na defesa contra vírus devido sua resposta mediada por células T limitando a disseminação 

viral (Elemam, 2022). IL-17 é uma citocina inflamatória com papéis distintos durante infecções 

virais (Sahu, 2021). Essa citocina possui potencial patogênico podendo causar dano tecidual ou 

protetor pela ativação de células Th17 e recrutamento de células imunes (Sahu, 2021). 

Sabe-se que OROV pode ser carregado para diferentes sítios por um mecanismo conhecido 

como cavalo de Tróia, já que ele pode infectar e permanecer com baixos títulos virais em células 

imunes (células T, monócitos, células dendríticas e células B) em um ambiente imunossuprimido. 

PBMCs (células mononucleares do sangue periférico) de indivíduos saudáveis infectadas com 

OROV não são capazes de suportar a replicação viral, na presença de IFN do tipo I e III sendo esta 

resposta revertida pela utilização de um bloqueador do receptor de IFN do tipo I ou glucocorticóide 

(Ribeiro Amorim, 2020). 



28 
 

 
 

1.6 Desenvolvimento placentário e resposta imunológica 

A placenta é um órgão materno-fetal, cujo formação se inicia a partir da porção externa do 

blastocisto, chamada trofectodermo. As células trofoblásticas permitem a implantação na parede 

uterina (decídua) e desenvolvimento placentário e formam as vilosidades placentárias, com 

ramificações que propiciam maior área de troca com o sangue materno (Pijnenborg, 2006; Burton, 

2015).  Células maternas tais como células NK (natural killer) e macrófagos participam ativamente 

do remodelamento placentário. A placenta está em contato direto com o sangue materno e realiza 

as funções dos principais órgãos fetais permitindo a troca de nutrientes, oxigênio e resíduos 

(Pijnenborg, 2006; Burton, 2015).   

Em humanos (Figura 6), a placentação definitiva ocorre na terceira semana de gestação e 

compreende uma camada única e contígua de sinciciotrofoblastos (SIN) (Ander, 2019). No início 

da gestação a placenta é considerada hemodicoriônica 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 são as principais células produtoras de 

hormônios na placenta (progesterona e gonadotrofina coriônica ou hCG) durante a gestação 

(Malassine, 2003; Ander,2019). Os trofoblastos extravilosos vão auxiliar na fixação da placenta à 

decídua e no remodelamento das artérias (Ander, 2019). Ainda, no início da gestação, são 

responsáveis por fornecer nutrientes necessários ao desenvolvimento do feto (Ander, 2019). Ao 

final da gestação a camada de trofoblastos é reduzida a apenas uma camada de SIN tornando-se 

hemomonocoriônica (Ander, 2019). Não há contato direto entre o sangue materno e a placenta até 

o fim do primeiro trimestre (Ander, 2019). 

 Em camundongos (Figura 6), a placenta não é 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 

é perfundido por sangue materno (Ander, 2019). Células trofoblásticas gigantes ancoram a decídua 

à placenta e guiam o sangue materno pela camada de espongiotrofoblastos em direção a placa 

coriônica (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 circulação 

materna e fetal nunca fica em contato direto. Enquanto a zona do labirinto é responsável pela troca 

de gases e nutrientes, posicionado entre a zona do labirinto e a decídua encontra-se a zona juncional 

(Woods, 2018).  A zona juncional contém espongiotrofoblastos, células produtoras de glicogênio 
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e uma camada de células trofoblásticas gigantes sendo considerada a principal fonte de energia e 

compartimento endócrino da placenta (Woods, 2018).  

Durante o desenvolvimento placentário, também há a participação de leucócitos maternos 

que auxiliam no estabelecimento da imunotolerância permitindo o crescimento fetal. A proporção 

dessas células difere de acordo com o estágio da gestação. Inicialmente, células NK deciduais são 

as mais predominantes (dNK ~70%), seguido de macrófagos deciduais (20-25%) e células T (3 -

10%), com perfil distinto das células circulantes fora da placenta, e vão auxiliar no remodelamento 

e invasão da decídua (Williams, 2009; Kwan, 2014). Durante a gestação, em camundongos, a 

ausência de células dNK está associada com malformações fetais devido a sua importância na 

formação da arquitetura placentária (Guimond, 1998; Hofman, 2014). Macrófagos deciduais são 

importantes na manutenção de um ambiente anti-inflamatório uma vez que são responsáveis pela 

fagocitose de células apoptóticas (Piacentini, 1994; Abumaree, 2012). Por fim, as células T com 

perfil regulatório (Treg) vão conferir tolerância aos antígenos fetais de forma a evitar o aborto 

(Rowe, 2012). 

A parte do desenvolvimento, o papel fundamental da placenta no mecanismo de 

imunotolerância ao feto permite proteger o embrião da infecção por agentes infecciosos que 

alcancem a placenta por via hematogênica, incluindo do efeito danoso de uma inflamação local 

exacerbada (Yehm 2012; Cappelletti, 2017). Assim, podemos considerar que a placenta, 

particularmente a camada troflobástica, funciona como uma barreira seletiva altamente complexa, 

que protege o feto durante o seu desenvolvimento.  

Figura 6: Linha do tempo da placentação humana e do camundongo. O blastocisto inicial humano se forma por volta 

do quarto dia e é marcado pelo desenvolvimento do trofectoderma – o primeiro evento de diferenciação no 

desenvolvimento dos mamíferos. O espaço interviloso (EIV) primitivo se forma por volta dos dias 8 a 9 a partir da 

coalescência de vacúolos formados dentro da massa de sinciciotrofoblastos (SIN) (criando lacunas). Entre as lacunas 

estão colunas de SIN (trabéculas), que são invadidas por citotrofoblastos (CTB) por volta do 12º dia para formar as 

vilosidades nascentes. Por volta do dia 15, o CTB invade a decídua (tarefa anteriormente realizada pelo SIN para 

implantação). No 21º dia, a placenta definitiva está formada. No entanto, o sangue materno não inunda o EIV até as 

semanas 10 a 12. Por outro lado, o período gestacional de camundongos dura apenas 20 dias. Outras diferenças entre 

humanos e camundongos incluem o desenvolvimento da placenta coriovitelina no dia 8. Essa placenta primitiva (não 

formada na gestação humana) é composta pela justaposição do saco vitelino contra os tecidos e vasos sanguíneos 

maternos. Nos dias 11 a 12.5, a placenta do saco vitelino é substituída pela placenta corioalantóica (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 imunológica e a atividade antiviral na placenta (Figura 7) são dependentes da 

expressão de PRRs, da produção de IFN do tipo I e do tipo III em células do citotrofoblasto, 

sinciciotrofoblasto e macrófagos placentários além da secreção de microRNAs com capacidade 

antiviral (Chatterjee, 2001; Gomez, 2008; Delorme-Axford, 2013; Kwon, 2014; Bayer, 2015; 

Racicot, 2017). Entretanto, alguns vírus conseguem estabelecer infecções 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 imunológica placentária. A placenta possui vários mecanismos inatos para proteger o 

feto de infecções congênitas de todos os tipos, incluindo a expressão de receptores de reconhecimento de padrões, 

como os receptores do tipo Toll (TLRs), a expressão constitutiva de IFNs tipo III (IFN-λ), e a liberação de peptídeos 

antimicrobianos. A inoculação de trofoblastos placentários com o parasita T. gondii induz a secreção de quimiocinas, 

incluindo o potente CCL22 que recruta células Th2 e Treg, sugerindo que a infecção com o parasita altera ou sinaliza 

para células imunes de origem materna. Além disso, a expressão do receptor Fc pelo SIN também sugere um papel 

protetor para a IgG materna dentro do compartimento fetal através do desenvolvimento de imunidade passiva. 
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 Fonte: Ander, 2019. 
 

Enquanto a inibição da produção de IFN do tipo I pode facilitar a replicação viral e levar a 

um aumento da carga viral de alguns vírus na placenta, a produção crônica de altos níveis de IFN 

do tipo I em tecido placentário pode induzir lesões 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 I 

na placenta de camundongos fêmeas durante a infecção pelo vírus 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 complicações durante a gravidez em gestantes 

infectadas com Zika (Racicot, 2017; Yockey, 2018). Em contrapartida, o IFN do tipo III, que é 

produzido por trofoblastos humanos, age de maneira autócrina e parácrina e possui papel essencial 

para manutenção da barreira placentária durante a infecção pelo ZIKV (Bayer, 2016). 

Além disso, em humanos, anticorpos maternos podem ser transportados através dos 

receptores neonatais Fc na superfície dos SIN (Maltepe, 2015). A passagem transplacentária de 

IgG permite a proteção do feto a partir da semana 16 de gestação (Maltepe, 2015). Em 

camundongos, não há transporte eficiente de IgG materno, os anticorpos são obtidos através da 

expressão de receptores Fc presentes em células do saco vitelino (também chamado de placenta 

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

 

O Orthobunyavirus oropoucheense está se espalhando pelas Américas com mais de meio 

milhão de casos estimados até agora. Além das manifestações febris, alguns arbovírus podem 

induzir malformações fetais quando mulheres são infectadas durante a gestação, como foi 

observado em 2015 no Brasil durante a epidemia de ZIKA e durante infecções por diversos 

bunyavírus e nairovírus, como Orthonairovirus haemorrhagiae (CCHFV) em humanos e 

Orthobunyavirus schmallenbergense (SBV) em ruminantes (Calvet, 2016; Charlier, 2017).  A 

infecção por arbovírus na placenta pode resultar em efeitos teratogênicos no feto, altos níveis de 

vírus no neonato, baixo peso ao nascer e prematuridade (Gérardin, 2008; Hoffmann,2011; 

Garigliany, 2012; Tarlinton, 2012; Paixão, 2016; Calvet, 2016). 

Não há estudos publicados relatando complicações placentárias resultantes da infecção por 

OROV nem quais vias de reconhecimento imunológico seriam importantes para o controle da 

infecção placentária. 

Ainda, dados epidemiológicos levantados durante as grandes epidemias desse vírus na 

região Amazônica apontam para a possibilidade de OROV causar problemas gestacionais, afinal 

houve um aumento da incidência de abortos (Mercer, 2003). Dados não publicados desenvolvidos 

por um aluno do Prof. Dr. Eurico Arruda da FMRP-USP mostram que OROV é teratogênico após 

infecção em ovo embrionado de galinhas e em camundongos C57BL/6. Além disso, o mesmo grupo 

relata que OROV pode infectar células dissociadas de placentas.  

Assim nossa hipótese é que o OROV tem potencial de atravessar a barreira 

hematoplacentária desencadeando resposta imunológicas capazes de afetar o desenvolvimento 

placentário e fetal.  
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo geral 

O objetivo desse estudo foi verificar o papel das vias de reconhecimento imunológico e da produção 

de interferons do tipo I e III para a quebra da barreira placentária pelo vírus Oropouche. 

3.2. Objetivos gerais  

● Caracterizar a cinética de replicação viral após infecção intravenosa (i.v) de OROV em 

camundongos fêmeas não grávidas com genótipo selvagem (C57/bl6), heterozigoto e homozigoto 

para o receptor de IFN-I (Ifnar1). 

● Estabelecer um modelo de transmissão materno-fetal através da infecção intravenosa (iv.) de 

OROV em fêmeas grávidas utilizando os modelos murino com deficiência em Ifnar1 e o animal 

selvagem (C57/BL6). 

●Determinar se o genótipo materno, paterno ou fetal assim como as diferentes proporções de 

homozigotos e heterozigotos presentes na prole resultante afetam a dispersão viral por OROV 

durante a gestação em cruzamentos com animais selvagens e com deficiência em Ifnar1.  

●Caracterizar o papel do IFN-III no controle da replicação de OROV em camundongos deficientes 

em Il28r. 

●Caracterizar o papel das vias imunológicas de reconhecimento viral no controle da replicação de 

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

● Determinar o efeito de IFN-I para a arquitetura placentária durante a infecção por OROV através 

da análise histológica da placenta de camundongos grávidas infectados. 

● Determinar se a infecção afeta a produção de partículas infecciosas na placenta de camundongos 

infectados por OROV. 

●Caracterizar o efeito in vitro de OROV sobre linhagens de células placentárias de humanos, 

caracterizando a cinética de replicação, a expressão de genes relacionados à resposta imune inata, 

a produção de citocinas após infecção com OROV. Determinar o papel do IFN-I na replicação de 

OROV na presença 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 (Aedes 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 instruções da ATCC em incubadora a 37oC com 5% de CO2.  

Os experimentos utilizando as células BeWo e JEG-3 foram realizados em placas de 24 poços 

utilizando 2x105 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. Após, 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 infecção com OROV. 

 

Vírus: Neste projeto foi utilizado o vírus Oropouche da linhagem BeAn 19991 que foi cedido pelo 

Prof. Dr. Luiz Tadeu Morais Figueiredo (FMRP-USP).  O estoque viral de OROV foi obtido após 

três passagens sucessivas em células Vero e C636. Para a primeira passagem, o vírus foi adicionado 

à monocamada de células com confluência de 80% e em garrafa de cultura de 25 cm3 e coletado 

após o aparecimento de efeito citopático ou em aproximadamente 84 horas após a infecção. O 

conteúdo coletado foi centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos para clarificação e distribuído em 

criotubos. Após, o estoque foi rapidamente congelado em nitrogênio líquido e armazenado a -80°C. 

Para as passagens seguintes, a propagação viral foi feita em garrafas de cultura de 175 cm2 com 

coleta após aparecimento de efeito citopático (24-30 horas pós infecção). Os estoques foram 

titulados por ensaio de foco infeccioso conforme descrito posteriormente. 

 

 

Camundongos: O alojamento e o cuidado de animais de laboratório foram conduzidos de acordo 

com as diretrizes para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório. A criação de animais e os 

experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes e após aprovação pelo Comitê 

Institucional de Cuidados e Uso de Animais da Washington University na Escola de Medicina de 
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St Louis (número 21-0246), do Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade de Campinas 

(Unicamp) (protocolo número 5302-1/2019) e da Universidade de São Paulo (USP) (protocolo 

número 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 São Paulo). Todos os 

camundongos tiveram acesso ad libitum a alimentos e água e foram manipuladas em instalações de 

Nível de Biossegurança 2. 

 

Genotipagem: Para genotipagem de camundongos adultos e fetos, aproximadamente 1 mm2 da 

cauda do camundongo foi digerido em 75 µl de tampão de lise alcalina (NaOH 25 mM e EDTA 0,2 

mM, pH 12) por 15 min a 95 ⁰C e neutralizado com 75 µl de tampão de neutralização (Tris-HCl 40 

mM pH 5). As amostras foram então clarificadas por centrifugação 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 amplificação em 

termociclador seguindo as condições de tempo e temperatura informadas na Tabela 2. O produto 

obtido do PCR foi então 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 ∞ 

 94°C 94°C 65°C* 72°C 94°C 55°C 72°C 4°C 

  10x   *declínio -1°C 30x   

 

Tabela 3: Oligonucleotídeos utilizados para PCR convencional 

Alvo Sequência Tamanho (pb) 

Ifnar1 

F:UM4 (Comum): 

5`-AAGATGTGCTGTTCCCTTCCTCGCTCTCA-3` 

WT: 150 

KO: 180 

R1:UM5 (WT): 

3`-ATTATTAAAAGAAAAGACGAGGCGAAGTGG-5` 

R2:Neo P3 (KO): 

3`-ATTCGCAGGGCATCGCCTTCTATCGCC-5` 

Sry 
F: 5`-CATGAACGCATTCATCGTGTGGTC-3` 

280 
R: 3`-CTGCGGGAAGCAAACTGCAATTCT T-5` 
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Titulação viral: A quantidade de vírus viável foi determinada por ensaio de foco infeccioso (UFF). 

Para tanto, os sobrenadantes armazenados foram descongelados e clarificados por centrifugação a 

5000 xg por 10 minutos. Foram preparadas diluições seriadas decimais para cada amostra em meio 

sem SFB e passados 100uL para monocamadas de células Vero E6 (4x104 células/mL) crescidas 

em placas de 96 poços, em duplicata. As placas foram incubadas por duas horas a 37º e 5% CO2 

para adsorção viral. Após a adsorção, foi adicionado meio semissólido contendo DMEM 2x, 

carboximetilcelulose 1,5% (CMC), SFB 4% e Penicilina/estreptomicina 2% de modo a obter uma 

concentração final de DMEM 1x, CMC 0.75%, SFB 4% e Penicilina/estreptomicina 1% no poço. 

As placas foram incubadas novamente por 48 horas a 37º e 5% CO2. Para fixação das placas, foi 

adicionado 70uL de paraformaldeído (PFA) 1% e elas foram mantidas a 4ºC até o momento da 

revelação.  

Para revelação dos focos, o paraformaldeído foi removido e as placas foram lavadas com PBS. As 

placas foram permeabilizadas com uma solução contendo PBS, saponina 0.1% e albumina bovina 

sérica 0.1% (BSA) por 30 minutos a temperatura ambiente.  

As placas foram lavadas com tampão de permeabilização 1x três vezes antes da adição de 50 μL 

de anticorpo primário policlonal anti-OROV (fluído ascítico, ATCC VR-1228AF) na proporção 

1:1000. As placas foram então mantidas sob agitação intermitente por 2 horas, em temperatura 

ambiente. Em seguida foram novamente lavadas com tampão de permeabilização 1x, e foram 

acrescentados 50 μL do anticorpo secundário anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase 

(Sigma, A4416) na proporção 1:2000. A leitura foi realizada pela presença de foco azul após 

revelação 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 decídua, placenta, feto e outros tecidos maternos 

(soro, linfonodo inguinal, fígado, cérebro, baço, útero e ovários). Os tecidos foram pesados e após 

homogeneizados em tubos contendo esferas de zircônia e meio DMEM sem SFB usando um 

MagNA Lyser (Roche LifeScience). Os homogeneizados foram clarificados por centrifugação a 

10.000 x g durante 10 min, e o RNA foi extraído usando o kit 5X MagMax Viral Isolation (Applied 

Biosystems) em um robô de extração Kingfisher Flex (Thermo Scientific) seguindo as instruções 

do kit. O RNA foi amplificado usando o kit TaqMan RNA-to-CT 1-Step (Thermo Fisher) e 

PrimeTime qPCR Assay (IDT) (mix de sonda e primer) específicos 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) após interpolação em uma curva padrão de diluições seriadas do RNA de 

OROV obtido de um estoque com concentração conhecida. 

 

As quantificações da expressão dos genes relacionados a resposta imune inata foram realizadas por 

qRT-PCR pela metodologia de Syber Green (BioRadiTaq™ Universal SYBR® Green Supermix). 

As amostras extraídas foram quantificadas em NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific) e 

utilizadas para obtenção de cDNA com kit High Capacity cDNA Reversion Transcription 

(AppliedBiosystems) segundo instruções do fabricante. Para a transcrição reversa, foi utilizado o 

termociclador SimpliAmp (Thermo Fisher Scientific). Após quantificação de cDNA, as amostras 

foram normalizadas de modo a obter 500 ng/uL de cDNA. Para a expressão genica, foram 

utilizados primers (Tabela 4) nas seguintes condições: 95°C por 3 minutos e 35 ciclos de 

desnaturação a 95°C por 15 segundos e anelamento-extensão a 60°C por 1 minuto. Como controle 

endógeno, usamos a amplificação do gene GAPDH. A quantificação foi determinada de forma 

relativa em comparação com células não infectadas, depois da normalização com o controle 

endógeno escolhido.  

 

Tabela 4: Sequencias dos primers utilizados para qPCR 

Camundongo   

Alvo Sequência (5´-3´)  Sequência (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 

Hif1α  CAAGAAACCACCCATGAC GGCTCATAACCCATCAAC Chen et al., 2019 

Ifit1  GCCTATCGCCAAGATTTAGATGA TTCTGGATTTAACCGGACAGC Das et al., 2016 

Ifn- λR1  GACGAGTACAGGCAGCTTCC AGCATTGACCCTTAGGATCTTCTC Galani et al., 2017 

Ifn-α CCTGAGAGAGAAGAAACACAGCC TCTGCTCTGACCACYTCCCAG Brzostek-Racine et al., 2011 

Ifnar1 ACTCAGGTTCGCTCCATCAG CTTTTAACCACTTCGCCTCG Protocol 27369 - Ifnar1 

Ifn-β ATGAGTGGTGGTTGCAGGC TGACCTTTCAAATGCAGTAGATTCA Zhang et al., 2015 

Ifn-γ ACTGGCAAAAGGATGGTGAC TGAGCTCATTGAATGCTTGG Oikonomou et al., 2016 

Ifngr1 CCTGTCAGAGGTGTCCCTCG GGGAGACCTTAGGACAGCTC Wang et al., 2007 

Ifn-λ2  TCCCAGTGGAAGCAAAGGATTG TCAAGCACCTCTTCTCGATGG Okamoto et al., 2014 
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Ifn-λ3  AGCTGCAGGTCCAAGAGCG GGTGGTCAGGGCTGAGTCATT Antony et al., 2021. 

IL10Rb TCAGTGCGACTTCTCTCATCT TGCATCTCAGGAGGTCCAATG Numasaki et al., 2007 

Il1β CCCTGCAGCTGGAGAGTGTGGA TGTGCTCTGCTTGTGAGGTGCTG Sun; Zhao; Hu, 2013 

Irf3  GGACTTGCACATCTCCAACA TTGCTCCACGTAGGGACAAT de Almeida et al., 2011 

Irf5  AATACCCCACCACCTTTTGA TTGAGATCCGGGTTTGAGAT Takaoka et al., 2005 

Irf7  CACCCCCATCTTCGACTTCA CCAAAACCCAGGTAGATGGTGTA Khorooshi; Owens, 2010 

Ldh-a TGTCTCCAGCAAAGACTACTGT GACTGTACTTGACAATGTTGGGA Song et al., 2018 

Mavs AGCCCTCCAGAGAGCATCAA GAGGCAACATTTGCTGCGT Oshiumi et al., 2010 

Mertk  ACCTCCACACCTTCCTGTTA CGTGGAGAAGGTAGTCGTACATCT Caraux et al., 2006 

Nf-kB  GAAATTCCTGATCCAGACAAAAAC CTACACAGAGGCCATTGAAGTGAT Yamamoto et al., 2009 

Oas1b  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 Zagórska et al., 2014 

RigI  CAGACAGATCCGAGACACTA TGCAAGACCTTTGGCCAGTT Yount et al., 2008 

RnaseL  CTGCAACCACAAAACATCTTAATA AGATCTGGAAATGTCTTCTGAAAAT Gupta; Rath, 2014 

Slc2a1 –

Glut1 GCTGTGCTTATGGGCTTCTC CACATACATGGCACAAAGC 
Montel-Hagen et al., 2008 

Tim1  TGGTTGCCTTCCGTGTCTCT TCAGCTCGGGAATGCACAA Umetsu et al., 2005 

Tlr3  TTAGAGTCCAACGGCTTAGAT AACGGATTGAAGCGCATA Takaoka et al., 2005 

Tlr9  ATGGACGGGAACTGCTACTACA GACCTTGGAACCAGGAAGAGTT Takaoka et al., 2005 

Tyro-3  CATTCCAGAGCAGCAGTTCAC CCACACACACTGTCATGTCCT Caraux et al., 2006 

Humano   

Alvo Sequência (5´-3´)  Sequência (3´-5´)  Ref 

Gapdh  CCCATGTTCGTCATGGGTGT TGGTCATGAGTCCTTCCACGATA Micke et al., 2006 

Ifit1 AGAAGCAGGCAATCACAGAAAA CTGAAACCGACCATAGTGGAAAT Santer et al., 2017 

Ifit2 GGTCTCTTCAGCATTTATTGGTG TGCCGTAGGCTGCTCTCCA Imaizumi et al., 2014 

Ifitm2 ATCCCGGTAACCCGATCAC CTTCCTGTCCCTAGACTTCAC Warren et al., 2014 

Ifitm3 ATGTCGTCTGGTCCCTGTTC GTCATGAGGATGCCCAGAAT Anafu et al., 2013 

Ifn-α TCCATGAGVTGATBCAGCAGA ATTTCTGCTCTGACAACCTCCC Harper et al., 2015 

Ifn-β GCTTGGATTCCTACAAAGAAGCA ATAGATGGTCAATGCGGCGTC Li et al., 2016 

Ifn-λ 2/3  CTGCCACATAGCCCAGTTCA AGAAGCGACTCTTCTAAGGCATCTT Khaitov et al., 2009 

Irf1 CGAATCGCTCCTGCAGCAGA GCCCAGCTCCGGAACAAACA Andersen et al., 2007 

Irf3 AGCAGAGGACCGGAGCAA AGAGGTGTCTGGCTGGGAAA Reimer; Schweizer; Jungi, 2007 

Irf7 TGTGCCGAGTGCACCTAGAG GAAGCACTCGATGTCGTCATAGAG Reimer; Schweizer; Jungi, 2007 

Isg15 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 Yi et al., 2014 

Oas1 CAAGCTCAAGAGCCTCATCC TGGGCTGTGTTGAAATGTGT Santer et al., 2017 

Oasl GGGACAGAGATGGCACTGAT AAATGCTCCTGCCTCAGAAA Santer et al., 2017 

Rig-I TGTGCTCCTACAGGTTGTGGA CACTGGGATCTGATTCGCAAAA Schöbel; Rösch; Herker, 2018 

Tlr3 TGGTTGGGCCACCTAGAAGTA TCTCCATTCCTGGCCTGTG Perrot et al., 2010 

Tlr3 TGGTTGGGCCACCTAGAAGTA TCTCCATTCCTGGCCTGTG Perrot et al., 2010 

Tlr7 CTCCCTGGATCTGTACACCTGTGAG CTCCCACAGAGCCTTTTCCGGAGCT Schaefer et al., 2004 

Tlr7 CTCCCTGGATCTGTACACCTGTGAG CTCCCACAGAGCCTTTTCCGGAGCT Schaefer et al., 2004 

Tlr9 TTATGGACTTCCTGCTGGAGGTGC CTGCGTTTTGTCGAAGACCA Kokkinopoulos; Jordan; Ritter, 2005 

Trif GGCCCATCACTTCCTAGCG GAGAGATCCTGGCCTCAGTTT Hong et al., 2015 

 

Inoculação viral e coleta dos tecidos: As gestações programadas foram estabelecidas e o dia 

embrionário E0.5 foi determinado após a detecção dos tampões vaginais. As fêmeas foram 

inoculadas com 105 UFF (C57BL/6, Myd88-/-, Mavs-/-, Ifnar1+/- e SJL), 102 UFF (Ifnar1-/-) ou com 

sobrenadante de cultura celular como controle por via intravenosa e por via retro-orbital sob 

anestesia com isoflurano no dia embrionário 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 

superfície resfriada e imediatamente armazenados em gelo seco. A decídua foi dissecada da 

placenta fetal conforme descrito anteriormente (Qu, 2014). A coleta de sangue foi realizada por 

punção cardíaca 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 determinação do tamanho fetal, imagens dos 

fetos obtidas na hora da coleta em superfície com medidas pré-determinadas foram analisadas 

utilizando o software ImageJ considerando o comprimento cabeça-nádega (crown-rump lenght-

CRL) e a distância focinho-occipital (snout-occipital distance-SOD). Todas as amostras foram 

armazenadas em -80°C até o uso.  

 

Histologia: Placentas individuais (incluindo a decídua) foram coletadas em E17.5 das fêmeas 

infectadas com OROV em E9.5 e as amostras foram fixadas em 4% de PFA à temperatura 

ambiente. As amostras foram reidratadas em etanol 70% e refrigeradas até o processamento para 

inclusão em parafina. O tecido foi cortado sagitalmente com um micrótomo em seções de 4 μm e 

montado pelo Núcleo de Histologia e Morfometria Musculoesquelética da Washington University. 

As secções foram hidratadas em PBS, seguidas de imersões em xilol e álcool (100%, 95%, 70% e 
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50%). A seguir, as secções foram coradas com hematoxilina (Vector, #H-3401), imergidas em 

solução de Hidróxido de Amônia 0.3%, e coradas com eosina (Sigma-Aldrich, #HT110132). Por 

fim, as secções foram desidratadas em concentrações crescentes de etanol (70%, 80%, 95% e 

100%) e xilol até a montagem seguindo procedimentos padrão. Secções completas da placenta 

foram digitalizadas com um Hamamatsu NanoZoomer (HT) com resolução de 20X. As medições 

das áreas placentárias foram realizadas usando o software QuPath (Bankhead et al., 2017) usando 

uma abordagem semi automática, na qual as regiões placentárias, incluindo o compartimento fetal 

(labirinto e zonas juncionais) e a decídua proximal, foram desenhadas e anotadas manualmente, e 

medido automaticamente pelo software. 

 

Imunofluorescência: Os cortes obtidos das amostras parafinadas foram desparafinados e a 

recuperação antigênica foi realizada em solução de recuperação antigênica Target Retrieval (Dako 

#S1699). As amostras foram então bloqueadas por 30 min em tampão de bloqueio à 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 ligação do receptor Fc na diluição de 1/100 (Biolegend, #101302). Os 

anticorpos primários para Citoqueratina-7 (Ck7; Abcam, ab181598) e Vimentina (Vim; Abcam, 

ab992547) foram incubados durante a noite a 4 ⁰C na diluição de 1:200 e, em sequência, incubados 

com anticorpo secundário anti-rabbit AF488 (A2106, Invitrogen) na diluição de 1:1.000 por 1h à 

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 secções da placenta foram digitalizadas em Hamamatsu NanoZoomer (HT) com resolução de 

20X. 

 

Ensaio de Spike: Os homogenatos das amostras controle ou infectada por OROV de placenta (pool 

de 5 amostras por genótipo) foram incubados com concentrações crescentes de OROV estoque 

(102-106 UFF) por 15 min a temperatura ambiente e, após, armazenados a -80°C. Posteriormente, 

foi feita a titulação por foco infeccioso das partículas viáveis de OROV como descrito 

anteriormente. 

 

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

Software). A expressão relativa do gene foi calculada usando o método ΔΔCT. As imagens foram 
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analisadas utilizando o software ImageJ (tamanho do feto) e QuPath (regiões da placenta). O teste 

de hipóteses para cada experimento é descrito nas legendas usando valores de p≤ 0,05 para indicar 

diferenças estatisticamente significativas entre os grupos e representadas proporcionalmente por 

símbolos. 
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5. Resultados 

5.1 Caracterização da cinética de replicação viral através da infecção intravenosa (i.v) de OROV 

em camundongos fêmeas não grávidas 

 

Para melhor caracterizar a infecção por OROV em um modelo murino e sua capacidade de 

atingir tecidos reprodutivos, foram infectados camundongos fêmeas Ifnar1+/+ (selvagem; WT), 

Ifnar1+/- e Ifnar1 -/- com 105 unidades formadoras de foco (UFF) de OROV utilizando a via 

intravenosa (i.v) retro-orbital. Após 3 e 8 dias pós-infecção (dpi), coletamos soro, baço, linfonodo 

inguinal (InLN), cérebro, fígado, útero e ovário dos animais infectados. Não há dados relativos ao 

dia 8 pós-infecção para Ifnar1-/- porque estes camundongos não sobreviveram após 3 dpi. 

Embora tenhamos detectado RNA viral em todos os camundongos independentemente do 

genótipo, os camundongos Ifnar1-/- exibiram as cargas virais significativamente mais altas no baço 

(p=0,0016), InLN (p=0,0001), cérebro (p=0,0002), fígado (p=0,0001), útero (p=0,0002) e ovário 

(p=0,0004) comparado ao animal WT em 3dpi. Nenhum efeito de haploinsuficiência foi detectado, 

já que os níveis de RNA viral foram semelhantes em camundongos WT e Ifnar1+/- (Figura 8A-G). 

Figura 8: Infecção por OROV em camundongos não grávidos. As fêmeas de camundongos foram desafiadas i.v. com 

105 UFF de OROV seguido de coleta de tecidos no dia 3 (WT, Ifnar1+/- e Ifnar1-/-) e dia 8 pós-infecção (WT e Ifnar1+/-

). As cargas virais foram avaliadas por RT-qPCR (A-G). A análise estatística foi realizada utilizando Kruskall-Wallis 

seguido pelo Teste de Comparação Múltipla de Dunn comparando todos os grupos com o WT. Para comparações 

pareadas foi utilizado o teste de Mann-Whitney. **p<0,01, ***p<0,001. Linha tracejada corresponde ao limite de 

detecção. 

 



43 
 

 
 

5.2 Estabelecimento de um modelo de transmissão materno-fetal através da infecção intravenosa 

(iv.) de OROV em fêmeas grávidas (modelo inicial E10-E16.5) 

Inicialmente, com um intuito de estabelecer um modelo de infecção por OROV com 

transmissão materno-fetal, os camundongos foram infectados i.v. com OROV no dia E10 de 

gestação e eutanasiados no dia E16.5. As infecções diferiram em quantidade de vírus, enquanto os 

camundongos WT foram infectados com 105 UFF, os camundongos Ifnar1-/- foram infectados com 

102 UFF pois não sobreviveriam até o dia da coleta caso fosse utilizado um título maior (Proença-

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

 

Figura 9: Caracterização da infecção por OROV em animais com resposta parcial de IFN. As fêmeas de camundongos 

foram infectadas com 105 ou 102 UFF de OROV (WT e Ifnar1-/-, respectivamente) i.v no dia E10 da gestação. Seis dias 

após a infecção, placenta e feto foram coletados. A carga viral da placenta, cabeça do feto e corpo do feto de 

camundongos foi determinada utilizando primers específicos para OROV. Os resultados foram expressos como Log10 

equivalente FFU/g (A,B). A expressão gênica receptores e fatores de transcrição (TLR9, RIG-I, IRF7, MAVS na 

placenta de camundongos foi detectada por PCR quantitativo em tempo real utilizando primers e GAPDH como 

controle endógeno (C); a expressão gênica de IFN e receptores (IFNα, IFNγ, IFNλ, Ifnar, IFNγR, IFNλ1R e IL10Rb) 

(D-F); a expressão gênica de genes estimulados por interferon (OASL, IFIT1, OAS1 e RNaseL) (G); a expressão gênica 

dos receptores TIM e TAM e seus ligantes (TIM-1, Mertk, Axl, Tyro3, ProtS e Gas6) (H); a expressão de genes 

glicolíticos relacionados à hipóxia (PKM2, PFKFB3, Glut1, HIF1α e IL1β) (J-O). Os dados foram analisados usando 

o método comparativo de CT (ΔΔCT). Os dados estão expressos como o número de vezes sobre o respectivo controle 

e normalizados usando o gene GAPDH. Esquema representando o envolvimento de PKM2 (piruvato quinase M2) e 

PFKFB3 (6-fosfofructo-2-quinase / frutose-2,6-bifosfatase 3) com o gene HIF1α (fator induzível por hipóxia) (I). Os 

dados são 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 comparação múltipla de Dunn. Linha tracejada corresponde ao limite de detecção. 
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A linhagem mais acometida pela infecção é a dos camundongos Ifnar1-/-, 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 fêmeas 

Ifnar1-/- são cruzadas com machos do tipo selvagem (WT), criando fetos Ifnar1+/− (HET). Como 
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visto no modelo de infecção com camundongos Ifnar1-/-, uma deficiência na sinalização de IFN do 

tipo I na mãe é necessária para permitir que o vírus cruze a barreira hematoplacentária e chegue ao 

feto. Uma resposta parcial de IFN do tipo I no feto e placenta, não é suficiente para reduzir a viremia 

fetal. 

Para entender melhor o impacto de uma menor expressão de IFN do tipo I e III para o 

controle da infecção placentária e fetal por OROV, avaliamos a carga viral na placenta, cabeça e 

corpo dos fetos após infecção com 105 UFF de OROV i.v. durante a gestação (E10-E16.5) em 

camundongos SJL. Esses animais possuem uma sinalização intacta de IFN, mas com níveis basais 

menores de IFNs do tipo I e III, sendo usados como modelo para avaliar o impacto de outros 

arbovírus na gestação (Bayer, 2016; Cugola, 2016). Curiosamente, não fomos capazes de detectar 

OROV nem na placenta nem nos fetos dos animais sobreviventes (dado não apresentado).  

Assim, para melhor compreender a resposta imunológica desencadeada pela infecção na 

placenta fetos de animais WT, HET e KO, analisamos a expressão gênica de IFNs do tipo I e III na 

placenta de camundongos provenientes dos cruzamentos com WT, Ifnar1-/- e Ifnar1+/- (Figura 9D-

G). A expressão de IFN-α está elevada na placenta de camundongos proveniente do cruzamento 

Ifnar1-/- x Ifnar1-/- (p<0,0001) quando comparada aos outros modelos de infecção utilizados. Não 

foram encontradas diferenças na expressão gênica de outros IFNs. Ainda, foram analisados a 

expressão dos receptores específicos de IFN (Tipo I: Ifnar; Tipo II: IFNγR; Tipo III: 

IFNλR1/IL10Rb). Curiosamente, houve um aumento na expressão do receptor de IFN do tipo I em 

placentas do cruzamento entre camundongos Ifnar1-/- x Ifnar1-/- sugerindo que a resposta à infecção 

se mostra em parte dependente desse receptor, contudo a intervenção utilizada para criar o modelo 

nocaute faz com que esses camundongos produzam uma proteína truncada e não-funcional o que 

justifica a detecção do gene nesse modelo. Além do receptor de IFN-α, houve um aumento 

significativo na expressão do receptor de IFN-γ e na subunidade IL10Rb do receptor de IFN-λ 

(Figura 9D). 

Como tivemos uma grande produção de IFN-α na ausência de seu receptor além da ativação 

de fatores de transcrição e ISGs (OASL e IFIT1) envolvidos na sinalização de IFN (Figura 9C,G), 

estudos mais detalhados precisam ser realizados para explicar se essa produção de IFN não é devido 

a algum mecanismo compensatório materno que ativaria vias convergentes à esses fatores e genes 

estimulados por IFN. 
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Para examinar possíveis anormalidades na placenta que acarretariam danos ao feto, tais 

como recrutamento de células imunes, perda da arquitetura placentária, diminuição da proliferação 

e morte celular, nós analisamos genes glicolíticos que estão presentes na hipóxia (Figura 9I-O).  

Vimos anteriormente uma elevada transcrição de IFN-α no tecido placentário de 

camundongos Ifnar1-/- sendo um dos fatores que pode contribuir para o dano tecidual e consequente 

diminuição no tamanho do feto. Concomitantemente encontramos níveis elevados de ambas as 

enzimas PKM2 e PFKFB3, importantes durante a hipóxia, na placenta dos camundongos Ifnar1-/- 

(Figura 9J,K). Para melhor entender a resposta de hipóxia no camundongo Ifnar1-/-, analisamos a 

expressão de Glut1, HIF1α e uma das citocinas produzidas em resposta a hipóxia e inflamação, a 

IL1-β.  Estes genes estão superexpressos na placenta, principalmente IL1-β, sugerindo que a 

infeção por OROV é precedida por hipóxia (Figura 9L-O). Não houve diferença significativa na 

expressão dos genes glicolíticos nas placentas dos outros grupos. Esses achados revelam que a 

produção e sinalização mediada por IL1-β pode ser um determinante para o dano placentário 

induzido por OROV. 

Por fim, analisamos os receptores TIM (TIM-1) e TAM (Tyro3/Axl/Mer e seus ligantes 

Gas6 e Proteína S) que participam na remoção de células apoptóticas e fagocitose dependente de 

fosfatidilserina (Figura 9H).  Houve um aumento na expressão do receptor TIM-1 e Mertk na 

placenta de camundongos Ifnar1-/- assim como dos ligantes Gas6 e ProtS indicando que esses 

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

5.3 Estabelecimento de um modelo de transmissão materno-fetal através da infecção intravenosa 

(iv.) de OROV em fêmeas grávidas (modelo inicial E9.5-E17.5) 

Após caracterizar brevemente o perfil imunológico apresentado durante a infecção por 

OROV em fêmeas durante a gestação e verificar a importância da resposta de IFN-α na proteção 

contra o vírus, algumas modificações foram realizadas quanto ao tempo gestacional utilizado para 

infecção e coleta sem alterar a via de administração (i.v.). Agora, os camundongos foram infectados 

no E9.5 (período em que a placentação também está completa) e o tempo até a coleta foi de 8 dias 

(próximo ao nascimento).   

Como as imunodeficiências maternas podem confundir a análise da infecção na interface 

materno-fetal, estabelecemos um modelo de infecção por OROV em mães imunocompetentes 

(Figura 10). A fim de avaliar como o background genético afetaria as cargas virais, verificamos 

primeiro se havia haploinsuficiência materna ou fetal cruzando fêmeas Ifnar1 +/- ou WT com 
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machos Ifnar1-/- ou WT. Esses cruzamentos produziriam diferentes misturas de genótipos fetais, 

enquanto a decídua teria o mesmo genótipo da mãe. O objetivo foi avaliar se as imunodeficiências 

no compartimento fetal da placenta poderiam ter efeito na infecção placentária e fetal. Não 

encontramos diferenças nas cargas virais das mães (Figura 10A-G), embora nos cruzamentos 

Ifnar1+/- x Ifnar1-/- tenha havido um aumento da carga viral na decídua (p=0,0231) e uma tendência 

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 infecção com 

camundongos Ifnar1-/-, uma deficiência na sinalização de IFN do tipo I na mãe é necessária para 

permitir que o vírus atravesse a barreira hematoplacentária e chegue ao feto. Assim, a deleção 

parcial do Ifnar1 no compartimento fetal da placenta não foi suficiente para afetar 

significativamente a suscetibilidade placentária ou fetal à infecção por OROV. Para avaliar o efeito 

do IFN do tipo III na restrição contra a quebra da barreira hematoplacentária contra OROV, 

avaliamos a replicação de OROV durante a infecção de camundongos nocautes para o receptor de 

IFN do tipo III porém a deleção do receptor não afetou a carga viral encontrada na mãe e no feto. 

 

Figura 10: Diferentes backgrounds genéticos em camundongos prenhes infectados com OROV. As fêmeas de 

camundongos foram infectadas com 105 UFF de OROV i.v no dia E9.5 da gestação e tecidos maternos e fetais foram 

coletados 8 dias após a infecção. As cargas virais nos tecidos maternos (A-H), placenta (I) e cabeça (J) e corpo do feto 

(K) foram avaliadas por RT-qPCR. A análise estatística foi realizada utilizando Kruskall-Wallis seguido pelo Teste de 

Comparação Múltipla de Dunn comparando todos os grupos com camundongos WT. Linha tracejada corresponde ao 

limite de detecção. 
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Como resultados anteriores com cruzamentos Ifnar1-/- x Ifnar1-/- resultaram em altas cargas 

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

as cargas virais em camundongos WT (Figura 11). Começamos com camundongos não grávidos 

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

camundongos que receberam 2.000-30 μg morreram 3 dias após a infecção, enquanto os que 

receberam 10 μg sobreviveram por 8 dias (dados não mostrados). Assim, utilizando as mesmas 
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condições dos outros cruzamentos (infecção em E9.5 e coleta em E17.5), administramos 10 μg de 

MAR1-5A3 a camundongos prenhes um dia antes da infecção. Foi possível encontrar RNA viral 

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

Figura 11: Infecção por OROV em camundongos prenhes que receberam anti-Ifnar em comparação com WT. As 

fêmeas de camundongos receberam i.p 10 μg de MAR1-5A3, um inibidor do receptor de IFN do tipo I, e no dia seguinte 

infectadas com 105 UFF de OROV i.v no E9.5 de gravidez. 8 dias após a infecção os camundongos foram sacrificados 

e os tecidos foram coletados para medição de carga viral (A-C) e medições fetais (D,E). O tamanho foi obtido pelo 

comprimento cabeça-nádega (CRL) e distância focinho-occipital (SOD). O peso do feto foi obtido pelos valores 

individuais da cabeça fetal e do corpo fetal. Para comparações pareadas foi utilizado o teste de Mann-Whitney. 

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Linha tracejada corresponde ao limite de detecção. 

 

Nos tecidos maternos, durante o uso de MAR1-5A3, observamos um aumento nas cargas 

virais apenas no fígado em comparação com o cruzamento WT x WT (p=0.0357) (Figura 11B). No 

entanto, houve um aumento significativo na suscetibilidade da placenta (p=0.0002), decídua 

(p=0.0093) e tecidos fetais (FH p=0.0004 e FB p=0.0371) ao OROV comparado ao cruzamento 

Dia 
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WT x WT (Figura 11C). Embora o vírus tenha conseguido chegar ao feto, não observamos 

diferenças de tamanho e peso em comparação com os animais controle (Figura 11D,E). Esses 

resultados destacam a importância da resposta do IFN Tipo I durante a gravidez, embora não 

possam recapitular totalmente os resultados obtidos com camundongos Ifnar1-/- x Ifnar1-/-. 

Para determinar se os resultados obtidos foram devido à resolução da infecção em 

momentos anteriores ao analisado anteriormente, executamos uma análise temporal para 

determinar a dinâmica de infecção neste modelo. Os tecidos foram coletados no dia 3 e 5 (dados 

não apresentados) pós-infecção 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), Ifnar1-/- x Ifnar1-/- (fetos KO) ou 

WT x WT (fetos WT) em D3 (Figura 12A-H). Assim, a deleção parcial do Ifnar1 no compartimento 

fetal da placenta foi suficiente para afetar significativamente a suscetibilidade placentária à 

infecção por OROV no D3 e sendo infecção mantida com baixas concentrações virais ou até 

eliminada até o D8. Contudo a completa deleção permite a placenta albergar títulos virais 

significativamente maiores e que coincidem com a morte da mãe.  

Figura 12: Coleta de tecido de camundongos prenhes infectados com OROV 3 dias após a placentação. As fêmeas de 

camundongos foram infectadas com 105 UFF de OROV i.v no dia E9.5 da gestação. 3 dias após a infecção, as cargas 

virais foram avaliadas por RT-qPCR nos tecidos da mãe (A-F), placenta (G) e feto (H). Imagens do feto e placenta (I). 

A análise estatística foi realizada utilizando Kruskall-Wallis seguido pelo Teste de Comparações Múltiplas de Dunn. 

Para comparações pareadas foi utilizado o teste de Mann-Whitney. **p<0,01; ****p<0,0001. Linha tracejada 

corresponde ao limite de detecção. 
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Embora não tenhamos encontrado diferenças nas cargas virais no D8, inferimos que a 

infecção por OROV pode afetar os resultados fetais em outros hospedeiros, já que a sinalização de 

IFN tipo I afeta a viabilidade fetal em um modelo de infecção por outros vírus, como ZIKV 

(Gérardin, 2008).  Durante a gestação, há mudanças no sistema imune materno que levam a uma 

distinta resposta a infecções. Bordt e colaboradores (2021) mostraram que fetos humanos do sexo 

masculino apresentam maior abundância de receptores Fc, expressão de ISGs e transferência de 

anticorpos vírus-específicos. Contudo diferenças sexo-específicas não são comumente abordadas 

nos estudos (Bordt, 2021; Flemming, 2021). Assim, diferenças fetais podem proporcionar 

diferentes graus de imunidade para os fetos e podem assim influenciar indiretamente na resposta 

imunológica materna. 

Não houve diferenças nas proporções de sexo e genótipo dos fetos para cada cruzamento 

entre animais controle ou infectados, juntamente como não houve diferenças na taxa de reabsorção 

no D8 (Tabela 5 e 6).  

Tabela 5: Genótipo fetal e proporções sexuais de cada cruzamento. 

 

*Teste qui-quadrado. As amostras foram comparadas com o controle de cada cruzamento. F-fêmea. M-macho. WT-

tipo selvagem. HET-heterozigoto. KO-Nocaute 

Tabela 6: Taxa de reabsorção entre cruzamentos 

 

*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 cabeça-nádega (crown-rump lenght-CRL) x 

distância focinho-occipital (snout-occipital distance-SOD).  No modelo Ifnar1-/- e Ifnar1+/-, no qual 

as fêmeas grávidas foram infectadas com 102 UFF de OROV e os tecidos foram coletados 6 dias 

pós infecção, foi possível observar uma redução significativa no tamanho (p=0,0200) e peso 

(p=0,0003) dos fetos infectados comparado ao seu controle com mesmo genótipo não infectado. 

Mesmo quando os fetos possuem uma sinalização parcial por IFN (Ifnar+/-), mas o genótipo 

materno é Ifnar1-/- a diferença no tamanho (p=0,0003) e peso (p=0,0028) permanece quando 

comparado ao controle não infectado (dado não apresentado). Concluímos assim que há uma 

proteção do feto durante a infecção quando há o receptor de IFN do tipo I. Não foram encontradas 

diferenças significativas nos parâmetros de peso e tamanho fetal nos camundongos WT e SJL 

considerando as mesmas condições do camundongo Ifnar1-/-, porém com uma dose de 105 UFF de 

OROV (dados não apresentados). 

A análise macroscópica dos fetos no D8 (Figura 13) dos cruzamentos Ifnar1+/- x Ifnar1-/- 

não revelou diferenças 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 comparação 

com o grupo controle. Por outro lado, um leve efeito foi observado nos fetos dos cruzamentos WT 

x Ifnar1-/- (p=0,0006; tamanho e p=0,0012; peso) e Ifnar1+/- x WT (p=0,0095; peso) que foram 

significativamente menores em comparação ao grupo controle (Figura 13). As diferenças 

encontradas sugerem que há uma menor distância CRL (Figura 13B) assim como menor peso do 

corpo fetal (Figura 13F), sugerindo uma possível diferença no crescimento. 

Assim, estudos comportamentais pós-natais poderiam evidenciar sequelas da infecção 

gestacional por OROV e que possam estar associadas com as diferenças discretas aqui relatadas, 

como as alterações de tamanho e peso do feto observadas durante a infecção por OROV. 

 

Figura 13: Tamanho e peso dos fetos de camundongos após infecção materna com OROV. As fêmeas de camundongos 

foram infectadas com 105 UFF de OROV i.v no E9.5 de gravidez. 8 dias após a infecção, os camundongos foram 

sacrificados e os fetos foram coletados para medições fetais (A). O tamanho foi obtido pelo comprimento cabeça-

nádega (CRL) e distância focinho-occipital (SOD), também representados individualmente (B-D). O peso do feto foi 

obtido pelos valores individuais da cabeça fetal e do corpo fetal (E-G). Para comparações pareadas foi utilizado o teste 

de Mann-Whitney contra sua respectiva solução salina. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001. 
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5.4 Caracterização do papel das vias imunológicas de reconhecimento viral no controle da 

replicação de OROV durante a gestação utilizando camundongos deficientes em Myd88 e MAVS. 

Para avaliar o impacto de moléculas presentes em vias de sinalização que levam a produção 

de IFN para o controle da infecção congênita por OROV, analisamos as consequências da infecção 

em cruzamentos entre camundongos WT e aqueles com deficiência em Myd88 e MAVS. Os 

resultados revelaram que a deleção parcial desses componentes da resposta imune inata não 

interfere nas cargas virais da decídua, 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 indetectável (Figura 14B,C). 

Adicionalmente a infecção de camundongos Mavs-/- durante a gestação com OROV se mostrou 

pouco produtiva uma vez que baixos títulos virais foram encontrados na placenta e praticamente 

indetectável no feto quando coletados 6 dias pós-infecção (dado não apresentado).  

Figura 14: Carga viral em camundongos deficientes para as vias inatas de Myd88 e MAVS. As fêmeas de camundongos 

foram infectadas com 105 UFF de OROV i.v no dia E9.5 da gestação e tecidos maternos e fetais foram coletados 8 dias 

após a infecção. As cargas virais na decídua, placenta, e cabeça e corpo do feto foram avaliadas por RT-qPCR. Não 

foram realizados testes estatísticos. Linha tracejada corresponde ao limite de detecção. 

 

5.5 Determinação do efeito de IFN-I na arquitetura placentária durante a infecção por OROV 

através da análise histológica da placenta de camundongos grávidas infectados. 

Para saber se a infecção por OROV na placenta poderia causar disfunção placentária neste 

modelo, realizamos análise histológica com hematoxilina e eosina (H&E) e imunofluorescência, 

utilizando marcadores de trofoblastos, citoqueratina 7, (Ck7) e de células endoteliais e 

mesenquimais, Vimentina (Vim), nas placentas do cruzamento Ifnar1 +/- x Ifnar1 -/- no D8 (Figura 

15). Não foram encontradas diferenças entre a placenta controle e infectada quanto a expressão de 

Ck7 e Vim (Figura 15A,B). Ainda, não foram encontradas diferenças entre placentas infectadas 

com OROV e controle em relação ao tamanho e arquitetura. Pela coloração H&E, observamos o 
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mesmo padrão de camadas (ou zonas) sem diferenças grosseiras na quantidade de glóbulos 

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

Figura 15: Análise histológica de cruzamentos Ifnar1+/- x Ifnar1-/- em E17.5 após infecção com OROV. As fêmeas de 

camundongos foram infectados com 105 UFF de OROV i.v no dia E9.5 de gestação. 8 dias após a infecção, os 

camundongos foram sacrificados e as placentas foram coletadas para histologia e imunofluorescência 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 ampliação (C,D). Maior 

ampliação das camadas placentárias (D,E). Secções completas da placenta foram digitalizadas com ampliação de 2,5X 

(barras de escala: 1 mm); ampliação de 20X (barras de escala: 50 μm). Dec-decídua; JZ-Zona juncional; LZ-Zona do 

labirinto; CP-Placa coriônica. 
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5.6 Detecção de partículas infecciosas na placenta de camundongos infectados por OROV. 

Para avaliar se os dados de quantificação de genoma de OROV na placenta se refletiam em 

diferenças na carga de partículas virais infecciosas, resolvemos titular por ensaio de formação de 

foco infeccioso a quantidade de OROV em amostras de decídua, placenta e feto de todos os 
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cruzamentos D8 usando um anticorpo para OROV em células Vero. Entretanto, não conseguimos 

detectar nenhum vírus viável nessas amostras independente do cruzamento (dado não apresentado). 

Ainda, quando tecidos maternos foram titulados (cérebro e baço), fomos capazes de detectar vírus 

viável apenas nas amostras de cérebro com mais de 109 eUFF/g com obtenção de um título de 106 

UFF/mL (dado não apresentado). 

Para descartar qualquer inibição tecidual que pudesse afetar o ensaio, fizemos um 

experimento adicional no qual é adicionado vírus às amostras de decíduo controle ou infectada 

(justaposta) ou amostras de placenta de amostras Ifnar1+/-, Ifnar1-/- e WT (identificadas pelo 

genótipo do feto) (Figura 16). Pudemos detectar vírus independentemente da quantidade de vírus 

adicionada (102 a 106 UFF) ao titular as amostras controle (Figura 16A). No entanto, ao adicionar 

o OROV em amostras de animais infectados, detectamos apenas vírus infecciosos quando foram 

adicionadas quantidades mais elevadas de vírus (Figura 16B). O mesmo ocorre quando utilizamos 

a linhagem de camundongo 3T3 (resposta intacta de IFN, ao contrário da célula Vero) incubada 

com MAR1-5A3 pré- e pós-infecção (dado não apresentado). 

 Isto pode sugerir que a infecção por OROV não é produtiva a longo prazo na interface 

materno-fetal, apesar da presença de RNA viral ou que existem fatores presentes no tecido 

infeccioso que poderiam inibir a detecção de vírus viáveis. 

 

Figura 16: Titulação de homogenatos de decídua e placenta por ensaio de foco infeccioso. Tecidos controle e infectados 

com OROV coletados no dia E17.5 de gestação foram enriquecidos com OROV até 102-106 UFF e posteriormente 

titulados em células Vero por ensaio de foco (A,B). Os homogenatos (pool de 5 amostras para cada condição) de 

decídua e placenta foram agrupados por genótipo fetal. Linha tracejada corresponde ao limite de detecção. 
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5.7 Caracterização do efeito in vitro de OROV sobre linhagens de células placentárias de humanos, 

caracterizando a cinética de replicação, a expressão de genes relacionados à resposta imune inata, 

a produção de citocinas após infecção com OROV. 

Para determinar se o OROV é capaz de se replicar em células de placenta humana foram 

realizadas infecções in vitro, com a linhagem, não sincicializada, BeWo (ATCC® CCL-98 ™) e, 

não fusogênica, JEG-3 (ATCC® HTB-3), ambas linhagens trofoblásticas (Figura 17 e Figura 18). 

Caracterizamos a cinética de replicação viral com dois MOIs diferentes (0,1 e 1) nos tempos 0, 6, 

12, 24 e 48 h pós-infecção. Ambas as células apresentam replicação viral com produção de 

partículas virais no sobrenadante (Figura 17A e Figura 18A). O pico de replicação viral ocorre em 

48h seguido de perda de viabilidade celular em 72h caracterizada microscopicamente pela perda 

de fenótipo e aderência. 

Posteriormente, para caracterizar quais vias da resposta imune inata podem ser ativadas 

durante a infecção por OROV na linhagem BeWo, analisamos a expressão de receptores Toll-like 

(Tlr3, Tlr7 e Tlr9); receptores citoplasmáticos (Rig-1 e Mda5); moléculas adaptadoras (Myd88, 

Trif e Mavs); fatores reguladores de interferon (Irf1, Irf3, Irf7); fator de transcrição (Nfkb); 

interferons tipo I e tipo III (Ifn-α, Ifn-β E Ifn-λ); e genes induzidos por interferon (Ifit1, Ifit2, Ifitm2, 



59 
 

 
 

Ifitm3, Isg15, Oasl e Oas1) em 6 e 24 hpi por RT-PCR (Figura 17D-J). Para os genes com diferença 

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

Figura 17: Cinética de replicação de OROV em linhagens de células BeWo. As células BeWo foram infectadas com 

duas multiplicidades diferentes de infecção (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 infecção com OROV. O título do vírus no 

sobrenadante foi determinado por RT-qPCR e ensaio de formação de foco em 0, 6, 12, 24 e 48 h após a infecção. A 

expressão gênica foi detectada por PCR quantitativo em tempo real utilizando primers específicos e GAPDH como 

controle endógeno. Os dados foram analisados usando o método comparativo de CT (ΔΔCT). Os dados estão expressos 

como o número de vezes sobre o respectivo controle e normalizada usando o gene GAPDH. Os dados são 

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 detecção. 

 

Figura 18: Cinética de replicação de OROV em linhagens de células JEG-3. As células JEG-3 foram infectadas com 

duas multiplicidades diferentes de infecção (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 infecção com OROV. O título do vírus no 
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sobrenadante foi determinado por RT-qPCR  e ensaio de formação de foco em 0, 6, 12, 24 e 48 h após a infecção e os 

resultados foram expressos em Log10 unidade formadora de foco por mL (Log10 UFF/mL). A expressão gênica foi 

detectada por PCR quantitativo em tempo real utilizando primers específicos e GAPDH como controle endógeno. Os 

dados foram analisados usando o método comparativo de CT (ΔΔCT). Os dados estão expressos como o número de 

vezes sobre o respectivo controle e normalizada usando o gene GAPDH. Os dados são 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 detecção. 

 

Os dados mostram que a infecção com OROV induz a formação de uma resposta antiviral 

nessas células trofoblásticas culminando na produção de IFN tipo I e III com posterior transcrição 

de genes induzidos por interferon (ISGs) com conhecida atividade antiviral. A infecção das células 

BeWo com OROV levou ao aumento da expressão dos genes Tlr7 (6h p= 0,1333), Tlr9 (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-

β (24h p= 0,0286), Isg15 (24h p= 0,0286) e Oasl (24h p= 0,0286) (Figura 10D-J). Da mesma forma, 

quando analisamos os genes nas células JEG-3 infectada com OROV encontramos diferenças na 

expressão de Ifn-α (24h p= 0,0286), Ifn-β (24h p= 0,0571), Ifn-λ (24h p= 0,0286), Isg15 (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 infecção de células da placenta 

in vitro, infectamos as linhagens celulares BeWo e JEG3 pré-tratadas com α-Ifnar com OROV 

(Fig.17B,C e 18B,C). Curiosamente, usando uma MOI=0,1, não 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 α-Ifnar. Essa falta de diferença aponta, novamente, para mecanismos virais eficientes de 

antagonismo da via efetora de IFN do tipo I. Além disso, células de linhagens podem não ter uma 

resposta tão eficiente de IFN quanto células primárias de placenta, fazendo com que a inibição de 

Ifnar não seja suficiente para levar a um aumento da replicação viral. Isso indica que as linhagens 

celulares BeWo e JEG3 podem não ser capazes de produzir uma resposta antiviral efetiva com altos 

níveis de ISGs em modelos in vitro.  

Em suma, com os dados in vitro, caracterizamos as vias de sinalização e de resposta 

antiviral induzidas pela infecção OROV em linhagens celulares de trofoblastos vilosos e 

extravilosos. Verificamos que a infecção por OROV leva a ativação de receptores capazes de 

reconhecer o genoma viral e induz a expressão de IFN do tipo I e III. Entretanto, a infecção por 

OROV parece ser capaz de modular a resposta induzida por IFNs, principalmente na célula BeWo, 

contribuindo para o estabelecimento de um cenário favorável à replicação viral.  

 

6.Discussão 

 

A resposta imunológica e a atividade antiviral na placenta são dependentes da expressão de 

receptores e produção de IFN do tipo I, principalmente em trofoblastos (Chatterjee, 2001; Gomez, 

2008; Kwon, 2014; Racicot, 2017), e alguns vírus são capazes de estabelecer infecções 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 infecção 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 complicações durante a 

gravidez em gestantes (Racicot, 2017; Yockey, 2018). Em contraste, o IFN tipo III, que é produzido 

pelos trofoblastos humanos, atua de maneira autócrina e parácrina e desempenha um papel 

essencial na manutenção da barreira placentária durante a infecção pelo ZIKV (Bayer, 2016). 

Vimos anteriormente que a exposição a alguns arbovírus pode levar à transmissão 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 

ausência de amostras de placenta humana positivas para OROV, nós utilizamos o modelo animal 

mais comumente utilizado para estudar a transmissão congênita. 
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Camundongos imunocompetentes adultos não são suscetíveis à infecção por OROV. 

Assim, os primeiros modelos animais descritos para OROV foram desenvolvidos após infecção 

intracerebral em camundongos lactentes e hamsters adultos ou com inoculação intracerebral em 

camundongos recém-nascidos (Araújo, 1978 e 1979; Rodrigues, 2007). Nós infectamos 

camundongos adultos não grávidos com deficiência na resposta de interferon tipo I e mostramos 

que o RNA viral foi detectado em até 8 dias de infecção. A proteção parcial de Ifnar é suficiente 

para sustentar a infecção em níveis 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 infecção é a dos camundongos Ifnar1-/-. 

Quando avaliamos os efeitos dos diferentes tipos de IFNs na infecção por OROV durante a 

gestação, vemos que uma deficiência na sinalização de IFN do tipo I na mãe é necessária para 

permitir que o vírus atravesse a barreira hematoplacentária. A resposta desencadeada pela 

sinalização via IFN do tipo I é essencial para o controle da infecção pois na sua ausência os 

camundongos são extremamente susceptíveis a infecção e morrem em decorrência da replicação 

viral e da grande quantidade de citocinas inflamatórias (Proença-Modena, 2015a). Camundongos 

imunocompententes são capazes de reduzir o alcance fetal por OROV uma vez que a detecção do 

vírus na placenta e fetos é baixa em camundongos WT e SJL. Contudo, uma vez administrado ao 

camundongo WT um anticorpo anti-Ifnar de modo a recapitular o fenótipo observado nos animais 

com completa deleção do receptor, vemos que uma vez bloqueada a sinalização por Ifnar, há um 

aumento na susceptibilidade viral da placenta e do feto. Camundongos SJL são utilizados como 

modelos de infecção congênita para ZIKV, devido a sinalização intacta de IFN, no qual os fetos 

apresentam restrição de crescimento fetal e sinais de microcefalia, assim como encontrado nas 

infecções por ZIKV em humanos (Cugola, 2016).  No contexto de infecção congênita com OROV 

em camundongos WT e SJL, não foi possível detectar RNA viral na placenta e fetos sugerindo uma 

alta sensibilidade viral à resposta de IFN do tipo I em modelo murino. Essa sensibilidade foi 

evidenciada também quando utilizamos diferentes concentrações de anti-Ifnar em camundongos 

WT sendo necessária a utilização da menor concentração de anticorpo testada de modo a garantir 

a sobrevivência do animal pelo período gestacional abordado. 

A resposta imunológica desencadeada na placenta dos animais Ifnar1-/- infectados por 

OROV encontra-se alterada quando analisada a expressão de alguns genes já conhecidamente 

importantes na resposta ao OROV. Estudos já haviam demonstrado que a resposta imunológica 
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frente ao OROV depende dos receptores RLR, da sinalização via MAVS e dos fatores de 

transcrição IRF-3 e IRF-7 em modelo murino (Proença-Modena, 2015a). Além do aumento da 

expressão desses genes em nosso modelo, foi possível observar um aumento na expressão de Ifn-

α na placenta dos camundongos Ifnar1-/- apesar da ausência do seu receptor. Há pouca informação 

sobre a produção de IFN-α 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-α/β KO infectados com o vírus da coriomeningite linfocítica (LCMV) 

produzem IFN-α por meio do receptor de IFN-γ e essa produção cessa quando são utilizados 

camundongos nocautes para o receptor IFN-α/β/γ (Malmgaard, 2002). Além disso, camundongos 

infectados com Orthomyxovirus SC35M podem produzir IFN-α dependente da sinalização de TLR, 

mas independente da retroalimentação do receptor de IFN-α (Höcker, 2015).  

Quando analisados possíveis efeitos decorrentes da resposta por IFN do tipo I na placenta 

que afetariam tanto a arquitetura placentária quanto o desenvolvimento fetal, procuramos alguns 

elementos metabólicos importantes para a placentação ou que já foram descritos em patologias 

associadas a placenta. 

Chen et al, mostrou que a durante a infecção com ZIKV ocorrem mudanças metabólicas de 

modo a promover a replicação viral em placentas humanas. Utilizando metabolômica em larga 

escala, foram encontradas alterações nas vias de lipogênese, rearranjo da membrana intracelular, 

disfunção mitocondrial e desbalanço de citocinas pro- e anti-inflamatórias (Chen, 2020). 

Algumas mudanças metabólicas, como por exemplo para um estado glicolítico, são uma 

forma de adaptação a um ambiente hipóxico muito estudado em células tumorais (Ward,  2012; 

Biswas, 2015). Nesse estado, a via glicolítica está muito ativa assim como a expressão de 

transportadores de glicose tais como Glut1. Essa alteração metabólica pode levar a ativação de 

enzimas glicolíticas e a sinalização pela via de PI3K-AKT que interage diretamente com o 

complexo alvo da rapamicina mTOR que ativa e estabiliza HIF1α (Semenza, 1994 e 2003; Cairns, 

2011; Ward, 2012). PKM2 (piruvato quinase M2) é um regulador metabólico chave presente 

principalmente em células tumorais (Altenberg, 2004) e que quando translocado ao núcleo interage 

com HIF1α, um fator induzível por hipóxia (Luo, 2011). HIF1α é normalmente degradado em 

condições de normóxia e estabilizado em condições de hipóxia (Iyer, 1998; Gultice, 2009; Redman, 

2009). Durante a placentação, ele é importante na diferenciação de trofoblastos, e quando presente 

em altos níveis pode levar ao desenvolvimento de desordens associadas à gravidez (Albers, 2019). 
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Já PFKFB3 (6-fosfofructo-2-quinase / frutose-2,6-bifosfatase 3) é uma enzima limitante na 

glicólise cuja expressão é maior em células vasculares, leucócitos e células tumorais (Cao, 2019). 

A glicólise mediada por PFKFB3 já havia sido associada a um aumento na produção de citocinas 

pró-inflamatórias tais como TNF-α e IL1-β em células endoteliais do pulmão (Cao, 2019). Além 

disso, a resposta de PFKFB3 em uma linhagem trofoblástica e em explantes tratados com LPS foi 

associada a uma ativação da via de NF-κB com consequente produção excessiva de IL-6, IL1-β e 

TNF-α o que ocasionou em defeitos na migração e capacidade de invasão dos trofoblastos (Zhang, 

2021). De forma resumida, PKM2 interage diretamente com HIF1α levando a transcrição de 

elementos de resposta à hipóxia (HRE) e aumento na atividade glicolítica de enzimas tais como 

PFKFB3 que contribuirão para o estabelecimento de um estado inflamatório.  Girard et al. (2010), 

mostra que produtos microbianos tais como LPS desencadeiam a inflamação da placenta levando 

a desordens neurológicas e morte fetal (Girard, 2010). Este efeito é revertido quando utilizado 

modelos knockout ou antagonistas do receptor de IL1-β (Girard, 2010; Reis, 2020). Ainda, parte 

do efeito de IL1-β deve-se à ativação de vias do inflamassoma que culminam na produção dessa 

citocina na placenta em resposta à malária (Reis, 2020). Dessa forma, os resultados no nosso 

modelo de infecção congênita em camundongos Ifnar-/- indicam um papel importante das vias 

glicolíticas e da hipóxia durante a infecção por OROV contudo limitado uma vez que não foram 

realizados testes ou utilização de animais específicos que permitam ver a ativação das vias 

metabólicas, via do inflamassoma e envolvimento da hipóxia na infecção. 

Além disso, o OROV é sabidamente um vírus com capacidade de induzir apoptose em 

diferentes modelos celulares (Acrani, 2010). A fosfatidilserina está presente internamente na 

camada bi lipídica da célula e é exposta durante a apoptose. Esse controle é principalmente 

realizado por células fagocíticas, tais como células dendríticas e macrófagos, sendo uma forma de 

reduzir respostas autoimunes e inflamação. Os receptores TIM e TAM atuam na regulação negativa 

da resposta imunológica sendo importantes para o término da resposta inflamatória e início da 

reparação 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 função em 

infecções por vírus envelopados. O receptor Axl pode facilitar a entrada dos vírus Ebola e do vírus 

Marburg através de uma interação indireta que promove sua internalização e fusão a membrana da 

célula hospedeira (Shimojima, 2006 e 2007; Brindley, 2011). Ainda, o ligante Gas6 pode promover 
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a ligação entre fosfatidilserinas presentes no envelope viral aos receptores TAM presentes na 

superfície celular facilitando a infecção por lentivírus, o vírus vaccínia e ZIKV (Morizono, 2011; 

Silva-Filho, 2021). O receptor TIM-1 também pode melhorar substancialmente a eficiência de 

infecção de vários vírus patogênicos. Jemielity et al. (2013), utilizou partículas semelhantes a vírus 

(VLPs-virus-like particles) contendo proteínas das famílias Flavivirus, Arenavirus e Alphavirus no 

estudo da interação entre as VLPs e o receptor TIM-1 e mostrou uma dependência da 

fosfatidilserina presente no envelope para promover a infecção (Jamielity, 2013). O vírus 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 vírus (Meertens, 2012). 

Similarmente, à ligação aos receptores TIM e TAM pela fosfatidilserina presente no envelope viral 

pode ser um cofator para a infecção de monócitos pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) 

(Callahan, 2003; Chua, 2019). Na placenta, os níveis de Gas6 estão associados a complicações 

neurológicas causadas pelo vírus Zika assim como a diminuição da resposta de IFN do tipo I (Silva-

Filho, 2021). O aumento na expressão de TIM-1 e Mertk em nosso modelo Ifnar-/- infectado por 

OROV podem indicar uma possível interação entre o vírus e os receptores que promoveriam a 

infecção e o aumento no apoptose celular o que, consequentemente, estaria contribuindo para uma 

perda da arquitetura placentária e dano fetal.  

Nosso modelo até então se limitou a caracterizar brevemente a resposta imunológica e suas 

possíveis consequências na gestação de modo a destacar a importância da resposta de IFN do tipo 

I na infecção por OROV em modelo murino.  

Contudo, de modo a não se limitar a um modelo de nocaute global (para Ifnar) e para 

explorar como imunodeficiências maternas poderiam afetar a infecção por OROV, diferentes 

cruzamentos foram analisados criando diferentes backgrounds genéticos maternos e fetais. Nossos 

dados mostraram que não há haploinsuficiência materna ou fetal pois não foram encontradas 

diferenças significativas na carga viral nem nos tecidos maternos nem nos tecidos fetais dos 

cruzamentos entre fêmeas Ifnar1 +/- ou WT com machos Ifnar1-/- ou WT em D8. Esses cruzamentos 

proporcionaram diferentes misturas de genótipos fetais, enquanto a decídua teria o mesmo genótipo 

da mãe. Mesmo que a prole tenha fetos KO (cruzamento entre Ifnar1 +/- e Ifnar1-/-) que seriam mais 

suscetíveis a infecção devido à ausência do receptor de Ifnar na placenta (e parcial na decídua), não 

foram encontradas alterações na carga viral nos órgãos maternos ou nos fetos provenientes da 

mesma prole que indicassem um espalhamento viral relacionado ao genótipo fetal.  No entanto, 
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quando realizado o cruzamento entre fêmeas Ifnar1-/- com machos Ifnar1-/-, pudemos observar uma 

alta carga viral que sugere que o genótipo materno com a completa ausência do receptor de Ifnar é 

necessário para que o vírus se dissemine e atravesse a placenta causando alterações 

macroscopicamente visíveis nos fetos em D3, contudo não mensuradas devido à fácil 

desestruturação dos fetos ao fazer a coleta. 

Ainda, nos propusemos avaliar se diferentes proporções nos genótipos ou no sexo dos fetos 

afetaria de alguma forma a resposta ao vírus. Já havia sido observado que, em porcos, a infecção 

por ZIKV durante a gestação não levava a síndrome congênita de ZIKA na prole, entretanto eram 

observadas diferenças pós-nascimento na qual havia uma quantidade excessiva de IFN-α no soro 

dos animais. Análises por RNA-seq da placenta revelaram diferenças na resposta adquirida durante 

a infecção materna por ZIKV e uma relação sexo-específica. Sugere-se que machos teriam um 

potencial para resultados patológicos no cérebro maior que fêmeas (Trus, 2019). Camundongos 

C57BL/6 tratados com LPS (lipopolissacarídeo) durante a gestação apresentaram uma prole com 

diferenças na patologia placentária. Enquanto machos apresentaram maiores danos pré-natal além 

de hipóxia e diferenças comportamentais sociais, fêmeas exibiram um perfil inflamatório agudo, 

atraso no desenvolvimento corporal e ansiedade na vida adulta (Braun, 2019). No nosso modelo, 

não foram encontradas diferenças quanto a carga viral nos diferentes cruzamentos testados.  

Como alterações na resposta imune inata podem em parte ser responsáveis pelo aumento 

da susceptibilidade e severidade da doença causada por alguns arbovírus devido à ausência de 

proteínas-chave na via de IFN do tipo I, utilizamos camundongos Myd88 e Mavs deficientes no 

contexto da infecção por OROV (Couderc, 2008). Proença-Modena et al. (2015), mostrou 

anteriormente que MAVS restringe a infecção e patogênese pelo OROV. Camundongos Mavs-/- 

são vulneráveis à infecção por OROV com uma taxa de mortalidade de 39% e com sinais clínicos 

visíveis e carga viral detectável em alguns animais a partir do 4 dia pós infecção (Proença-Modena, 

2015). Contudo, no intervalo de tempo entre a infecção e a eutanásia das fêmeas 6-8 dias, alguns 

órgãos como fígado e baço, além do soro, já possuiam uma carga viral indetectável (Proença-

Modena, 2015). É importante ressaltar que o vírus consegue estabelecer uma infecção na placenta 

quando outros órgãos já foram capazes de eliminar o vírus, contudo isso não é suficiente para que 

o vírus estabeleça uma infecção significativa nos fetos. Outros sensores da resposta inata podem 

estar agindo para compensar a ausência da sinalização por MAVS. Já 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 infecção por OROV (Toledo-Teixeira, em submissão). 

Anticorpos maternos são uma das formas de proteção fetal durante o desenvolvimento placentário, 

contudo em nosso modelo o período de infecção abordado a ausência de Myd88 durante a gestação 

não permitiu que a placenta e feto albergassem grandes quantidades de vírus no período analisado. 

Apesar de não termos encontrado diferenças na carga viral utilizando diferentes estratégias 

de cruzamento dos animais com deficiências na resposta de IFN I e III, realizamos a análise 

histológica das placentas em desenvolvimento coletadas em D8. A manutenção da arquitetura 

placentária é importante para troca de nutrientes, oxigênio e resíduos além de funcionar como fonte 

de energia para o desenvolvimento fetal (Pijnenborg, 2006; Burton, 2015; Woods, 2018). Muitos 

vírus causam restrição de crescimento fetal e até mesmo levam ao aborto devido a alterações nessa 

estrutura desencadeadas pela resposta ao vírus. Após o E10 em camundongos, a placentação está 

completa com quatro camadas distintas compreendidas pela decídua, zona juncional, zona do 

labirinto e placa coriônica (Elmore, 2022). A disfunção placentária pode se dar pelo recrutamento 

de células imunes, bloqueio da proliferação e indução de morte celular. No modelo Ifnar+/- no qual 

camundongos fêmeas foram infectadas por ZIKA, foi possível observar perda vascular na zona do 

labirinto e apoptose através da marcação com caspase 3 (Yockey, 2018). Ainda, genes de resposta 

a hipoxia, tais como Glut1 e Pfkfb3, foram significativamente regulados nos fetos infectados 

(Yockey, 2018). Placentas de ratos Sprague-Dawley (SD) infectadas pelo vírus da febre do Vale 

do Rift (RVFV) mostram sinais de necrose e hemorragia com congestão vascular e infiltrado celular 

que levam a letalidade fetal (McMillen, 2018). Nossos dados não mostraram alterações 

macroscópicas nas placentas coletadas em D8. Acreditamos que, devido a carga viral encontrada 

nos animais Ifnar-/- em D3, possíveis alterações estariam histologicamente visíveis uma vez que os 

camundongos, mãe e fetos, não sobrevivem a infecção com 105 UFF de OROV por mais tempo. 

Nosso estudo se limita a não observar tempos gestacionais anteriores no qual a placentação 

não está completa e por isso, o feto está mais exposto a patógenos. Dessa forma não poderíamos 

inferir o impacto da infecção nos primeiros meses de gestação. Ainda, apesar de não encontrarmos 

diferenças na carga viral dos cruzamentos estudados, não foram realizados experimentos 

comportamentais ou qualquer acompanhamento pós-nascimento. 

Devido a diferenças no desenvolvimento placentário e na composição da barreira hemato-

placentária, torna-se difícil comparar diretamente as alterações patológicas observadas na placenta 
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de camundongos com as dos seres humanos. Assim, de modo a recapitular a infecção observada 

em camundongos, utilizamos linhagens trofoblásticas humanas. 

As linhagens BeWo e JEG-3 possuem características trofoblásticas, contudo são 

provenientes de diferentes regiões da placenta. Enquanto a BeWo representa citotrofoblastos 

presentes nas vilosidades placentárias e que na sua forma fusionada caracterizariam uma barreira 

contra patógenos, a JEG-3 representa citotrofoblastos extravilosos com grande capacidade 

proliferativa e que invadem a decídua (Orendi, 2010; Lee, 2016; Drwal, 2018). Considerando isso, 

ambas as células consistem em trofoblastos com perfis gênicos distintos (Burleigh, 2007). 

A fim de relacionar os resultados obtidos em modelo murino a resposta em humanos, genes 

importantes para a resposta contra vírus foram analisados durante a infecção por OROV.  

Os genes IFIT1 e IFIT2 pertencem a uma família de proteínas que reduzem a replicação 

viral através de mecanismos de ligação ao RNA viral ou alterações na síntese proteica e são 

importantes para o controle de alguns arbovírus tais como o vírus Oeste do Nilo (WNV) e o vírus 

da encefalite japonesa (JEV) (Saha, 2006; Wacher, 2007; Zhou, 2013). Entretanto, IFIT-1 parece 

não ser essencial para o controle dos vírus de RNA de polaridade negativa, já que a deleção desse 

gene não confere maior vulnerabilidade a camundongos após infecção com os vírus OROV, vírus 

influenza A, vírus La Crosse e vírus Ebola (Pinto, 2015). Parte desse efeito pode ser consequência 

de mecanismos virais de antagonismo a alguns dos genes induzidos por IFNs (ISGs). De fato, sabe-

se que alguns membros da família Peribunyaviridae possuem mecanismos para antagonizar o efeito 

de ISG15, já que domínios proteases do gene L desses vírus são capazes de hidrolizar ISG15 ligado 

a proteínas-alvo, levando a perda do efeito antiviral (Frias-Staheli, 2007; Proença-Modena, 2015a). 

Desse modo, embora os citotrofoblastos estudados tenham demonstrado grande produção de IFN 

do tipo I e, principalmente de IFN do tipo III após infecção por OROV, mecanismos ainda não 

totalmente entendidos de antagonização do efeito de ISGs nessas células podem fazer com que o 

vírus consiga se replicar em altos títulos, mesmo quando utilizado uma baixa MOI.  De fato, meio-

condicionado obtido de células primárias trofoblásticas infectadas com ZIKV foram capazes de 

induzir a produção de ISG em células não placentárias, o que não ocorreu quando utilizado um 

meio condicionado das linhagens BeWo, JEG3, JAR ou HTR8 (Bayer, 2016). 

Os altos níveis de IFN-λ, a maior produção de ISGs e a menor replicação de OROV na 

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

2018). 

Interessantemente, a expressão de alguns genes envolvidos na resposta imunológica, como 

Tlr7, Rig-I, Mda5, Ifit1, Ifit2, Isg15, Oas1 e Ifn-λ, estão com a sua expressão consideravelmente 

alta em JEG-3, superior ao que é apresentado na célula BeWo. Acreditamos que a maior expressão 

desses genes da resposta imune inata pode estar correlacionada com a menor carga viral observada 

em células JEG-3 em comparação com a BeWo.  

Como demonstrado após infecção com vírus Zika, trofoblastos normalmente expressam 

grandes quantidades de IFN-λ que pode conferir um efeito antiviral autócrino nessas células (Bayer, 

2016). Além disso, os altos níveis de IFN-λ podem ter um efeito antiviral parácrino, que podem 

contribuir com o controle da replicação viral em células chaves durante a invasão fetal, como 

células endoteliais e epiteliais. Consistente com isso, observamos uma grande expressão de IFN do 

tipo III em células JEG-3, que apresentaram título viral menor em comparação a BeWo.  

Apesar de mostrarmos que linhagens de células trofoblásticas são susceptíveis a infecção 

por OROV, devido à complexidade da resposta imuno materna e sua influência no desenvolvimento 

fetal, estudos com células isoladas da placenta humana a termo ou modelos 3D de cotilédone duplo 

e perfusão (Villazana-Kretzer, 2022) reforçariam a importância do diagnóstico para OROV em 

gestantes.  

Nossos dados mostram que a deleção parcial do receptor de interferon em camundongos 

pode restringir a infecção por OROV, mantendo baixos níveis virais até o dia 8, enquanto a ausência 

completa do receptor de IFN tipo I levou à letalidade no dia 3. Durante a gravidez, embora OROV 

seja capaz para infectar a placenta e os fetos, isso não afeta o crescimento fetal nem desestabiliza a 

arquitetura placentária, embora algumas diferenças no tamanho e peso fetal tenham sido observadas 

e não se possa inferir a ausência de complicações pós-natais. Estes dados complementam 

descobertas anteriores mostrando que uma deleção completa de Ifnar é necessária para que OROV 

cause infecção produtiva em camundongos e sugerem que a sinalização de Ifnar1 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 infecção de linhagens placentárias humanas evidencia a capacidade de transmissão 

transplacentária do OROV e a importância da resposta imunológica desencadeada durante a 

infecção. Assim, devido a grande circulação do vírus e surgimento de novas variantes estudos 
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epidemiológicos devem acompanhar mulheres grávidas infectadas com OROV e não descartar a 

possibilidade de transmissão fetal principalmente em um cenário em que há imuno 

comprometimento materno. 

  



71 
 

 
 

7.Conclusão 

-Uma deleção completa do Ifnar é necessária para que o OROV cause infecção produtiva 

em camundongos e sugere que a sinalização do Ifnar1 precisa ser anulada tanto nos compartimentos 

maternos quanto fetal para induzir resultados na gravidez. 

-Não foi detectada haploinsuficiência materna ou fetal para o gene Ifnar1 nos camundongos 

infectados por OROV. 

-Não foram encontradas diferenças na susceptibilidade viral da prole entre camundongos 

fêmeas e machos. 

 - Foi detectado RNA viral por até 8 dias pós infecção nas placentas e fetos infectados por 

OROV, mas não foi possível detectar partículas virais viáveis nesse contexto. 

-Linhagens trofoblásticas humanas são susceptíveis a infecção por OROV e respondem a 

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

 

A abordagem da suscetibilidade ao OROV (e outras infecções por arbovírus) e as 

respostas teciduais no compartimento fetal da placenta podem ser fundamentais em um grande 

surto. 
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