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RESUMO

SIMEONI, Camila L. O papel de IRF-5 em macro6fagos e linfocitos B para o controle da infeccio

pelo virus Oropouche em modelo murino. 2021. Monografia do Curso de Licenciatura em Ciéncias

Bioldgicas ao Departamento de Ciéncias da Natureza, Matematica e Educagdo— Universidade

Federal de Sao Carlos, campus Centro de Ciéncias Agrarias, Araras, 2021.

Virus emergentes podem causar grandes impactos em uma populacdo suscetivel. Um exemplo
disso, sdo os virus transmitidos por vetores artrépodes que se disseminam em ambientes selvagens
e areas urbanas, como o Virus Oropouche. Esse arbovirus emergente pode ser transmitido no
ambiente urbano pela picada de Culicoides paraensis, uma mosca hematofaga que circula no Norte
e Nordeste brasileiro. O virus Oropouche causa em humanos uma doenga febril aguda que, em
alguns casos, pode evoluir a manifestacfes neuroldgicas. Contudo, os detalhes patogenéticos e o
papel dos fatores de transcri¢cdo chaves da resposta imune inata no controle da infeccéo por esse
virus ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. No tocante ao IRF-5, um fator de transcricdo ativado
apos reconhecimento de padrdes moleculares associados a patoégenos, 0 mesmo foi caracterizado
como essencial no controle da neuroinvasdo pelo virus Oropouche. Dessa forma, o objetivo deste
projeto foi caracterizar como a auséncia desse gene em células essenciais da resposta imunologica,
como macrofagos e linfécitos B, afeta a progressdo da doenca causada pelo virus Oropouche em
modelo murino. Para isso, se fez necessaria a analise de mortalidade e do tropismo viral em animais
provenientes de um sistema de recombinacdo Cre-Lox. Como resultados deste estudo, o virus
alcancou o sistema nervoso central de ambas linhagens e causou meningite, encefalite e morte de
mutantes condicionais. Evidenciando, que IRF5 é essencial nestes leucécitos diante a
neuropatdgenese deste arbovirus e a necessidade de investigacdes futuras para averiguar de que
forma o Oropouche ganha acesso ao Sistema Nervoso Central. Esse projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal da Unicamp (CEUA) com o nimero 5423-1/2019. E
foi realizado a partir do Biotério NB2 do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas CTNBio CIBIO 2018/tipo2-02 (01250.017340/2018-28).

Palavras-chave: Febre do Oropouche. Organismos geneticamente modificados. Orthobunyavirus.



ABSTRACT

Emerging viruses can cause great impacts in a susceptible population. For instance, viruses
transmitted by arthropod vectors can widely spread in wild landscapes and in urban areas. This
is the case of Oropouche virus. This emerging arbovirus can be transmitted in urban areas
through Culicoides paraensis’ prick. The Culicoides paraensis is a hematophagous midge,
which circulates in Brazilian north and northeast. The Oropouche virus cause an exanthematic
febrile illness in humans, which in some cases, can evolve to neurological complications.
Although, the pathogenetics details and the role of key transcription factors of the innate
immune response on control of this viral infection are not completely understood. Furthermore,
IRF-5, a transcription factor activated after the recognition of pathogen-associate molecular
patterns, is essential to control neuroinvasion by Oropouche virus. Thus, the aim of this study
was to characterize how the absence of this gene in essential cells of the immunological
response, such as macrophages and B lymphocytes, could affect the disease progression caused
by Oropouche in a murine model. To achieve this goal, a recombination system known as Cre-
Lox has been taken. As a result, the virus has achieved the central nervous system of both
lineages. Oropouche has caused meningitis, encephalitis and conditional mutants’ death.
Highlighting the IRF5’s importance in these leucocytes in front of neuropathogenesis induced
by this virus. In conclusion, there is a requirement to investigate how Oropouche virus gain
access to Central Nervous System. This project has been approved by the Ethics Committee on
Animal Experimentation at Unicamp (CEUA) under number 5423-1/2019. It has conducted in
the Animal Facility NB2 of the Biology Institute of the State University of Campinas CTNBio
CIBIO 2018 / type2- 02 (01250.017340 / 2018-28).

Key words: Oropouche fever. Genetically modified organisms. Orthobunyavirus.
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1 INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS GERAIS

Em meados da década de 70, durante o periodo pds-guerra, uma grande preocupacao
com doengas emergentes se tornou evidente, visto que, a populacdo mundial reconheceu o quao
grave foram os acontecimentos presentes na regido do Suddo e Republica Dominicana do
Congo com o primeiro surto do virus Ebola e o possivel surgimento de uma pandemia do virus
Influenza. Ademais, simultaneamente a isto, os Estados Unidos encontravam-se em estado
critico por conta de infeccdes respiratorias (SILVA; ANGERAMI, 2008).

As arboviroses emergentes, imprevisiveis e de grande facilidade de propagacéo a nivel
global (DONALISIO; FREITAS; VON ZUBEN, 2017; TOLEDO-TEIXEIRA, 2019; DE
MENDONCA et al., 2021) se tornaram grandes ameacas em areas tropicais devido as rapidas
mudancas climaticas, desmatamentos, migracdo populacional, ocupacdo desordenada de areas
urbanas e auséncia de saneamento basico (SILVA; ANGERAMI, 2008; TOLEDO-TEIXEIRA,
2019; DE MENDONCGCA et al., 2021). Os causadores dessas enfermidades, os arbovirus,
multiplicam-se nos tecidos de vetores artropodes hemat6fagos, e apds um periodo de incubagédo
extrinseca, sdo repassados a novos vertebrados suscetiveis através da picada do inseto
(TONELLI; FREIRE, 2000). Este grupo de virus possui grande plasticidade genética, alta
frequéncia de mutagdes (DONALISIO; FREITAS; VON ZUBEN, 2017) e também podem ser
transmitidos via transovariana ou via sexual entre os seus hospedeiros artropodes (TONELLI,
FREIRE, 2000).

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima que pelo menos metade da populagédo
mundial permaneca sob risco de infeccdo por arbovirus. Somado a isto, sdo estimados a
ocorréncia de mais de 100 milhdes de casos de infec¢do e mais de 10 mil mortes todos os anos
possivelmente associadas a estes virus (CARTER et al., 2015; LIANG; GAO; GOULD, 2015,
TOLEDO-TEIXEIRA, 2019).

1.2 VIRUS OROPOUCHE (OROV)

O virus Oropouche Orthobunyavirus (espécie) € um virus envelopado de capsideo
helicoidal, do dominio Riboviria, reino Orthornavirae, filo Negarnaviricota, subfilo
Polyploviricotina, classe Ellioviricetes, ordem Buniavirales, familia Peribunyaviridae, género
Orthobunyavirus e subgrupo sorolégico Simbu, o qual apresenta um genoma contendo trés
segmentos de RNA com polaridade negativa de cadeia simples: grande (L), médio (M) e
pequeno (S), conforme apresentado na Figura 1 (FAUQUET etal., 2005; SAKAAS et al., 2018;
KOONIN et al.,2019).



Figura 1. Estrutura do Virus Oropouche. O virus Oropouche é um virus envelopado com glicoproteinas de
superficie Gn e Gc embebidas em seu envelope. Seu material genético é composto por RNA de fita simples tri-
segmentado.
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Fonte: Romero-Alvarez; Escobar (2018).

Este virus entra na célula de seu hospedeiro a partir da via endocitica, fundindo seu
envelope na membrana do endossomo poés-acidificacdo dessa organela. Posteriormente, o
Oropouche realiza sua transcri¢do e traducdo no interior celular por meio da acdo de uma RNA
polimerase RNA dependente viral e de ribossomos associados ao reticulo endoplasmatico
rugoso (SANTOS et al., 2008; BARBOSA et al., 2018). A montagem e maturacdo
aparentemente se da no Complexo de Golgi, num evento dependente da maquinaria celular
chamada de ESCRT (BARBOSA et al., 2018).

Ademais, pelo fato de possuir um genoma segmentado, OROV pode sofrer rearranjos
de seus segmentos de RNA durante episodios de co-infeccdo com outros orthobunyavirus, e
como consequéncia, novos virus altamente patogénicos podem ser formados conforme
demonstrado em estudos recentes na regido amazonica (AGUILAR et al., 2011).

Oropouche foi isolado pela primeira vez em 1955, a partir de um trabalhador na cidade
de Veja de Oropouche em Trinidad. Apds isto, foram verificados arbovirus reativos
sorologicamente para OROV em Aedes serratus e Bradypus tridactylus no municipio de Belém
em 1960. A partir de 1961, este arbovirus foi isolado em inimeros casos na regido do Para,
Amapa, Planalto Central e Amazonas (PINHEIRO et al., 1981; SAKKAS et al., 2018;



TOLEDO-TEIXEIRA, 2019), assim como, em outros paises das Américas, como Panama,
Peru, Suriname e Trinidad e Tobago (ANDERSON et al., 1961; BAISLEY et al., 1998;
VASCONCELOS et al., 2011).

A infeccdo por OROV possui grande impacto em salde pablica no Brasil, uma vez que
ja foram notificados mais de 500 mil casos de infeccdo por OROV na América do Sul e Central,
A doenca causada por OROV, conhecida como febre do Oropouche, € caracterizada pela
presenca de sintomas como: febre, cefaleia, mialgia, calafrio, fotofobia, anorexia, tontura,
exantema em alguns casos, nauseas, diarreia, vomito, dor epigastrica e retro ocular. Ademais
foi demonstrado, em alguns casos, infecgdo no sistema nervoso central causando meningite
linfo monocitéria (FIGUEIREDO, 1998).

Outrossim, estudos in vitro com nano injecao e supressdo de barreiras do intestino médio
de insetos documentaram que o virus Oropouche consegue se replicar e persistir em altos titulos
em trés espécies de mosquitos urbanos, sdo elas: Aedes aegypti, Aedes albopictus e Culex
quinquefasciatus. Os quais foram considerados como 6timos vetores no tocante a capacidade
de transmissdo caso 0 virus Oropouche evada as barreiras do intestino médio dos insetos.
Quando este evento acontecer, existem grandes chances de o ciclo urbano do virus ser
permanente e a febre do Oropouche se espalhar para regifes geogréficas mais distantes (DE
MENDONCGCA et al., 2021).

1.3 NEUROPATOGENESE E RESPOSTA IMUNE DO HOSPEDEIRO

O virus Oropouche pode alcancar o sistema nervoso central tanto em seres humanos
como em modelos animais (PINHEIRO et al., 1982; DE SOUZA BASTOS et al., 2012). De
acordo com de Souza Bastos et al. (2012), imunoglobulinas do tipo G (IgG) e M (IgM) para
OROV e o genoma viral j& foram detectados no fluido cérebro-espinhal de pacientes com
meningoencefalite.

Em respeito ao virus Oropouche: (1) este virus se replica e alcanca altos titulos no
cérebro de camundongos apos inoculacdo via intracerebral. (2) OROV também consegue
alcancar o sistema nervoso mesmo se a inoculagdo for feita por meio da via subcutanea.
(PINHEIRO et al., 1981; SANTOS et al., 2012). E os fatores que determinam a disseminacéo
de OROV no sistema nervoso central ainda ndo foram elucidados em totalidade (PROENCA-
MODENA et al., 2016).

Virus podem utilizar diversos mecanismos a fim de alcancar 6rgdos-alvo. O que varia
de acordo com a espécie, relagdes com o endotélio vascular, estrutura e biologia dessas

entidades biologicas (FLORES, 2012). No tocante a entrada no sistema nervoso central, virus



neurotropicos precisam ultrapassar barreiras fisicas, como a barreira hematoencefélica ou a
barreira cérebro-fluido espinhal. Essa evaséo de mecanismos do sistema imune para acessar ao
tecido, depende de um conjunto de estratégias e ndo a utilizacdo de um Unico mecanismo
(DAHM et al.,2015).

Para isso, podem penetrar e ganhar acesso ao parénquima cerebral de forma passiva
entre células endoteliais. Assim como, podem infecta-las, e suas células adjacentes,
completando o ciclo infeccioso e liberando sua progénie em superficie basal ou basolateral.
Para mais, podem atravessar o endotélio vascular por endocitose, seguido de um transporte
vesicular e exocitose para a face oposta de uma célula endotelial. (FLORES, 2012; DAHM et
al., 2015). Assim como, virus também ganham acesso ao SNC via nervos periféricos, os quais
podem fornecer um acesso direto ao encéfalo ja que as particulas viricas podem ser

transportadas ao longo de axonios e dendritos via sinapses. (FLORES, 2012).

Outrossim, um mecanismo denominado Cavalo de Trdia também é possivel em que
células mononucleares do sangue, como monacitos e linfocitos B, quando infectadas podem
levar particulas virais aos tecidos quando atravessam paredes vasculares (FLORES, 2012; KIM,
2008; DAHM et al, 2015).

Tanto a resposta imune inata como a resposta imune adaptativa possuem papeis
essenciais para o controle das infecgdes virais em vertebrados. Enquanto a resposta inata limita
e elimina patdgenos por meio de barreiras epiteliais e da a¢do de células especializadas, como
fagocitos, células dendriticas e células Natural Killer, pelo reconhecimento de estruturas
conservadas em patdgenos, a resposta adaptativa € ativada pela resposta inata e extremamente
especifica, levando a producdo de anticorpos neutralizantes por linfécitos B e a acdo de
linfocitos T que culminam no controle da infeccéo e eliminacdo do patégeno. Fagdcitos, como
os macréfagos e neutrofilos, possuem extrema importancia no sistema imune uma vez que
encaminham antigenos até orgdos linféides secundarios, num evento chave para a ativacao de
linfocitos B e T (FLINT et al.,2015).

Os Interferons do tipo | sdo importantes por serem essenciais na inducéo de um estado
antiviral em células infectadas e ndo infectadas. Além disso, producdo de interferons e de
citocinas no inicio da infeccdo interfere na producgéo de anticorpos neutralizantes e na ativacao
de celulas B, T e NK. Enguanto os anticorpos neutralizantes produzidos por células B atuam de
modo impedir que virus livres infectem uma nova célula, tanto recobrindo o sitio de liga¢&o ao
receptor celular, como impedindo a exposi¢do do dominio de fusdo; células NK e células T

CD8+ induzem a morte programada de células infectadas. Assim, num cenario tdo complexo,



ndo é de se estranhar que a producdo de IFN do tipo | e de outras citocinas durante a resposta
imune inata seja um evento redundante e que pode ser regulado pelo reconhecimento por
diferentes receptores de reconhecimento padrdo e por diferentes fatores de transcri¢cdo, como
IRF-5 (FLINT et al., 2015).

Quando entramos em contato com arbovirus por meio de uma infeccdo, ativa-se nossa
resposta imune inata, e como consequéncia disto, h4 a producdo de interferons do tipo 1 (IFN-
1) e de outras citocinas, que irdo orquestrar a formacdo de um estado antiviral nas nossas
células, aléem de estimularem a maturacdo e desenvolvimento de plasmaocitos, com a
consequente producdo de anticorpos neutralizantes (COUDERC et al., 2008; PAGNI,
FERNANDEZ-SESMA, 2012; LAZEAR et al.,, 2013; TAYLOR; PETERSON, 2014;
PROENCA-MODENA et al., 2015, 2016).

Para que haja a producao de interferons do tipo 1, € necessario que primeiramente ocorra
o reconhecimento do RNA viral ou de outros padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPS) por meio dos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) no citoplasma ou na
vesicula endocitica da célula que foi infectada. Com o reconhecimento destas estruturas, segue-
se uma cascata de sinalizacdo resultando na fosforilacdo e translocacdo de fatores de
transcrigdo. Os fatores reguladores de interferons (IRF-1, IRF-3, IRF-5 e IRF-7) induzem a
transcricdo de interferons do tipo 1. Com isto, os interferons produzidos, se ligam aos seus
receptores, IFNAR, nas proprias células infectadas e também em células vizinhas. Como
consequéncia, hd a expressdo de centenas de genes estimulados por interferons (ISGs) que
possuem acdo antiviral (DIAMOND; GALE, 2012).

Além disto, existem receptores presentes no citoplasma que demonstraram grande
efetividade na resposta contra virus de RNA. Exemplo disto, temos: (1) RIG Like Receptors
(RLR), como o RIG-1 (gene 1 induzido por &cido retindico) e MDA-5 (proteina 5 associada a
diferenciacdo de melanoma). Os RLRs induzem a translocacdo de IRF-3 e IRF-7 em direcdo ao
ndcleo da célula do infectado e, em sequéncia, a expressdo de interferons do tipo 1 a partir de
uma via dependente de proteinas sinalizadoras antiviral mitocondrial (MAVS) (WILKINS;
GALE, 2010).

Para mais, existem receptores de membranas endossomais que também reconhecem
PAMPS virais, como o Toll-like receptor-3 (TLR-3) e Toll-like receptor-7 (TLR-7). O
primeiro, consegue reconhecer o RNA de fita dupla e age por meio de uma molécula adaptadora
chamada TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-p), enquanto que, o
segundo reconhece RNAs virais de fita simples e atua por uma proteina adaptadora chamada
de MyD88 (WILKINS; GALE, 2010). Trabalhos realizados por Proenca-Modena et al (2015),



evidenciaram que camundongos nocautes para IFNAR, MAVS, IRF3 x IRF7 sucumbiram
diante a infeccdo por OROV enquanto que camundongos wildtype (WT) se mantiveram
resistentes, indicando assim, o papel crucial da transcricdo de interferon do tipo 1 no modelo
de infeccdo por OROV (PROENCA-MODENA et al., 2015, 2016).

1.4 O IRF-5

O fator regulador de interferon-5 (Irf-5, do inglés, interferon regulatory factor-5) €
expresso em diversas células hematopoiéticas, incluindo células B, mondcitos, macréfagos e
células dendriticas (ANDERSON et al.,, 1961; BAISLEY et al., 1998). Induz resposta
inflamatdria apds sinalizacdo intracelular por TLR-MyD88 e RLR-MAVS e regula a producéo
de citocinas como a interleucina-6 (IL-6), interleucina-12 (IL-12) e TNF (TAKAOKA et al.,
2005). Além de auxiliar na formac&o de imunoglobulinas (IZAGUIRRE et al., 2003).

O Irf-5 atua em conjunto com Irf-3 e Irf-7 regulando a resposta de interferons do tipo 1
(IFN-1) em células dendriticas durante o processo infeccioso causado pelo virus Oeste do Nilo
(DIAMOND; GALE, 2012). Também foi comprovado em pesquisas que animais nocautes para
IRF-5, diante da infeccdo por OROV ou LACV, apresentavam menor concentracdo de
anticorpos neutralizantes para este patdgeno. Estes sucumbiram e desenvolveram encefalite e
meningite aproximadamente 12 dias apds inoculagdo. A deficiéncia deste fator fez com que
OROV persistisse em células circulantes, como células dendriticas e linfocitos B. Contudo,
ainda ndo se sabe explicar se essa diferenca contribui para a neuroinvasdo do virus Oropouche
(PROENCA-MODENA et al., 2016).

Para mais, o Irf-5 regula a expresséo de Blimp-1, proteina importante para a sintese de
anticorpos durante o desenvolvimento de células B, fazendo com que camundongos deficientes
para IRF-5 tenham um ndmero aumentado de células imaturas CD19+B220- e uma expansao

celular reduzida em resposta a antigenos ou patogenos (LIEN et al., 2010).
1.5 SISTEMA CRE-LOXP

Com a finalidade de criar animais nocautes para o fator regulador de interferon-5,
verificamos que a técnica de recombinacdo Cre-LoxP € a mais indicada, visto que, este sistema
proveniente do bacteriofago P1 é comumente aplicado na manipulagéo do genoma de diferentes
modelos como: culturas de células de mamiferos, plantas, leveduras e até mesmo em
camundongos (ARAKI et al., 1997). As recombinagbes ocasionadas pelo sistema Cre-LoxP
podem induzir delecéo, inversdo ou translocacdo de genes (CLAUSEN et al., 1999; NAGY et
al., 2000).



Sendo assim, para que haja a producdo de um fendtipo nocaute condicionado, sdo
necessarios animais que: (1) possuam a enzima Cre recombinase, a fim de que esta catalise a
recombinacdo entre dois sitios loxP. E (2) animais com sitios LoxP, 0s quais possuem
sequéncias de 34 pares de bases reconhecidos pela enzima Cre-Recombinase. Diante deste
sistema, quando o proposito for a delecdo de um gene alvo (também intitulado como gene loxP-
flanqueado), havera entre os dois sitios loxP a sequéncia que o codifica. A partir do momento
em que a enzima Cre Recombinase for expressa, a regido do gene entre os sitios loxP sera
deletada (CLAUSEN et al., 1999; NAGY et al., 2000). Dessa forma é possivel obter animais
que ndo expressam determinado gene apenas em tipos celulares especificos, apresentado na
Figura 2.

Figura 2. Esquema representativo do Sistema CreLox
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Fonte: Friedel et al., (2011)

2 JUSTIFICATIVA

Atualmente, é sabido que a transcricdo e translocacdo nuclear de IRF-5 é um evento
importante no controle da infec¢do por diversos arbovirus, incluindo aqueles neurotrdpicos,
como OROV. Especula-se que IRF-5 pode ser importante para a manutencdo da barreira
hemato-encefalica e para o desenvolvimento e maturacdo de linfocitos B e T especificos,
importantes para o controle de manifestagdes clinicas tardias e reinfeccdes. Além disso, IRF-5
pode ser importante para o controle da infecgdo por arbovirus em leucdcitos circulantes,
evitando assim a neuroinvasdo por um mecanismo conhecido como cavalo de Trdia, onde
leucdcitos infectados podem atravessar a barreira hemato-encefalica e carregar virus para o

interior do SNC. Assim, para elucidar alguns dos mecanismos como IRF-5 atua na restricdo do



virus OROV, resolvemos avaliar o impacto da infecgdo por OROV em animais que nao
possuem Irf5 em macrofagos e linfocitos B.
3 OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi determinar parte do papel do Irf-5 em macrofagos e células
B para o controle da infeccdo por OROV em modelo murino. Para isto, foram feitas analises de
replicagéo e tropismo viral em animais LyzM Cre* x Irf5 "fe CD19 Cre* x Irf5 7
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Produzir por meio de cruzamento e genotipagens as linhagens de animais que néo
expressam Irf5 em células B (CD19 Cre* x Irf5 7, mieldcitos (LyzM Cre* x Irf5 7).,

o Determinar a morbidade e mortalidade das linhagens de camundongos produzidas
infectadas com OROV.

o Estabelecer o tropismo do virus nos 6rgéos destes animais por anélises de carga viral no
baco, figado, cérebro, rins, linfonodos e medula espinhal.

4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A figura 3 demonstra o fluxo de trabalho realizado nos experimentos deste estudo.

Figura 3- Delineamento experimental
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Fonte: Autoria propria.

5 MATERIAIS E METODOS
5.1 VIRUS

Para a realizacdo deste projeto foi utilizado o virus Oropouche da linhagem BeAn 19991, o
qual foi cedido pelo Prof. Dr. Luiz Tadeu Morais Figueiredo (FMRP-USP). O estoque viral de
OROV foi obtido apos trés passagens sucessivas em células C636 e Vero, depois titulado por ensaio
foco infeccioso. O titulo obtido foi de 1x10"6 FFU/mL.



5.2. ANIMAIS E SISTEMA CRE-LOXP

No tocante aos camundongos nocautes, estes foram feitos no mesmo background
genético e comprados da The Jackson Laboratory, incluindo os animais Irf5 7 (Jax #17311),
LyzM Cre* (Jax #004781) e CD19 Cre* (Jax #006785). Os animais foram mantidos em biotério
NB2, em micro isoladores, adquiridos a partir do projeto Jovem Pesquisador 2016/00194-8.
Ressalta-se que o biotério NB2 se encontra no Instituto de Biologia (Bloco F) da Universidade
Estadual de Campinas e o local tem aprovacdo do comité interno de Biosseguranca e da
CTNBio CIBIO 2018/tipo2-02 (01250.017340/2018-28).

Neste trabalho foi utilizado o sistema Cre-LoxP, técnica para delecéo, translocacéo e
inversdo de genes. Logo, os animais que possuiam a enzima Cre recombinase foram cruzados
com animais que possuiam dois l6cus LoxP para o gene Irf5. Com isso, foram realizados
cruzamentos de LyzMCre* com IRF5 #Te CD19 Cre* com Irf5 7. A partir dos descendentes da
geracgdo parental, buscou-se individuos Cre/LoxP.

Nestes individuos recombinantes, a proteina Cre localiza e se junta aos l6cus loxP,
realizando sinapses de DNA nestes locais, e em seguida, a quebra e jun¢do do DNA. Produzindo
assim, uma molécula recombinante em que o gene IRF5 se encontra nocauteado

condicionalmente nas células alvo deste estudo.
5.3. INOCULACAO E COLETA DE TECIDOS

A inoculacdo dos animais foi realizada com dose letal (em animais imunossuprimidos)
de 10° UFF (unidades formadoras de foco) de OROV via subcutanea na pata esquerda dos
camundongos de 4 semanas de idade. O in6culo foi realizado em um volume final de 50uL,
apos preparo em MEM (“Minimum Essential Medium Eagle”), suplementado com 4% de soro
fetal bovino inativado (FBS). Para coleta dos tecidos, os animais foram sacrificados por meio
de sedacdo com cetamina (250mg/kg) e xilazina (60mg/kg).

Os animais foram perfundidos com 20mL de PBS, pH 7,4. Ademais, realizou-se a coleta
do baco, figado, rins, linfonodos, cérebro e medula espinhal por meio da dissecacdo dos animais
sob condicdes assépticas. Esses tecidos foram pesados e homogeneizados em 1mL de MEM
com 5% de FBS inativado e 1% de antibidtico com auxilio de beads de zirconia em
homogeneizador e mantidos a -80°C para posterior titulagdo viral. Para isto, foi-se obtido
aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Unicamp (CEUA) de nGimero
5423-1/2019 para realizacdo dos experimentos propostos de acordo com o solicitado pelo guia

de estudos animais.
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5.4 TITULACAO VIRAL

Para quantificar os virus viaveis nas amostras, foi realizado o ensaio de foco infeccioso.
Para tanto, os homogeneizados de tecidos armazenados foram descongelados, clarificados por
centrifugacdo a 5000 xg por 10 minutos e o sobrenadante inoculado (diluicdes seriadas
decimais) em monocamadas de células Vero crescidas em placas de 96 pogos em triplicata. A
leitura foi realizada pela presenca de unidades formadoras de foco  (FFU) apds marcagdo com
anticorpo primario policlonal anti-OROV (cat. no Ab00230-23.0) e anticorpo secundario goat
anti-mouse conjugado com peroxidase seguido de revelagdo com o substrato para peroxidase
Trypan-Blue (Sigma) ap6s 36 horas de infecgdo. Os resultados foram expressos como FFU por
mL de sobrenadante ou grama de tecido.

5.5 EXTRACAO DE DNA E GENOTIPAGEM DE ANIMAIS CRE/LOXP

Para que fosse realizada de forma efetiva a genotipagem dos animais cruzados, foi
necessario marcar cada animal a fim de individualiza-los e retirar um pequeno fragmento de
sua cauda ou orelha para extracdo de DNA. O material coletado foi picotado e recebeu 200 uL
de tampdo de lise com proteinase K. Em seguida, foi incubado a 50°C overnight e apés tal
procedimento, este material recebeu 200 uL de tampdo de lise sem proteinase K e permaneceu
na incubadora em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras receberam etanol 100%
absoluto gelado e foram centrifugadas (20 min — 10.000 rpm — 4°C). O sobrenadante, produto
do procedimento, foi transferido para um novo recipiente e homogeneizado até aparecer o
precipitado de DNA. Posteriormente, o novo material foi centrifugado (10 min — 6.000 rpm —
4°C), tratado com etanol 70% e retornado a centrifuga nas mesmas condic¢es. Para finalizar a
extracdo, os tubos permaneceram invertidos para retirar o excesso de etanol. Ap6s secagem, foi
adicionado 100uL de agua milli-Q para ressuspensao do material genético. Pronto para ser
analisado por meio da técnica de PCR convencional.

Para isto, foram preparadas solucdes para cada individuo que foi estudado. As reagdes
utilizadas continham 2 pLL de amostra de DNA, 2,5 uL da mistura de primers (Tabela 1) para
Cre recombinase ou IRF5-flox e 12,5 uL de master Mix (Applied Biosystems). No
termociclador, a fase de desnaturagéo ocorreu a 94°C por 5 minutos. A amplifica¢éo do produto
ocorreu por 35 ciclos nas seguintes condig¢des: 94°C por 30 segundos e anelamento-extensao a
60°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos. O resultado da técnica de PCR foi revelado em
gel de agarose 1,5% (80W — 80 min) e buscou-se os seguintes tamanhos de pares de base: IRF5-
Flox (MT: ~450pb; HT: 269pb e 450pb; WT: ~269pb), Cre (quando presente: ~300pb).
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5.6 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE RNA VIRAL

A extracdo de RNA viral de tecidos dos animais foi realizada foi realizada utilizando o
kit comercial TRIzol Plus RNA Purification (Thermo Fisher Scientific) seguindo orientacfes
do fabricante. Posteriormente, a analise das amostras de animais infectados por OROV foi
realizada por gRT-PCR onestep (Applied Biosystems). Em suma, as gPCRs foram feitas com
2 uL do RNA (aproximadamente 100 ng), 2,5 uL. da mistura de primers e sondas (IdT Prime
Time) e 12,5 uLL de master Mix (Applied Biosystems). A reacao de transcriptase reversa foi
realizada a 48°C por 30 minutos e a amplificagdo do produto ocorreu por 45 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos e anelamento-extensdo a 60°C por 1 minuto. Os primers

e sondas especificos (Applied Biosystems) utilizados estdo na Tabela 1.

Tabela 1 - Primers utilizados no estudo

Alvo Nome Sequéncia (5°-3”)
OROV-F TACCCAGATGCGATCACCAA
OROV OROV-R TTGCGTCACCATCATTCCAA
FAM/TGCCTTTGGCTGAGGTAAAGGGCTG
OROV-P /36-TAMSp
Irf5<tm1Ppr> IRFS CGTGTAGCACTCCATGCTCT
FLOX-F
IRFS AGGGCCTGTCCAGAATTAGG
FLOX-R
Cre Cre-F CGATGCAACGAGTGATGAGG
recombinase
Cre-R GCATTGCTGTCACTTGGTCGT

Fonte: Autoria prépria

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados durante este projeto foram analisados por meio do software
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, Califérnia, Estados Unidos). O teste log
rank de Kaplan-Meier foi utilizado para avaliar a curva de sobrevivéncia, enquanto que a de
perda de peso foi avaliada por ANOVA. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar
os resultados obtidos durante a quantificacdo viral. Ressalta-se que somente um valor menor

que 0,05 foi aceito para determinar que dois valores sejam significativamente diferentes.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 GENOTIPAGEM

O sistema Cre-Lox demandou tempo, uma vez que, depende do cruzamento entre a
geracdo parental (Animal Cre transgénico X Animal com o alelo IRF5 f/f condicional), aguardar
0 periodo de gestacdo, cruzar a progénie heterozigota a fim de que obter a progénie geracao
filial 2 (F2). A partir da progénie F2, foram genotipados os animais buscando verificar a
presenca de mutantes condicionais. Ap6s o periodo de desmame, foram realizadas as infec¢oes
com OROV em mutantes condicionais e grupo controle. Foram extraidos o DNA animais desde
a geracdo parental até a progénie filial 4 (F4) a fim de verificar quais animais possuiam o gene
IRF5 deletado nos leucdcitos alvos. A figura 4 demonstra os resultados visualizados ao longo
da pesquisa. Foram utilizados cinco animais LyzmCre* e 11 animais CD19 Cre* como grupo
controle. No tocante aos mutantes condicionais, foram utilizados cinco animais
LyzMCre*IRF5"f e oito animais CD19Cre*IRF5™",

Apesar da demora em realizar os cruzamentos, o sistema Cre-Lox demonstrou ser uma
ferramenta importantissima, uma vez que, permite que retiremos a funcionalidade de um gene
a fim de entendé-la em tecidos e células especificos, buscando compreender seu contexto
biolégico (RICKERT; ROES; RAJEWSKY, 1996. RAY; FAGAN; BRUNICARDI, 2000;
FRIEDEL, 2011; SONG; PALMILTER, 2018).

Figura 4 Analise eletroforética em gel de agarose (1,5%) de produtos do PCR obtidos a partir do DNA extraido de
camundongos para confirmacao da presenca de Cre recombinase e IRF5 flanqueado. No item (A) demonstra a
presenca de Cre Recombinase (~300pb) e no item (B) demonstra a presenca de individuos heterozigotos para IRF5
(269pb e ~450pb) e mutantes para IRF5 (~450pb).

(A)

Fonte: Autoria propria.
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6.2 ANALISE DE SOBREVIVENCIA E PORCENTAGEM DE PESO DE ANIMAIS LYZM
CRE" IRF5 "TE CD19 CRE" IRF5 T INFECTADOS COM OROV.

Para verificar a morbidade e mortalidade, os grupos de animais LyzM Cre* IRF5 ",
CD19 Cre* IRF5 7" e grupo controle foram infectados com OROV 10° FFU/mL via subcutanea
na pata esquerda. A infeccdo foi acompanhada diariamente até o 21° dia. No periodo pés
infeccdo, os individuos que apresentaram sinais de doenca foram sacrificados para a coleta dos
tecidos a fim de verificarmos o tropismo de OROV. O mesmo procedimento foi realizado para
0s animais que ndo sucumbiram a infec¢do até o 21° dia p6s infec¢do (dpi). No que concerne
aos animais que foram encontrados mortos, também foi coletado os tecidos possiveis para
analise de carga viral.

Em relag&o ao grupo dos animais LyzM Cre* IRF5 ¥, um animal (n=5) sucumbiu no
nono dia (FIG 5A), logo apos, perder peso de forma significativa a partir do sexto dia p6s
infecgdo (FIG 5B). N&o houve nenhum sinal de acometimento ou morte de individuos do grupo
controle (n=5), conforme apresentado na figura 5.

Figura 5- Sobrevivéncia e porcentagem dos pesos de animais LyzMCre+ e LyzMCre*IRF5™ (A) Porcentagem de
sobrevivéncia dos animais LyzMCre* e LyzMCre* IRF5™. (B) Perda de peso de animais LyzMCre*e LyzMCre*
IRF5"" apés infeccdo com 1076 UFF de OROV via subcutanea. Os animais LyzM Cre+ IRF5 f/f tem a presenca
de pelo menos um alelo cre e 4 semanas de idade infectados com ORQOV (n =5). LyzMCre* de 4 semanas de idade
infectados com ORQV (n =5).
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Fonte: Autoria propria.

Figura 6 - Sobrevivéncia e porcentagem dos pesos de animais CD19Cre* e CD19Cre*IRF5™, (A) Porcentagem de
sobrevivéncia dos animais CD19Cre* e CD19Cre* IRF5™, (B) Perda de peso de animais CD19Cre* e CD19Cre*
IRF5"" apds infeccdo com 1076 UFF de OROV via subcutanea. Os animais CD19 Cre+ IRF5 f/f tem a presenca
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de pelo menos um alelo cre e 4 semanas de idade infectados com OROV (n = 8). CD19Cre* de 4 semanas de idade
infectados com OROV (n = 11).
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Fonte: Autoria propria.

No que concerne o grupo dos animais CD19Cre*IRF5™, trés animais (n=8) sucumbiram
em 8 dpi, 9dpi e 14dpi, respectivamente (FIG.6A). Dois dos individuos perderam peso de forma
significativa a partir do sexto dia pos infeccdo. Ambos apresentaram paralisia de membros,
tremores e letargia como sinais de acometimento neuroldgico. O terceiro mutante condicional
comegou a perder peso de forma significativa no 10dpi e foi encontrado morto no 14dpi (FIG
6B).

No tocante aos grupos controle LyzmCre’Irf57" e CD19Cre Irf5", era esperado o néo
aparecimento de sinais de morbidade ou mortalidade. A funcionalidade desses animais esta em
produzir linhagens a serem usadas com uma delecdo especifica de alvos flanqueados por
sitios loxP em macrofagos e linfocitos B, respectivamente. Ou seja, sdo uma excelente
ferramenta para gerar mutantes direcionados especificos para células mieldides (CLAUSEN et
al., 1999) e linfoides (RICKERT; ROES; RAKEWSKY, 1997) se cruzados com animais que
possuem a expressdo da enzima Cre Recombinase nos tecidos-alvo ou células-alvo. Os animais
adultos WT resistem a infeccdo por OROV, ndo apresentando mortalidade e sinais de
morbidade (SANTOS et al., 2012; PROENCA-MODENA et al., 2016; TOLEDO-TEIXEIRA,
2019). E 0 mesmo foi visto para os animais controle LyzmCre Irf57" e CD19Cre Irf5"", neste
trabalho no tocante a morbidade e mortalidade.

No que concerne a mortalidade de um mutante condicional LyzM Cre* IRF5 7 (n=5) e
trés mutantes condicionais CD19Cre*IRF5" (n=8), os sinais de acometimento e o tempo para

0s animais sucumbirem, se aproxima do que foi relatado em estudos anteriores realizados com
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OROV. Exemplo disso, SANTOS et al (2012) elencou que camundongos BALB/c neonatos
infectados, a partir do 52 dia poderiam ficar gravemente doentes e morrer até o decimo dia pds
infeccdo. Para mais, dados de mortalidade mediante a infeccdo por OROV também foram
discutidos por Rodrigues et al (2010), em que hamsters dourados sucumbiram a infec¢éo entre
0 4° e 11° dia pos infeccdo. Em ambos os estudos, os animais acometidos pela infec¢do por
OROV apresentaram letargia, apatia, falta de alimentacéo e paralisia.

Os dados de mortalidade e morbidade deste projeto também corroboram com o que foi
apresentado por PROENCA-MODENA et al. (2016), em gque camundongos knockout para Irf5
(Irf57") apresentavam sinais de doenca severa com acometimento neurolégico a partir do sétimo
dia pos infeccdo com OROV, assim como, 0s sinais de doenga incluiam tremores, paralisia de
membros, letargia, perda de temperatura e perda de peso seguida de morte.

Apesar do niUmero amostral ser pequeno, a morte dos mutantes condicionais representou
20% e 37,5% para LyzMCre* Irf5 "fe CD19Cre" Irf5 7', respectivamente. O ndo acometimento
total das linhagens ja era esperado, uma vez que, em estudos prévios com camundongos Irf57
infectados com OROV, somente 39% dos animais sucumbiram (PROENCA-MODENA et al.,
2016).

6.3 TROPISMO DO VIRUS OROPOUCHE EM ANIMAIS LYZMCRE* IRF5FF E
CD19CRE*IRF5FF,

Para analisar o papel de Irf-5 em macro6fagos e células B por meio do modelo murino
para o controle da neuroinvasdo por OROV, foi realizada a analise de carga viral de OROV nos
diferentes tecidos de ambas linhagens e comparado com o grupo controle.

No tocante aos mutantes condicionais controle LyzmCre'Irf5"f, foram encontrados altos
titulos do genoma de OROV no cérebro (3,2 x108 FFUeq/g) e na medula espinhal (1,96x x108
FFUeq/g) do animal que sucumbiu em 9dpi. Curiosamente, também foram encontrados altos
titulos do genoma de OROV no cérebro (4,71 x10* FFUeq/g) e medula espinhal (1,92 x10°
FFUeq/g) de um mutante condicional que sobreviveu a infeccdo por OROV (FIG 7).

OROQV também foi detectado em altos titulos no bago, figado e rins por gqRT-PCR
qguando comparado ao grupo controle (FIG 7). Para mais, ensaios de formacdo de foco
infeccioso foram realizados, contudo, ndo foram encontradas particulas virais viaveis em
nenhum tecido proveniente de animais LyzmCre’Irf5 7" e de mutantes condicionais LyzmCre*
IRF5,

Em relacdo ao animal que sucumbiu, a ndo observacédo de particulas virais viaveis pode

ser explicada pelo fato do animal ter sido encontrado morto. Com excecao da perda de peso, 0



16

animal ndo havia apresentado sinais de acometimentos quando observado no dia anterior. Em
relacdo ao mutante condicional que sobrevivera a infeccao, ndo foi possivel visualizar particulas
virais viaveis no ensaio de foco infeccioso, assim como nos grupos controles.

No que concerne ao grupo de mutantes condicionais CD19Cre*Irf5 ", ao analisar a carga
viral por RT-gPCR, foi verificado altos titulos do genoma de OROV no cérebro dos trés animais
que sucumbiram (7,48x107 FFUeq/g; 3,72x10" FFUeq/g e 1,27x10* FFUeq/g) e na medula
espinhal (1,45x x108 FFUeq/g; 2,75x 107 FFUeq/g e 1,23x10° FFUeq/g). OROV também fora
encontrado em maiores titulos no baco, figado, rins e linfonodos dos mutantes condicionais
quando comparado ao grupo controle (FIG 8).

Quanto as cargas virais analisadas nos tecidos de animais LyzMCre*Irf5"" e
CD19Cre*Irf5 7, utilizados neste estudo, tais dados corroboram com o que foi levantado em
experimentos de cultura primaria por Proenca-Modena et al. (2015) em que a replicacdo de
OROV é aumentada em células com deficiéncia na inducéo ou sinalizagdo de interferon (IFN).
Para mais, ja é documentado que o efeito de componentes especificos da via de inducédo e
sinalizacdo de IFN restringe OROV em todos os tipos de células, principalmente em células
mieloides cujo efeito inibitdrio é dominante (PROENCA-MODENA et al., 2016).

A deteccio de OROV no cérebro e medula espinhal dos grupos LyzmCre*Irf5" e
CD19Cre*Irf5" assim como, a morte de mutantes condicionais destes grupos, corrobora com
o que fora relatado em experimentos com animais Irf5”- e WT. Proenga-Modena et al. (2016)
verificaram que este fator de transcricao evita a disseminacéo e a neuropatdgenese na febre de
Oropouche, uma vez que sua presenca evitou que o virus acessasse o cérebro e medula espinhal
apenas em animais WT.

Por mais que este projeto tenha utilizado um modelo murino, os dados analisados
sugerem que OROV pode infectar e se replicar macrofagos e células B quando estas células
apresentam defeitos na via de sinalizacdo de IFN. Aproximando-se do que fora trazido por
Amorim et al. (2020), em que OROV infecta mondcitos e células B humanas in vitro mediante

eventos de imunossupressao.
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Figura 7 - Tropismo de OROV em animais LyzMcre*Irf5 e LyzMcre'Irf5 ¥f-Detecgio do genoma realizado por
rtgPCR em amostras de (A) cérebro, (B) medula espinhal, (C) figado, (d) baco, (E) rins, (F) linfonodos. Os dados
em ponto representam cada individuo. As barras indicam a média de valores e foi obtida a partir de cinco animais
para cada grupo. As linhas pontilhadas representam o limite de deteccdo do ensaio.
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Figura 8 — Tropismo de OROV em animais CD19cre*Irf5 #f e CD19cre’Irf5 7T Detecco do genoma realizado por
rtgPCR em amostras de (A) cérebro, (B) medula espinhal, (C) figado, (d) bago, (E) rins, (F) linfonodo. Os dados
em ponto representam cada individuo. As barras indicam a média de valores e foi obtida a partir de oito mutantes
CreLox e onze animais do grupo controle. As linhas pontilhadas representam o limite de deteccdo do ensaio.
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Para mais, no tocante as células B, estudos prévios demonstraram que animais Irf57-
carecem de respostas de troca de isotipos de anticorpos, possuem maturacdo de células B
deficiente e baixos niveis de células B de memoria (LIEN et al.,2010). Estes animas nocautes
ao sucumbirem devido a infeccdo por OROV, apresentaram menos anticorpos neutralizantes
quando comparado com o grupo controle. Para uma investigagdo aprofundada, ensaios com
camundongos quiméricos, com diferenca na expressdo de Irf5 em célula B, também foram
realizados. Contudo, ndo foi observada nenhuma diferenca de morbidade e tropismo, diante
infeccdo por OROV, quando comparado com o grupo controle (PROENCA-MODENA et al.,
2016).

Outrossim, os dados provenientes deste estudo se aproximam com o que foi elencado
por Toledo-Teixeira (2019), em que camundongos uMT (sem células B maduras) sucumbem a
febre do Oropouche e apresentam sinais de doenca a partir do nono dia pds infeccdo. Incluindo
paralisia de membros, tremores, perda de peso, ataxia e letargia, indicando acometimento
neuroldgico. E sabido que o IRF5 é necessério para a expressao da proteina Blimp-1 envolvida
no processo de maturacio de células B (LIAN et al., 2010; PROENCA-MODENA et al. 2016),
0 que poderia ser um dos motivos para o fenotipo obtido neste estudo.

Para mais, elucidacfes sobre a funcdo imune inata das células B e como afeta a
qualidade dos anticorpos neutralizantes durante infeccdo primaria por OROV ja foram
discutidas. Camundongos com ceélulas B deficientes em MyD88, molécula adaptadora para
inducdo de IFN-1 e fator chave na via de sinalizacdo em que se encontra o Irf-5, apresentaram
baixa produgéo de 1gG, assim como, baixa avidez de IgM e IgG e anticorpos neutralizantes
contra OROV. Estes mutantes condicionais também apresentaram doenca neurolédgica, com
altos titulos de OROV viavel no Sistema Nervoso Central e 6rgaos periféricos (TOLEDO-
TEIXEIRA et al., 2019).

Toledo-Teixeira (2019) ressalta que presenca de anticorpos neutralizantes sao
importantes para restringir a replicacdo viral no inicio da infeccdo, enquanto o controle da
neuroinvasdo e da replicacdo viral no SNC em dias tardios ap0s infeccdo parece ocorrer de
modo independente da presencga de anticorpos neutralizantes. Apesar de MyD88 e Irf-5 se
encontrarem na mesma via de sinalizacéo de inducéo de interferons e de Irf5 estar indiretamente
envolvido no processo de maturagé@o de células B, ainda ndo ha elucidacdo aprofundada sobre
o0 papel de IRF5 em células B no tocante a avidez e producdo de isotipos de anticorpos e como
isso afeta a progresséo da doenca para casos severos.

Assim como no trabalho de Toledo-Teixeira et al (2019), neste presente estudo, ensaios
de foco infeccioso foram realizados para os mutantes condicionais CD19Cre*Irf5 7" a fim de
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verificar a possibilidade de particulas virais vidveis em amostras do cérebro, medula espinhal e
baco dos animais que morreram por conta da infecgdo. Também foram encontrados altos titulos
de ORQV (apresentados na Tabela 2) no tecido cerebral de dois mutantes condicionais, 0s quais
apresentaram sinais de acometimento neuroldgico e foram sacrificados logo apds o

aparecimento de sinais.

Tabela 2. OROV viavel em tecido cerebral de animais CD19cre+IRF5 f/f. Deteccdo do genoma de OROV
realizado por ensaio de foco infeccioso em amostras de cérebro provenientes de mutantes, 0s quais apresentaram
sinais neurologicos.

Quantidade Quantidade
Linhagem Se animais Tecido  de tecidos Carga viral Logio
g . Alvo comOROV  FFU/g (OROV)
analisados i
viavel
3,2x108 FFU/g
Cérebro 2
8 8,3x10° FFU/g
CD19Cre*1rf5"f «

Bago 0 Né&o detectado
Me_dula 0 Né&o detectado

Espinhal
Cerebral 0 Né&o detectado
LyzmCre*Irf5" 5 Baco 0 Néo detectado
Me_dula 0 N&o detectado

Espinhal
Cerebral 0 N&o detectado
L5 16 Baco 0 Ndo detectado
Me_dula 0 N&o detectado

Espinhal

Fonte: Autoria propria.

A auséncia de Irf5 em macrofagos, mondcitos e células B aparentam ter um papel
importante, uma vez que em sua auséncia, ocorreu a progressao da doenca para encefalite e
meningite seguida de Obito de animais, corroborando com o elencado por PROENCA-
MODENA et al. (2016). Além disso, este estudo evidencia que maiores investigacoes s&o
necessarias para descobrir de que forma o0 OROV ganha acesso ao Sistema Nervoso Central.

Ademais, ensaios com 0os modelos animais desse estudo sé&o cruciais, uma vez que altos
titulos de OROV no cérebro e na medula espinhal foram encontrados, podendo estar

relacionado com o que fora trazido por Rodrigues et al (2010) de que altos picos de OROV no
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cérebro ap6s um pico de viremia podem estar relacionados ao mecanismo de leucocitos
infectados levarem o virus ao SNC pelo mecanismo de cavalo de trdia ou transmigracao.

Esse mecanismo também foi mencionado por Sakkas et al (2018) e Amorim et al
(2020), evidenciando a necessidade de maiores investigacfes. Alguns autores questionam se 0
mecanismo de cavalo de Trdia, associado com a ma integridade da barreira hematoencefalica
poderiam promover a neuroinvasédo de OROV (PROENCA-MODENA et al., 2016). Portanto,
os dados deste estudo salientam a necessidade de dar continuidade ao modelo experimental com
estes leucdcitos para auxiliar no preenchimento de lacunas referente a neuropatégenese de
OROV.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O sistema de recombinacéo génica Cre Flox é uma ferramenta importante para estudar
genes alvo in vivo. Seu Unico fator limitante é o tempo de espera para alcancar o gendtipo
desejado. Em animais LyzMCre™ Irf5 "fe CD19Cre" Irf5 ¥, a auséncia de Irf5 apresenta papel
importante, uma vez que, animais com estes leucocitos apresentando deficiéncias genéticas,
apresentaram sinais de doenca severa com progressdo para casos de encefalite, meningite,
seguida de morte do animal. O virus Oropouche apresentou tropismo para o tecido cerebral,
baco, figado, rins, medula espinhal e linfonodos inguinais. Neste estudo, foi descrito o primeiro
relato de acometimento neurolégico causado pela febre do Oropouche utilizando linhagens em
que o Irf5 é deletado em macréfagos e células B de modelo murino. Os resultados apresentados
encorajam estudos futuros para compreender quais Sdo 0S mecanismos que o virus Oropouche

utiliza para acessar o Sistema Nervoso Central, com énfase no mecanismo de Cavalo de Troia.
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