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RESUMO

O virus Oropouche (OROV) é um arbovirus emergente responsavel por milhares de
casos de doenga febril exantematica na regido Amazdnica. Como outros arbovirus, OROV pode
causar complicacdes neuroldgicas em uma parte dos pacientes infectados. Embora tenha sido
demonstrado que OROV pode atravessar a barreira hematoencefalica (BHE) e causar infeccao
no sistema nervoso central (SNC) de camundongos neonatos e hamsters, pouco se sabe sobre
0S mecanismos patogenéticos associados a quebra dessa barreira. J& foi demonstrado que IRF-
5, um fator de transcri¢do ativado ap0s reconhecimento de PAMPs (padrdes moleculares
associados a patdgenos), € essencial no controle da neuroinvasédo de OROV e outros arbovirus
como WNV e LACV. Dessa forma, o objetivo deste projeto foi caracterizar o papel da
expressdo de IRF-5 em células endoteliais para o controle da neuroinvasdo por OROV e
explorar os fatores associados a infeccdo viral no SNC. Para tanto, analisamos a mortalidade, o
tropismo viral e o infiltrado leucocitario no SNC de animais que ndo expressam IRF-5 em
endotélio, utilizando o sistema Cre/LoxP de recombina¢do. Também caracterizamos a infeccao
por OROV e a expressdo de genes da resposta imune inata e fatores de adesdo endotelial em
linhagens estabelecidas de células endoteliais. Além disso, examinamos o efeito de IRF-5 na
integridade e passagem de virus pela barreira endotelial e por modelos complexos que
mimetizam a BHE. Por fim, utilizamos técnicas de bio-plex e RNA-seq para explorar a resposta
de células humanas do SNC na infec¢do por OROV. Os resultados mostraram que 35% dos
animais nocautes condicionais sao vulneraveis a infeccdo, apresentando sinais de acometimento
neuroldgico, como perda de equilibrio e paralisia dos membros inferiores, alta carga viral no
SNC (entre 10* e 10® eqFFU/g) e aumento do nimero e adesdo de células imunes a
microvasculatura cerebral, mesmo quando a infeccdo ocorre por meio da transferéncia de
células imunes circulantes infectadas. Dessa forma, concluimos que a expressdo e ativacao de
IRF-5 em células endoteliais é essencial para restringir o acesso ao SNC e a consequente quebra
da BHE durante a infec¢do por OROV in vivo. Além disso, OROV infecta de forma produtiva
as linhagens estabelecidas de células endoteliais de humanos (HBEC-5i) e murinos (BEND3).
Enquanto as células HBEC-5i séo altamente suscetiveis e permissivas a infeccdo por OROV,
alcancando titulos entre 10° e 10° FFU/mL, as células BEND3 sdo parcialmente resistentes a
infeccdo, com menor quantidade extracelular do virus atingindo um maximo de 10* FFU/mL e
sem efeito citopatico aparente. Também foi possivel observar uma forte resposta antiviral nas
celulas endoteliais infectadas, com aumento da expressdo de vias de sinalizagdo, genes

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



p-selectina). Ainda assim, ndo houve modulacdo na expressdo de juncdes oclusivas ou
disrupcdo da barreira endotelial in vitro, apesar de ser possivel recuperar virus na camara
inferior em modelos de transwell, indicando que o virus é capaz de cruzar a barreira endotelial
sem causar danos celulares. Por fim, células gliais e neuronais humanas apresentam intensa

resposta a infeccdo viral, com a liberacdo de citocinas, quimiocinas e modulacdo de vias
celulares.



ABSTRACT

Oropouche virus (OROV) is an emerging arbovirus responsible for thousands of cases
of exanthematous febrile illness in the Amazon region. As other arboviruses, OROV can cause
neurological complications in a portion of infected patients. Although it has been demonstrated
that ORQV can cross the blood-brain barrier (BBB) and cause infection in the central nervous
system (CNS) of neonate mice and hamsters, little is known about the pathogenetic mechanisms
associated with the breakdown of this barrier. It has already been demonstrated that IRF-5
(Interferon regulatory factor 5), a transcription factor activated after recognition of PAMPs
(pathogen-associated molecular patterns), is essential in controlling the neuroinvasion of
OROV and other arboviruses such as WNV and LACV. Therefore, the objective of this project
was to characterize the role of IRF-5 expression in endothelial cells in controlling neuroinvasion
by OROV and explore the factors associated with viral infection in the CNS. For this, we
analyzed mortality, viral tropism and leukocyte infiltration in the CNS of animals that do not
express IRF-5 in the endothelium, using the Cre/LoxP recombination system. We also
characterized OROV infection and the expression of innate immune response genes and
endothelial adhesion factors in established endothelial cell lines. Furthermore, we examined the
effect of IRF-5 on the integrity and passage of viruses across the endothelial barrier and through
complex models that mimic the BBB. Finally, we used bio-plex and RNA-seq techniques to
explore the response of human CNS cells to OROV infection. The results showed that 35% of
the conditional knockout animals are vulnerable to infection, showing signs of neurological
impairment as loss of balance and limb paralysis, high viral load in the CNS (between 10* and
108 egFFU/g) and increased number and adhesion of immune cells to the brain
microvasculature, even when infection occurs through the transference of circulating infected
immune cells. Therefore, we conclude that the expression and activation of IRF-5 in endothelial
cells is essential to restrict access to the CNS and the consequent breakdown of the BBB during
OROV infection in vivo. Furthermore, OROV productively infects established human (HBEC-
5i) and murine (BEND3) endothelial cell lines. While HBEC-5i cells are highly susceptible and
permissive to OROV infection, reaching titers as high as 10° and 10® FFU/mL, BENDS3 cells
are partially resistant to infection reaching a maximun of 10* FFU/mL, with lower extracellular
amounts of virus and no apparent cytopathic effect. It was also possible to observe a strong
antiviral response in infected endothelial cells, with increased expression of signaling pathways,
interferon-stimulated genes (ISGs) and endothelial adhesion factors (ICAM, VCAM, e-selectin

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



of the endothelial barrier in vitro, despite it being possible to recover virus in the lower chamber
in transwell models, indicating that the virus is capable of crossing the endothelial barrier
without causing cellular damage. Finally, human glial and neuronal cells present an intense
response to viral infection, with the release of cytokines, chemokines and modulation of cellular

pathways.
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INTRODUCAO

Aspectos Gerais

Os arbovirus (arthropod-borne virus) sdo virus de RNA pertencentes a diferentes
familias virais que sdo transmitidos por vetores artropodes hemat6fagos para pessoas e animais
selvagens e domésticos. Aproximadamente 6,3 bilhGes de pessoas vivem em areas de risco para
doencas causadas por vetores artropodes, concentradas principalmente em regides tropicais e
subtropicais do planeta (Messina et al., 2019). Em 2023 foram registrados mais de 1,5 milh&o
de casos do virus da Dengue (DENV) apenas no Brasil (“Boletim Epidemioldgico - Volume 54
- n° 13 — Ministério da Satde,” n.d.). Anualmente é estimado que este virus cause por volta de
100 milhdes de casos e 400 mil mortes, em cerca de 129 paises (Messina et al., 2019). Virus
como o Chikungunya (CHIKV), Febre Amarela (YFV), Zika (ZIKV) e Oeste do Nilo (WNV)
também sdo responsaveis por milhares de casos e mortes todos 0s anos. As estatisticas acerca
da infeccdo por arbovirus foram crescendo nas Ultimas décadas e atingindo niveis sem
precedentes. Estudos indicam que as causas principais podem estar associadas a urbanizacao,

mudancas climaticas e a globalizacao (de Souza and Weaver, 2024).

Os arbovirus se mantém na natureza em ciclo enzodtico, o que significa que os vetores
artropodes podem ser infectados ao se alimentar do sangue de animais amplificadores
portadores do virus, que pode ou ndo se replicar e/ou causar doenca nestes animais. Para ser
capaz de disseminar a infecgcdo os vetores artropodes precisam que o virus se replique no seu
organismo. Entre os principais vetores podemos citar os mosquitos dos géneros Aedes, como
Aedes aegypti e Aedes albopictus, Cullex quingquefasciatus, moscas hematéfagas como as do
género Cullicoides e carrapatos. E seus hospedeiros em ambiente selvagem podem ser dos mais
variados grupos de animais, como aves, roedores, primatas, entre outros (Weaver et al., 2018).

A infecgdo de pessoas neste ciclo se da por eventos de “spillover” onde ocorre a infecgao
acidental pela picada do vetor artropode que carreia o virus replicante. Para que isso ocorra é
necessario o contato proximo entre os vetores que circulam o virus em ambiente selvagem e
populacdes que vivem em areas florestais. Geralmente esse contato ocorre em locais com
intensa acdo do homem na natureza, como areas de degradacao ambiental, mineracéo e pecuaria
(de Souza and Weaver, 2024; Weaver et al., 2018).


https://www.zotero.org/google-docs/?7iW7ut
https://www.zotero.org/google-docs/?C4wpNK
https://www.zotero.org/google-docs/?C4wpNK
https://www.zotero.org/google-docs/?C4wpNK
https://www.zotero.org/google-docs/?C4wpNK
https://www.zotero.org/google-docs/?x4moyh
https://www.zotero.org/google-docs/?LVNXi9
https://www.zotero.org/google-docs/?R9DpVF
https://www.zotero.org/google-docs/?XyxdTG
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Mudangas ecoldgicas causadas pelo homem também podem agravar esse cenario,
levando a redistribuicdo de vetores e aparecimento de novos reservatorios animais para esses
virus. Alteracdes climéticas podem fazer com que os vetores artropodes tenham sua distribuicdo
geografica, padrbes de reproducéo e sobrevivéncia alterados, afetando assim sua capacidade de

transmitir arbovirus (Ortiz et al., 2021).

A transmissdo direta entre vetores e humanos também pode ocorrer quando se
estabelece o ciclo urbano, ocasionando uma situagdo de epidemia quando ocorre de forma
temporaria ou endemia quando o ciclo se torna permanente. Esse tipo de transmissdo pode
ocorrer quando o virus se replica com alto titulo virémico nos humanos, permitindo a infeccao
dos vetores pela picada, e também quando existe uma alta disponibilidade de vetores no
ambiente urbano (Weaver et al., 2018). Além disso, por serem virus de RNA, possuem alta taxa
de mutacédo inserida pela RNA polimerase RNA dependente viral durante o processo de
transcricdo e replicacdo, permitindo que ocorra uma adaptacdo do virus a novos vetores e

hospedeiros.

Por ser um crescente desafio a satde publica, pesquisas que visam o desenvolvimento
de vacinas, métodos de diagnostico, vigilancia ambiental, medidas de controle e entender os
fatores associados com a resposta imune e patologia séo essenciais para 0 combate a arbovirus
circulantes e a preparacdo em caso de emergéncia de novos arbovirus. Alguns arbovirus
emergentes da regido amazonica geram preocupacdo a salde publica por serem responsaveis
por um grande namero de surtos na regido, e que tem se intensificado nos Gltimos anos, como
é 0 caso dos virus Oropouche (OROV), Mayaro (MAYV) e o virus da Encefalite Equina
Venezuelana (VEEV).

Orthobunyavirus Oropouchense (Oropouche virus)

O Orthobunyavirus Oropouchense, conhecido popularmente como Oropouche virus
(ORQV), é pertencente a familia Peribunyaviridae, género Orthobunyavirus, sorogrupo Simbu
(Hughes et al., 2020) . Sua estrutura € de um virus envelopado, com capsideo helicoidal e
genoma segmentado de RNA polaridade negativa. O genoma de OROV é composto por trés
segmentos de RNA, denominados small (S), medium (M) e large (L) (Murphy et al., 1973). O
segmento S codifica uma proteina estrutural de nucleocapsideo (N) e uma proteina nédo
estrutural, chamada NSs. JA& o segmento M codifica duas glicoproteinas de superficie,
denominadas Gc e Gn, e uma proteina ndo estrutural chamada NSm. Por fim, o segmento L
codifica a RNA polimerase RNA dependente (Acrani et al., 2015; Tilston-Lunel et al., 2015).


https://www.zotero.org/google-docs/?KaXCbW
https://www.zotero.org/google-docs/?J2esoH
https://www.zotero.org/google-docs/?93wzp0
https://www.zotero.org/google-docs/?WZ6gzu
https://www.zotero.org/google-docs/?TB0Ju3
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Como outros membros dessa familia, OROV entra na célula hospedeira pela via endocitica,
funde seu envelope a membrana do endossomo apdés acidificacdo dessa organela e realiza sua
transcricdo e traducdo no citoplasma celular, em um mecanismo dependente da RNA
polimerase RNA dependente e dos ribossomos livres no citoplasma e presentes na membrana
do reticulo endoplasmatico (Acrani et al., 2010; Santos et al., 2008). A proteina 1 relacionada
ao receptor de lipoproteina de baixa densidade (Lrpl) também conhecida como receptor de
alpha-2-macroglobulina ou CD91 é o primeiro receptor conhecido para a entrada do OROV na

célula hospedeira (Schwarz et al., 2022).

Anticorpos para OROV ja foram encontrados na natureza em animais como preguicas
(Bradypus tridactylus) (Pinheiro et al., 1962), primatas ndo humanos como macacos-pregos
(Sarajus spp.), bugios (Alouatta caraya), saguis (Callithrix penicillata), roedores (Proechimys
spp.) e aves (Fringillidae, Thaurapidae, Columbidae) que podem atuar como espécies
hospedeiras do virus. Em ambiente selvagem a transmissao ocorre pela picada dos mosquitos
Aedes Serratus e Coquillettidia venezuelensis (Nunes et al., 2005; Pinheiro et al., 1981b;
Tilston-Lunel et al., 2015). Em ambiente urbano a transmissao se da entre pessoas pela picada
da mosca hematdfoga Culicoides paraensis, conhecida popularmente como mosquito pélvora
(Pinheiro et al., 1982b, 1981a). Além disso, é possivel infectar Aedes aegypti com OROV em
laboratério, indicando o potencial de transmissao desse virus por outros vetores (de Mendonca
et al., 2021; Smith and Francy, 1991).

O primeiro caso de doenca associada com OROV, conhecida como Febre de Oropouche,
foi documentado em uma pessoa que trabalhava em érea florestal em Trinidad e Tobago em
1952, e que residia em uma vila chamada Vega de Oropouche (Anderson et al., 1961). O OROV
foi isolado pela primeira vez no Brasil no sangue de uma preguica (Bradypus tridactylus) e em
um pool de mosquitos (Ochlerotatus serratus) capturados em uma area de floresta proxima a
construcdo da rodovia Belém-Pard em 1960 (Pinheiro et al., 1962). O primeiro relato de surto
da doenca em &rea urbana ocorreu na cidade de Belém no estado do Para (PA) no Brasil em
1962 com aproximadamente 11.000 casos (Pinheiro et al., 1976). Desde entdo, mais de trinta
surtos e mais de quinhentos mil casos dessa doenga foram documentados na regido da Bacia
Amazonica, no Brasil, (Azevedo et al., 2007; da Costa et al., 2017; Lorenz and Chiaravalloti-
Neto, 2024; Martins-Filho et al., 2024; Moura&o et al., 2009; Sciancalepore et al., 2022; Silva
et al., 2024), Peru (Baisley et al., 1998; Martins-Luna et al., 2020; Romero-Alvarez and
Escobar, 2017; Silva-Caso et al., 2019; Watts et al., 1997b, 1997a), Panama (Tesh, 1994),
Equador (Wise et al., 2020, 2018), Colémbia (Ciuoderis et al., 2022; Gémez-Camargo et al.,


https://www.zotero.org/google-docs/?VRyog9
https://www.zotero.org/google-docs/?ygXXfU
https://www.zotero.org/google-docs/?aihWPW
https://www.zotero.org/google-docs/?nPBFd9
https://www.zotero.org/google-docs/?nPBFd9
https://www.zotero.org/google-docs/?g4hSV0
https://www.zotero.org/google-docs/?vHSK7n
https://www.zotero.org/google-docs/?vHSK7n
https://www.zotero.org/google-docs/?99QYbi
https://www.zotero.org/google-docs/?6x4Tg9
https://www.zotero.org/google-docs/?XM2Y4p
https://www.zotero.org/google-docs/?ybYU5a
https://www.zotero.org/google-docs/?ybYU5a
https://www.zotero.org/google-docs/?ybYU5a
https://www.zotero.org/google-docs/?K0Hkjw
https://www.zotero.org/google-docs/?K0Hkjw
https://www.zotero.org/google-docs/?bPxZGL
https://www.zotero.org/google-docs/?biYtjM
https://www.zotero.org/google-docs/?jVv3DB
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2021; Parra Barrera et al., 2023; Silva-Ramos et al., 2023), Bolivia (Forshey et al., 2010),
Guiana Francesa (Gaillet et al., 2021) e Venezuela (Navarro et al., 2016).

Figura 1 - Deteccdo de OROV nas Ameéricas. Representagdo dos casos confirmados no decorrer dos anos por
alguma técnica diagndstica emparelhada com teste sorolégico (circulos vermelhos), casos provaveis em que a
deteccdo foi realizada por apenas uma técnica (circulos vermelhos claros) e casos estimados obtidos da literatura

(circulos cinzas). Casos de hospedeiros e vetores detectados com qualquer método foram incluidos.
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Segundo o vigésimo informe semanal, do Centro de Operacbes de Emergéncias do
Ministério da Saude, entre 1 de janeiro de 2024 até a data de 25 de junho de 2024 haviam sido
confirmadas por critério laboratorial 6973 casos da doenga no Brasil. Além disso, entre 2022 e
2024 foi registrado um aumento de casos de OROV nos estados brasileiros da regido Norte,
Acre (AC), Amazonas (AM), Amapa (AP), Para (PA), Ronddnia (RO) e Roraima (RR) (Lorenz
and Chiaravalloti-Neto, 2024; Brasil, Ministério da Saude. Informe Semanal das Arboviroses
N° 21. 03 de julho de 2024). A regido amazbnica, que € considerada endémica para a circulacdo
do OROQV, concentrou 78,4% dos casos registrados no pais em 2024. Casos autoctones também
foram registrados em outras regides do pais, nos estados da Bahia (BA), Espirito Santo (ES),
Maranhdo (MA), Minas Gerais (MG), Pernambuco (PE), Mato Grosso (MT), Rio de Janeiro
(RJ), Santa Catarina (SC) e Piaui (PI). Estudos indicam que este surto mais recente que levou
ao aumento do nimero de casos possa ter sido causado por um rearranjo entre as sequéncias do
OROQV e os virus Perddes (PEDV) e Iquitos (1QTV), que sdo da mesma familia (“Emergence
of a novel reassortant Oropouche virus drives persistent outbreaks in the Brazilian Amazon
region from 2022 to 2024,” 2024, preprint).

Por ser um virus com genoma segmentado, OROV pode sofrer rearranjos de seus
segmentos de RNA durante episodios de co-infecgdo com outros Orthobunyavirus, originando
virus totalmente novos, com potencial de causar pandemias em humanos. Estudos recentes ja
documentaram o surgimento na regido Amazoénica de virus resultantes do rearranjo entre
OROV e outros Orthobunyavirus entre os quais conhecemos o virus Madre de Dios (MDDV)
(Navarro et al., 2016) e o virus lquitos (IQTV) (Aguilar et al., 2011), ambos identificados como
causadores de doencas em humanos, e o virus Perddes (PEDV), identificado apenas em saguis
(Callithrix) (Tilston-Lunel et al., 2015). Essa capacidade de gerar rearranjos € de interesse para
a salde publica, pois pode potencialmente alterar a gravidade da doenca e a competéncia de

diferentes vetores, afetando assim sua disseminagé&o.

As informacdes acerca dos sinais clinicos na doenca causada pelo OROV séo obtidas
de relatos de casos e pequenos surtos da doenga, porém informacdes sobre sequelas e morte séo
escassas e podem ser subestimadas. A doenca tem um periodo de incubacao de trés a dez dias
e se caracteriza por ser leve e autolimitada com a presenca de febre, exantema, mialgia, cefaléia,
artralgia, nausea, fotofobia e mal-estar, que duram de cinco a sete dias (Pinheiro et al., 1981b;
Romero-Alvarez and Escobar, 2018). Uma parcela dos pacientes relata também sintomas
menos comuns como dor retro-orbital, anorexia e o desenvolvimento de quadros hemorragicos

(Silva-Caso et al., 2019) e de acometimento neurolégico como meningite asséptica e
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meningoencefalite, caracterizados pela presenca de sintomas como congestdo conjuntival,
sangramento gengival, diplopia, nistagmo e perda de equilibrio (Bastos et al., 2012; Pinheiro et
al., 1982a; Vernal et al., 2019). Aproximadamente 60% dos pacientes desenvolvem quadros de
recidiva apés sete a dez dias da remissdo dos sintomas iniciais (Gaillet et al., 2021). A maioria
dos pacientes se recupera sem sequelas, porém ja foi relatado que a mialgia pode persistir por
até 1 més em alguns pacientes. Em janeiro de 2024 foi relatado um caso de morte de um paciente
de 15 anos na cidade de Manaus-AM que apresentava co-infec¢cdo por OROV e SARS-COV-
2. Além disso, é relatado aumento na incidéncia de abortos durante os surtos de febre do OROV
na regido amazonica (Pinheiro et al., 1981b), porém os efeitos da infeccdo por esse virus no

desenvolvimento fetal ainda ndo foram caracterizados.

Apesar da sua grande importancia clinica na regido amazonica brasileira, devido a falta
de testes de rotina e semelhanga com a doenca causada pela infec¢do por outros arbovirus que
circulam na mesma regido, como DENV e CHIKV, acredita-se que os nimeros oficiais de
OROV sejam subestimados e pouco se sabe sobre os fatores patogenéticos associados ao

desenvolvimento de doengca em humanos.

Infeccé@o no Sistema Nervoso Central

OROQV € um virus neurotrépico e pode alcangar o sistema nervoso central (SNC) em
modelos animais e humanos. Além dos sintomas de acometimento neuroldgico presentes em
uma pequena parte dos pacientes infectados, 0 genoma viral e imunoglobulinas do tipo IgG e
IgM especificas para OROV ja foram detectados no fluido cérebro-espinhal de pacientes
diagnosticados com meningoencefalite (Bastos et al., 2012; Pinheiro et al., 1982a; Vernal et al.,
2019). A presenca dessas imunoglobulinas no SNC pode ser um indicio de quebra da barreira

hematoencefalica (BHE).

Os primeiros casos de manifestacbes neuroldgicas ligadas a infeccdo pelo virus
Oropouche foram relatados durante um surto no estado do Par4, Brasil, em 1980. O diagnostico
laboratorial revelou que 22 pacientes apresentavam quadro de meningite, e o virus foi isolado
de uma amostra de liquido cefalorraquidiano (LCR) ap6s inoculagdo em camundongos. Altos
titulos de anticorpos inibidores de hemaglutinacdo tambem foram encontrados em 10 amostras
de LCR, indicando infeccdo recente pelo virus. Além disso, a soroconversdo para o agente foi
observada em 3 amostras de LCR. Os pacientes apresentaram aumento de células linfociticas
no LCR com predominéncia de neutréfilos e aumento de proteina nas amostras (Pinheiro et al.,
1982a).
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O genoma do virus também foi detectado no liquido cefalorraquidiano de 3 pacientes
com meningoencefalite no Hospital da Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas
(FMTAM), em Manaus, Amazonas, Brasil. Esses pacientes apresentaram sinais de
comprometimento neuroldgico, e o virus foi confirmado por RT-PCR e sequenciamento como
pertencente ao gendtipo 1. As amostras de LCR ainda foram positivas para anticorpos 1gG e
IgM contra o Oropouche, o que pode ser indicativo de danos a BHE. Dois dos pacientes eram
imunocomprometidos e tinham infecgdes subjacentes, enquanto o terceiro paciente ndo tinha
doencas preexistentes. A hipdtese é que esses pacientes tiveram uma coinfec¢do com o virus
Oropouche, gque, associado a natureza imunocomprometida das doencas preexistentes, levou ao

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

Também foi realizado um estudo de caso de um paciente que viajou para uma regiao
endémica no norte do Brasil, descrevendo a associacdo do Oropouche com o desenvolvimento
de meningoencefalite. O paciente apresentou febre com fortes dores de cabega, fotofobia,
vomitos, rigidez no pescoco e confusdo mental. A amostra de LCR obtida do paciente foi
positiva para PCR para OROV, e a analise de anticorpos por imunofluorescéncia indireta

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

A infeccdo de culturas de ldminas de cérebro humano adulto mostrou uma replicacdo
produtiva com liberacdo de particulas virais. As laminas foram obtidas de pacientes submetidos
a lobectomia temporal para o tratamento de epilepsia, e esse modelo é capaz de manter a
estrutura e composicao do cortex. Sinais de perda de viabilidade celular e aumento da producao
de TNF alfa foram observados nas laminas infectadas, indicando que o virus desencadeia uma
resposta inflamatoria. Neste modelo, as células gliais foram preferencialmente infectadas, com
aproximadamente 35% das células positivas para OROV, enquanto o virus foi encontrado em
proporcGes menores nos neurdnios. Apesar disso, estudos com células neuronais diferenciadas
(SH-SY5Y) mostraram que os neur6nios sao produtivamente infectados por OROV, embora no
contexto da lamina com um conjunto de células ndo tenha sido o principal local de infeccéo
viral (Almeida et al., 2021). Ainda se discute se a microglia pode ser o reservatorio de
Oropouche no cérebro, como ocorre em outras infeccBes virais como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), e se o virus tem uma aparente predilecdo por infectar esse
tipo de célula. Ainda néo estéa claro se o dano tecidual é devido a infecgéo direta pelo virus, que
tem um efeito citopatico nas linhagens neuronais, ou se é um efeito indireto como consequéncia

da liberacdo de moléculas inflamatorias em resposta a infeccao.
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Também foi constatado que pacientes com febre por OROV apresentaram niveis mais
elevados da quimiocina CXCLS8 e interferon alpha (IFN-a), e niveis mais baixos de fator de
necrose tumoral (TNF) e da interleucina-10 (IL-10) em comparacdo com doadores saudaveis.
Pacientes que tiveram a soroconversdo precoces e tardias apresentaram perfis de citocinas
diferentes, com os precoces apresentando niveis crescentes da quimiocina CCL2 ao longo do
tempo, e os que soroconverteram de forma tardia apresentando niveis decrescentes das
quimiocinas CCL2 e CXCL10, e da interleucina-6 (IL-6). O estudo sugere que o IFN-a,
CXCL10 e a interleucina-17 (IL-17) podem ser biomarcadores importantes para a febre por

OROV, e que sua producdo precede a soroconversao (de Oliveira et al., 2019).

Neuropatogénese em modelos animais

Em modelos animais, alguns estudos relataram a capacidade de OROV em alcancar e
replicar no SNC. Trabalhos da década de 70, que visavam amplificar e produzir estoques de
OROV, demonstraram que esse virus pode se replicar e alcancar altos titulos no cérebro de
camundongos neonatos e adultos quando inoculados pela via intracerebral (Watts et al., 1997a).
Além disso, estudos recentes mostraram que OROV é capaz de alcangar o SNC ap6s inoculagéo
subcutanea em alguns modelos animais, como hamsters (Mesocrisetus auratus) e camundongos
BALB/c neonatos com até trés dias de vida (Rodrigues et al., 2011; Santos et al., 2014, 2012).

Em hamster, a inoculacdo experimental com OROV pela via subcutanea leva ao
desenvolvimento de uma doenca grave, caracterizada pela presenca de letargia, tremores,
ericamento de pelos, paralisia e morte em aproximadamente metade dos animais. A analise
histoldgica de corte seriados do cérebro desses animais revelou presenca de meningoencefalite,
com ativacdo de células de Kupffer e microglias, e acimulo de linfocitos perivasculares. Além
disso, o estudo mostra um acimulo progressivo do virus no cérebro que ocorre apds o pico da
viremia, que pode ser indicio de que a entrada do virus se da através da BHE, por mecanismo
de transmigracdo ou cavalo de tréia (Rodrigues et al., 2011).

Em camundongos neonatos, a inoculacdo de OROV pela via subcuténea resulta em uma
doenca caracterizada por sinais clinicos que normalmente se associam com danos neurologicos,
como letargia, paralisia de membros inferiores e morte de praticamente todos o0s animais entre
0 sétimo e o decimo segundo dia apos infeccdo. Nesse modelo foi demonstrado presenca de
meningite leve, com ativacdo astrocitaria, reacdo glial e apoptose neuronal. Ensaios de
hibridizacdo in situ e imunohistoquimica demonstraram que OROV se replica

preferencialmente em neurénios neste modelo (Santos et al., 2012).
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Ainda neste mesmo modelo, um outro estudo que analisou marcag6es de antigeno por
imunohistoquimica identificou que a infeccdo por OROV no SNC ocorre em duas etapas. A
primeira etapa se d4 quando o virus alcanca a medula espinhal e ascende ao cérebro através do
tronco encefalico, essa etapa inicial ocorre com pouca marcacdo de inflamacéo e o virus €
encontrado no cérebro 3 dias apos infeccdo via subcutanea. O virus se replica em neurénios
com relativamente pouco comprometimento funcional. A fase tardia ocorre em paralelo e esta
associada com a passagem do virus pela BHE, por ocorrer apds um pico de viremia e apresentar
maior marcacao de antigeno em regides proximas as meninges. A distribuicdo do antigeno do
OROV e a maior marcacao por evans blue em animais que apresentaram manifestacdes clinicas
também é um indicio de que o virus pode ter alcancado difusamente todas as areas do cérebro
por uma rota ndo neural, possivelmente devido a quebra da BHE. O antigeno do OROV também
foi detectado nas medulas espinhais de todos os animais infectados, predominantemente em

neurdnios motores, mas ndo em nervos periféricos (Santos et al., 2014).

A resposta imune inata na infec¢cdo por OROV

A producdo de interferon do tipo | (IFN-I) ap6s infec¢bes por arbovirus é geralmente
dirigida pelo reconhecimento do RNA viral ou de outros padrdes moleculares associados a
patdgenos (PAMPS) por receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) no citoplasma ou na
vesicula endocitica da célula infectada. O reconhecimento dessas estruturas leva a iniciacdo de
uma cascata de sinalizacdo que resulta na fosforilagdo e translocacdo nuclear de fatores de
transcricdo, como os fatores reguladores de interferon (IRF-1, IRF-3, IRF-5 e IRF-7) que, por
sua vez, induzem a transcri¢do dos interferons do tipo I. O IFN-I secretado pelas células
infectadas ligam-se aos receptores de IFN-1 (IFNAR) nas préprias células infectadas e nas
células vizinhas, levando a expressdo de algumas centenas de genes estimulados por interferon

(I1SGs) que possuem atividade antiviral (Lazear et al., 2013).

Os receptores citoplasmaticos melhor caracterizados e que demonstraram ser
importantes na resposta contra diversos virus de RNA sdo denominados de RLR (RIG Like
Receptors), incluindo o RIG-1 (gene 1 induzido por &cido retindico) e MDA-5 (proteina 5
associada a diferenciagdo de melanoma). Eles induzem a translocagéo de IRF-3 e IRF-7 para o
nucleo da célula hospedeira e a expresséo de IFN-I por uma via dependente de MAVS (proteina
sinalizadora antiviral mitocondrial). Além deles, diversos receptores de membranas, de
localizagdo endossomal, estdo envolvidos no reconhecimento de PAMPs virais. Os mais

relevantes para o reconhecimentos dos virus de RNA foram denominados de Receptor do tipo
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Toll 3 (TLR-3 ou “Toll-like receptor-3~) e o Receptor do tipo Toll 7 (TLR-7 ou “Toll-like
receptor-7"). O TLR-3 reconhece RNA de fita dupla e age via a molécula adaptadora conhecida
como TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g), enquanto TLR-7
reconhece RNAs virais de fita simples e atua via a proteina adaptadora MyD88 (gene de
resposta primaria durante a diferenciacdo mieloide) (Fig 2.). Embora todos esses receptores e
moléculas sinalizadoras sejam importantes no reconhecimento de patégenos, eles s&o
diferencialmente expressos nos diversos tecidos e células do hospedeiro e possuem papéis
distintos no controle da infec¢édo e na patogénese dos diversos virus de RNA (Wilkins and Gale,
2010).

De fato, componentes chaves da via de producao de IFN-I apds reconhecimento do RNA
viral por RLR mostraram-se essenciais para o controle da infeccdo por OROV. Enquanto
camundongos C57BL/6 adultos sdo resistentes a infeccdo por OROV, camundongos C57BL/6
nocautes para IFNAR, MAVS e duplos nocautes para IRF3 x IRF7 sucumbem a infecgdo por
OROV, em grande parte como consequéncia da replicacdo viral descontrolada em hepatocitos.
Ja foi evidenciado o papel protetor da sinalizacdo por IFN do tipo | em células ndo mieldides,
pois a reconstituicdo com células da medula déssea de animais WT néo foi capaz de proteger
camundongos nocautes para IFNAR contra a infeccdo por OROV (Proenca-Modena et al.,
2015).
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Figura 2 - Ativacao da resposta de IFN-I/111 pela detec¢do viral através de PRRs. Reconhecimento viral por
PRRs endossomais (TLR3, 7, 8 e 9), citosdlicos (RLRs e cGAS) ou da membrana plasmatica (TRL4) que inicia
as cascatas de sinalizacéo pela fosforilagdo dos fatores de transcri¢do (IRF-3, IRF-5 e IRF-7) levando a transcricao
dos interferons do tipo I. Os IFNs atuam nos receptores transmembrana para ativar STAT1, STAT2 e IRF9 e levar

a producdo de genes estimulados por interferon (ISGS).
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Papel do fator de interferon 5 (IRF-5) na neuropatogénese viral

Neste mesmo grupo de receptores também existe o fator regulatério de interferon 5
(IRF-5 ou “Toll-like receptor-5), um fator de transcrigdo que induz resposta inflamatoria de
forma “downstream” a sinaliza¢do intracelular por TLR-MyD88 e RLR-MAVS, de forma
dependente da sinalizacdo por TRAF6 e IRAK1. O IRF5 regula a produgdo de citocinas prd
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral-alpha (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), e
interleucina-12 (IL-12) (Fig 2.) (Krausgruber et al., 2011; Takaoka et al., 2005). Esse fator de
transcricdo e expresso de forma constitutiva em vérias células imunes, incluindo mondcitos,
celulas B e células dendriticas, desempenhando um papel na diferenciacdo dessas células e na
formacéo de imunoglobulinas (lIzaguirre et al., 2003). O IRF-5 também regula a expressao de
Blimp-1, uma proteina necessaria para a formacdo de células plasmaticas secretoras de
imunoglobulinas, durante o desenvolvimento das células B (Lien et al., 2010). Estudos mostram

que o IRF-5 esta envolvido em processos relacionados a oncogénese (Roberts et al., 2024) e
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apoptose (Fabié et al., 2018; Hu and Barnes, 2009). Além disso, foi encontrado que o
polimorfismo genético nos alelos do IRF-5 esta relacionado a disturbios autoimunes como IUpus
eritematoso sistémico (Graham et al., 2006), artrite reumatoide (Duffau et al., 2015), sindrome
de Sjogren (Miceli-Richard et al., 2007), esclerose mdltipla (Kristjansdottir et al., 2008) e
doenca inflamatoria intestinal (Weiss et al., 2015). Isso enfatiza seu papel na regulacdo da

resposta imunolégica.

Em resposta a infeccdo por patdégenos, modelos de camundongos deficientes em IRF-5
mostraram um aumento nas células B e uma reducdo na expansdo das células plasmaticas
(Proenca-Modena et al., 2016). Além disso, quando ha deficiéncia de IRF-5, as células
dendriticas produzem menos citocinas pro-inflamatdrias, como o que ocorre na infeccdo pelos
virus do Nilo Ocidental (WNV) (Chow et al., 2019) e o virus da influenza A (IAV) (Forbester
et al., 2020).

O papel do IRF-5 na patogénese também ja foi demonstrado na infeccao por outros virus
como o virus da hepatite C (HCV) onde a expressao de IRF-5 inibe a traducdo de proteinas do
HCV e a replicacdo do RNA viral em culturas celulares de hepatécitos humanos infectados
(Huh). A expressdo do IRF-5 também desencadeou a apoptose, interrompeu a autofagia e
impediu a migracdo celular de hepatdcitos. Andlises de amostras clinicas de carcinoma
hepatocelular (HCC) associado ao HCV mostraram que, em comparacdo com os figados de
doadores saudaveis ou pacientes com HCC negativo para HCV, os pacientes com HCC positivo

para HCV tém uma expressdo de IRF5 menor (Cevik et al., 2017).

Em relacdo ao virus chikungunya (CHIKV), estudos mostraram que 0s mondcitos
infiltrados nos ganglios linfaticos expressam dxido nitrico sintase induzivel (iNOS) atraves de
uma via dependente de IRF-5 e IFNARL. A organizacdo e fungdo dos ganglios linfaticos sdo
prejudicadas por esse influxo de células mieloides, o que afeta a resposta imune ao CHIKV ao

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

Em estudos prévios ja foi identificado que o IRF-5 tem papel essencial no controle da
neuroinvasdao de OROV e de outros bunyavirus, como La Crosse virus (LACV). Uma parte dos
camundongos deficientes de corpo inteiro para IRF-5 sucumbem e desenvolvem encefalite e
meningite aproximadamente 12 dias apds inoculagdo com OROV ou LACV. Além disso, 0
virus viavel pode ser encontrado apenas no cérebro e medula desses animais, enquanto 0 mesmo
ndo ocorre em modelos de camundongos nocautes para IRF-3 e IRF-7, o que indica que o IRF-

5 é responsavel por regular a entrada do virus no SNC. Associado aos sinais clinicos, foi
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observado extensa marcacdo de antigeno viral e marcacdo de células TUNEL (terminal
deoxinucleotidil transferase mediada por biotina-UTP) positivas no cérebro dos animais. A
deficiéncia deste fator ainda faz com que OROV persista em células circulantes, como células
dendriticas e linfocitos B e foi associada com uma producéo ligeiramente menor de anticorpos
neutralizantes especificos. Em ensaios in vitro, células dendriticas derivadas de medula 6ssea
deficientes para IRF-5 apresentaram diminuicéo de IFN tipo | e aumento da infecgdo por OROV
(Proenca-Modena et al., 2016). Entretanto, os mecanismos de como IRF-5 controla a

neuropatogénese de OROV ainda sdo pouco entendidos.

Vias de entrada de patégenos no Sistema Nervoso Central

Existem diversos mecanismos utilizados pelos virus para atingir o SNC. Essa regido do
corpo humano possui diversas barreiras que tem como o objetivo impedir a entrada de
patdgenos e toxinas. Entre elas temos a barreira hematoencefalica (BHE) que forma uma
interface entre os vasos sanguineos e o tecido cerebral. A BHE é composta pelas células
endoteliais microvasculares cerebrais (BMECSs) que sdo ligadas entre si por juncGes oclusivas,
que tem como objetivo manter a integridade da barreira formada por essas células. Além disso,
a BHE também conta com uma membrana basal sobre a qual se encontram as BMECs e outros

tipos celulares como peridcitos e extensdes do corpo de astrocitos (Abbott et al., 2010).

Para chegar ao cérebro sem precisar passar por essa barreira, alguns virus utilizam rotas
alternativas, como através de neurénios periféricos. Devido a picada do vetor artropode, a
replicacdo inicial do virus ocorre geralmente em uma &rea bastante inervada que é a pele, onde
0 virus consegue atingir os neurdnios por uma via de transporte retrégrado axonal mediado
pelos microtabulos (Fig 3, B) (Ceccaldi et al., 1989). Da mesma forma, isso pode ocorrer com
virus que atingem o0s neurdnios sensoriais olfativos. Esses neurénios possuem projecdes
axonais que fazem a sua ligacdo ao bulbo olfatério que se localiza no SNC, fazendo com que
os virus alcancem o SNC pela via axonal anterograda (Fig 3, A) (Reiss et al., 1998).

Outra forma que ja foi demonstrada para alguns arbovirus é através dos vasos
fenestrados na regido do plexo coréide situado nos ventriculos, onde é produzido o liquido
cefalorraquidiano. As particulas virais podem fazer o caminho inverso saindo da corrente

sanguinea e atingindo esses espacos intersticiais do SNC (Schwerk et al., 2015).

Porém a principal rota de entrada no SNC ocorre pela corrente sanguinea apds a viremia.

Alguns virus contam com mecanismos para atravessar a BHE, sendo por uma infeccdo direta
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das BMECS, difusdo passiva, migracao paracelular através das juncdes oclusivas ap0s sua

disrupgéo ou por transporte transcelular.

A difusdo passiva pode ocorrer pela passagem do virus no interior de vesiculas
endociticas em BMECs, que permite com que as particulas virais sejam transportadas entre o
lado apical, que é onde se localiza o lumen do vaso sanguineo, para o lado basolateral, onde se
encontra 0 SNC, sem que ocorra replicacdo nas células e consequentemente sem danos a
integridade da BHE (Preston et al., 2014; Salimi et al., 2020).

Por outro lado, a passagem paracelular do virus depende que ocorra interrupcdo da
integridade da barreira, seja por disrupcdo das juncOes oclusivas, seja por morte celular. A
disrupcéo da BHE por essa via pode ocorrer tanto pela infeccéo direta das BMECs quanto por
um mecanismo secundario na infeccdo, incluindo dano celular induzido pela inflamacéo
excessiva (Wong et al., 2002). A entrada inicial por outras vias pode ser responsavel por
contribuir com a replicacédo viral no SNC, que pela liberacao de citocinas e quimiocinas leva a
quebra dessa barreira por onde se inicia a entrada do virus pela via paracelular (Chang et al.,
2015).

Por fim, os virus também podem ser transportados para o SNC de forma transcelular ou
paracelular em um mecanismo conhecido como “cavalo de Troia”. Neste mecanismo, células
imunes infectadas atravessam a BHE levando o virus para o0 SNC. Em situagfes normais, a
BHE limita a entrada de leucdcitos. Portanto, a invasao viral por meio dessa via geralmente
requer uma disrupcdo na estrutura da BHE com a quebra das jun¢des oclusivas que permitam a
migracdo paracelular de leucdcitos entre células endoteliais (Bai et al., 2010; Tiong et al., 2018).
Além disso, € necessario a ativacdo das BMECs, levando ao aumento da expressao fatores de
adesdo endoteliais como ICAM, VCAM e selectinas, e na secre¢do de quimiocinas, para atrair
os leucdcitos infectados para o cérebro.

E importante ressaltar que durante a infecgéo viral podem ser utilizadas diversas vias de
entrada no SNC, ndo se restringindo apenas a uma via. Esse mecanismo complexo € dependente
de diversos fatores virais e do hospedeiro, podendo ocorrer de forma complementar para o

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

Analises do sangue de pacientes infectados com OROV demonstraram que havia uma
abundancia de leucdcitos polimorfonucleares infectados pelo virus no momento agudo da

doenca. Também foi possivel identificar os trés segmentos do virus por RT-gPCR no sangue,
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confirmando o estado virémico. Isso pode indicar que o virus pode entrar no SNC pela via
hematdfaga por diferentes mecanismos citados (de Souza Luna et al., 2017). Uma hipotese € de
que a entrada para o sistema nervoso central ocorre pelo mecanismo de “cavalo de Troia" em
microambientes especificos durante a imunossupressdo. Isso pode ocorrer devido ao OROV se
replicar em monaocitos THP-1, células B Jeko-1 e células T Jurkat, e persistir em baixos titulos
em células T humanas, mondcitos, células dendriticas e células B. Embora a infec¢do ndo tenha
sido produtiva em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), antigenos virais e
pequenas quantidades do genoma do OROV foram detectados 24 horas ap0s a infeccdo. A
ativacdo da resposta de interferon também é essencial para restringir a replicacdo do OROV em
PBMCs humanos (Ribeiro Amorim et al., 2020).
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Figura 3 - Vias de entrada de arbovirus no SNC. (A) Infeccdo dos neurdnios sensoriais olfatdrios no epitélio
neuro-olfatério apds entrada do virus por vasos fenestrados. (B) Transporte retrégrado do virus para 0 SNC por
microtlbulos axonais de neurénios periféricos. (C) Entrada do virus através da barreira hematoencefalica por
transporte transcelular nas células endoteliais microvasculares cerebrais, migracdo paracelular através da
interrupgdo das jungdes oclusivas e passagem de leucocitos infectados no SNC por “Cavalo de Troia” via

paracelular ou transcelular.
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JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

OROQV é um arbovirus re-emergente, que esta se espalhando da regido Amaz6nica para
outras regides das Ameéricas e Europa. Embora, esse virus esteja associado com manifestacoes
febris exantematicas, dados da epidemia atual mostram que complicacbes neuroldgicas,
malformacdes congénitas, abortos e dbitos podem ocorrer em pacientes infectados por OROV.
Em modelo animal, OROV é neurotrdpico e fatores associados a resposta imunolégica inata e
adaptativa sdo essenciais para manter a integridade da barreira hemato-encefalica (BHE) e
manter o virus fora do SNC. Dentre esses fatores, um que se destacou foi o IRF-5, um fator de
transcricao que é classicamente descrito como envolvido na inducgéo da expressao de IFN-I ap6s
reconhecimento de RNA viral por TLR-7 € 9. A delegéo de IRF-5 em corpo inteiro faz com
que camundongos desenvolvam encefalite grave ap6s infecgdo com o virus OROV. Entretanto,
pouco se sabe sobre 0s mecanismos pelos quais IRF-5 controla a neuroinvasdo e replicacdo do
OROV em camundongos. Nesse estudo, partimos da premissa que IRF-5 € importante para
modular a integridade da BHE apds infeccdo por OROV, pela modulacdo da expressdo de
fatores de adesdo endotelial, citocinas e quimiocinas em células endoteliais infectadas,
controlando assim a entrada do virus no SNC pela via hematogénica ou mesmo por outras vias,
como o transporte retrégrado por nervos periféricos. Assim, resolvemos analisar o efeito da
delecdo de IRF-5 em células endoteliais para a neuroinvasdo de OROV in vivo e in vitro, assim
como o efeito da infeccéo para a producéo de fatores de adeséo e citocinas em diferentes tipos

celulares que compde a BHE, como células endoteliais, células da glia e neurénios.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Nesta tese temos como objetivo caracterizar como a expressao de IRF-5 em células
endoteliais e a infeccdo no sistema nervoso central (SNC) podem regular a neuroinvasdo por

OROV in vivo ou in vitro.

Objetivos especificos

- Caracterizar como a expressdao de IRF-5 em células endoteliais influéncia na
neuroinvasdao pelo OROV, analisando o tropismo viral, mortalidade e acometimento
neurolégico em um modelo de camundongos nocautes condicionais que ndo expressam IRF-5
nas células endoteliais (CDH5Cre IFR5flox/flox).

- Analisar o desenvolvimento da neuropatogénese, caracterizando acumulo perivascular
de células, expressdo de fatores de adesdo endoteliais, ativacdo de microglia e a adesdo de
células imunes circulantes nos microvasos sanguineos cerebrais em camundongos CDH5Cre
IFR5flox/flox infectados com OROV ou que receberam transferéncia de leucdcitos infectados
in vitro.

- Determinar a cinética de replicacdo viral em linhagens estabelecidas de células
endoteliais humanas e murinas, e células humanas progenitoras do SNC diferenciadas em
neurdnios e células da glia infectados com ORQOV.

- Caracterizar a resposta celular na infeccdo pelo OROV pela expressdo de citocinas,
quimiocinas, fatores de adesao endotelial e regulacdo de vias envolvidas em diversas funcbes
celulares nessas culturas infectadas com OROV.

- Determinar o efeito da infeccdo por OROV e da delegdo de IRF-5 na integridade da
barreira endotelial, por meio de analises de integridade das juncGes oclusivas e modelos de

barreira endotelial in vitro.
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METODOLOGIA

Virus

Neste projeto foi utilizado o virus Orthobunyavirus Oropouchensee (OROV) da
linhagem BeAn19991, isolada de Bradypus tridactylus em 1960 no municipio de Santa Maria,
no Estado do Pard, Brasil, (Saeed et al., 2000) e que foi cedido pelo Prof. Dr. Luiz Tadeu Morais
Figueiredo (FMRP-USP). O estoque viral de OROV foi obtido ap0s trés passagens sucessivas
em células Vero e C636. Eles foram titulados por ensaio foco infeccioso. Nos experimentos
realizados na University of Texas Medical Branch a cepa de Oropouche BeAn19991 foi obtida
do Centro de Referéncia Mundial para Virus Emergentes e Arbovirus (WRCEVA). Para isolar
0 virus foi realizado purificacdo por ensaio de placa e sequenciamento. O virus foi propagado

em células Vero E6 e titulado por ensaio de placa.

Linhagens celulares e animais

Esse estudo foi realizado utilizando as seguintes linhagens celulares estabelecidas: Vero
E6 (ATCC® No. CRL-1586, Manassas, Virginia, Estados Unidos) (rim de macaco
Cercopithecus aethiops), BEND3 (ATCC® CRL-2299, Manassas, Virginia, Estados Unidos)
(endotélio de microvasculaturas cerebrais de camundongo) e HBEC-5i (ATCC® No. CRL-
3245, Manassas, Virginia, Estados Unidos) (endotélio de microvasos cerebrais humano).

Também foi utilizada a linhagem celular de progenitores neurais humanos imortalizados
ReNcell VM (Millipore Sigma No. SCC008, Burlington, Massachusetts, EUA) que foi
cultivada em Meio de Manutencdo de Células-Tronco Neurais ReNcell NSC (Millipore Sigma;
Cat. No. SCMO005, Burlington, Massachusetts, EUA) suplementado com 20 ng/mL de FGF-2
(Millipore Sigma; Cat. No. F0291, Burlington, Massachusetts, EUA) e 20 ng/mL de EGF
(Millipore Sigma; Cat. No. E9644, Burlington, Massachusetts, EUA). As células foram
cultivadas em frascos ou placas revestidas com 20 pg/mL de laminina (Millipore Sigma; Cat.
No. L2020, Burlington, Massachusetts, EUA) e mantidas a 37°C em uma atmosfera de 5% de
CO2. Os fatores de crescimento foram retirados do meio basal durante 14 dias para o protocolo

de diferenciacéo.

Os neurdnios e astrécitos utilizados no modelo que mimetiza a barreira
hematoencefalica em inserto de transwell foram diferenciados a partir de células-tronco neurais

(CTNSs) derivadas de células-tronco embrionarias humanas pluripotentes (hES, linha celular
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BR-1). As CTNs foram cultivadas em meio Neurobasal/DMEM/F12 com 1% de suplemento
B27 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) e 1% de Glutamax
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) em placas revestidas com
Matriz Geltrex (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). Para a
diferenciacdo dos neurénios, 50% do meio foi trocado a cada 4 dias por um periodo de 20 dias.
Jé para a diferenciacdo dos astrécitos, 0 meio DMEM/F12 foi suplementado com 1% de N2,
1% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina-estreptomicina durante 21 dias. Apos essa
etapa as celulas sdo plaqueadas em garrafas revestidas com Geltrex e mantidas em meio
DMEM/F12 com 1% de Suplemento GlutaMAX, 10% de SFB e 1% de penicilina-

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

Os animais CDH5 cre (B6.FVB-Tg(Cdh5-cre)7Mlia/J) e IRF5 flox (C57BL/6-
Irf5tm1Ppr/J) utilizados neste estudo foram comprados da The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, Maine, Estados Unidos) e cruzados em laboratdrio, utilizando os primers de
sequenciamento para genotipagem das linhagens resultantes dos cruzamentos (tabela 1). Os
animais selvagens ou wild type (C57BL/6J) foram obtidos no CEMIB. Todos os experimentos

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

Tabela 1- Primers utilizados para genotipagem.

Primer Sequéncia

CDH5 cre Forward 5'-GCG GTC TGG CAG TAA AAACTATC-3'
Reverse 5'-GTG AAA CAG CAT TGC TGT CACTT- 3

IRFS flox  Forward 5'-TTA GCT GGG CAT CTA GAC CA- 3

Reverse 5'-GGT TTT GAG TCA GGG TCT CAC- 3

Fonte: Autoria propria

Experimentacéo animal

Os animais com 4 semanas de idade foram infectados via subcutdnea com 30uL de
OROV para uma concentracdo de 10° PFU/mL na pata traseira esquerda. Os animais foram
entdo acompanhados por 21 dias ou até apresentarem sinais de doenca. No dia da coleta, eles
foram anestesiados com isofluorano e depois com cetamina 250 mg/Kg/animal e xilazina 60

mg/Kg/animal de forma intraperitoneal. O sangue foi puncionado do coragéo, e 0s animais



42

foram perfundidos com 20mL de PBS 1x para a coleta dos 6rgaos. Os 6rgaos foram coletados
em tubos contendo beads de zirconia (colocar marca), pesados e macerados em 1mL de meio
MEM com 4% de SFB e 2% de antibidtico em MagNA Lyser (ROCHE, Mannheim,

Alemanha).

Microscopia intravital

Os animais infectados foram anestesiados com cetamina 100 mg/kg/animal e xilazina
16 mg/kg/animal e mantidos a 37°C usando uma almofada de aquecimento. Uma abertura do
cranio de 3 a4 mm de diametro foi feita no lobo parietal esquerdo com broca cirurgica (Beltec,
Araraquara, Brasil). A dura-mater e a aracndide foram retiradas para expor 0s vasos sanguineos
da pia-méter. Os leucdcitos foram marcados com Rodamina 6G (0,3 mg/kg; Millipore Sigma,
Burlington, Massachusetts, EUA) por administracdo no plexo retro-orbital e a fluorescéncia
captada por microscopio intravital (Axio ImagerA2; Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com uma
objetiva 310 e um filtro de emissdo de 590 nm, acoplado a uma camera (AxioCam) para gravar
as imagens. Leucdcitos aderidos foram considerados aqueles que permaneceram aderidos por
no minimo 30 segundos a parede dos microvasos sanguineos. Ao final da captacéo das imagens,
os animais foram eutanasiados utilizando cetamina 250 mg/Kg/animal e xilazina 60
mg/Kg/animal de forma intraperitoneal. As imagens foram analisadas utilizando o software
ImageJ (NIH) (Bastos et al., 2018).

Coloracéo por ensaio de Hematoxilina e Eosina

Os tecidos cerebrais dos camundongos foram removidos apds perfusdo com PBS e
fixados em paraformaldeido (PFA) 4% por 24 horas a 4°C, seguido por lavagens com PBS 1 X
e mantidos em etanol 70% até a inclusdo em parafina. Em seguida, os cortes histoldgicos foram
realizados com espessura de 5 um e passaram pelo processo de desparafinizacao por xilol e
hidratacdo com diferentes concentracdes de alcool etilico 100, 80, 70 e 50%. Apds, foi realizada
a coloracdo com hematoxilina e eosina, respectivamente. As laminas foram, ent&o, desidratadas
por lavagens sequenciais de alcool etilico em concentragdes crescentes de 50, 70, 80 e 100% e
posteriormente fixadas em xilol. As imagens foram obtidas utilizando o Microscopio Eclipse

Ts2 (Nikon, Minato, Toquio, Japéo).


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

Ap0s anestesia, primeiro com isofluorano e depois com cetamina 250 mg/Kg/animal e
xilazina 60 mg/Kg/animal de forma intraperitoneal, o baco do animal foi coletado em 1mL de
meio RPMI (Millipore Sigma, Burlington, Massachusetts, EUA) e macerado com o auxilio do
émbolo de uma seringa no cell strainer 100uM. O tecido macerado foi centrifugado por 5
minutos a 400 x g (rcf), & 20°C e o pellet ressuspendido em 1mL de buffer de lise de heméaceas
por 2 min. A reacdo foi parada pela adi¢do de ImL de meio com 10% de SFB. As células foram
centrifugadas novamente por 5 minutos a 400 x g (rcf), a 20°C e o pellet ressuspendido em
meio RPMI. As células foram contadas na cAmara de Neubauer e infectadas por 2h com OROV
usando uma MOI de 3. Depois a suspensao é centrifugada por 5 minutos a 400 xg (rcf), a 20°C
e o pellet ressuspendido em PBS 1X. O pellet foi ressuspendido em PBS 1X e centrifugado, de
acordo com a orientacdo anterior por 3 vezes e depois ressuspendido em meio RPMI para uma
concentracio de 2 x 108 células/mL. Os animais foram infectados com 30uL da suspenséo pela
via do plexo retro-orbital apds anestesia inalatoria com Isofluorano. O aparecimento de sinais

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

Cinética de replicacéo viral

As células endoteliais BEND3 e HBEC-5i foram plaqueadas em placas de 12 pocos, em
uma concentracéo de 5 x 10° células/poco e posteriormente infectadas com OROV BeAn19991
em multiplicidades de infeccdo (MOI) de 1 e 0,1 por 1h a 37°C com 5% CO2. Em seguida, as
células foram lavadas 3 vezes com PBS 1x e o meio celular foi adicionado. As coletas de
sobrenadante e monocamada celular foram realizadas 0, 1, 4, 12, 24, 48 e 72 horas p0s infec¢édo
(hpi) e imediatamente congeladas por imersdo em nitrogénio liquido. As amostras de

sobrenadante e monocamada celular foram armazenadas em biofreezer -80 °C.

As células ReNcell foram semeadas em placas de 6 pocos em uma concentracio de 1,5 x 108
ceélulas/poco e diferenciadas por 14 dias conforme descrito anteriormente. As celulas foram
infectadas com OROV BeAn19991 em um MOI de 0,1 por 1 hora a 37°C com 5% CO2. Em
seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS 1x e o meio celular foi adicionado. As
celulas foram coletadas em Trizol para extracdo de RNA ou em Dodecilsulfato de sodio (SDS)
1x para andlise de proteinas, também foram coletados os sobrenadantes para titulagdo viral. As
amostras foram imediatamente congeladas a -20°C. As coletas foram realizadas em 0, 4, 12,
24,48 e 72 hpi.
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Extracdo de RNA

A extracdo de RNA viral do sobrenadante coletado das células endoteliais foi realizada
por kit comercial PureLink Viral RNA/DNA Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos). A extracdo de RNA da monocamada celular foi realizada
utilizando o kit comercial TRIzol Plus RNA Purification (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos) seguindo orientacfes do fabricante. A extracdo de RNA da
monocamada celular das células ReNcell foi realizada utilizando o kit comercial Direct-zol
RNA Miniprep (Zymo, Irvine, California, Estados Unidos). As amostras foram analisadas
quantitativa e qualitativamente por espectrofotdmetro Nanodrop One (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).

Quantificacdo génica por gPCR e RT-gPCR

Quantificagdo viral: A deteccdo molecular de OROV foi realizada por RT-gPCR
TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA)
utilizando primers e sonda especificos. Em resumo, as rea¢fes foram feitas com 2 uL. do RNA
extraido (aproximadamente 100 ng), em um volume final de 12 pL. em Master Mix (Applied
Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA) e utilizando os seguintes primers e sonda (IdT
Prime Time) [14] (Tabela 1). A reacdo de transcricdo reversa foi realizada a 48 °C por 15
minutos mais 95 °C por 10 minutos e a amplificacdo do produto alvo ocorreu em 45 ciclos de

desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos e anelamento-extensdo a 60 °C por 1 minuto.

Expressdo génica: A quantificacdo dos genes das vias da resposta imune, citocinas,
quimiocinas, moléculas de adesdo, ISGs e marcadores de diferenciacdo foi realizada por g°PCR
pela metodologia de Syber Green (BioRadTaq™ Universal SYBR® Green Supermix). Foram
utilizados 3 pL do cDNA (diluido 1:20, aproximadamente 500 ng/ul), 3 pL de primers e sondas
especificos (600 nM) (Anexo 1), e 6 uL de fluoréfilo fg 2x por reagdo, utilizando as seguintes
condigdes: 95 °C por 3 minutos e 35 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 15 segundos e
anelamento-extensao a 60 °C por 1 minuto. Como controle enddgeno, utilizamos a amplificacao
do gene GAPDH ou Beta-actina (ACTB) (Anexo 1). A quantificacdo foi determinada de forma
relativa em comparacdo com células ndo infectadas, ap6s normalizacdo com o controle

enddgeno escolhido.
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Tabela 2- Primers e sonda utilizados para deteccéo viral.

Primer Sequéncia

ORQV Forward &' -TACCCAGATGCGATCACCAA- 3
Reverse 5 -TTGCGTCACCATCATTCCAA-3'
Probe 5 -TGCCTTTGGCTGAGGTAAAGGGCTG- 3

Fonte: Autoria prdpria

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

As células HBEC-5i e BEND3 foram plaqueadas em placas de 96 pocos utilizando
concentracéo de 2 x 10° células/poco e incubadas durante a noite em estufa a 37 °C com 5%
CO2. A infeccdo foi realizada utilizando os MOls 1 e 0,1 de OROV e adicionada 72, 48, 24, 12
e 4 horas antes da interrupcdo da infeccao pela adicdo do sal MTT nas placas. O tempo 0 h foi
utilizado como controle celular do experimento, sendo que as células ndo foram infectadas. O
resultado é apresentado pela média dos valores (n = 6). Foi adicionado o sal MTT (5mg/mL)
que ficou em contato com as células durante 3 h e entdo adicionamos 0 DMSO a fim de garantir
a solubilizacdo do azul de formazan. A leitura da absorbancia foi realizada em um comprimento
de onda de 570 nm, sendo os resultados dos tratamentos subtraidos dos pocos controle onde
ndo foram cultivadas as células (apenas com a adicdo do DMSO).

Imunofluorescéncia

As células ReNcell foram cultivadas em laminulas de vidro tratadas com laminina em
placas de 48 pogos a uma densidade de 1 x 10° células/pogo e diferenciadas por 14 dias
conforme descrito anteriormente. A infeccdo com OROV foi realizada utilizando um MOI de
1, e as laminas de vidro foram fixadas 24 horas apds a infeccdo com 4% de paraformaldeido
por 40 minutos a temperatura ambiente. Apds a fixacdo, elas foram lavadas e armazenadas em
PBS. Subsequentemente, foram realizadas lavagens usando um tampéo de bloqueio contendo
1% de BSA, 0,1% de Triton-X 100 e 50 mM de glicina diluida em PBS 0,1M. Apds isso, as
laminas de vidro foram lavadas com tampédo de trabalho (tampéo de bloqueio diluido 1:5 em
PBS). Anticorpos primarios contra OROV (1:20, fluido ascitico hipermune de camundongo
fornecido pelo WRCEVA), anti-GFAP (1:50, AB7260) e B-tubulina (1:50, AB18207) foram
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diluidos em tampéo de trabalho e incubados por 2 horas em uma camara umida. Apos outra
lavagem com tampéo de trabalho, as laminas de vidro foram incubadas por 1 hora com
anticorpos secundarios 1gG de cabra anti-rato (CY5 A10523) e IgG de cabra anti-camundongo
(AF488 A1101) diluidos 1:1000 e protegidos da luz. As laminas de vidro foram montadas em
laminas de microscopio apos a aplicacdo de Montante Antidesvanecedor com Corante de DNA
DAPI (Fisher Scientific Cat. No. P36941) e armazenadas durante a noite a 4 °C. As imagens
foram obtidas utilizando um microscopio de fluorescéncia, e a andlise foi realizada utilizando
o FIJI (versdo 1.52 k do FIJI).

Os tecidos cerebrais dos camundongos foram fixados com PFA 4% por 1h em
temperatura ambiente. Apds essa etapa o tecido foi submetido a trés lavagens com PBS 1X e
incubados em sacarose 15% por 24 horas a 4°C. A solugéo foi substituida por sacarose 30% e
o tecido mantido a 4°C. Os cortes de 5 pm de espessura foram feitos no Criostato Leica
Biosystems (CM1860 UV) com o tecido imerso em composto de corte 6timo (OCT) resfriado
com nitrogénio liquido e mantido a -70°C. As sec¢bes passaram por uma etapa de incubacéo
com a solucéo de blogueio (PBS1X, 5% de BSA e 0,1% de Tween-20) por 1 hora a temperatura
ambiente, e depois seguimos com a marcagdo de OROV (ATCC VR-1228AF, 1:500, Manassas,
Virginia, Estados Unidos), diluido em PBS 1X com 3% de BSA, durante a noite a 4°C. As
seccdes foram entdo incubadas com anticorpo IgG conjugado a AF488 de cabra anti-
camundongo (Sigma-Aldrich, 1:1000, Burlington, Massachusetts, EUA), diluido em PBS 1X
com 1% de BSA, por 2 horas a temperatura ambiente. Os passos foram repetidos em seguida
para as marcagdes de p-selectina (CD62P) (Thermo Fisher Scientific, 1:500, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos) e anticorpo 1gG conjugado a AF488 de cabra anti-
camundongo (Sigma-Aldrich, 1:1000). As laminas foram preparadas usando o Montante
Antidesvanecimento ProLong Gold com DAPI (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, Estados Unidos). As imagens foram obtidas no Microscépio Confocal Upright
LSM780-NLO (Zeiss) no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Fotonica Aplicada a
Biologia Celular (INFABIC, Unicamp)

Western Blot

Realizamos o cultivo das células HBEC-5i em placas de 6 pogos a uma concentragéo de
9 x 10° células por poco. Destes, 5 pogos tiveram suas proteinas totais extraidas com tampéo de
lise preparado no laboratério com Tris HCI pH 7,5 (50mM), NaCl (150mM), EDTA pH 8,0
(ImM), DTT (ImM), NP-40 (1%) e acrescido de Inibidor de protease completo (Roche). A
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quantificacdo foi realizada seguindo protocolo do Kit Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). As amostras extraidas e
quantificadas foram armazenadas a -80 °C, ap0s adicionado o tampao de amostra com f3-
mercaptoetanol e fervidas por 10 min a 95 °C. 30 pg de proteinas foram separadas em um gel
6% SDS-PAGE e transferidas para membrana Hyboard em transferéncia semi-seca no cassete
Trans-Blot Turbo Transfer System. Apds blogueio com 5% de leite diluido em PBS-Tween-20
0,1%, a membrana foi incubada durante a noite a 4 °C com anticorpo primério anti-ZO1 Tight
Junction Protein antibody (Abcam, 1:1000; Ab96587, Cambridge, Reino Unido) e Anti-alpha
Tubulin antibody (Abcam, 1:1000; EP1332Y, Cambridge, Reino Unido). Depois, a membrana
foi lavada e incubada com anticorpo secundario Goat Anti-Mouse 19G H&L (HRP) (Abcam,
1:5000; ab6789, Cambridge, Reino Unido) por 1 h a temperatura ambiente. Os géis foram

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

As células ReNcell coletadas das placas foram ressuspendidas em SDS 1x e aquecidas
a 95°C por 5 minutos. A quantificacdo de proteinas foi realizada usando o Kit de Ensaio de
Proteinas BCA (Produtos de Biologia de Proteinas Prometheus; Cat. No. 18-441). Uma
quantidade padronizada de 12,6 pg foi carregada em um Gel Mini-PROTEAN TGX (Bio-Rad;
Cat. No. 4561096, Hercules, Califérnia, Estados Unidos) e corrida por 1h a 150V. A
transferéncia de proteinas para a membrana de PVDF (polivinilideno difluoreto) foi feita por
1lha 12V. As lavagens foram realizadas com solucdo salina tamponada com Tris com 0,1% de
detergente Tween 20 (TBST) e bloqueio em leite 5% diluido em TBST por 1h. Os seguintes
anticorpos primarios foram diluidos em leite 5% em TBST: B-tubulina (Abcam; Cat. No.
B18207, Cambridge, Reino Unido), Nestina (Abcam; Cat. No. MAB5326, Cambridge, Reino
Unido), GFAP (Abcam; Cat. No. AB5804, Cambridge, Reino Unido), SOX2 (Abcam; Cat. No.
AB5603, Cambridge, Reino Unido). Os anticorpos priméarios foram incubados durante a noite
a 4°C. Os anticorpos secundarios diluidos em leite 5% em TBST, Anti-rabbit 1gG, HRP-linked
Antibody (Cell Signaling; Cat. No. 7074, Danvers, Massachusetts, Estados Unidos) ou Anti-
mouse 1gG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling; Cat. No. 7076, Danvers, Massachusetts,
Estados Unidos), foram incubados por 1h a temperatura ambiente. O Anticorpo Policlonal
GAPDH, HRP linked (Thermo Scientific; Cat. No. PA1-987-HRP, Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos) foi diluido em leite 5% em TBST e incubado por 1h a temperatura ambiente.
A WB foi desenvolvida usando o substrato quimioluminescente SuperSignal West Pico PLUS
(Thermo Scientific; Cat. No. 34577, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). A analise de
area foi realizada usando o software FIJI (verséo 1.52 k).
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Ensaios de Transwell

As células HBEC-5i foram cultivadas no lado apical de insertos de transwell (Corning
Costar, ME, Estados Unidos; 0.4um membrane) até atingir a confluéncia. As células foram
infectadas com OROV em um MOI 1 e a resisténcia elétrica transendotelial (TEER) medida
nos tempos 0, 12, 24, 48 e 72 horas pos infeccdo utilizando Voltimetro (Millicell ERS-2,,
Burlington, Massachusetts, EUA). O TEER foi calculado subtraindo o valor da resisténcia em
cada poco pelo valor do pogo branco (sem células) e considerando o valor da resisténcia
inversamente proporcional a area da membrana do inserto. Em alguns experimentos as células
foram transfectadas com siRNA IRF5 ou siRNA Scramble por 48 horas antes do virus ser

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

Também foi analisada a passagem de virus através da monocamada de células HBEC-
5i para a camara inferior onde cultivamos células VERO a uma concentragdo de 1,5 x 10°
células/pogo. Os sobrenadantes dos lados apical e inferior dos insertos foram coletados e
quantificados por RT-gPCR. As células foram incubadas com o conjugado de FITC-BSA
durante 30 min em diferentes tempos pos infeccdo e a passagem do conjugado para a camara
inferior foi quantificada pela intensidade da fluorescéncia utilizando o leitor de placa
CLARIOstar Plus - BMG Labtech.

Sensor Elétrico de Impedéancia de Substrato Celular (ECIS)

Foram plaqueadas 2 x 10° céls/pogo de HBEC-5i em 400uL de meio DMEM HG
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) 10%SFB + P/S em cada
poco do eletrodo. O experimento € iniciado no equipamento e a estabilizacdo da monocamada
celular é aguardada por um periodo de 24 horas. O meio é retirado e adicionado 400uL do novo
meio DMEM HG sem adic¢do de soro e antibiotico durante 1-2 horas até a nova estabilizacéo.
Por fim, retiramos 200uL de cada poco e colocamos 200uL de meio contendo o virus em uma
concentracdo com o dobro da MOI de 1, virus inativado, o tratamento com trombina (500.000
U/mL) que funciona como controle positivo de quebra de barreira ou meio. Nos ensaios de
silenciamento génico por siRNA 0s compostos sdo adicionados no momento em que as células

séo plaqueadas no primeiro dia do experimento.

RNA interferente pequeno (siRNA)

A transfeccdo do siRNA foi realizada de acordo com o fabricante. Para isso, foi utilizado
uma concentragdo de 50 uM de siGENOME siRNA IRF5 (GE Healthcare Dharmacon,
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SMARTpool;M-011706, Lafayette, Colorado, EUA) ou siRNA SCRAMBLE (controle
negativo) (GE Healthcare Dharmacon, SMARTpool; D-001206, Lafayette, Colorado, EUA)
nas células HBEC-5i cultivadas a uma concentragéo de 3 x 10° céls/pogo em placas de 12 pogos,
5 x 10* céls/poco em insertos de transwell ou 2 x 10* céls/poco nos pogos do eletrodo de ECIS.
Para a transfecc¢éo, foi adicionado em um tubo o siRNA de acordo com a quantidade definida e
meio DMEM alta glicose (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos)
sem soro, e no segundo tubo, reagente de transfeccdo DharmaFECT também em meio DMEM
alta glicose sem soro. O contetdo de cada tubo foi homogeneizado com auxilio da pipeta e
incubado por 5 minutos. Depois, o contetdo dos tubos foi misturado e incubado por 20 min a
temperatura ambiente. Por fim, foi adicionado meio DMEM alta glicose com soro fetal bovino
4% ao tubo e adicionado o volume ajustado a cada poc¢o. As células foram incubadas em estufa
a 37 °C com 5% CO2 durante 48 horas.

Sistema de Imunoensaio Multiplex Bio-Plex

Os sobrenadantes descongelados coletados do experimento de cinética em células
ReNcell diferenciadas foram submetidos aos Ensaios de Citocinas Humanas Bio-Plex Pro (Bio-
Rad Laboratories Cat. No. 12007283, Hercules, Califérnia, Estados Unifos) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, beads magnéticas revestidas com anticorpos
especificos para citocinas foram adicionadas a cada po¢o de uma placa de 96 pocos. Em
seguida, amostras e padrdes foram adicionados a placa e incubados em um agitador de placa.
Ap0s etapas de incubacdo e lavagem, anticorpos de deteccdo biotinilados foram adicionados a
cada poco, seguidos pela adi¢do de estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE). As amostras foram
entdo analisadas usando um sistema Bio-Plex 200 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California,
Estados Unidos). Controles de qualidade fornecidas nos kits de Ensaio de Citocinas Humanas
Bio-Plex Pro foram incluidos em cada execucdo. Os dados foram expressos em picogramas por

mililitro (pg/mL).

Sequenciamento de RNA e analises de vias génicas

O RNA total extraido das amostras de células ReNcell coletadas em Trizol foi isolado
usando o kit RNA Direct-zol Miniprep (Zymo, Irvine, Califérnia, Estados Unidos) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Amostras contendo 1-2 ug de RNA, com uma razao de pureza

(A260/280) entre 1,8-2,2, foram entdo submetidas ao Sequenciamento de Proxima Geracao
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(NGS) na GENEWIZ (Azenta, South Plainfield, New Jersey, Estados Unidos). A preparacéo
da biblioteca foi realizada utilizando o kit NEBNext Ultra Il RNA Library Prep para Illumina
(NEB, E7770S, Ipswich, Massachusetts, Estados Unidos). A analise de RNA-seq foi realizada
usando dados limpos mapeados para 0 genoma humano obtido do Ensemble. A anélise de
Bonferroni foi conduzida para identificar diferencas estatisticamente significativas.
Posteriormente, graficos de vulcdo foram gerados usando R, com os valores de p ajustados
utilizados para visualizar os padrdes de expresséo génica diferencial.

Analise dos resultados

Os dados gerados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, Estados Unidos). Analises de ANOVA de um e dois
parametros foram utilizados. Valores de p menores que 0,05 foram aceitos para determinar que

dois valores séo significativamente diferentes.
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RESULTADOS

A expressdo de IRF-5 em células endoteliais € essencial para o controle da quebra da

barreira hematoenceféalica in vivo

Para entender o papel de IRF5 na quebra da barreira hematoencefalica apds infeccao
por OROV in vivo, utilizamos um sistema de animais nocautes condicionais, em que
camundongos que expressam a enzima cre recombinase em associacdo com marcadores
endoteliais (Cdh5 cre) sdo cruzados com animais floxeados para o gene IRF5 (IRF5 flox),
gerando uma prole em que o IRF5 é deletado apenas das células que expressam a enzima cre,
no caso as células de endotélio. Sucessivos cruzamentos ddo origem a uma prole mista, com
animais cre positivos e homozigotos para o gene IRF5 (Cdh5cre+ IRF5f/f), cre positivos e
heterozigotos para o gene IRF5 (Cdh5cre+ IRF5f/wt) ou selvagens que podem ser positivos
para cre mas ndo expressarem o gene IRF5 em nenhum alelo (Cdh5cre+ IRF5wt/wt) ou cre
negativos (Cdhb5cre- IRF5f/f, Cdh5cre- IRF5f/wt ou Cdh5cre- IRF5wt/wt). Camundongos

selvagens sdo sabidamente resistentes a infecgdo por OROV.

Dessa forma, caracterizamos a perda de peso e mortalidade dos animais nocautes
condicionais homozigotos (N=17) ou heterozigotos (N=5) e selvagens (N=8) de 4 semanas de
idade apds inoculagdo com 10° UFF de OROV via subcutanea na pata traseira. Observamos
que cerca de 35% (N=6) dos camundongos Cdh5cre+ IRF5f/f homozigotos sucumbiram a
infeccdo por ORQOV entre 7 e 14 dias pos infeccdo (Fig. 4, A). Esses animais apresentavam
sinais de acometimento neuroldgico como perda de peso (Fig. 4, B), perda de equilibrio, letargia
e paralisia dos membros inferiores no momento da coleta. Animais heterozigotos Cdh5cre+
IRF5f/wt responderam da mesma forma que os animais controle cre negativos, onde nao
ocorreu perda de peso ou sinais de adoecimento dos animais, indicando que € necessario a
delecdo dos dois alelos de IFR5 para observacdo do fendtipo nesse modelo e todos os
experimentos com animais nocautes condicionais a seguir foram realizados com os animais

homozigotos para o gene IRF5.

A coleta de 6rgdos foi realizada no momento em que foi observado o sinais de
acometimento neuroldgico nos animais ou no dia 21 apos infeccdo nos animais sem sinais de
doenca. A andlise da carga viral nesses tecidos por qRT-PCR mostrou a presenca de altos titulos
de virus (>108 eqFFU/g) no cérebro e medula apenas dos animais que apresentaram sinais de
acometimento neuroldgico (Fig. 4, C-H), indicando que de fato neste modelo o virus consegue

atingir o SNC em parte dos animais com delec¢do condicional de IRF5 em células endoteliais.
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Assim, podemos afirmar que a presenca de IRF5 em células endoteliais € essencial para

restringir a neuroinfec¢do de OROV em modelo de camundongos.

Também realizamos coletas em diferentes dias pds infec¢do para entender a cinética de
replicacdo do virus nos 6rgdos dos animais nocautes condicionais (N=21). Foram coletados o
cérebro, medula espinhal, figado e baco nos dias 1, 3, 7 e 14 pos infeccdo. O virus so foi
detectado em altos titulos por qRT-PCR no SNC daqueles animais no momento em que
apresentaram sinais de acometimento neurologico (N=2) em 7dpi e 14dpi. Porem foi possivel
observar um pico de replicacdo viral no bago de todos os animais em 3 dpi, que decai ao longo
do tempo, indicando que o virus é capaz de causar uma infecgdo sistémica nesses animais, que

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

infectados com OROV. (A) Curva de sobrevivéncia e (B) perda de peso de animais de 4 semanas infectados ap6s

infeccdo subcutanea na pata esquerda com 1075 UFF de OROV. Os animais sdo IRF5f/f (gen6tipo selvagem)
N=10, Cdh5cre+IRF5 f/f (dois alelos flox mutantes) N=17 e Cdh5cre+IRF5 f/wt (heterozigoto com apenas um

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

individuais de peso. Quantificacdo do virus por RT-gPCR nos tecidos (C) cérebro, (D) medula, (E) figado, (F)

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

ou 21 dias pés infeccdo. Quantificacdo do virus por RT-gPCR nos tecidos (1) cérebro, (J) medula, (K) figado, (L)

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

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

de detecgéo do ensaio.
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Andlises histologicas do cérebro de animais com acometimento neuroldgico

Para avaliar como estava a estrutura do SNC desses animais devido ao acometimento
neuroldgico, coletamos 0s cérebros no momento em que apresentavam sinais da doenga para a
realizacdo de analises histoldgicas por coloracdo de Hematoxilina e Eosina (Fig 5, A). Animais
Cdh5cre+ IRF5f/f infectados mas que ndo apresentavam sinais de doenga no momento da coleta
foram utilizados como controle. As anélises histoldgicas permitiram observar um acumulo de
celulas na regido perivascular (seta preta) nos animais com acometimento neuroldgico
comparado com o controle e também um aumento no numero de células com alteracGes
morfoldgicas compativeis com células da microglia ativadas (setas brancas) nos animais com

manifestacdes neuroldgicas.

Também foi realizada marcacdo de antigenos virais e da molécula de ades&o endotelial
p-selectina por imunofluorescéncia no cérebro dos animais (Fig 5, B). Da mesma forma, nos
animais com sinais neurolégicos no momento da coleta, foi possivel observar a marcacdo de
antigenos virais no tecido cerebral. Essa marcacdo ndo é encontrada nos animais sem sinais de
doenca, indicando que de fato nos animais com acometimento neuroldgico o virus esta entrando
e se replicando no SNC. Além disso, foi observada marcacdo de p-selectina na regido de
microvasos sanguineos cerebrais nos animais com sinais de doenca. A p-selectina é uma
molécula essencial para adesdo de células imunes ao endotélio em eventos que precedem o

processo de entrada dessas células no tecido.
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Figura 5 - Analise histologica de tecido cerebral de animais Cdh5cre+IRF5 f/f infectados. Coloracdo por
Hematoxilina e Eosina (A) no cérebro dos animais Cdh5cre+IRF5 f/f infectados com OROV que sucumbiram a
infeccdo ou que ndo apresentaram sinais de acometimento neurolégico. Setas brancas indicam ativacdo de
microglia e setas pretas acimulo de células perivasculares. As imagens foram capturadas usando microscopia de
luz, no aumento de 4x. Marcagdo de imunofluorescéncia no cérebro dos animais com marcagdo para OROV e p-
selectina (B). As imagens foram capturadas usando microscopia de fluorescéncia confocal, com uma escala de 100

pm.

CDH5-cre+ IRFS5 fif sobreviventes

CDH5-cre+ IRF5 f/f sucumbiram

CDH5-cre+ IRF5 f/f sobreviventes

CDH5-cre+ IRF5 f/f sucumbiram

Fonte: Autoria propria



56

Aumento da quantidade e adesao de leucécitos no microendotélio cerebral por analise de

microscopia intravital.

Com o objetivo de analisar o comportamento de leucdcitos na microvasculatura cerebral
dos animais nocautes condicionais que apresentavam sinais de acometimento neuroldgico, nés
realizamos um ensaio de microscopia intravital. Neste ensaio fizemos a abertura de um espaco
de aproximadamente 4mm no cranio dos animais anestesiados para expdr 0s vasos sanguineos
da pia mater e realizamos a infusdo de Rodamina 6G na circulagdo sanguinea dos animais pelo
plexo retro-orbital. A Rodamina 6G é um corante fluorescente que marca leucocitos e plaguetas.
Utilizando microscopia intravital focamos nas veias superficiais para observacdo das células

marcadas pelo corante.

A partir das imagens sequenciais obtidas foi possivel observar que, nos animais que
apresentavam sinais de acometimento neuroldgico no momento do experimento, existe uma
maior quantidade de células marcadas pela Rodamina 6G circulantes (Fig. 6, A) e aderidas aos
microvasos sanguineos (Fig. 6, B) quando comparadas com animais ndo infectados e com
animais infectados mas que ndo apresentavam sinais de acometimento neuroldgico no momento
da obtencdo das imagens. As animagdes completas obtidas das sequéncias de imagens
capturadas no microscépio estdo apresentadas na forma de videos podem ser visualizados no
seguinte link:
https://drive.google.com/drive/folders/1plr8mLzPTeOdjXk8WbOOHOIEMQVFEPFQ?usp=dr

ive link



https://drive.google.com/drive/folders/1plr8mLzPTeOdjXk8WbO0HOlEMQVFEPF0?usp=drive_link
https://drive.google.com/drive/folders/1plr8mLzPTeOdjXk8WbO0HOlEMQVFEPF0?usp=drive_link
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Figura 6 - Microscopia intravital no cérebro de animais infectados Cdh5 cre+ IRF5 f/f ndo infectados e
infectados que apresentavam ou nao sinais de acometimento neuroldgico no momento da coleta. Os
leucécitos foram marcados por fluorescéncia com rodamina 6G e as fotos obtidas em microscopia de fluorescéncia
com fotos tiradas a casa 1 segundo (A). Resultados apresentados em quantidade de leucécitos que se mantém
aderidos a parede da mirovasculatura cerebral por um periodo de 30 segundos (B). Os resultados foram obtidos a

patir da analise de 30 fotos de 3 animais para cada condicao.
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Entrada de OROV no SNC de animais apds transferéncia de leucécitos infectados.

Para aprofundar nossos estudos sobre um possivel mecanismo de cavalo de troia na
neuroinvasdo de OROV, onde o virus estaria sendo levado para o interior do SNC por células
imunes, realizamos a transferéncia de células imunes infectadas in vitro para os animais
nocautes condicionais. Para isso foi realizada a coleta do baco de animais selvagens, que foi
usado para isolamento das células residentes no 6rgdo. Tipicamente o bago é composto por
linfocitos B e T, plasmacitos, além de células endoteliais que compdem 0s vasos sanguineos
que irrigam o Orgao e hemécias que sao lisadas no processo de isolamento das células. Essas
células foram infectadas in vitro com uma MOI de 3 de ORQOV, para garantir que todas as
células estariam infectadas. Depois de sucessivas lavagens as células foram transferidas pelo
plexo retro-orbital para a corrente sanguinea de camundongos Cdh5cre+ IRF5f/f (N=4) e
selvagens (N=3). Foi observado que 50% (N=2) dos animais Cdh5cre+ IRF5f/f receptores
sucumbiram a infec¢cdo por OROV entre 7 e 14 dias p0s infeccdo, no mesmo intervalo de tempo
e apresentando 0os mesmos sinais de acometimento neurolégico ja descritos para 0s animais
Cdnh5cre+ IRF5f/f infectados pela via subcutanea na pata. (Fig. 7, A e B). Os animais
apresentaram acentuada perda de peso (Fig. 7, B), perda de equilibrio, letargia e paralisia dos

membros inferiores, que foi notada antes dos outros sinais de adoecimento neste modelo.

A anélise da carga viral dos tecidos por gRT-PCR mostrou a presenca de altos titulos de virus
(>108 eqFFU/g) no cérebro e medula dos animais que sucumbiram & infecgo. (Fig. 7, C-H).
Assim como no modelo de infecgdo anterior, 0s outros 6rgdos ndo tém aumento expressivo no
titulo viral em nenhum dos animais. Este resultado mostra que células circulantes infectadas
com OROV sdo capazes de fazer com que animais com delecao de IRF5 em células endoteliais

desenvolvam doenca neuroldgica apos infeccdo por OROV.
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Figura 7 - Sobrevivéncia, perda de peso e carga viral nos tecidos de animais CDH5cre+IRF5f/f transfectados
com células do baco infectadas com OROV. (A) Curva de sobrevivéncia e (B) perda de peso de animais de 4
semanas infectados pela via intravenosa na veia ocular com 2x108 células isoladas do baco e infectadas com MOI
de 3 de ORQV. Resultados em A sdo apresentados como eventos de morte e em B como porcentagens individuais
de peso. Quantificagdo do virus por RT-gPCR nos tecidos (C) linfonodos inguinais, (D) baco, (E) figado, (F) rins,
(G) cérebro e (H) medula espinhal no momento em que o animal apresentava sinais de doenca ou sofrimento, ou

16 dias pds infecgdo. Cada ponto indica um individuo. As linhas pontilhadas representam o limite de deteccéo do
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OROV replica em linhagens de células de microvasculatura endotelial cerebral humanas

e murinas.

Com o objetivo de analisar a replicagdo de OROV em células do endotélio, realizamos
a cinética de replicacdo viral em duas linhagens de microvasculatura cerebral, uma de humanos
(HBEC-5i) e outra de camundongos (BEND3). Para tanto, as linhagens celulares foram
infectadas com MOI de 1 e 0,1. Nossos resultados mostram que OROV consegue infectar ambas
linhagens celulares, mesmo quando as células foram infectadas com uma baixa MOI de 0,1
(Fig. 8, A e B), indicando que a presenca de possiveis componentes antivirais induzidos de
forma paracrina, a partir da infec¢do de uma parte das células presentes no ensaio, nao foi capaz
de restringir completamente a infec¢do por OROV em células endoteliais. Enquanto na HBEC-
5i a infeccdo viral é produtiva, com aumento em até 1 log na quantidade de virus em tempos
tardios da infeccdo, como 48 ou 72h (Fig. 8, C); a infeccdo em BEND3 € pouco eficiente e
aparentemente produtiva apenas em células infectadas com MOI de 1. Em menores quantidades
(MOI 0,1), o virus se mantém dentro das celulas por até 72 h mas ndo é encontrado no
sobrenadante (Fig. 8, A). Dessa forma, os dados mostram que OROV se replica mais

eficientemente em células endoteliais humanas do que camundongos.

Além disso, com o objetivo de analisar a viabilidade celular ao longo da infeccéo,
realizamos um ensaio de identificacdo de atividade metabolica celular pelo método de MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), nas células HBEC-5i e BEND3
infectadas com o virus. Os resultados indicam que OROV néo induz, ou induz pouca morte
celular em BEND3, afinal ndo vimos uma diminuicdo da taxa de sobrevivéncia celular mesmo
com a maior MOI de 1 (Fig. 8, B). J4 em HBEC-5i, foi observado um aumento na taxa de morte
celular nos tempos tardios da infeccdo, entre 48 h e 72 h, quando comparados com o controle 0
h, em ambos MOls testados (1 e 0,1). (Fig. 8, D). Assim, estes resultados indicam que 0 OROV
estabelece infeccdo produtiva, induz efeito citopatico e morte de endotélio cerebral humano, o
que pode ser importante durante o fendmeno de neuroinvasdo em humanos. Ja células

endoteliais de camundongos permaneceram viaveis apos infecgdo com OROV.



Figura 8 - Cinética de replicacdo e viabilidade em células endoteliais durante infeccdo por OROV com MOI
1e0,1. Aquantificacdo do virus em cada tempo da cinética (0, 1, 4, 12, 24, 48 e 72 horas pds infeccdo) em células
BEND3 (A) e HBEC-5i (C) foi realizada por RT-gPCR na monocamada celular (linhas tracejadas) e por ensaio
de formacdo de foco no sobrenadante celular (linhas continuas). A viabilidade celular foi quantificada por ensaio
de MTT ao longo da infecgdo por OROV nas células BEND3 (B) e HBEC-5i (D). Absorbancia foi lida em 570
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OROV regula expressao de genes associados a resposta imune inata

Para caracterizar o padréo de resposta associado com protecdo ou permissividade de
células endoteliais apos infeccdo com OROV, avaliamos a expressdo génica de BEND3 e
HBEC-5i em diferentes momentos, 0, 4 e 12 horas, apés infeccdo com OROV utilizando uma
MOI de 1. Para isso, a monocamada celular dos tempos iniciais de infeccdo 0, 4 e 24 h foram
coletados e analisados por qPCR para a expressao de fatores associados a resposta imune inata
como as vias de reconhecimento (Toll Like Receptor 3 e 7, RIG-1 e MDAD5), sinalizacdo (TRIF,
MYDB88, MAVS, IRF-3, IRF-5 e IRF-7), interferons (IFN-p) e genes estimulados por interferon
(ISGs) (IFITM2, IFIT1 e IFIT2).

Ambas as células apresentaram modulacdo génica de vias de reconhecimento e
sinalizacdo, sendo possivel observar aumento da expressdao de RIG-I, MDAS5 e IRF-3 nos
tempos iniciais (4hpi) da infeccdo nas células HBEC-5i (Fig 9, A-J). Enquanto nas células
BEND3 também foi possivel observar uma tendéncia de aumento de genes de algumas vias,
com destaque para o aumento significativo de IRF-5 em 24 hpi (Fig 9, K-T). Como resultado
da ativacdo dessas vias, também foi possivel observar aumento da expressdo de IFN-B nas duas
células, assim como aumento da expressdo dos ISGs IFIT1, IFIT2 e IFITM2 (Fig 10, A-H).
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Figura 9 - Expresséo de genes das vias de reconhecimento e sinaliza¢do da resposta imune inata em células
endoteliais apds infeccdo com OROV. Cinética de expressdo génica quantificada por qPCR, em cultura de células
BEND3 ap6s infec¢do com OROV (laranja) (A-J) e cultura de células HBEC-5i (azul) (K-T). A linha tracejada
representa a média da expressdo génica do controle. As barras representam médias da expressao relativa do gene
alvo +/- erro padrfo. Diferengas significativas pelo teste two way ANOVA seguido de teste Sidak estdo

representadas por *p<0,05.
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Figura 10 - Expressao de Interferon (IFN) e genes estimulados por Interferon (ISGs) em células endoteliais
apos infeccdo com OROV. Cinética de expressdo génica quantificada por gPCR, em cultura de células BEND3
apos infecgdo com OROV (laranja) (A-D) e cultura de células HBEC-5i (azul) (E-H). A linha tracejada representa
a média da expressao génica do controle. As barras representam médias da expressao relativa do gene alvo +/- erro
padrdo. Diferencas significativas pelo teste two way ANOVA seguido de teste Sidak estdo representadas por
*p<0,05.
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Regulacdo da expressdo de fatores de adesdo endoteliais, mas ndo de juncées oclusivas
apos infecgdo por OROV

Para caracterizar a modulacédo de fatores que possam estar associados com alteragdes na
barreira hematoencefalica, analisamos os fatores de adesdo endoteliais ICAM, VCAM, p-
selectina e e-selectina, a citocina pro-inflamatoria IL-6 e a juncdo oclusiva ZO-1. As analises
foram realizadas pelo padrdo de expressao génica por gPCR em diferentes momentos apds
infeccdo de BEND3 e HBEC-5i e também expressao de proteinas por western blot.

Os resultados de expresséo génica indicam que houve inducdo da expresséo de fatores
de adesdo endoteliais em ambas as células, como ICAM e VCAM nas células murinas (Fig. 11,
F e G) e VCAM, e-selectina e um aumento expressivo de p-selectina nas células humanas (Fig.
11, B, C e E). Os fatores de adesdo séo essenciais para a aderéncia e transmigracéo de células
imunes por células endoteliais. A citocina pro-inflamatéria IL-6 que é conhecida por promover
a disrupcdo da barreira hematoencefalica ndo teve modulacdo diferencial em nenhuma das
células (Fig. 11, D e 1), assim como a juncdo oclusiva ZO-1 (Fig. 11, K e L), indicando que a
infeccdo por OROV ndo leva a modulacdo de fatores relacionados com a disrupcao da

integridade da ligacdo entre células endoteliais.
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Figura 11 - Expressdo de fatores de adesdo endoteliais e juncdes oclusivas em células endoteliais apds
infeccdo com OROV. Cinética de expressdo génica quantificada por qPCR, em cultura de células BEND3 apds
infeccdo com OROV (laranja) (A-E) e cultura de células HBEC-5i (azul) (F-J). A linha tracejada representa a
média da expressdo génica do controle. As Barras representam médias da expressao relativa do gene alvo +/- erro
padrdo. Diferencas significativas pelo teste two way ANOVA seguido de teste Sidak estdo representadas por
*p<0,05. Ensaio de Western Blott onde foi analisado a expressdo da proteina ZO-1 em células HBEC-5i 48 h pi

com OROQV (K) e a sua quantificacdo relativa utilizando alpha-tubulina como controle (L).
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Passagem de OROV em sistema de Transwell sem alterac6es na integridade da barreira

Para analisar se a infeccdo por OROV leva a disrupcdo da integridade da barreira de
celulas endoteliais, realizamos experimentos utilizando o sistema de Sensor Elétrico de
Impedancia de Substrato Celular (do inglés ECIS), um método que quantifica impedancia em
tempo real para analise do comportamento de uma monocamada celular. Neste sistema a
monocamada celular cresce fixada a uma placa que contém eletrodos na sua parte inferior,
assim elas funcionam como um isolante aumentando a medida de impedancia. Conforme vao
ocorrendo disturbios nas ligaces entre as células ou morte celular, as pequenas correntes
alternadas e ndo invasivas geradas pelo eletrodo sdo captadas pelo instrumento diminuindo a
impedancia captada. Ou seja, quanto menor a impedancia, maior a disrup¢do da barreira que
aquelas células estavam formando. Apos a formacao da monocamada no eletrodo, determinada

pela impedancia préxima de 1, foi realizada a infeccdo com OROQOV utilizando a MOl de 1.

Os resultados obtidos pelo ECIS indicam que a infeccdo pelo virus em células
endoteliais humanas causa alteracdes na barreira celular que se inicia em 36 hpi (Fig. 12, A).
Ja nas células murinas néo foi observado disrupcao da barreira celular devido a infec¢éo viral,
neste caso a diminuicdo de impedéncia ao longo do tempo ocorre em todas as condigdes e
controles negativos ao mesmo tempo, sendo um indicio de morte celular devido ao tempo de
cultivo (Fig. 12, C). Nos dois casos a trombina foi utilizada como controle positivo por induzir

a quebra de barreira.

Ao mesmo tempo da realizacdo desses experimentos, as células endoteliais foram
cultivadas em sistemas de transwell, seguindo a mesma concentracéo celular e protocolos de
infecgcdo do ECIS. Neste sistema as células sdo cultivadas em membranas de 0,4um que fazem
a separacdo do inserto e do fundo do poco. Apos a formacdo da monocamada celular, n6s
realizamos a infeccdo com OROV utilizando a MOI de 1, com o objetivo de observar se o virus
é capaz de passar por essa barreira celular formada. Apesar do ECIS indicar quebra da barreira
causada pela infeccdo viral em HBEC-5i apenas apds 36hpi e ndo indicar quebra na BEND3,
em ambos modelos cultivados em transwell o virus foi encontrado na cdmara inferior por RT-
gPCR ja em 24hpi (Fig. 12, B e D). O que indica que o virus passa pela barreira endotelial

mesmo antes de causar quebra de juncdes oclusivas ou morte celular.

Com o objetivo de tornar o modelo de transwell ainda mais complexo para mimetizar a barreira
hemato-encefalica, que contém diversos tipos celulares, cultivamos celulas HBEC-5i na cdmara

superior do inserto, imediatamente abaixo foram cultivados astrocitos e no fundo do pogo foram



68

cultivados neurénios (SH) (Fig. 12, E). As células foram incubadas com um conjugado de FITC
com albumina do soro bovino (BSA, do inglés bovine serum albumin) em diferentes tempos
apos infeccdo. A presenca de fluorescéncia do FITC na cdmara inferior do modelo indica quebra
da barreira, pois s6 ocorre no caso de passagem de BSA pela camada de células endoteliais.
Isso porque o BSA € uma proteina grande que naturalmente ndo cruza a barreira
hematoencefélica em seu estado preservado. Nossos resultados indicam que um aumento da
passagem de FITC-BSA pela barreira ocorre apenas apds 48 hpi em comparagdo com o controle
sem virus (Fig. 12, F). Porém foi possivel detectar virus viaveis na camara inferior por ensaio
de RT-gPCR ja em 12 hpi, indicando que sua passagem pode ocorrer mesmo na presenca da
barreira ainda intacta (Fig. 12, G). Um fator interessante é que o virus foi detectado na cAmara
inferior 12 horas antes do que comparado com o modelo de transwell contendo apenas as células
endoteliais, utilizando o mesmo método de detecc¢éo, indicando que de alguma forma a presenca

de varios tipos celulares pode auxiliar na passagem do virus.
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Figura 12 - OROV cruza a monocamada de células endoteliais sem causar aumento de permeabilidade.
Quantificacdo da resisténcia na monocamada celular por ECIS em células HBEC-5i (A) e BEND3 (C ). Como
controle positivo foi utilizado a trombina e como controle negativo células nao infectadas. As células HBEC-5i
(B) e BEND3 (D) foram cultivadas na parte superior de insertos de transwell e a quantidade de virus na camara
inferior do modelo foi analisada por ensaio de RT-qPCR. Esquema grafico do ensaio indicando que células HBEC-
5i foram cultivadas na parte superior de insertos de transwell imediatamente abaixo cultivados astrocitos e
neurdnios (SH) no fundo do pogo (E). Células com diferentes tempos de infecgdo foram incubadas com FITC-
BSA durante 30 min e a fluorescéncia na camara inferior do inserto foi quantificada por espectrometria, a
porcentagem foi calculada com relacdo aos insertos ndo infectados (F). Em pontilhado temos indicado a
porcentagem do inserto ndo infectado. A quantidade de virus na camara inferior do modelo foi analisada por ensaio

de RT-gPCR (G).
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Avaliacdo da auséncia de IRF5 na replicacdo de OROV nas células endoteliais

Ap0s constatar os efeitos de IRF5 no modelo de células endoteliais in vivo fomos avaliar
0 papel desse gene na replicacdo e manutencdo da barreira de células endoteliais humanas in
vitro. Para isso, fizemos o silenciamento do IRF5 em células HBEC-5i utilizando o kit
comercial (Dharmacon Reagents) seguindo as recomendacdes do fabricante utilizando as
concentragdes de 25uM e 50uM de siRNA para definir a melhor concentracdo de uso e
coletamos apos 24h para quantificagdo da expressdo génica. Observamos por analise de gPCR

que ambas concentragdes funcionaram para inibicdo da expressdo de IRF5 (Fig. 13, A).

Realizamos a transfeccdo com o siRNA IRF5 ou siRNA SCRAMBLE (controle negativo da
transfeccdo) na concentracdo de 50uM por 24h antes da infeccdo com OROV utilizando uma
MOI de 0,1 e coletamos o sobrenadante em diferentes tempos para obter uma cinética de
replicacdo viral. As células transfectadas ndo apresentaram diferenca significativa na replicacdo
viral com relagéo ao controle scramble e ao controle infectado néo transfectado em nenhum dos

tempos analisados, atingindo altos titulos ao final de 48h de infeccdo (Fig. 13, B).

Tambeém foi repetido o ensaio de ECIS e o modelo de transwell com a inibi¢éo de IRF5
nas células endoteliais por sSiRNA. Os resultados foram similares aos encontrados nas células
ndo transfectadas ja descritos. O virus é encontrado na camara inferior do inserto de transwell
ja em 12hpi e 24hpi (Fig. 13, D), mesmo antes de serem detectadas alteragdes na integridade
da barreira de células endoteliais por ensaio de ECIS (Fig. 13, C), indicando que o efeito
facilitador da delecdo de IRF-5 para a neuroinvasao por OROV é indireto, ndo aumentando a

replicacdo ou taxa de morte de células endoteliais.
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Figura 13 - Silenciamento de IRF5 em células HBEC-5i infectadas com OROV. As células HBEC-5i foram
transfectadas com 50uM ou 25uM de siRNA IRF5 ou siRNA SCRAMBLE e a expressdo do gene IRF-5 foi
quantificado por gPCR (A). As barras representam médias da expressao relativa do gene alvo +/- erro padrdo. A
linha tracejada representa a média da expressdo do gene em células ndo transfectadas. Diferencas significativas
pelo teste two way ANOVA seguido de teste Sidak estdo representadas por *p<0,05. A quantificacdo do virus em
cada tempo da cinética (0, 1, 4, 12, 24, 48 e 72 horas p6s infeccdo) em células HBEC-5i transfectadas com 50uM
de siRNA IRF5 ou siRNA SCRAMBLE foi realizada por RT-gPCR no sobrenadante (B). Quantificagdo da
resisténcia na monocamada celular por ECIS em células HBEC-5i transfectadas. Como controle positivo foi
utilizado a trombina e como controle negativo células ndo infectadas (C ). As células HBEC-5i transfectadas foram
cultivadas na parte superior de insertos de transwell e a quantidade de virus na camara inferior do modelo foi

analisada por ensaio de RT-gPCR (D).

A IRF5 B Replicagdao de OROV
81 —_ b 8 iRNA IRF5
-~ si
i T
2 -#- Scramble
B dessssasgla s igalesis a6 -+ Controle
pis ™ mm Scramble £
xg : i 8 5
@ & m siRNAIRF5 3
© T o5 a4
[=3
X
w 3
2+ T T 1
25uM 50uMm 0 20 40 60
Horas poés infecgao
ECIS Transwell
o 157 _o Controle 6.0x10°-
k- positivo
8 ; == siRNA IRF5
= _, Scramble ndo = S bl
£ 1.0 infectado = 4.0x10° cramble
] ; o £ Controle
= siRNA néo g Positivo
5 infectado =]
2 0.5 i & 204100
8 s SIRNA o 2.0x10%
%’ infectado
] Scramble
'r 0.0-1—r T T T T T T T ™ infectado 0
0 12 18 24 36 48 60 72 0 12 24 48
Horas pos infecgao Horas pos infecgdo

Fonte: Autoria prépria



72

Células neuronais e células da glia diferenciadas de precursoras neurais humanas sédo

permissivas a infeccdo por OROV

Como a expressdo de IRF5 em células endoteliais humanas ndo se mostrou ser um fator
que atua diretamente na replicacéo viral ou passagem do virus pela barreira hemato-encefélica,
decidimos explorar outros tipos celulares do SNC humano. Para isso utilizamos um modelo de
celulas precursoras neurais humanas (ReNcell) derivadas da regido mesencefalica ventral do
cerebro humano que foram diferenciadas conforme descrito na metodologia por 14 dias.
Durante o processo de diferenciacdo, uma mudanca conformacional na estrutura celular pode
ser observada, passando de uma morfologia poligonal para um processo de elongacéo celular,
com estruturas semelhantes a axonios crescendo a partir dos corpos celulares (Fig. 14, A e B).
A anélise genética por gPCR revela aumento na expressdo de genes associados a diferenciagdo
de células gliais (GFAP) e diferenciacdo neuronal (SYP) apds 14 dias. Enquanto isso, 0
marcador de células progenitoras (MKI67) mostra expressdo diminuida apés 14 dias (Fig. 14,
C-F). A andlise de western blot de marcadores neuronais ¢ astrociticos, p-tubulina e GFAP,
respectivamente, também foi conduzida. Foi possivel observar um aumento dessas proteinas

em células ReN diferenciadas apés 14 dias, em comparagcdo com a expressdo de GAPDH.

O primeiro objetivo entdo foi determinar se a cultura de ReNcells diferenciadas era
permissiva a infeccdo por OROV. As células foram infectadas com OROV utilizando uma MOI
de 0,1 e os sobrenadantes foram coletados nos tempos 0, 4, 12, 24, 48 e 72 hpi. Os sobrenadantes
foram titulados por ensaio de formacdo de placas e os resultados demonstram que as células
ReN diferenciadas sdo suscetiveis a infeccdo por OROV e o virus pode se replicar
produtivamente, atingindo sua replicagdo méaxima de 10° PFU/mL em 24hpi (Fig. 14, 1). Além
disso, foi possivel observar a marcacdo do virus em células neurais e gliais 24hpi por ensaio de
imunofluorescéncia, o que também demonstra que essas células estdo sendo infectadas pelo
virus (Figura 14, J e K)
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Figura 14 - Diferenciagdo e infecclo de células ReNcells. Diferencas morfol6gicas em imagens obtidas por
microscopia de luz com aumento de 10X da linhagem celular ReN indiferenciada (A) e ap6s passar por um
processo de diferenciacdo de 14 dias (B). Expressdo génica de marcadores de diferenciagdo celular quantificados
por gPCR em células indiferenciadas e ap6s 14 dias de diferencia¢do (C-F). As barras representam médias da
expressdo génica alvo relativa +/- erro padrdo. Diferengas significativas por ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de Sidak sdo indicadas por *p<0,05. Ensaio de Western Blot onde a expressio das proteinas B-tubulina, GFAP
e GAPDH foi analisada em células ReN indiferenciadas e apds 14 dias de diferenciacéo (G), e sua quantificacéo
relativa usando GAPDH como controle (H). Quantificacdo do virus no sobrenadante coletado em cada ponto de
tempo da cinética (0, 4, 12, 24, 48 e 72 horas pds-infec¢do) foi realizada por ensaio de formacéo de placa. Dados
representados em unidades formadoras de placas (PFU) por mililitro (mL) (1). Imunofluorescéncia realizada as 24
horas ap6s a infeccdo (hpi) em células ReN cultivadas em [&minas de vidro e infectadas com OROV a uma
Multiplicidade de Infeccdo (MOI) de 1. A colorag&o foi realizada usando anticorpos anti-OROV e anti-p-tubulina
(J) ou anti-GFAP (K). Os nucleos foram corados com DAPI. As imagens foram capturadas usando microscopia

de fluorescéncia, com uma escala de 100 um.
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A infeccdo por OROV leva & modulagédo de genes celulares conforme determinado pelo
ensaio de RNA-seq.

Com o objetivo de tracar o perfil de expressdo génica na cultura mista de células da glia
e neurdnios, realizamos analises de transcriptoma em células ReN infectadas e ndo infectadas
com OROV. Para isso foram utilizadas as mesmas células coletadas na cinética de replicacdo

viral.

A obtencdo dos dados por Sequenciamento de Proxima Geragdo (NGS) foi realizada
pela empresa GENEWIZ (Azenta). O software R foi utilizado para avaliar os dados do
sequenciamento de RNA. Alteragdes de log2 fold (log2 fold-change > 1/log2 fold-change < -
1) e o valor ajustado de p < 0,05 foram utilizados para avaliar o grau de expressdo diferencial.
Os 30 genes com maior regulacdo em todos os tempos analisados, seja positiva ou negativa,
foram indicados nos graficos de vulcédo (Fig. 15, A-D), fornecendo uma indicacéo visual de sua
importancia na reacdo do hospedeiro a infeccdo viral.

Entre os genes que foram mais expressos em células infectadas destacam-se aqueles
com funcéo neuroprotetora (GADD45B e FOSB), genes que regulam a adesao celular a barreira
endotelial (CCN1, CCN2 e FBLN5), migracdo celular (TNS3), que atuam em processos
celulares diversos como proliferacdo celular, diferenciagcdo e apoptose (NR4A1l, RPAP2,
PMEPAL, CSRNP1, NFATC2, CCNL1, LDLRAD4 e PABPCLL) e genes relacionados com a
resposta imune (CXCR4, CXCL12 e BMP6). Ja entre 0s genes com regulacao negativa temos
aqueles que atuam no metabolismo celular (PFKFB3, GMPR e PRR5L), transporte de ions pela
membrana (EFCC1 e SLC47A2), atividade e desenvolvimento neuronal (ARC, STAC2,
SLC6A11 e SPRY?2) e angiogénese (APLNR).
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Figura 15 - Gréficos de Vulcdo da analise de expressdo génica por RNA-seq a partir de sobrenadantes de
células diferenciadas ReN néo infectadas (mock) e infectadas por OROV em 0h (A), 4h (B), 12h (C) e 24h
(D) p6s-infecgdo. Genes com mudanga log2 fold > 1 ou log2 fold < -1 e valor de p ajustado < 0,05 sdo destacados
em vermelho para genes super regulados e em azul para genes super regulados para baixo. Os nomes dos 30
principais genes diferencialmente expressos sao rotulados no grafico.
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Liberacdo de citocinas e quimiocinas no sobrenadante de neurdnios e astrocitos

diferenciados infectados com OROV.

Os sobrenadantes coletados durante o ensaio de cinética de replicacdo viral foram
utilizados para andlise por Bio-plex. Isso nos permitiu delinear o perfil de citocinas e

quimiocinas em neur6nios e células da glia diferenciados durante a infeccdo por OROV.

Foi possivel detectar um aumento da liberacéo dos fatores de crescimento PDGF-BB, GM-CSF,
e VEGF. Também observamos que algumas citocinas pro-inflamatérias, IL-6, IL-12 e IL-13, e
a citocina anti-inflamatoria e imunossupressora IL-10 tiveram sua liberagdo aumentada nas
células infectadas. De forma contraria, apenas o fator de crescimento FGF basico apresentou

diminuicao de liberacdo (Fig. 16).

O dado mais significativo de liberacdo no sobrenadante foi da proteina quimioatraente
de monacitos-1 (MCP-1), com uma expressao acima de 1000 pg/mL detectada em 4 horas pos-
infeccéo e que se manteve com uma alta concentracdo em todos os tempos seguintes (Fig. 16),
indicando que a replicagdo de OROV em células da glia e neurdnios pode estimular a migracdo

de leucacitos e contribuir no fendmeno de neuroinvasdo por cavalo de troia.



78

Figura 16 - Andlise Bioplex de varias citocinas e quimiocinas nos sobrenadantes de cultura de células ReN
diferenciadas ndo infectadas (controle) e infectadas pelo OROV (0h, 4h, 12h e 24h pés-infecgéo) (A-B). As
barras representam as médias de expressdo de citocinas ou quimiocinas +/- erro padrdo. Diferencas significativas
pela anélise de variancia de dois fatores seguida pelo teste de Sidak sdo indicadas por *p<0.05. Os dados sdo

representados em Log10 picogramas por mililitro (pg/mL).
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DISCUSSAO

O OROV é um dos mais importantes arbovirus emergentes na América do Sul, sendo
responsavel por grandes surtos de doenca febril exantematica na regido amazo6nica. Apesar da
sua importancia, ainda sdo poucos 0s estudos que investigam os fatores patogenéticos
associados a doenca e ao acometimento neuroldgico em parte dos pacientes.Neste trabalho
conseguimos demonstrar que a expressao do gene IRF-5 em células endoteliais € essencial para
a entrada do OROV no SNC in vivo, destacando o IRF5 como uma importante molécula
reguladora imunolodgica do hospedeiro durante a infeccdo por OROV. Nossos resultados
correspondem a estudos anteriores, que demonstram que cerca de 40% dos animais nocautes de
corpo inteiro para o gene IRF5 sucumbiam na segunda semana poés infecgcdo, na mesma janela
de infeccdo dos animais nocautes condicionais que ndo expressam IRF5 nas células endoteliais
utilizados no nosso estudo, apresentando inclusive sinais neuroldgicos similares aos
encontrados anteriormente (Proenca-Modena et al., 2016). Porém o mecanismo e 0s tipos
celulares associados a esse controle da entrada do OROV no SNC por IRF-5 ainda ndo haviam

sido elucidados.

O actmulo de células na regido perivascular de animais nocautes condicionais que
apresentavam sinais de acometimento neurolégico pode ser um indicativo de inflamacdo que
ocorre com o aumento de celulas imunes aderidas as células da microvasculatura cerebral,
apesar de ndo ser possivel distinguir os tipos celulares pela técnica utilizada. Outro sinal de que
a resposta imune esta sendo ativada no cérebro dos animais com manifestacées neuroldgicas
durante a infeccdo é a ativacdo de células da microglia. Quando ativadas as células da microglia
apresentam mudanca de morfologia e funcdo, passando a ter funcdo fagocitaria. Esse processo
ocorre em resposta a lesdes no tecido cerebral, infecgbes ou inflamacdo, sendo parte

fundamental da resposta imune no SNC (Dheen et al., 2007).

Os dados observados aqui indicam que o mecanismo de neuroinvasdo de OROV em
camundongos pode ser em parte mediado por um mecanismo conhecido como “Cavalo de
Tréia”, onde leucocitos periféricos infectados transportam o virus para o SNC. Os dados obtidos
pela transferéncia de células infectadas in vitro para os animais nocautes condicionais levantam
a hipotese de que a delegdo de IRF-5 nas células endoteliais pode facilitar a entrada de OROV
no SNC por linfécitos circulantes infectados. Outro fator importante foi o0 aumento do nimero
de celulas imunes circulantes e aderidas na microvasculatura cerebral dos camundongos que

apresentavam sinais de acometimento neuroldgico no ensaio de microscopia intravital.


https://www.zotero.org/google-docs/?3950A6
https://www.zotero.org/google-docs/?vRxGWW
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Outro fator importante que deve ser considerado é a via de infeccdo. Quando realizada
a infeccdo viral na pata do animal ocorre uma replicacao inicial no sitio de inoculacéo antes de
atingir a corrente sanguinea, e assim podemos promover a infec¢do de tipos celulares presentes
na regido, como é o caso das células de Langerhan, células dendriticas que atuam na
apresentacdo de antigenos e ativacdo da resposta de linfécitos T, que sdo encontradas na
epiderme. Essas células quando ativadas podem fazer a apresentacdo dos antigenos nos
linfonodos locais dando inicio a resposta imune (Johnson et al., 2012). De fato ja foi
demonstrado na literatura que o primeiro sitio de replicacéo de alguns arbovirus, como a DENV
e WNV, apo6s a picada pelo mosquito sdo as células de Langerham (Ida et al., 2009; Johnson et
al., 2012).

Além disso, dados do presente estudo mostram um aumento da da expressdo de fatores
de adesdo endoteliais essenciais para a transmigracdo de leucdcitos em células endoteliais
humanas e murinas, como ICAM, VCAM, e-selectina e p-selectina. A expressdo desses fatores
de adesdo endoteliais sdo eventos-chave durante a neuroinvasio por mecanismo de “cavalo de
tréia” na infeccdo por diferentes virus. Um exemplo ¢ a replicacdo do Virus da Encefalite
Japonesa (JEV) nas células endoteliais, que embora ndo apresente disrupcdo da barreira no
primeiro momento, a infeccdo promove a expressdo de moléculas de adesdo endotelial e
guimiocinas que resulta na infiltracdo de leucdécitos in vivo dando inicio a infec¢cdo no SNC
(Zou et al., 2021).

Os achados do nosso estudo corroboram com estudos prévios que demonstram que 0
gene IRF-5 desempenha papel importante na resposta imune contra outros virus. Estudos sobre
o0 papel antiviral do IRF-5 na infeccdo pelo virus do Nilo Ocidental (WNV) demonstram que 0
IRF-5 age na via de ativacdo de MAVS e trabalha com outros fatores de transcri¢do, como IRF-
3 e IRF-7, para controlar a resposta de IFN-I das células dendriticas ap6s a infec¢do pelo virus.
A deficiéncia de IRF-5 faz com que as citocinas inflamatorias e células imunes ativadas nos
tecidos linfoides diminuam durante a infeccdo (Chow et al., 2019). Em outro estudo em que foi
utilizado virus da influenza A (IAV) a deficiéncia de IRF5 em modelo animal resultou em uma
diminuigdo da producdo de células mieloides e, portanto, uma diminui¢do da producdo de
citocinas inflamatorias. No entanto, isso acontece sem prejudicar a producdo de IFN-I ou a
replicacédo viral. Foi utilizado também um modelo de células-tronco pluripotentes induzidas
humanas (hIPSCs) com mutacdes nos alelos do IRF-5 para estudar o papel do gene em células
humanas. Os resultados indicaram que a deficiéncia de IRF-5 em DCs humanas também leva a

reducdo da producao de citocinas pré inflamatorias durante a infeccdo com o IAV (Forbester et


https://www.zotero.org/google-docs/?pQIgYT
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al., 2020). Esses resultados na infeccdo por diferentes virus mostram a importancia do gene

IRF-5 na liberag&o de citocinas e na regulacéo da atividade de células imunes.

A expressdo de IRF-5 em células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECS)
também foi relacionado com o aumento da expressdo da molécula de adeséo endotelial VCAM-
1 na lesdo de isquemia-reperfusdo, acelerando a adesao de leucdcitos as células endoteliais (Cai
et al., 2017). Também ja foi relatado o aumento da expressdo de matriz metaloproteinase-3
(MMP-3) induzida por TNF-a em uma via dependente de IRF-5 em condroblastos. As MMPs
pertencem a uma classe de enzimas responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz

extracelular, que tém papel importante na manutencdo da BHE (Guo et al., 2018).

Em nosso estudo o IRF-5 se mostra como protagonista ndo apenas no contexto das
células imunes, mas também em células endoteliais. Nossos resultados apontam para um novo
mecanismo de regulacdo da entrada de leucécitos no SNC de forma dependente da expressao
de IRF-5, que pode ocorrer devido a expressao de fatores de adesdo endoteliais ou liberagdo de
citocinas e quimiocinas. No entanto, ainda é necessario uma investigacdo mais profunda para

compreender 0 exato mecanismo de acdo do IRF-5 nas células endoteliais.

Também demonstramos que a capacidade do ORQV de infectar células endoteliais pode ser um
evento patogenético chave, afinal camundongos adultos sdo naturalmente resistentes, enquanto
seres humanos séo vulneraveis ao desenvolvimento de doengas ap6s infecgdo por esse virus. E
de fato conseguimos observar que o OROV infecta de forma produtiva células endoteliais
humanas in vitro, enquanto nas células murinas, apesar de estabelecer uma infeccdo e se manter
na célula por longos periodos, ela ndo leva a liberacdo de grande quantidade de virus viavel.
Esse fato sugere que 0 OROV pode possuir algum mecanismo mais eficiente de antagonizar a
resposta antiviral em células endoteliais humanas do que em células endoteliais murinas.
Estudos mostram que as células endoteliais da microvasculatura humanas séo infectadas por
diversos arbovirus causadores de doenca encefalitica, como o virus do Oeste do Nilo (WNV)
(Wang et al., 2008), virus Zika (ZIKV) (Papa et al., 2017) e virus da Dengue (DENV) (da
Conceicao et al., 2013), sendo que a replicacéo viral neste tipo celular pode ou nédo induzir
efeito citopatico e tem papel importante na passagem dos virus através da barreira endotelial.

O aumento da expressédo de IRF-5 nas celulas murinas, sendo o Unico dos genes das vias
de sinalizagcdo moduladas de forma significativa neste tipo celular, corrobora com os resultados
obtidos em modelo animal, em que uma parcela dos camundongos nocautes para o gene IRF5

sucumbem ao virus, enquanto animais do tipo selvagem nédo desenvolvem a doenca (Proenca-


https://www.zotero.org/google-docs/?AcfWeH
https://www.zotero.org/google-docs/?qCsO21
https://www.zotero.org/google-docs/?qCsO21
https://www.zotero.org/google-docs/?ZJrxld
https://www.zotero.org/google-docs/?Jr1jNB
https://www.zotero.org/google-docs/?KsaiDW
https://www.zotero.org/google-docs/?PrRJxu
https://www.zotero.org/google-docs/?PrRJxu
https://www.zotero.org/google-docs/?AAPYDK

82

Modena et al., 2016). Ja nas células endoteliais humanas, a auséncia de inducao de IRF-5 apos
infeccdo por OROV pode refletir algum mecanismo de antagonismo viral ou a existéncia de
mecanismos de ativacdo pos-transcricional. Desse modo, os dados indicam que a infecc¢éo por
OROV em células endoteliais murinas leva ao aumento de expressao de fatores importantes na
resposta imune inata, em especial IRF-5, o que pode explicar a sua menor infec¢éo pelo virus,

enquanto as células humanas ndo conseguem combater a infeccdo com a mesma eficécia.

Apesar de ndo encontrarmos modulacdo de jungdes oclusivas, assim como a
manutencdo da integridade da barreira endotelial observada nos experimentos de ECIS e
modelos de transwell nos tempos iniciais da infec¢do viral, associado com o fato de detectarmos
0 OROV na camara inferior dos modelos de transwell, indica que o virus pode utilizar vias
alternativas que permitam sua passagem pela barreira composta pelas células endoteliais.
Assim, especulamos que OROV possa atravessar a BHE inicialmente por mecanismos como
transcitose ou liberagdo basolateral através das células endoteliais.

Esse mecanismo ja foi demonstrado para virus como Virus da Encefalite Equina Venezuelana
(VEEV) e Virus da Encefalite Equina do Oeste (WEEV), em que a entrada no SNC pela via
hematogénica in vivo ocorre por transcitose mediada por caveolina-1 (Cav-1) sem causar danos
a integridade da barreira hematoencefalica, mesmo sem estabelecer replicacdo nas células
endoteliais (Salimi et al., 2020). Em outro caso o modelo de infec¢cdo com a cepa neurovirulenta
de Virus do Oeste do Nilo (WNV) in vitro também foi demonstrado que a passagem do virus
pela barreira endotelial ocorre sem a disrupcdo da sua integridade, enquanto a replicacdo do
virus na celula levou ao aumento das moléculas de adesdo endoteliais VCAM e e-selectina
(Verma et al., 2009). Por outro lado, foi identificado que a infecgdo de astrocitos foi o fator
responsavel pela expressao de fatores que que levaram a diminuicdo da expressao juncgdes
oclusivas e aumento da permeabilidade da barreira neste modelo, mostrando que existe uma
interacdo complexa entre os outros tipos celulares que compdem a BHE que podem afetar a
quebra da barreira (Verma et al., 2010).

Apesar disso, ndo conseguimos estabelecer uma relagdo entre o silenciamento de IRF-5
nas culturas celulares endoteliais in vitro com efeitos sobre a replicacao viral ou modulacéo da
integridade da barreira. Esse resultado indica que o papel do IRF-5 no controle da neuroinvasao
pelo OROV nas células endoteliais provavelmente ndo se da através do controle da replicacéo
do virus nessas células, levantando a hipotese de que possam existir outros mecanismos

relacionados. Ja foi demonstrado que o gene IRF-5 de humanos pode ser comparado com o
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encontrado nas células de camundongos por compartilharem semelhancas funcionais e
estruturais. Em ambos os casos o IRF-5 atua na ativacao de genes das mesmas vias da resposta
imune inata apds ativacdo em resposta a estimulos gerados pelo reconhecimento de PAMPs por
receptores citoplasmaticos como RIG-1 e MDADS ou associados a membranas como os TLRs
(Takaoka et al., 2005).

Como destacado anteriormente, a formacao complexa entre os diversos tipos celulares
que compdem a BHE, assim como todos os fatores que atuam na manutencao da sua integridade
e na resposta imunoldgica ndo sdo passiveis de serem reproduzidos de forma integral nos
modelos in vitro utilizados. Além das BMECSs, que o componente estrutural primario da BHE,
também temos os peridcitos que atuam na regulacdo da angiogénese e integridade vascular, as
células da microglia que liberam citocinas e matrix metalloproteinases (MMPS) em resposta a
estimulos de patdgenos e as extensdes do corpo de astrdcitos que liberam fatores sollveis que
promovem a integridade da BHE pela modulagéo das juncdes oclusivas (Abbott et al., 2010).
Além disso, citocinas e mediadores inflamatorios secretados pelas células de suporte podem
modular a integridade da BHE. Entre esses fatores que atuam na quebra da barreira, podemos
destacar as citocinas (TNF-a ,IL-6 e IL-1B) ¢ quimiocinas (CCL2 e CXCL12) pro-inflamatérias
(Yang et al., 2022), a diminuicdo da expressao de jungdes oclusivas e a degradacdo dessas
juncdes mediada pelas MMPs (Rempe et al., 2016). Dessa forma sdo necessarios mais estudos
gue compreendam a complexidade e dinamica dos mecanismos de passagem do OROV pela

BHE, principalmente se tratando de modelos humanos.

E importante salientar que, assim como no nosso estudo, a maioria dos trabalhos
realizados sobre a neuroinvacdo de arbovirus utilizam modelos experimentais de camundongos
ou de células endoteliais in vitro. Na maioria dos casos, camundongos selvagens adultos ndo
desenvolvem manifestacdes neuroldgicas por infeccdo sistémica, a ndo ser nos estudos
realizados com modelos de camundongos imunodeficientes. Esse fator € importante para
entender o papel de vias especificas da resposta imune, mas nem sempre é reprodutivel com o
que ocorre na infecgdo nos seres humanos. No caso do OROV, a maioria dos casos de doenga
neuroldgica reportados em humanos ocorreram em individuos que tinham algum nivel de

imunossupressao causada por doengas adjacentes ou outras infeccdes virais.

Nos experimentos realizados com a cultura de células gliais e neurdnios diferenciados
de células progenitoras do SNC observamos que nédo apenas as células estdo sendo infectadas
pelo OROV, mas também estdo respondendo a infec¢do por meio da liberacdo de citocinas,
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quimiocinas e modulacéo de diversos processos celulares. No ensaio de bio-plex observamos
um aumento da liberacdo de interleucinas pro-inflamatorias, como IL-6, IL-12 e IL-13, e da
citocina anti-inflamatoria e imunossupressora, I1L-10. Também notamos uma diminui¢do no
FGF basic, um fator de crescimento que regula funcBes celulares como proliferacdo e
diferenciacdo (Yun et al., 2010). Observamos também um aumento de fatores de crescimento
como o PDGF-BB, fator de crescimento derivado de plaquetas essencial para recrutamento de
peridcitos do sistema nervoso central (Gaengel et al., 2009), GM-CSF, fator de crescimento que
leva a estimulacdo de colbnias de granulécitos e macréfagos (Shi et al., 2006), e VEGF, fator
de crescimento endotelial vascular, responsavel por induzir proliferacdo e diferenciacdo em
células endoteliais, contribuindo para a angiogénese (Apte et al., 2019). Além disso, 0 aumento
mais significativo foi encontrado em MCP-1, proteina quimioatraente de mondcitos-1, que
desempenha um papel essencial na infiltracdo e migracdo de mondcitos e macréfagos através

do endotélio vascular (Deshmane et al., 2009).

InformacgBes importantes sobre as respostas do hospedeiro a infeccdo pelo OROV
também foram fornecidas pelos genes super regulados na analise de RNA-seq. Entre eles
GADDA45B, que é extensivamente expresso no sistema nervoso e desempenha um papel critico
na desmetilacdo do DNA, neuroplasticidade e neuroprotecdo (Shen et al., 2022), bem como
CCN1, que é conhecido por promover a adesdo de células endoteliais e formacdo da matriz
extracelular (Du et al., 2018), e pode ser importante no processo de neuroinvasao do virus.
Outros genes super regulados incluem NR4A1, que atua como um fator de transcrigdo nuclear
(Yu et al., 2023) e NFATC2, que regula a progressao do ciclo celular durante a ativacdo de
linfécitos (Caetano et al., 2002). Além disso, temos a regulacdo de genes como RPAP2, que
atua na expressdo de genes de RNA nuclear (Wani et al., 2014), e PABPCL1L, que se liga as
caudas poliA dos RNAs mensageiros para regular a estabilidade e a traducdo do mRNA (Ozturk
et al., 2016). CXCR4 e BMPG6, que codificam o receptor de quimiocina CXC e um ligante
secretado do TGF-beta, respectivamente (Liu et al., 2023; Wang et al., 2021), regulando uma
série de processos como a resposta imune e homeostase do ferro, também foram super
regulados. O gene CXCR4 também é um receptor conhecido pelo seu papel na infeccdo de
células imunes, como no caso da infec¢do pelo HIV em que o CXCR4 atua como correceptor

facilitando a entrada do virus nas células CD4" (Loetscher et al., 1998).

Examinando os papéis dos genes que tiveram uma diminuigdo da sua expressdo, eles
também refletem uma variedade de processos biolégicos que podem ser inibidos no curso da

infeccdo. Genes como PFKFB3 e GMPR, por exemplo, que estdo envolvidos no metabolismo
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celular e na geracdo de energia, podem sinalizar uma desaceleracdo ou reprogramacao
metabdlica nas células infectadas para preservar os recursos energéticos (Bairagya et al., 2022;
Zhang et al., 2022). Da mesma forma, um possivel efeito da infeccdo viral na atividade
neuronal, plasticidade sinaptica e desenvolvimento neuronal € sugerido pela regulacéo de genes
ligados a funcédo sinaptica e ao desenvolvimento neural, como ARC (Korb and Finkbeiner,
2011), STAC2 (Legha et al., 2010), SLC6A11 (Salcedo et al., 2021) e SPRY2 (Karhausen et
al., 2018). Além disso, APLNR esta associado a proliferagdo de células endoteliais envolvidas
em processos de angiogénese (Sisli et al., 2022). Mudancas na homeostase celular e na
integridade da membrana provocadas pela invasdo viral podem ser refletidas na inibicdo de
genes relacionados ao transporte de ions e a dindmica da membrana, como SLC6A11 (Salcedo
etal., 2021).

Assim como no nosso estudo, foi mostrado que em astrdcitos humanos a infecéo por
OROV também leva a modulacéo de vias relacionadas a replicagdo do DNA celular, ciclo
celular, remodelacdo da matriz extracelular, vias de ativacdo de IFN-I, canais idnicos e
sinapses. Sendo fatores importantes que podem afetar a neuropatogénese (Geddes et al.,
2021).

Essas descobertas podem ter implicagfes importantes no desenvolvimento de
intervencdes terapéuticas, tendo como alvo o IRF-5, para mitigar complicacGes relacionadas

ao SNC associadas a infeccdes virais.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:

- A expressdo de IRF-5 em células endoteliais € um evento chave para impedir o
acesso de OROV ao sistema nervoso central, ja que a auséncia deste fator de transcri¢do
no endotélio de camundongos nocautes condicionais leva a um quadro de acometimento
neuroldgico em animais normalmente resistentes a infeccao por esse virus.

- O quadro de acometimento neuroldgico neste modelo animal estd associado com
uma alta carga viral no SNC, acumulo perivascular de células, ativacdo de microglia e
aumento do numero e da adesdo de células imunes circulantes nos microvasos sanguineos
cerebrais.

- Células imunes circulantes infectadas com OROV tém a capacidade de causar
doenca neurolégica em camundongos nocautes para IRF-5 em células endoteliais.
Levantando a hipotese de que a neuroinvasdo por OROV em modelo animal possa ocorrer
um mecanismo de “cavalo de troia”.

- OROV ¢é capaz de infectar e se replicar de forma produtiva e com a capacidade de
gerar efeito citopatico em células endoteliais humanas. Apesar de infectar também células
endoteliais murinas, o virus se mantém na célula sem gerar uma infeccdo produtiva.

- Células endoteliais de camundongos restringem a replicagdo de OROV
possivelmente pela formacao de uma resposta inata efetiva, com aumento na producéo de
receptores de reconhecimento padrdo (TLR7), de interferon do tipo | (IFN-b), de genes
induzidos por IFN (OAS1L e MX-1) e de IRF5, o fator de transcrigdo analisado neste
estudo.

- A infeccdo por OROV em células endoteliais in vitro aumenta a expressao dos
fatores de adesdo endotelial (e-selectina, p-selectina, ICAM-1 e VCAM-1) e também in
vivo com 0 aumento da marcacdo para p-selectina, indicando que a adesdo e
transmigracao de leucdcitos pode estar associada com a neuroinvasao por esse Virus.

- A infeccdo por OROV néo interfere na integridade das juncdes oclusivas
endoteliais, mesmo na auséncia de IRF-5, embora o virus seja capaz de cruzar a barreira
endotelial em experimentos de “transwell”. Assim, os dados indicam que OROV pode
cruzar essa barreira por mecanismos dependentes da infec¢do viral, como transcitose ou

liberacdo basolateral através de células endoteliais infectadas.
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- Em células neuronais e da glia diferenciadas de células progenitoras humanas do
SNC, a infeccdo por OROV ocorre de forma produtiva e leva a modulagéo de quimiocinas
e citocinas associadas a angiogénese e recrutamento de leucdcitos, assim como a
modulacdo de diversas vias celulares que indicam intensa resposta celular frente a

infeccéo viral.
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In brief

de Souza et al. show the complex factors
behind fatal chikungunya cases,
highlighting multi-organ infection, central
nervous system damage, and severe
inflammation. The findings suggest the
chikungunya virus crosses the blood-
brain barrier, contributing to central
nervous system infection. This
comprehensive study sheds light on
chikungunya pathophysiology and fatal
outcomes.
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SUMMARY

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

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

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

606 Cell Host & Microbe 32, 606-622, April 10, 2024 © 2024 The Author(s). Published by Elsevier Inc.
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November 2023, the first vaccine against chikungunya (CHIK)
was approved by the U.S. Food and Drug Administration.

CHIK is characterized by acute, subacute, or chronic disease.
Most cases present with acute fever, myalgia, headache, rash,
and arthralgia lasting up to 3 weeks.®” Subacute cases are usu-
ally characterized by fatigue and articular symptoms between 21
and 90 days after symptom onset. In some CHIK cases,
arthralgia can persist for months or years with debilitating poly-
arthralgia and polyarthritis.” Other complications, such as
ophthalmologic, cardiac, and neurological involvement, have
also been described in CHIK patients.” """

Since 2004, the spread of CHIKV has been associated with
explosive outbreaks in India and other parts of Asia, the Indian
Ocean basin, southern Europe, and, more recently, in Latin
America.'*"® The case-fatality ratio (CFR) for CHIK in La
Reunion, Southeast Asia, and Brazil has been estimated be-
tween 1 and 1.3 deaths per 1,000 cases, similar to that observed
during dengue epidemics.“"* CHIK deaths were associated with
sepsis and irreversible multiple organ dysfunction syndrome and
more frequent in neonates and elderly people in Brazil, Puerto
Rico, and Guadeloupe. '*'*"®

To date, several studies have addressed CHIKV-host interac-
tions and CHIK pathogenesis and pathophysiology.” " How-
ever, the characteristics and mechanisms associated with fatal
outcomes remain poorly understood, partly because most fatal
cases have been described only briefly incase reports or system-
atic reviews.”” ** Here, we combine epidemiological, virological,
histopathological, cytokine response, molecular dynamics, me-
tabolomics, proteomics, and genomic analyses to investigate
the viral and host factors associated with CHIK deaths.

RESULTS

Spatiotemporal dynamics of CHIK deaths in Brazil

To estimate the burden of CHIK deaths in Brazil, we analyzed
suspected fatal CHIK cases reported between January 2015
and June 2023. A total of 909 suspected CHIK deaths were re-
ported to the Brazilian Ministry of Health across 22 of 27 states
(Figure 1A). We found a positive correlation between the total
number of suspected CHIK cases and the number of suspected
CHIK deaths per year during the annual epidemics in Brazil
(Pearson’s r = 0.83, p < 0.0001; Figure 1B). The national
cumulative CFR was 0.8 deaths per 1,000 cases, ranging from
0 to 2.2 deaths per 1,000 cases among Brazilian states (Fig-
ure 1C). Northeastern Brazil accounted for 63.9% (749,783 of
1,173,659) of suspected CHIK cases reported, and 76.1% (692
of 909) of suspected CHIK deaths reported in Brazil between
2015 and 2023 (Figure 1A). Ceara State had 30.6% (278 of
909) of all suspected CHIK deaths reported from 2015 to 2023,
mainly from the 2017 CHIKV epidemic, accounting for 188 sus-
pected CHIK deaths (Figures 1A and 1B). The cumulative CFR
in Ceara State from 2015 to 2023 was 1.3 deaths per 1,000 cases
(Figure 1C).

CHIK deaths are associated with multi-organ infection,
central nervous system damage, and hemodynamic
disorder

To investigate the viral and host factors associated with
CHIK deaths, we performed real-time reverse transcription
quantitative polymerase chain reactions (RT-qPCR), histopa-
thology, cytokine quantification, metabolomic, proteomic, and
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Tabela suplementar 1 - Primers utilizados para analises de expressdo génica.

Alvo [Sequéncia (5' - 3') |Referéncia

HUMANOS

IRF5 Forward CCACCTCAGCCCTACAAGAT (YANAY et al., 2007)
Reverse CTCCTCTCCTGCACCAAAAG

GAPDH Forward CCCATGTTCGTCATGGGTGT (MICKE et al., 2006)
Reverse TGGTCATGAGTCCTTCCACGAT

IL-6 Forward GGTACATCCTCGACGGCATCT (LAU et al., 2013)
Reverse GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC

MyD88 Forward GACGACGTGCTGCTGGAGCTG (ISNARDI et al., 2008)
Reverse GATGAAGGCATCGAAACGCTCAG

TLR-3 Forward TGGTTGGGCCACCTAGAAGTA (PERROT et al., 2010)
Reverse TCTCCATTCCTGGCCTGTG

TLR-7 Forward CTCCCTGGATCTGTACACCTGTGAG |(SCHAEFER et al., 2004)
Reverse CTCCCACAGAGCCTTTTCCGGAGCT

IRF3 Forward AGCAGAGGACCGGAGCAA (REIMER; SCHWEIZER; JUNGI, 2007)
Reverse AGAGGTGTCTGGCTGGGAAA

IRF7 Forward TGTGCCGAGTGCACCTAGAG (REIMER; SCHWEIZER; JUNGI, 2007)
Reverse GAAGCACTCGATGTCGTCATAGAG

IFIT1 Forward AGAAGCAGGCAATCACAGAAAA (SCHOBEL; ROSCH; HERKER, 2018)
Reverse CTGAAACCGACCATAGTGGAAAT

IFIT2 Forward GGTCTCTTCAGCATTTATTGGTG (IMAIZUMI et al., 2014)
Reverse TGCCGTAGGCTGCTCTCCA

IFITM2 Forward ATCCCGGTAACCCGATCAC (WARREN et al., 2014)
Reverse CTTCCTGTCCCTAGACTTCAC

OAS1 Forward CAAGCTCAAGAGCCTCATCC (SANTER et al., 2017)
Reverse TGGGCTGTGTTGAAATGTGT

RNAse-L Forward ATGGAGAGCAGGGATCATAACA (LIN et al., 2009)
Reverse TCAGCACCCAGGGCTGG

Mx1 Forward CCTGGAGGAGCAGAGTGACAC (SHIN et al., 2015)
Reverse GGTTAATCGGAGAATTTGGCAA

IFN-beta Forward AGCTCCAAGAAAGGACGAACAT (LI et al., 2016)
Reverse GCCCTGTAGGTGAGGTTGATCT

MAVS Forward GTCACTTCCTGCTGAGA (JACOBS et al., 2014)
Reverse TGCTCTGAATTCTCTCCT

RIG1 Forward TGTGCTCCTACAGGTTGTGGA (SCHOBEL; ROSCH; HERKER, 2018)
Reverse CACTGGGATCTGATTCGCAAAA

MDAS5 Forward CCAAAGCTGAAGAACACAT (SHAO et al., 2018)
Reverse ATCTTCTCTGGTTGCATCT

TRIF Forward GGCCCATCACTTCCTAGCG (HONG et al., 2015)
Reverse GAGAGATCCTGGCCTCAGTTT

VCAM1 Forward CTTAAAATGCCTGGGAAGATGGT (KLEIN et al., 2017)
Reverse GTCAATGAGACGGAGTCACCAAT

Z0-1 Forward AGAAGGATGTTTATCGTCGCATT (YE, P. 2012)
Reverse CCAAGAGCCCAGTTTTCCAT

Ocludina Forward GTCCAATATTTTGTGGGACAAGG (YE, P. 2012)
Reverse GGCACGTCCTGTGTGCCT

ICAM Forward GGCCTCAGTCAGTGTGA (LU et al., 2005)
Reverse AACCCCATTCAGCGTCA

e-Selectina |Forward ACCTCCACGGAAGCTATGACT (KLEIN et al., 2017)
Reverse CAGACCCACACATTGTTGACTT

p-Selectina |Forward TCATCCCGGTGAAGCAATGT (LARTEY et al., 2022)
Reverse TGGAGAACGCAAGGACAGGTAT

Camundongos

IRF5 Forward AATACCCCACCACCTTTTGA (TAKAOKA et al., 2005)
Reverse TTGAGATCCGGGTTTGAGAT

GAPDH Forward CTCATGACCACAGTCCATGC (YANAI et al., 2007)
Reverse CACATTGGGGGTAGGAACAC
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TLR-3 Forward TTAGAGTCCAACGGCTTAGAT (TAKAOKA et al., 2005)
Reverse AACGGATTGAAGCGCATA

TLR-7 Forward GTTCTTGACCTTGGCACTA (TAKAOKA et al., 2005)
Reverse CCGTGCATATTCATCGTA

RIG1 Forward CAGACAGATCCGAGACACTA (YOUNT et al, 2007)
Reverse TGCAAGACCTTTGGCCAGTT

MDA5 Forward CGATCCGAATGATTGATGCA (YOUNT et al, 2007)
Reverse AGTTGGTCATTGCAACTGCT

IRF3 Forward GGACTTGCACATCTCCAACA (ALMEIDA et al., 2011)
Reverse TTGCTCCACGTAGGGACAAT

IRF7 Forward CACCCCCATCTTCGACTTCA (KHOROOSHI and OWENS, 2010)
Reverse CCAAAACCCAGGTAGATGGTGTA

IFIT1 Forward GCCTATCGCCAAGATTTAGATGA (DAS et al.,, 2016)
Reverse TTCTGGATTTAACCGGACAGC

IFIT2 Forward GGAGAGCAATCTGCGACAG (DAS et al., 2016)
Reverse GCTGCCTCATTTAGACCTCTG

IFITM2 Forward TGGGCTTCGTTGCCTATGC (SOOD et al., 2017)
Reverse AGAATGGGGTGTTCTTTIGTGC

IFN-beta Forward ATGAGTGGTGGTTGCAGGC (ZHANG et al., 2015)
Reverse TGACCTTTCAAATGCAGTAGATTCA

IFN-lambda |Forward TCCCAGTGGAAGCAAAGGATTG (OKAMOTO et al., 2013)
Reverse TCAAGCACCTCTTCTCGATGG

MAVS Forward AGCCCTCCAGAGAGCATCAA (OSHIUMI et al., 2015)
Reverse GAGGCAACATTTGCTGCGT

MyD88 Forward GATGACTGGCCTGAGCAACT (LIU et al., 2017)
Reverse GCTATCCTTGGGAGCTGTCC

TRIF Forward TGTTGGAAAGCAGTGGCCTAT (OSHIUMI et al., 2015)
Reverse GATGACGTGGTGTTCTGCAGA

VCAM1 Forward CTTAAAATGCCTGGGAAGATGGT (KLEIN et al, 2017)
Reverse GTCAATGAGACGGAGTCACCAAT

IL-6 Forward TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC (VALDEARCOS et al., 2012)
Reverse TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

Z0-1 Forward GCACCATGCCTAAAGCTGTC (CHIHARA et al., 2013)
Reverse ACTCAACACACCACCATTGC

E-selectin Forward AGCTACCCATGGAACACGAC (ELLETT etal., 2011)
Reverse ACGCAAGTTCTCCAGCTGTT

ICAM Forward TGCGTTTTGGAGCTAGCGGACCA (1ZUMI et al., 2005)
Reverse CGAGGACCATACAGCACGTGCCAG

p-Selectina |Forward TGAGCACTGCTTGAAGAAAAAGC (GHOSHAL et al., 2014)
Reverse CACGATTTCACATTCTGGCCC

Diferenciagao

MKI67 Forward ATCGTCCCAGGTGGAAGAGTT (SALGADO et al., 2023)
Reverse ATAGTAACCAGGCGTCTCGTGG

SYN1 Forward TCAGACCTTCTACCCCAATCA (SALGADO et al., 2023)
Reverse GTCCTGGAAGTCATGCTGGT

SYP Forward CGAGGTCGAGTTCGAGTACC (SALGADO et al., 2023)
Reverse AATTCGGCTGACGAGGAGTA

TH Forward GCGCAGGAAGCTGATTGCTG (SALGADO et al., 2023)
Reverse TGTCTTCCCGGTAGCCGCTG

AADC Forward GAGTCACTGGTGCGCCAGGA (SALGADO et al., 2023)
Reverse CCGTGCGAGAACAGATGGCA

GFAP Forward CAACCTGCAGATTCGAGAAA (SALGADO et al., 2023)
Reverse GTCCTGCCTCACATCACATC

OLIG2 Forward GCTGCGACGACTATCTTCCC (SALGADO et al., 2023)
Reverse GCCTCCTAGCTTGTCCCCA

ACTB Forward AGTGTGACGTGGACATCCGCAAAG |(SALGADO etal., 2023)

Reverse

GTCCACCTTCCAGCAGATGTGGAT
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Aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
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Pierina Lorencini Parise, Daniel Augusto de Toledo Teixeira, Matheus Cavalheiro Martini, Stéfanie Primon
Muraro, Gabriela Fabiano de Souza, que envolve a produgéo, manutengao ou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino),
encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), tendo sido
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -
CEUA/UNICAMP, em reunido de 14/11/2019.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 01/01/2020 a 30/04/2022

Vigéncia da autorizagao para 14/11/2019 a 30/04/2022

manipulagdo animal:

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6] selvagem (WT)

No. de animais: 350

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 175 Machos 175 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / Irf5tm1Ppr x Tg(Cdhs-
cre)7Mlia

No. de animais: 280

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 140 Machos 140 Fémeas

Espécie / linhagem!/ raga: Camundongo isogénico / C57BL/6J selvagem (WT)

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / C57BL/6-Irf5 tm1.2 Mrl

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / Irf5tm1Ppr x Tg(Cdh5-
cre)7Mlia

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 S /20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / IrfStm 1 Ppr x Lyz2tm1(cre)Ifo

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 S /20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / IrfStm1Ppr x
Cd19tmI(cre)Cgn

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 S /20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / Ifnarltm1.1Ees x Tg(CdhS-
cre)7Mlia

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / Ifnarltm1.1Ees x /A &J
Lyz2tm](cre)lfo {(Z/j



No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / Ifnarltm1.1Ees x
Cd19tm1(cre)Cgn

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem!/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6J selvagem (WT)

No. de animais:

14

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo:

14 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout / C57BL/6-IrfS tm1.2 Mrl

No. de animais:

14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ racga: Camundongo Knockout / Irf5tm1Ppr x Tg(Cdh5-
cre)7Mlia

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout / Irf5tm1Ppr x Lyz2tm1(cre)lfo

No. de animais:

14

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo:

14 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / Irf5tm1Ppr x
Cd19tm1(cre)Cgn

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / Ifnarltm1.1Ees X Tg(Cdhs-
cre)7Mlia

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / Ifnarltm1.1Ees X
Lyz2tm](cre)lfo

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / Ifnarltm1.1Ees X
Cd19tm1(cre)Cgn

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo isogénico / C57BL/6J selvagem (WT)

No. de animais:

14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / C57BL/6-Irf5 tm1.2 Mrl

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / Irf5tm1Ppr x Tg(Cdh5-
cre)7Mlia

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / Ifnarltm1.1Ees X Tg(Cdh5-
cre)7Mlia

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos
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Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo isogénico / C57BL/6J selvagem (WT)

No. de animais:

14

Idade/Peso:

4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo:

14 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout / C57BL/6-Irf5 tm1.2 Mrl

No. de animais:

14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / Irf5tm1Ppr x Tg(CdhS-
cre)7Mlia

No. de ani 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / IfnarItm1.1Ees x Tg(CdhS-
cre)7Mlia

No. de animais: 14

Idade/Peso: 4.00 Semanas / 20.00 Gramas

Sexo: 14 Machos

Origem: Biotério de animais SPF, 4rea de imunologia,

DGEB/UNICAMP

Biotério onde serdao mantidos
0s animais:

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

/UNICAMP

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

Campinas, 02 de dezembro de 2019.

p' (an\m E\w Mm (2aun,

rof. Dr. Wagner José Favaro
Presidente

ks

Rosangela dos Santos
Secretaria Executiva

de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apés.

sua vigéncia.

na pagina da , drea do

impediré que novos protocolos sejam submetidos.

disponivel
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Declaragéo de que a tese néo infringe os dispositivos da lei n® 9610/98, nem o direito
autoral de qualquer editora

Declaragédo

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacdo/Tese de Mestrado/Doutorado, intitulada
O papel de IRF-5 em células endoteliais e da infeccao do Sistema Nervoso Central
na neuropatogénese do virus Oropouche, nao infringem os dispositivos da Lei n.°
9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 01 de julho de 2024

\

H \ /
Assinatura : o Ouhe

Nome do(a) autor(a): Pierina Lorencini Parise
RG n.° 35542436/8
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% Matr. 308101
Assinatura : < /.A / AL v 'T“/ Iy

Nome do(a) orientador(a): José Lmz Proenga Médena
RG n.° 32744098
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