t 37 ANOS ;

icrobhiologora 1970 - 2007

U E

MARIETA TORRES DE ABREU ASSIS

“Sensibilidade do Orthobunyavirus do Grupo
C, Oriboca (BeAn 17) aos interferons
humanos"

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-graduacédo em Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais,
como requisito parcial para obtencédo do
grau de Mestre em Microbiologia.

Orientador: Prof. Paulo César Peregrino Ferreira
Co-orientador: Joao Rodrigues dos Santos

BELO HORIZONTE
FEVEREIRO - 2009



... Tenha fé em Deus tenha fé na vida, tente outra vez...vocé tem dois pés para
cruzar a ponte. Nada acabou!...Tente! Levante a sua mée sedenta e recomece
a andar, ndo pense que a cabega aguenta se vocé parar...Queira! Basta ser
sincero e desejar profundo. Vocé sera capaz de sacudir o mundo. Vai! Tente
outra vez! E ndo diga que a vitéria esta perdida. Se € de batalhas que se vive a

vida. Tente outra vez!...

(Raul Seixas)
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RESUMO

O arbovirus do grupo C Oriboca (género Orthobunyavirus, familia
Bunyaviridae) foi isolado na Amazbnia brasileira durante os anos 50. Em
humanos, a doenga causada por estes virus caracteriza-se por febre alta,
mialgia, dor ocular e fotofobia, com 4-5 dias de duracao. Os virus dessa familia
apresentam particulas esféricas, envelopadas, de 100 nm de diametro e o
genoma é composto por trés fitas simples de RNA de polaridade negativa. Os
estudos envolvendo esta familia viral sdo ainda escassos. Os interferons sao
uma familia de citocinas e, sdo componentes do sistema imune inato, sendo a
primeira linha de defesa contra uma infecgdo viral. As células infectadas
sintetizam e secretam interferons do tipo | e tipo Ill, que sinalizam as células
vizinhas para expressarem proteinas antivirais na tentativa de conter a
multiplicagcéo e evitar a dispersdo desse agente, nas células do tecido infectado
(estado antiviral). Assim este trabalho teve como objetivos elucidar algumas
importantes caracteristicas envolvendo este membro, desse importante
sorogrupo da familia Bunyaviridae, como caracterizar sua multiplicagéo,
comparar sua reatividade cruzada através da prova de neutralizagao e, verificar
a atividade antiviral dos IFNs do tipo | e tipo Ill contra este virus. Para tal, a
amostra do virus Oriboca foi multiplicada em células Vero e, realizada a
clonagem de placa para garantir uma populagdo de virus homogénea. A
reatividade cruzada entre o Oriboca e seus clones foi investigada, utilizando-se
soro anti-Apeu e soro anti-arbovirus do grupo C-1. Para avaliar a capacidade
do ORIV em induzir IFN in vitro, utilizamos células murinas L929 e o ensaio da
medida da atividade antiviral utilizado, para quantificar o IFN presente. Para
avaliar a acdo dos IFNs a, B e A1 sobre a multiplicagdo do virus Oriboca,
células Vero foram tratadas com concentragdes variadas dos IFNs e 18 horas
depois infectadas com o ORIV. Para avaliar se o uso de IFN do tipo Il poderia
aumentar os efeitos antivirais dos IFNs do tipo |, células VERO foram tratadas
com misturas dos dois tipos de IFNs em concentragcdes altas ou baixas. Todas
essas amostras foram posteriormente tituladas em UFP/mL. E finalmente para
avaliar os niveis de expressao dos ISGs 2’5'0AS, PKR, 6-16 e MxA, células

humanas A549 foram infectadas em diferentes tempos e o RNA total celular



extraido e utilizado como molde em reagdes de PCR em tempo
real.Verificamos que, os IFNs a e B foram capazes de proteger as células
VERO contra o ORIV. A atividade antiviral verificada foi dose dependente, e o
IFN B o que mais inibiu a multiplicagdo do ORIV. Possivelmente, esta atividade
diferencial dos IFN ocorre devido as diferengas nas afinidades as cadeias do
receptor celular. O IFN-A1 (tipo Ill) foi capaz de proteger essas células também
da infecgdo pelo ORIV, quando administrado em doses muito superiores
aquelas quando comparado aos IFNs a/B. A atividade biolégica dos IFNs do
tipo Ill, mesmo redundantes com as atividades dos IFNs do tipo I, sdo em geral
menos intensas e mais restritas. Nos observamos que, células VERO tratadas
com uma combinacgao destes IFNs em doses altas ou baixas nao tiveram um
efeito antiviral aditivo sobre a muliplicacdo do ORIV. A expressao dos quatro
ISGs (2’5’0OAS, PKR, 6-16 e MxA), quantificados por PCR em tempo real foi
aumentada nas células A549 apods infeccdo pelo ORIV. Com este trabalho
mostramos que o ORIV é sensivel aos IFNs do tipo | e lll em maior ou menor
grau e, embora utilizem receptores distintos para sinalizarem, essas duas
familias de IFN compartilham algumas caracteristicas comuns, como as vias de
transducado de sinais ativadas e os estimulos requeridos para a sua producao.
Esses resultados confirmam dados prévios descritos para outros Bunyavirus.
Os dados sugerem que, o sistema imune inato desempenha um importante
papel no controle do ORIV e um potencial terapéutico dos IFNs do tipo | e lll no
controle das arboviroses. Mais estudos serdo necessarios para caracterizar a
sensibilidade aos IFNs do tipo | e Ill para outros membros da familia
Bunyaviridae, bem como avaliar outros IFNs como o tipo Il (IFN y) e também o
IFN lambda2 para membros dessa familia.



ABTRACT

The group C arbovirus Oriboca (genus Orthobunyavirus, family Bunyaviridae) was isolated in
the Brazilian amazon during the years 1950. In humans, the disease caused by these viruses is
characterized by high fever, mialgy, ocular pain and photophobia, which lasts 4-5 days. The
virus from this family present spherical, enveloped, of 100 nm in diameter particles and its
genome is formed by three segments of single-stranded RNA of negative polarity. There are still
few studies involving this viral family. The interferons are a family of cytokines and are
components of the inate immune system, being the first line of defense against a viral infection.
The infected cells sinthetize and secrete type | and Il interferons, which signal to the neighbor
cells to express antiviral proteins in the attempt to hinder the multiplication and avoid this
agent’s diffusion in the cells of the contaminated tissue (antiviral state). Thus, this work had as
aims to elucidate some important characteristics involving this member of this important
serogroup of the family Bunyaviridae, such as characterizing its multiplication, comparing its
cross reactivity by neutralizing tests and verify the antiviral activity of the types | and Il IFNs
against this virus. In order to do this, the Oriboca virus sample was multiplied in Vero cells and a
plaque cloning was performed to guarantee a homogeneous virus population. The cross
reactivity among Oriboca and its clones was investigated by using anti-Apeu serum and anti-
arbovirus of the group C-1. To evaluate the capacity of the ORIV in inducing IFN in vitro, murine
cells L929 were used and the test of the measure of the antiviral activity was used to quantify
the IFN present. To assess the action of the IFNs a, B and A1 on Oriboca virus multiplication,
Vero cells were treated with various concentrations of the IFNs and 18 hours later infected with
ORIV. To evaluate wheter the use of type Ill IFN could increase the antiviral effects of the type |
IFNs, Vero cells were treated with mixtures of both types of IFN in low or high concentrations.
All these samples were posteriorly titled in PFU/mL. Finally, to assess the leves of expression of
the ISGs 2'5'0AS, PKR, 6-16 e MxA, human cells A549 were infected in different times and the
total cellular RNA extracted and used as a template in real time PCR reactions. We verified that
the IFNs a and B were capable of protecting the Vero cells against the ORIV. The antiviral
activity verified was dose dependent, and the IFN 3 was the most efficient in inhibiting ORIV
multiplication. Possibly, this differential activity of the IFNs occurs due to the differences in the
affinity to cellular receptor chains. The IFN- A1 (type lll) was also capable of protecting these
cells from the infection with ORIV, when administrated in doses much higher than the ones of
IFNs a/B. The biological activity of the IFNs type Ill, even when redundant with the IFNs types |
activities, are generally less intense and more restrict. We observed that Vero cells treated with
a combination of these IFNs in high or low doses did not present an antiviral effect additive on
the multiplication of ORIV. The expression of the four ISGs (2’5’0AS, PKR, 6-16 and MxA),
quantified by real time PCR was raised in the A549 cells after the infection with ORIV. With this
work, we showed that ORIV is sensitive to the IFNs type | and lll in higher or lower level and,
even though they use different receptors to signal, these two families of IFN share some
common characteristics, such as pathways of signal transduction activated and the stimulus
required to its production. These results confirm previous data described for other Bunyavirus.
The data suggest that the innate immune system has an important role in the control of ORIV
and a therapeutic potential of the IFNs types | and Il in the control of the arbovirosis. More
studies are needed in order to characterize the sensitivity of the IFNs types | and Il to other
members of the Bunyaviridae family, as well as evaluate other IFNs like the type Il (IFN y) and
also the IFN lambda2 for the members of this family.
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1 — Arbovirus

1.1.1 - Histérico e definigao

No inicio dos anos quarenta no século passado, Hamon e colaboradores
comegaram a estudar e caracterizar um grupo particular de virus que eram
transmitidos por artropodes e causavam encefalites, os quais chamaram
“arthropods borne viral encephalitis”. Esse grupo era constituido pelos virus das
encefalites de S*. Louis e Japonesa, das encefalites Eqliinas do Leste e do
Oeste, transmitidos por mosquitos e o virus da Encefalite Russa, transmitido

por carrapatos.

Casals & Brown pouco mais tarde em 1957, dividiram esses virus em trés
sorogrupos bem definidos: sorogrupo A (membros da familia Togaviridae),
sorogrupo B (membros da familia Flaviridae) e sorogrupo C (restrito ao género
Orthobunyavirus, familia Bunyiaviridae) que foram entdo denominados

arbovirus como abreviatura da expressao “arthropods borne animal viruses”.

No Brasil, o Laboratério de Virus de Belém foi estabelecido pelo Servigo
Especial de Saude Publica (hoje Fundagdo Nacional de Saude) e pela
Fundacdo Rockefeller em 1954 para isolar e estudar os arbovirus na regiao
Amazonica (CAUSEY et al., 1961).

Também no Estado de S&o Paulo (regido de Mata Atlantica), desde 1961 vem
sendo conduzido um programa de vigilancia para os arbovirus pelo Instituto
Adolf Lutz (I.A.L), da Secretaria de Saude deste Estado, que conta com a
colaboragdo do Instituto Evandro Chagas (.E.C) de Belém no Para e do
Centers for Disease Control (C.D.C), Division for Vector-Borne Infeccious
Diseases, Fort Collins, U.S.A (IVERSSON, 1994).

Entdo através de estudos Ilaboratoriais e de campo realizados por
pesquisadores da Secado de Arbovirologia e Febres Hemorragicas do |.E.C,

durante o curso das inumeras epidemias ocorridas na Amazdnia Brasileira, os



arbovirus foram inicialmente classificados por sorologia principalmente por
neutralizagéo (NT), inibigdo da hemaglutinagéao (HI) e fixagdo do complemento
(CF) e posteriormente confirmados por analises moleculares e morfogénese
para fins taxondmicos (BEATY et al., 1995).

O termo arbovirus foi introduzido por pesquisadores da Califérnia no comecgo
da década de quarenta (KUNO & CHANG, 2005). Esses sao definidos como
virus que na natureza podem infectar artropodes hematdéfagos através da
ingestdo de sangue de vertebrados infectados. O virus tem a capacidade de
multiplicar-se nos tecidos do artropode vetor sendo posteriormente transmitido
através de picadas para vertebrados susceptiveis (MELLOR, 2000).

11.2 - Arboviroses: patogenia, manifestagcbes clinicas e

tratamento

As arboviroses sao doencgas causadas pelos arbovirus, mediante transmissao
bioldgica entre hospedeiros vertebrados suscetiveis e artropodes hematéfagos,
ou de hospedeiro artropode a hospedeiro artrépode, através da via
transovariana e, possivelmente, da via sexual. Essas doengas sdo em sua
totalidade zoonoses e, mantidas em ambientes silvestres. (AZEVEDO et al,
2007).

Consequentemente, as pessoas que mantém contato mais estreito com o
ambiente silvestre, no qual se situam os nichos ecoldgicos dos arbovirus, s&o
atingidas com maior frequéncia. Entretanto, muitas arboviroses tém surgido
periodicamente em areas urbanas, onde causam epidemias e s&o um problema
de saude publica mundial. A natureza da doenca produzida no homem varia
conforme o tipo de arbovirus responsavel pela infecgdo. A maioria provoca uma
sindrome febril benigna com ou sem exantema, enquanto outros determinam
quadro hemorragico ou de encefalite com elevada letalidade (LEAO et al,
1997).



O mecanismo que da origem as manifestagbes clinicas e as alteragdes
patolégicas da maioria das arboviroses ainda ndo é suficientemente conhecido.
Mas estudos experimentais demonstram que, uma vez ocorrida a transmissao,
o virus localiza-se nos ganglios linfaticos regionais da area da pele picada pelo
artrépode vetor infectado. O agente viral entdo alcanga a corrente sanguinea,
através dos vasos linfaticos, disseminando-se pelos 6rgaos e tecidos do
hospedeiro. O virus se multiplica por sua vez nesses locais, sendo langado
novamente na corrente sanguinea, determinando a viremia que corresponde ao
periodo febril. Em alguns casos a infecgdo n&o passa dessa fase e o paciente
se recupera totalmente, outras vezes, a infecgao progride para manifestagdes
exantematicas, neuroldgicas ou hemorragicas (LEAO et al, 1997; AZEVEDO et
al, 2007).

Uma vez que as arboviroses sdo causadas por agentes heterogéneos, as
manifestacdes clinicas das arboviroses em seres humanos sio divididas em
quatro categorias: sindrome febril, sindrome febril exantematica, febre
hemorragica e encefalite. Vale ressaltar que, um mesmo arbovirus pode
determinar diferentes sindromes clinicas e, por outro lado, a mesma
sintomatologia pode ser determinada por tipos deferentes de arbovirus. Este
fato pode ser explicado por fatores tais como a quantidade do inoculo, tempo
de exposigcdo aos transmissores, a amostra do virus e os fatores do
hospedeiro. (BEATY et al., 1995; GUBLER, 2002; LEAO et al, 1997; MELLOR,
2000; NALCA et al., 2003).

Ndo ha tratamento especifico para as arboviroses. O tratamento visa a
manutencado do estado geral do doente. As medidas, portanto, sdo de suporte
para manutencao das fungdes vitais. Medidas preventivas para as arboviroses
no Brasil, exceto a dengue e a febre amarela, sdo escassas e as medidas
individuais constituem as unicas possiveis, ja que ndo se dispde de vacinas e o

combate aos vetores pode ser oneroso (AZEVEDO, et al, 2007).



1.1.3 - Ecologia

Na natureza, os arbovirus sdo mantidos em ciclos complexos envolvendo
vetores, tais como, como mosquitos e carrapatos. Estes vetores depois de
infectados, transmitem o virus para os hospedeiros vertebrados (FIGURA 1). A
infecgdo dos vetores é geralmente longa e com efeitos ndo aparentes. O ciclo &
completado pela infeccdo de novos artropodes que se alimentam do sangue
dos vertebrados que estejam apresentando viremia. A transmissao vertical

também pode ocorrer pela via transovariana (FIGUEIREDO, 2007).
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Figura 1 — Ciclo biolégico dos arbovirus. A — Ciclo de amplificagdo em mamiferos, na qual a
fémea infectada podera transmitir o virus para pequenos mamiferos que, por sua vez,
desenvolvem uma curta, mas alta viremia, podendo levar a infeccdo de artropodes
hematdéfagos, ja infectados ou ndo. B — Ciclo reservatério, na qual ocorre a transmisséo
transovariana e venérea. C - Infeccdo humana acidental.

Fonte: NOVAES, 2006.

Em sua maioria as arboviroses sdo zoonoses, que dependem de espécies
animais para se manterem na natureza. Humanos sdo geralmente hospedeiros
terminais ou acidentais, ndo sendo, portanto, necessarios para a manutengao
desses virus na natureza (GUBLER, 2002).



Os arbovirus apresentam distribuicdo mundial, mas a maioria é encontrada em
areas tropicais, onde as condi¢des climaticas sao favoraveis. Vale ressaltar que
o Brasil € um grande pais tropical e ainda possui um ter¢o de seu territorio
recoberto por florestas tropicais e outros ecossistemas, apesar da elevada taxa
de desmatamento. Essas condigbes, aliadas a existéncia de grandes cidades
populosas, fornecem condicdes ideais para e existéncia de muitas arboviroses
que sao mantidas em uma grande variedade de ciclos zoondéticos (AZEVEDO
et al, 2007; FIGUEIREDO, 2007).

Os hospedeiros mais importantes nas arboviroses, e de impacto para a saude
publica, sdo os passaros e roedores. Os vetores artropodes mais importantes
por sua vez, sdo 0os mosquitos e carrapatos (GUBLER, 2002).

Muitos arbovirus podem causar doengas severas no homem e também animais
como, por exemplo, a febre amarela, a dengue hemorragica e varias
encefalites (GOULD et al, 2006). No Brasil, doengas transmitidas por mosquitos
constituem importantes doengas infecciosas emergentes, sendo consideradas,

portanto, um problema de saude publica (TURELL et al., 2006).

1.1.4 — Epidemiologia e emergéncia dos arbovirus

Os arbovirus sédo taxonomicamente diversos, pertencendo a 8 familias e 14
géneros. Atualmente, existem 534 virus registrados no “Catalogue of
Arboviruses and Certain Other Viruses of Vertebrates”, dos quais 134 sao
conhecidos por causarem doengas em humanos e aproximadamente 40 por
infectarem animais. Com relagdo a infecgcbes humanas, os mais importantes
arbovirus causadores de doenga pertencem as familias Togaviridae,
Flaviviridae e Bunyaviridae (BEATY et al., 1995; MELLOR, 2000; GUBLER,
2002; NALCA et al., 2003).

No Brasil 195 diferentes espécies foram identificadas pelo Instituto Evandro
Chagas (IEC) no periodo de 1954 a 2003 na regido Amazénica. Trinta e quatro

destes agentes sdo comprovadamente patogénicos ao homem. Infecg&o



humana por 30 desses virus ja foi demonstrada mediante o isolamento do
agente do sangue de doentes. Os arbovirus encontrados na Amazonia sao
distribuidos em 21 grupos sorologicos e, cerca de dois tergos destes foram
isolados antes que o fossem em qualquer outra parte do mundo. Muitos deles
jamais foram encontrados fora dessa regido (AZEVEDO et al, 2007).

Alguns desses virus sao de importéncia para a saude publica devido a
habilidade em causar doenga severa ou mesmo a morte, pois estdo também
envolvidos em epidemias como € o caso do virus da dengue, da febre amarela
e ainda o virus Oropouche. Este ultimo é considerado a arbovirus que mais
acomete o homem na Amazbnia depois da dengue. Estudos
soroepidemiologicos realizados no Brasil e nas Américas indicam varias
epidemias entre 1961 e 2007, com aproximadamente 357000 infectados
(NUNES et al, 2007).

Varios artrépodes hematéfagos podem servir como vetor para um arbovirus,
sendo 0s mais conhecidos os mosquitos, carrapatos, flebétomos (Phlebotomus,
Sergentomya e Lutzomya), maruins ou mosquito polvora (Culicoides),
percevejos (Oeciacus) e possivelmente acaros (BEATY et al., 1995).

Os ciclos enzoodticos sdo geralmente causados por humanos ou animais que
invadem o ciclo natural silvestre, porém envolvem casos esporadicos. Ja os
ciclos epizodticos envolvem epidemias significantes, que sdo o resultado da
introducdo de um arbovirus numa populagdo de vertebrados susceptiveis,
associado com uma populagéo de vetores competentes (VASCONCELOS et
al., 2001).

As arboviroses sao sazonais, dependendo direta ou indiretamente da estagao
do ano na qual o artropode se alimenta de sangue. As principais influéncias
sado os fatores climaticos (chuvas, temperaturas), a competéncia do vetor, o
periodo de incubacgao intrinseca e extrinseca, a densidade de vetores, o
transporte de virus a lugares distantes e o estado imunoldgico da populagao,
hospedeiros vertebrados (SHOPE, 1993).
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A emergéncia e re-emergéncia das arboviroses podem ser um fenémeno
natural relacionado a evolucdo e adaptacao das espécies. Porém, mudangas
ecologicas produzidas pelo homem podem contribuir para esse fendémeno.
Podemos citar algumas atividades humanas que podem influenciar esta
emergéncia: aumento do transporte de animais, humanos, plantas, artropodes
e outros materiais; aumento de atividades de lazer no campo; redugdo ou nao
existéncia de controle de artropodes; urbanizagdo crescente; desmatamento;
atividades militares; desastres naturais; mudancas climaticas. O risco de novas
arboviroses esta relacionado com a existéncia de grandes cidades,
densamente povoadas, que sao infestadas por mosquitos tais como Culex e o
antropofilico Aedes aegypti (GOULD, 2006; FIGUEIREDO, 2007).

A elevada incidéncia de arbovirus na Amazdénia brasileira certamente decorre
das condigbes ecoldgicas extremamente favoraveis que a regido oferece para
a manutencdo desses agentes: alta densidade e diversidade de insetos
hematofagos e de animais silvestres que constituem elementos indispensaveis

a propagagao dos arbovirus (PINHEIRO et al, 1983).

Dentre os arbovirus estdo os virus da familia Bunyaviridae, que sido 0s Unicos
cujo espectro de hospedeiros inclui invertebrados, vertebrados e plantas. E
todas aquelas mudangas supracitadas, tém favorecido os membros desta
familia a se tornarem importantes agentes infecciosos emergentes e re-
emergentes (NICHOL et al. 2000; GONZALEZ-SCARANO et al., 2005). Estes
sdo classificados na categoria A (alto risco) pelo comité de medidas de
prevencao a patégenos emergentes do “Centers for Disease Control” (CDC)
(BARR et al., 2005).

1.2 — A familia Bunyaviridae

A familia Bunyaviriadae foi estabelecida em 1975, e abrange um grande
numero de virus que compartilham propriedades antigénicas e morfologicas,
com base em suas reagdes sorologicas cruzadas. Esta constitui um grupo

diverso de virus RNA dividida em cinco géneros: Orthobunyavirus, Hantavirus,
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Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus, compreendendo mais de 350 membros.
Os 4 primeiros géneros compreendem virus que infectam animais e o ultimo
compreende virus que infectam plantas. Membros dessa familia s&o
distribuidos em todo o mundo e, muitos s&o considerados virus emergentes
que tém causado um elevado numero de epidemias. (BISHOP et al., 1980;
GONZALEZ-SCARANO et al., 2005; LOWEN, 2005; OVERBY et al, 2008).

A maioria dos bunyavirus é difundida na natureza por ciclos de transmissao
selvagens entre hospedeiros vertebrados susceptiveis e artropodes
hematdéfagos, incluindo mosquitos, flebétomos, carrapatos e maruins. O virus
bunyamwera (BUNWV) é o protétipo da familia Bunyaviridae e também do
género Orthobunyavirus, sendo primeiramente isolado de mosquitos coletados
em Uganda em 1943. (BOWEN et a/,2001; LEONARD, et al, 2006; LOWEN et
al, 2005). Em adigdo exemplos tais como La Crosse virus, Rift Valley Fever
virus, Crimean-Congo hemorrhagic fever virus e Sin Nombre virus causam
doenca severa em humanos incluindo febre hemorragica e encefalite (OVERBY
et al, 2008).

1.2.1 - Estrutura e genoma do virus

A familia Bunyaviridae consiste de virus envelopados com forma esférica de 80
a 120 nm de didmetro. Formas alongadas podem também ser observadas,
como no caso dos Hantavirus. Estes virus possuem ainda glicoproteinas de
superficie, conhecidas como Gc e Gn, de 5 a 10 nm que estdo ancoradas na
bicamada lipidica do envelope. O genoma inserido no capsideo € composto por
trés fitas simples de RNA de polaridade negativa, denominadas pelo seu
tamanho: pequeno S (‘small”), médio M (“medium”) e grande L (“large”). Os
segmentos encontram-se circularizados devido a presenga, nas extremidades
3 e 5, de aproximadamente 15 nucleotideos complementares. Estas
sequéncias nas extremidades sdo altamente conservadas entre os virus do
mesmo género, mas diferem daqueles de outros géneros. Cada um destes
segmentos encontra-se envolvido por nucleoproteinas, denominadas proteinas

N, que em associagdo com a polimerase, proteina L, constituem os
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ribonucleocapsideos (FIGURA 2) (BISHOP et al.,, 1980; ELLIOTT, 1990;
GRIOT et al., 1993; SCHMALJOHN & NICHOL, 2007; MAGALHAES et al,
2007; OVERBY et al, 2008).

Segmentos de RNA

Proteina L

Proteina N

Figura 2 - Particula viral caracteristica da familia Bunyaviridae. Os trés segmentos
gendmicos (S, M e L) estdo complexados com a proteina N para formar os nucleocapsideos. O
nucleocapsideo e a polimerase viral estdo empacotados dentro de um envelope lipidico
contendo as glicoproteinas Gn e Gc..

Fonte: http://www.uk>uni-freiburg.de/.../interferon _antagonistic.htm

Os membros da familia Bunyaviridae nao codificam uma matriz protéica, em
contraste com outras familias de virus RNA. Acredita-se que a estrutura do
virus € estabilizada pela interacéo direta dos nucleocapsideos com o envelope
ou com os dominios citoplasmaticos das glicoproteinas inseridas no envelope
(ELLIOTT, 1990; OVERBY et al, 2008). O genoma codifica quatro proteinas
estruturais comuns a todos os membros da familia: a polimerase viral
codificada pelo segmento L; as duas glicoproteinas de superficie Gn (ou G2) e
Gc (ou G1) codificadas pelo segmento M (que primeiramente codifica uma
poliproteina que é posteriormente clivada em Gn e Gc); a proteina N codificada
pelo segmento S (FIGURA 3). Os virus dos géneros Orthobunyavirus,

Phlebovirus e Tospovirus também codificam proteinas nao-estruturais,
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presentes no segmento M (NSm) ou no segmento S (NSs), por diferentes
janelas de leituras (ORF) (GONZALEZ-SCARANO et al., 2005; SALANUEVA et
al., 2003; SCHMALJOHN & NICHOL, 2007; WEBER et al, 2002b; KOHL et al,
2006).

Proteina L

L RNA I,

Proteinas Gn, G¢ (NSm)

M RNA 3"" 5

p—=
NSs NSm
/'|—| Apenas Tospovirus
] ;_J ]
S RNA Apenas 3 15
Orthobunyavirus
NSs ¥~ Apenas

Tospovirus e Phlebovirus

Figura 3 — Genoma da familia Bunyaviridae. Segmento L: origina a proteina L ou RNA-
polimerase RNA-dependente. Segmento M: origina as glicoproteinas Gn e Gc e a proteina
ndo estrutural NSm. Segmento S: origina a proteina N e a proteina ndo estrutural NSs.
Somente os virus dos géneros Orthobunyavirus, Phlebovirus e Tospovirus codificam as
proteinas ndo estruturais. Orthobunyavirus, Hantavirus e Nairovirus utilizam estratégia
codificadora senso-negativo enquanto Phlebovirus e Tosposvirus estratégia ambisenso.

Fonte: adaptado de www.uct.ac.za/microbiology/tutorial/

O segmento L codifica por meio de uma Unica janela de leitura, a RNA
polimerase dependente de RNA ou proteina L, responsavel pela transcri¢cao e
replicacdo do genoma. Ha evidéncias de que essa proteina também esteja
envolvida com propriedades biolégicas dos virus, como viruléncia e espectro de
hospedeiros (BISHOP et al, 1980; ELLIOTT, 1990; GRIOT et al., 1993;
SCHMALJOHN & NICHOL, 2007).

O segmento M codifica em uma unica janela de leitura, uma poliproteina, esta é
clivada, em um evento pés-traducional, resultando nas glicoproteinas, Gn (G2)
e Gc (G1), e na proteina ndo estrutural NSm (SCHMALJOHN & NICHOL,
2007).
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As glicoproteinas de membrana desempenham papel na adsorgao dos virus as
células, sendo que a glicoproteina Gc é a principal responsavel pela adsorgéo
do virus as células dos vertebrados, enquanto que Gn ¢é a principal responsavel
pela adsor¢do do virus as células dos vetores artrépodes, ja que Gc é
rapidamente clivada pelas enzimas proteoliticas existentes no intestino do
vetor. Em seguida, ao entrar na célula via endossomos, o genoma do virus é
liberado no citoplasma quando ha a fusdo do envelope viral com a membrana
celular em um fenbmeno mediado pelas mudangas conformacionais sofridas
pela glicoproteina Gc em pH acido. Com relagéo a viruléncia e a infectividade,
estudos demonstraram que os principais determinantes dessas caracteristicas
estdo presentes no segmento M, principalmente na glicoproteina Gc,
influenciando no tipo de célula ou érgéo alvo, na eficiéncia da transmissao do
virus por um determinado artropode e na patogénese. Por fim, as
glicoproteinas de membrana induzem e interagem com anticorpos
neutralizantes, sendo que estes anticorpos reconhecem principalmente a
proteina Gc e anticorpos contra esta proteina resultam em uma efetiva
imunidade humoral (ELLIOTT, 1990; GRIOT et al., 1993; PEKOSZ et al., 1995;
PLASSMEYER et al., 2005; SCHMALJOHN & NICHOL, 2007).

Por ultimo, o segmento S codifica em janelas de leituras sobrepostas a proteina
estrutural N e, a proteina ndo estrutural NSs. Os virus dos géneros Tospovirus
e Phlebovirus codificam a proteina NSs utilizando uma estratégia ambisense. A
proteina estrutural N € o produto viral de maior abundancia nas células
infectadas, sendo responsavel pelas reagbes sorologicas de fixagdo de
complemento. Ela & também a proteina mais conservada na familia,
apresentando 40% de homologia dentro de cada género e 80% dentro de cada
sorogrupo. Além disso, essa proteina desenvolve importante papel protegendo
o RNA da degradacdo e controlando a atividade da polimerase durante a
transcri¢ao e replicagéo (GRIOT et al., 1993; SCHMALJOHN &NICHOL, 2007).

Ja a proteina NSs encontra-se acumulada no citoplasma, embora pequenas
concentragdes sejam encontradas no interior do nucleo das células infectadas.
Essa proteina atua como um fator de viruléncia, inibindo a sintese protéica da

célula hospedeira, incluindo a sintese de interferons. Além disso, essa proteina
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também controla a atividade da polimerase viral e funciona como supressor do
RNA interferente (RNAI), um importante mecanismo celular antiviral (WEBER et
al., 2001; PLASSMEYER et al., 2005; LEONARD et al., 2006; BLAKQORI et al,
2007).

1.2.2 — Multiplicagao viral

A multiplicagdo dos virus da familia Bunyaviridae ocorre inteiramente no
citoplasma e se inicia com a adsorgao da particula viral a célula-alvo (FIGURA
4). Esse passo é mediado pela interagdo das glicoproteinas virais, Gn e Gc,
com os receptores celulares e, independente do tipo de célula, ambas séo
necessarias para a adsorgao, devido a conformacao resultante da dimerizacao
de Gc e Gn. Os receptores celulares ainda nao foram identificados, para a
maioria dos virus da familia. (SONG et al., 2005; SCHMALJOHN & NICHOL,
2007).

1. Adsorgéao W / ’ 4 ‘f
4 "\z \
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. Replicagéo
/ - T S |
3. Transcrigao Primaria y cRNA / )
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RNA ° o
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e
\ 6. Montagem }

FIGURA 4 - Ciclo de multiplicagao dos virus da familia Bunyaviridae. 1- Adsorgédo das
particulas virais a superficie da célula; 2- Penetragdo por endocitose seguida por fusdo de
membrana, permitindo a liberagédo no citoplasma dos nucleocapsideos e da polimerase viral; 3-
Transcrigado primaria; 4- Tradugao das proteinas virais; 5- Replicacdo do vRNA através de um
cRNA intermediario; 6- Montagem das particulas no Golgi; 7- Exocitose das particulas do Golgi.
RER: Reticulo endoplasmatico. Alguns virus da familia utilizam uma montagem alternativa,
brotando diretamente da membrana plasmatica. Fonte: adaptado de SCHMALJOHN et al,
2007.
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O proximo passo é a entrada do virus por endocitose e, consequente,
acidificagao dos endossomos, promovendo mudancas conformacionais em Gc
que resultam na fusdo das membranas virais e celulares e na liberagédo, no
citoplasma, do genoma e da polimerase viral. Apesar de Gc desempenhar
importante e principal papel na fusdo, estudos revelam que é necessaria a
associagdo das duas (dlicoproteinas para que esse processo ocorra,
provavelmente porque sem essa associagao Gc nao apresenta a conformacao
correta (PLASSMEYER et al., 2005; SCHMALJOHN & NICHOL, 2007;
OVERBY et al, 2008).

Em seguida, a transcricdo primaria do RNA viral (vRNA), de senso negativo,
em mMRNA, de senso positivo, € iniciada pela interacdo da polimerase viral
(proteina L) com os trés nucleocapsideos. Somente segmentos envolvidos pela
proteina N, ou seja, nucleocapsideos servem como molde na transcrigdo. A
sintese do mRNA ocorre utilizando iniciadores, denominados de “cap”, que séo
clivados de mRNAs citoplasmaticos do hospedeiro. Essa clivagem dos mRNAs
do hospedeiro € executada pela atividade de endonuclease presente na
proteina L do virus. Assim, a extremidade 5 dos mRNAs apresentam de 10 a
20 nucleotideos que nao sado encontrados no VRNA. Outra diferencga, € que o
mRNA apresenta na extremidade 3 uma sequéncia truncada de
aproximadamente 100 nucleotideos que acredita-se serem terminacgdes
transcricionais (SCHMALJOHN & NICHOL, 2007).

A traducdo dos mRNAs ocorre imediatamente apdés a infeccdo, sendo os
MRNAs dos segmentos L e S traduzidos em ribossomos livres no citoplasma e
os mMRNAs do segmento M nos ribossomos associados ao reticulo
endoplasmatico rugoso, na qual também ocorre as primeiras glicosilagbes das
glicoproteinas. A replicagdo do genoma viral ocorre por meio da sintese e
encapsidagdo do RNA complementar (cCRNA) que servira de molde para a
sintese do VRNA. Os fatores envolvidos na mudanca da transcricdo primaria
para a replicagdo do genoma n&o sao bem entendidos, mas estudos sugerem
que a sintese continua de proteinas, principalmente a proteina N, e a
encapsidacdo do cRNA estejam envolvidos no sinal de supressdo da

transcrigdo primaria.
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Por fim, acontece a montagem das particulas no complexo de Golgi. Nessa
etapa, os nucleocapsideos se acumulam na parte citoplasmatica da membrana
do Golgi, enquanto que as glicoproteinas sofrem glicosilagbes terminais e se
acumulam na parte luminal da membrana. Assim, ocorre o brotamento dentro
das cisternas do complexo de Golgi, a membrana do hospedeiro modificada é
adquirida e as particulas virais recém formadas sio, entdo, transportadas
dentro de vesiculas citoplasmaticas para fora desse compartimento até a
membrana celular, onde serdo liberados por exocitose. Alternativamente,
alguns poucos virus da familia, como o virus Sin Nombre, brotam diretamente
da membrana citoplasmatica, adquirindo o seu envelope nesse momento
(SCHMALJOHN & NICHOL, 2007).

1.3 - Género Orthobunyavirus

O género Orthobunyavirus é o maior dentro da familia Bunyaviridae, incluindo
174 virus, sendo que 60 desses sao causadores de doengas em humanos
(HART et al, 2008). O critério para classificacdo nesse género € baseado nas
caracteristicas soroldgicas, bioquimicas e genéticas em comum apresentadas
pelos virus. Além disso, o género apresenta 18 sorogrupos divididos de acordo
com relagdes sorologicas definidas por meio de testes de fixagdo de
complemento, que distinguem grupos especificos com base em antigenos
existentes na proteina N (TABELA 1) (AQUINO et al., 2002; YANASE et al.,
2003; WEIDMANN et al., 2003).

Os ensaios sorolégicos como inibicao de hemaglutinagdo (HI), fixacédo de
complemento (CF) e neutralizacdo (NT) sempre foram amplamente utilizados
no diagnodstico de infecgbes pelos Orthobunyavirus. Os antigenos para HI séo
extraidos do soro, cérebro e outros 6rgdos de camundongos infectados e o
método € muito sensivel, embora reacdes cruzadas possam ser observadas
entre virus do mesmo grupo. O método de CF é mais especifico que o da Hl e
detecta anticorpos que aparecem usualmente duas semanas apds o0 comego
da doenga, podendo persistir por longo tempo (pelo menos 2 anos) com titulos
moderados ou altos. A NT & baseada na inibicdo da infectividade viral pela
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acao de anticorpos, que tém alta especificidade e podem ser medidos in vivo
ou in vitro (AQUINO et al., 2002) e é considerado o padrao ouro para o estudo
soroldgico dos arbovirus (ZELENA et al, 2008).

O diagnostico das infecgcdes tem sido feito, frequentemente, pelo método
denominado Mac-Elisa, que permite o diagndstico presuntivo de infecgéo
recente através da detecgdo de IgM de uma unica amostra obtida na fase
aguda. Ja nos anos 90, métodos de RT-PCR foram introduzidos para o
diagnostico dos Orthobunyavirus, principalmente dos sorogrupos California e
Bunyamwera (AQUINO et al., 2002).

Tabela 1 - Bunyaviridae: géneros, sorogrupos, numero de virus incluidos e exemplares.

Género Sorogrupo Nuamero Exemplos
Orthobunyaviru Anopheles A 12 Tacaiuma
Anopheles B 2 Boracéia
Bakau 4 Bakau
Bunyamwera 32 Bunyawera
Bwamba 2 Buwamba
C 14 Caraparu,Nepuyo, Oriboca
California 14 La Cross, Tahyna, Snowshoe
Capim 10 BeAn 8582
Gamboa 8 Gamboa, Pueblo Viejo
Guama 12 Guama, Moju
Koongol 2 Koongol, Wongal
Minatitlan 2 Palestina
Nyando 6 Nyando
Olifantsvlei 5 Dabakala
Patois 6 Patois, Babahoya
Simbu 24 Acabane, Oropouche
Tete 5 Bahing, matruh
Turlock 5 Turlock, Lednice
Phebovirus Sandfly fever 4 Sandfly fever Naples, Toscana
Buiaru 2 Bujaru, Munguba
Candiru 6 Itaituba, Turuna
Chilibre 2 Chilibre, Cagao
Frijoles 2 Frejoles, Joa
Punta Toro 2 Punta Toro, Buenaventura
Rift Valley 3 Rift Valley
Salehadad 2 Salehadad
Hantavirus Hantaan 8 Hantaan, Puumala, Laguna
Nairovirus CCHF 3 CCHF
Dera Ghazi 6 Abdu Hammad
Hughes 10 Punta Salinas
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Nairobi 2 Nairobi
Qualyub 3 Bakel, Omo
Sakhalin 7 Avalon, Tillamook
Uukuvirus Uukuniemi 12 Uukuniemi
Nao 84
Total 350

Fonte: adaptado de GONZALES-SCARANO et al, 1996.

As doencgas produzidas pelos membros desse género variam desde febre
(virus Tahyna), artralgia febril (virus Oropouche), encefalites (virus La Crosse)
e, como recentemente relatado, febre hemorragica (virus Nigari). Embora a
maioria das infecgbes possua sintomas brandos, algumas podem levar a morte
(WEIDMANN et al., 2003; NUNES et al, 2007; AZEVEDO et al, 2007).

No Brasil, o virus Oropouche, do sorogrupo Simbu, € a segunda arbovirose
mais importante no pais, sendo responsavel por diversos surtos epidémicos e
uma grande morbidade (NUNES et al, 2007). Na regiao Amazénica, encontra-
se uma imensa variedade de orthobunyavirus causadores de doengas ao
homem. Inquéritos soroldgicos realizados nesta regido revelam a presenga de
anticorpos para diversos arbovirus e, a meédia de percentuais de anticorpos
inibidores da hemaglutinacdo ou neutralizantes para alguns destes sao: virus
Mucambo (6%), virus Caraparu (5,3%), virus Murutucu (2,3%) e virus Oriboca
(1,7%) (AZEVEDO et al,2007).

Ainda, vale ressaltar, os virus do sorogrupo C, que foram isolados durante
estudos realizados nessa regido e sao conhecidos por causar doencgas febris
em humanos. Apesar de terem sido isolados a mais de quatro décadas e
serem considerados virus emergentes em potencial, pouco se sabe a respeito
dos varios aspectos da biologia, patogenia e epidemiologia desses virus
(AQUINO et al., 2002; WEIDMANN et al., 2003).
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1.3.1 — Orthobunyavirus do Grupo C

Na década de 1950, houve uma intensa migragao de trabalhadores dos demais
estados do Brasil para o estado do Para, no intuito de desmatar as florestas
existentes nessa regido e transforma-las em grandes plantagdes. O intenso
contato dos trabalhadores dessa regido com as florestas propiciou a
emergéncia de surtos e epidemias virais a cercania da capital, Belém, sendo
relevantes os numeros de casos atribuidos as arboviroses inespecificas ou néao

caracterizadas.

Assim desde 1954, data em que foi fundado o Laboratério de Virus de Belém,
com a finalidade de isolar e estudar as arboviroses na regido Amazénica, os
pesquisadores envolvidos no projeto conseguiram isolar mias de 10000
amostras pertencentes a pelo menos 183 diferentes tipos de arbovirus. Desse
total, 157 foram isolados pela primeira vez no Brasil (LEAO et al, 1997). Essas
amostras foram obtidas de pacientes com doencas febris, de animais
sentinelas, de animais selvagens e de artropodes vetores (CAUSEY et al,,
1961).

As amostras de virus isoladas foram liofilizadas, e juntamente com os
correspondentes anticorpos neutralizantes foram enviadas para a Fundacao
Rockefeller, em Nova lorque, na qual estudos sorologicos e comparagdes com
materiais de outras partes do mundo foram realizados. Desses estudos,
concluiu-se que 451 amostras de arbovirus compreendiam 18 sorotipos, sendo
que 10 pertenciam a sorogrupos ja conhecidos, como os sorogrupos A, B,
Bunyamwera e California. Dos restantes, sete mostraram constituir dois novos
sorogrupos designados como grupos C e Guama; e um (Tacaiuma) nao foi
agrupado naquele momento (TABELA 2). Hoje, sabe-se que o virus Tacaiuma
pertence ao sorogrupo Anopheles A (CAUSEY et al., 1961; FIGUEREDO,
1999).
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Cerca de 205 amostras, correspondiam a virus pertencentes ao sorogrupo C,
que até o momento eram desconhecidos, demonstrando a importancia e a

intensa circulagéo desses virus na regido Amazénica (CAUSEY et al., 1961).

ApOs esse estudo, outros virus pertencentes ao sorogrupo C foram isolados no
Brasil, bem como em outros paises. Sao eles: virus Itaqui, isolado em Belém
no Brasil (SHOPE et al., 1961), virus Madrid e Ossa no Panama, virus Nepuyo
em Trinidad-Tobago e no Brasil (SHOPE & WHITMAN, 1966), virus Restan em
Trindade, Tobago e Suriname (JONKERS et al., 1967) e virus Gumbo-Limbo
nos Estados Unidos (SHOPE, 1993).

Atualmente, o sorogrupo C €& composto por 14 virus: Apeu, Caraparu, ltaqui,
Madrid, Marituba, Murucutu, Oriboca, Ossa, Restan, Gumbo-Limbo, Nepuyo,
Vinces, Bruconha e 63U11 (NUNES et al., 2005).

Os virus do grupo C receberam seus nomes de acordo com o local em que
foram identificados. A excec¢do € o virus Caraparu, que foi denominado de
acordo com o nome do primeiro paciente do qual foi isolado. O virus Oriboca foi
um dos primeiros a ser reconhecido do Grupo C e, o protétipo BeAn17, foi
obtido na floresta de Oriboca de uma macaco sentinela em dezembro de 1954
(FIGURA 5) (CAUSEY et al., 1961; ROSATO et al, 1974).

22



| v
_-\ - Q Cﬁ Oélt[anﬁc (chan

R.eFronteira

NCuama
Yy

*MJapanese Colony

X “nstituto Agronomico
do Norte Forest (IAN)

Utinga Forest

Figura 5 — Mapa da localizagdo da area do estado do Para estudado nos anos de 1954 a
1959, na qual foram isoladas as 451 amostras de arbovirus.
Fonte: CAUSEY et al., 1961.

Shope e colaboradores testaram por provas sorolégicas (HI, NT, CF) as 200
amostras do grupo C isoladas. Eles verificaram que, de acordo com o tipo de
prova sorolégica empregada, os sorotipos em analise (Apeu, Caraparu, Itaqui,
Marituba, Murutucu e Oriboca) apresentavam afinidades diferentes entre si. Em
reagcbes de CF, os grupos com maior identidade eram: Murutucu/Oriboca,
Itaqui/Caraparu e Marituba/Apeu. Ja nas provas de HI e NT, os grupos afins
eram Oriboca/ltaqui, Apeu/Caraparu e Marituba/Murutucu (FIGURA 6) (SHOPE
et al., 1962).
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Figura 6 — Relagoes sorolégicas entre os virus do grupo C: Apeu, Caraparu, ltaqui,
Marituba, Murucutu e Oriboca.
Fonte: SHOPE et al., 1962 adaptado por MAGALHAES, 2004.

O diagndstico das infecgbes pelos Orthobunyavirus do grupo C consiste, até
hoje, dos resultados obtidos desses trés testes soroldgicos (CF, HI, NT). No
entanto, reag¢des cruzadas podem ocorrer entre virus de um mesmo sorogrupo.
Além disso, o diagndstico é laborioso e demorado, sendo confirmado apenas
quando o paciente ja esta se recuperando. Desse modo, os métodos
sorologicos sdo de grande utilidade, mas ndo sdo os mais adequados para um
diagnéstico rapido durante a fase aguda da infecgdo (AQUINO et al., 2002).

A partir de 1990, foi introduzido o uso de métodos utilizando a RT-PCR para o
diagnostico dos Orthobunyavirus, principalmente para os sorogrupos California
e Bunyamwera. No entanto, a grande maioria dos virus do grupo C ainda
carece da caracterizagdo do seu genoma, assim como aquela relacionada aos

varios aspectos da biologia, patogenia e epidemiologia (AQUINO et al., 2002).

1.4 — Interferons

Os interferons foram inicialmente descritos como moléculas capazes de

interferir com a multiplicacdo do virus Influenza in vitro e caracterizados por
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Isaacs e Lindenman na década de 1950. Esta familia de citocinas, agora €&
reconhecida como o componente chave do sistema imune inato e, a primeira
linha de defesa contra uma infeccdo viral. Os IFNs possuem também
importantes fungdes imunomodulatérias e atividades fisiolégicas (ALMEIDA et
al, 2008; SADLER et al, 2008).

Estes sdo sintetizados por células infectadas por virus apos estimulos de
receptores que reconhecem padrdes moleculares (PRRs). Assim, interagem
com ceélulas vizinhas, estabelecendo nestas um estado de defesa antiviral, que
limita a disseminagao dos virus. Os PRRs reconhecem e se ligam aos padrdes
moleculares associados aos patogenos (PAMPs) e esta interagéo, leva a
ativacao de fatores de transcri¢ao tais como NF-kB (fator nuclear-kB) e fatores
regulatorios de IFN (IRFs). Estas proteinas regulam a expressao de citocinas
pro-inflamatorias e IFNs do tipo | respectivamente (FIGURA 7) (ANK et al,
2006; ALMEIDA et al, 2008; BONJARDIM, 2008).

As atividades biolégicas dos IFNs sdo associadas com a indugdo de diversos
genes conhecidos como ISGs (genes estimulados por interferon) que incluem
proteinas relacionadas com atividade antiviral, processamento de antigenos,
sinalizagdo, quimiocinas, GTPases, ciclo celular, modulagdo da resposta
imune, apoptose, dentre outros fatores (COELHO et al, 2006). Para isto, os
IFNs se ligam a seus receptores celulares, desecadeando uma cascata de
transducdo de sinal que regula a transcricdo dos ISGs. A ativagdo dos ISGs
ocorre quando o IFN se liga ao seu receptor celular, que ativa Janus quinases
(Jacks) ou tirosinas quinases (Tyks). Estas quinases ativadas, fosforilam
transdutores de sinais e ativadores da transcricdo (STATS), que vao para o
nucleo e se ligam a sequéncias especificas DNA presentes nos promotores dos
ISGs (FIGURA 8) (SEN, 2001, UZE, 2007, BONJARDIM, 2008).
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Figura 7 - Representagdao esquematica da estimulagdo da expressdo dos ISGs e
iniciagao da atividade antiviral desencadeada pelos IFNs.

As proteinas virais e acidos nucléicos (PAMPs) sédo reconhecidos pelos PRRs celulares (TLRs
3,7,8,9 MDAS5 ou RIG1). A interacdo PRR-PAMP desencadeia uma cascata de sinalizagdo que
regulam a transcrigdo dos ISGs e também de citocinas pré-inflamatdrias e quimiocinas. Fonte:
adaptado de KATZE et al., 2008.
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Figura 8 — Representacdo esquematica da via de sinalizagcdo dos IFNs através de seus
receptores celulares.

A acao dos interferons é mediada através de seus receptores celulares que ativam fatores da
transcricdo que se deslocam para o nucleo para induzir os ISGs através do promotor ISREs
(elementos responsivos estimulados por IFNs) para os IFNs tipo | e Il ou GAS para o IFN tipo
Il. Fonte: adaptado de SADLER et al., 2008.

Os mais bem caracterizados fatores antivirais induzidos pelos IFNs até o
momento sdo a proteina quinase R (PKR), o sistema 2’-5'coligoadenilato
sintetase/RNase L e as proteinas Mx. Estes interferem com a transcrigcdo, a
traducao e a replicagcao do genoma viral (WEBER et al., 2002b; LEVY et al.,
2003; BONJARDIM, 2005; HALLER et al., 2006). Os genes 2’5'0OAS e PKR

quando ativados por ligagdo a RNA de dupla fita, interrompem a sintese
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protéica celular, j3 o gene MxA esta envolvido na inibicdo da entrada do
material genético viral no nucleo da célula hospedeira. O gene 6-16 induzido
por interferons é também bem caracterizado e, esta envolvido com interrupgao

da sintese protéica e indugao de apoptose (SEN, 2001).

Os IFN séao divididos em trés grupos de acordo com o complexo receptor pelos
quais eles sinalizam: o tipo | (chamados IFNs alfa, beta, delta, épsilon, kappa,
Omega e tau), o tipo Il (IFN gama) e o tipo Il descobertos recentemente
(chamados IFNs lambda 1, lambda 2 e lambda 3 ou interleucinas 29, 28a e 28b
respectivamente (ANK et al, 2006; ALMEIDA et al, 2008; BONJARDIM, 2008;
SADLER, 2008).

1.4.1 — Interferons do tipo |, Il e Il

Os interferons do tipo | sdo divididos em sete subtipos em mamiferos e, cada
ordem contém pelo menos um IFN-a e um IFN-B. Por definicdo os membros do
tipo | de IFNs exibem uma atividade antiviral e, se ligam ao mesmo receptor
celular (IFNABR) composto de duas subunidades (IFNAR1/2), ativando as
mesmas vias de sinalizagdo, que levam a ativacdo da transcricdo de um
conjunto de genes controlado pelo complexo transcricional ISGF3 (ALMEIDA et
al, 2008; SADLER et al, 2008; MORDSTEIN et al, 2008). Este receptor esta
presente esta presente em quase todos os tipos celulares, sendo pouco
abundantes por célula, porém mesmo em baixas quantidades, as células séo
capazes de responder de forma robusta aos IFNs, sugerindo que podem estar
agrupados em areas especificas da membrana celular (KIM et al, 1997). Os
genes que codificam os IFNs do tipo | ndo possuem introns e estao localizados
no cromossomo nove humano (VILCEK, 2003).

Os IFN-a e IFN-f s&o produzidos em resposta as infecgbes virais por
leucocitos e maioria dos tipos celulares, bem como fibroblastos
respectivamente, sendo as principais citocinas do sistema imune inato e, sua
indugdo controlada a niveis transcricionais. (GOODBOURN et al., 2000;
TANIGUCHI, 2001; VILCEK, 2003). A atividade antiviral dos IFNs do tipo |
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ocorre através da ativagao dos ISGs e modulacdo do sistema imune inato
(FIGURA 8). Estes possuem ainda fungdes antiproliferativas (SEN, 2001).

Os IFNs do tipo | combatem os virus diretamente por inibirem sua multiplicagéo
nas células e, indiretamente por estimular as respostas imunes inatas e
adaptativas. A atividade antiviral é exercida por diferentes mecanismos como
bloqueio da penetragdo da particula viral na célula hospedeira, controle da
transcricdo viral, clivagem de RNAs e prevencdo da tradugcdo dos RNAs
produzidos (ANK, 2006).

O tipo Il de IFN compreende um unico membro (IFN-y), que se liga ao receptor
IFNGR para exercer sua atividade imunomodulatéria (ALMEIDA et al, 2008;
SADLER et al, 2008). Este é produzido principalmente por linfocitos T e células
“Natural Killer” (NK) apds sua ativagao por antigenos ou agentes mitogénicos
como a fitohemaglutinina e a concanavalina-A e é essencial para modular a
resposta imune adaptativa frente a um patégeno (GOODBOURN et al., 2000;
VILCEK, 2003). Este nao ¢ induzido diretamente em resposta a uma infecgao
viral, porém, em semelhanga aos IFNs do tipo I, também possui atividade
antiviral e antiproliferativa (SEN, 2001). O gene que codifica esta citocina esta
localizado no cromossomo doze humano (VILCEK, 2003).

Os IFNs do tipo | e Il e todas as citocinas conhecidas que utilizam os
receptores de citocina da classe |l sinalizam através dos transdutores de sinais
(Jak- tirosinas quinases) e ativadores da transcri¢ao via (Jack-STAT) (FIGURA
8) (VILCEK, 2003).

Os IFNs do tipo Il foram descobertos recentemente e s&o geneticamente e
estruturalmente relacionados aos membros da familia IL-10 de citocinas, mas
com fungdes similares as dos IFNs do tipo | (SOMMEREYNS et al, 2008).
Estes sdo representados por trés genes com introns, no cromossomo 19
humano e tal como os IFNs do tipo |, também expressos pelas células
mononucleares periféricas do sangue e células dendriticas depois de uma

infecgdo por virus ou presenga de RNA dupla-fita (MEAGER et al, 2005;
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ALMEIDA et al, 2008). Pouco é conhecido desta nova classe de IFNs que tém

sido propostos por serem ancestrais dos IFNs do tipo | (SADLER, 2008).

Estes exibem atividade antiviral, porém s&o estruturalmente e geneticamente
distintos dos IFNs do tipo I, se ligando a um complexo receptor que € composto
por uma unica subunidade IL-28Ra (familia de receptores de citocinas da
classe IlI) e outra subunidade IL-10RB. Assim, os IFNs do tipo | e lll sdo
idénticos em termos de mecanismos de indugdo, transducdo de sinal e
atividades biolégicas (MEAGER et al, 2005;UZE et al, 2007; ALMEIDA et al,
2008).

O receptor celular para os IFNs do tipo | (IFNAR1/2) esta presente na maioria,
se ndo todas, as células nucleadas, enquanto a expressao da subunidade IL-
28Ra é restrita a determinados tipos celulares. Consequentemente, a protecao
antiviral pelos IFNs do tipo | € observada na maioria dos tipos celulares,
enquanto a protecdo mediada pelos IFNs-A é restrita a células que expressam
o complexo IL-28R funcional (MORDSTEIN, 2008). Portanto, mesmo as
atividades biol6gicas destes dois grupos de IFN sendo redundantes estas, sao
geralmente menos intensa e mais restrita (MEAGER et al, 2005;UZE et al,
2007; ALMEIDA et al, 2008).

A expressao dos IFNs do tipo I[ll mostrou ser dependente dos mesmos
estimulos (infecgao viral e TLRs) e vias de transdugéo de sinal como aquelas
para os IFNs do tipo |, apesar dos receptores celulares serem diferentes. As
respostas desencadeadas por eles também s&o similares, levando a ativacao
de STAT-1 e STAT-2 resultando na transcricao dos conhecidos ISGs (FIGURA
8) (VILCEK, 2003; SOMMEREYNS et al, 2008; MORDSTEIN, 2008).

Varias classes de virus com genomas tanto DNA quanto RNA, s&o capazes de
induzir a expressao de IFN-A in vitro. Além disso, IFN-A recombinante exibe
potente atividade antiviral contra HSV-2 in vivo, estimulando também a
expressao de IFN-y durante o curso da infecgao (ANK, 2006).
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1.4.2 — Interferons e a familia Bunyaviridae

Experimentos in vitro e in vivo ttm demonstrado que o IFN-a € capaz de inibir a
replicagcdo de muitos virus, como por exemplo, o virus da dengue, vaccinia,
ebola, dentre outros. Os IFNs tém sido utilizados também para o tratamento de
infecgdes cronicas causadas pelos virus da hepatite B e C.

LIVONESI et al, 2007 demonstrou que, IFN-a foi capaz de apresentar atividade
antiviral in vitro contra diversos orthobuniavirus como Oropouche, Caraparu,
Guama, Guaroa e Tacaiuma. Adicionalmente, esta autora também demonstrou
a atividade antiviral in vivo do IFN-a contra o virus Oropouche e Guaroa
quando usado para tratamento profilatico sugerindo portanto, o potencial
terapéutico dos IFNs na prevencdo de doencas causadas por membros da

familia Bunyaviridae.

A atividade contra os bunyavirus tem também sido investigada para as
proteinas Mx que sdo GTPases e fazem parte da ativacdo do estado antiviral
induzido pelos IFN-a/B . A multiplicagdo de diversos membros dessa familia,
incluindo LAC (virus La Crosse), RVF (virus Rift Valley) e HTN (Hantavirus) &
fortemente inibida se a proteina humana MxA €& produzida pela célula.
Destacando desse modo, o quanto os IFNs s&o importantes para o controle da
infecgao viral (TANYA et al., 2001; WEBER et al, 2002a).

Dados produzidos por pesquisadores do Laboratério de Virus ICB desde a
década de setenta sobre esta familia viral, apontam para a importancia do
sistema interferon para as defesas do hospedeiro e consequente estimulacio
das respostas imunes inatas e adaptativas. Os diversos Orthobunyavirus do
Grupo C, ainda que estreitamente relacionados entre si, apresentam grande
variabilidade na producdo e sensibilidade aos interferons, sendo o virus
Oriboca o melhor indutor de IFNs e, o virus Apeu o mais sensivel a acdo do
interferon em células de membranas amniéticas humanas (MEZENCIO et al.,
1978; PETRILLO-PEIXOTO, et al., 1980). Recentemente ALMEIDA et al 2008
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demonstrou a atividade antiviral dos IFNs do tipo | e Ill ao proteger a célula
VERO contra o virus APEU.

Até o momento, ndo existem vacinas nem tratamentos para essas arboviroses

de grande potencial emergente e o entendimento das respostas antivirais s&o

importantes para o estudo das defesas do hospedeiro contra os agentes virais.
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Il - RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
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Durante os ultimos anos temos assistido a uma alarmante e crescente
emergéncia de doengas virais, € em muitos casos os agentes causadores de
tais moléstias n&o sao prontamente reconhecidos, o que dificulta o tratamento
dos individuos afetados bem como as estratégias de controle epidemiolégico.
Grande parte dessas doencgas virais € causada pelo arbovirus, que podem
causar doencas de carater epidémico em humanos. Dede o século vinte,
poucas regides do mundo tém escapado dessas epidemias relacionadas aos

arbovirus.

O Brasil, como um grande pais tropical recoberto por florestas e outros
ecossistemas naturais, apresenta condi¢bes ideais para a ocorréncia de
diversas arboviroses, que sdo mantidas em uma grande variedade de ciclos
zoonoticos. Desde a década de cinquenta do século passado, mais de 187
arbovirus diferentes foram isolados na regido Amazobnica, que possui uma
grande diversidade de artrépodes e vertebrados. Deste total, trinta e dois sdo
conhecidos por serem patogénicos ao homem, podendo causar febre,
exantema, doenca hemorragica e encefalites. Ainda, uma outra porcentagem é
considerada como um importante problema de saude publica, podendo causar
doengas severas em humanos, causando a morte. Epidemias tém sido

relatadas nos estados do Para, Ronddnia, Roraima e Amazonas.

O risco da emergéncia de novas arboviroses no Brasil esta diretamente
relacionado a existéncia de grandes centros urbanos, infestados de mosquitos
como o Culex e o Aedes aegypti. Além disso, as mudangas ecologicas e
sociais produzidas pelo homem podem aumentar a prevaléncia dos vetores e
criar novos reservatorios para os arbovirus. Vale destacar também, o trafego
de novos agentes via a migragdo de pessoas infectadas como um importante

mecanismo de dispersao viral.

Os arbovirus pertencentes a familia Bunyaviridae s&o os unicos cujo espectro
de hospedeiros inclui invertebrados, vertebrados e plantas e com todas essas
mudangas que vém ocorrendo, podemos esperar que o0s membros desta

familia se tornem importantes agentes infecciosos emergentes e re-
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emergentes. Nesse contexto podemos destacar os Orthobunyavirus do grupo
C.

Ja foi demonstrado que, os virus do grupo C ndo estdo limitados somente a
regidao norte do Brasil onde foram inicialmente isolados, pois o virus Caraparu
ja foi também isolado no estado de Sao Paulo. Certamente, a distribuicdo
subestimada dos Orthobunyavirus do grupo C decorre do simples fato que
investigagcbes epidemiologicas para estes virus concentram-se apenas nas
imediacbes de onde foram inicialmente isolados. Além disso, existem
dificuldades nas investigagbes, devido a interpretagcdo dos resultados dos

testes soroldgicos, ja que reagdes cruzadas entre os virus s&o comuns.

Assim, este trabalho tem como objetivo dar prosseguimento aos demais
estudos envolvendo os Orthobunyavirus do grupo C, que vém sendo realizados
pelo Laboratério de Virus. Para tanto, o virus aqui estudado sera o Oriboca
(BeAn17).

Os interferons apresentam além de suas propriedades antivirais, um importante
papel na regulacdo do crescimento celular e também essas citocinas atuam
como imunomodulatérias das respostas imunes do hospedeiro. Eles séo,

portanto, um elo entre as respostas imunes inatas e adaptativas.

A atividade antiviral dos IFNs tem sido largamente estudada, como um dos
passos para o entendimento dos mecanismos de defesa naturais do
hospedeiro, bem como para evidenciar marcadores especificos virais que
possam ser alvos para o bloqueio da infecgdo na célula. A importancia desses
estudos cresce, na medida em que o risco do aparecimento dessas doencgas

virais emergentes torna-se cada vez mais eminente.

Alguns INFs do tipo | sao utilizados para o tratamento de algumas doencgas
virais como a hepatite B e C, ja os IFNs do tipo lll foram descritos
recentemente e, também apresentam atividade antiviral. Suas atividades
bioldgicas sdo redundantes com as atividades biologicas dos IFNs do tipo |l

porém, mais estudos sao necessarios para melhor caracterizar essas acdes
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para outras familias virais e seus membros. Os receptores dessas duas classes
de IFNs sao diferentes, apesar de compartilharem a mesma via de sinalizagcao

intracelular para e expressao dos diversos ISGs.

Adicionalmente o receptor para os IFNs do tipo Il sdo restritos a poucos tipos
celulares, ao contrario do receptor dos IFNs do tipo | que, sdo expressos na
maioria das células nucleadas. Assim provavelmente, os efeitos colaterais
resultantes de um tratamento com essa nova classe de citocinas podera ser
mais brando ou talvez mais especifico. Assim a protegédo antiviral pelos IFns
do tipo | sdo observadas na maioria dos tipos celulares, enquanto a protecao
antiviral mediada pelos IFNs do tipo Il é restrita a células que expressam o
complexo receptor funcional 1I-28R. Por conseguinte o espectro de tipos
celulares que respondem ao IFN lambda € ainda pobremente entendido.

O estudo da atividade antiviral dos interferons contra um membro da familia
Bunyaviridae, e de algumas proteinas relacionadas ao estado antiviral pela
infecgdo pelo ORIV, constitui um importante instrumento na busca da
compreensao dos eventos que envolvem a relagcédo entre os virus e as células
hospedeiras. A elucidacao de tais processos € de vital importancia ndo apenas
no campo da Virologia Basica, sendo ainda um ponto de partida para o
estabelecimento de novas abordagens terapéuticas e para o desenvolvimento

de novas drogas antivirais.

Tais virus foram em um primeiro instante, submetidos aos ensaios de
clonagem de placa, a fim de se obter clones de virus isolados, que foram entao
submetidos a reagdes sorologicas classicas. Em seguida o objetivo foi avaliar a
atividade antiviral dos IFNs do tipo | e Ill contra a multiplicacdo do ORIV bem
como a capacidade do mesmo em induzir a produzir IFN. Uma outra
abordagem foi determinar a participagéo das proteinas antivirais (ISGs) através
da quantificacdo dos seus mMRNAs ap0ds infeccao pelo ORIV.

O estudo deste Orthobunyavirus do grupo C (ORIV) bem como a avaliagao de
sua sensibilidade aos IFNs do tipo | e tipo Ill, possibilitou um maior
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entendimento acerca de aspectos importantes da biologia desse arbovirus,
sobretudo alguns aspectos soroldgicos e de sua multiplicagao in vitro.
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Il - OBJETIVOS



3.1 — Objetivo geral

Caracterizar através de algumas abordagens biolégicas o virus Oriboca e

estudar a atividade antiviral dos IFNs do tipo | e Ill contra esse arbovirus do

grupo C.

3.2 — Objetivos especificos

3.2.1 — Caracterizacao in vitro

Clonar a amostra do ORIV e avaliar as reagbes sorolégicas cruzadas entre
0s clones virais.

Analisar o curso da infeccdo do ORIV em células VERO e avaliar o efeito
citopatico (ECP);

Caracterizar a curva de multiplicacdo do virus;

Avaliar a indugao da producéao de IFN apods infeccédo pelo ORIV em células
L929;

3.2.2 — Atividade antiviral dos IFNs contra o ORIV

<\

Produzir o IFN lambda 1 recombinante;

Verificar a atividade antiviral dos IFNs alfa, beta e lambda 1 comparando-as;
Determinar se um pré-tratamento com IFN do tipo Il influencia na resposta
a um segundo tratamento com IFNa2A;

Avaliar a indugao dos genes ativados por IFN (ISG) 2'5°0AS, PKR e 6-16,
apos infeccao pelo ORIV.

20



IV — MATERIAIS E METODOS
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4.1 - Células

4.1.1 - Células 293T

As células 293T sdo uma linhagem de células epiteliais renais humanas e
foram multiplicadas em meio DMEM, com alta concentracdo de glicose
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) contendo gentamicina (50
pMg/mL), penicilina potassica(100U/mL) e fungizona(2,0 ug/mL) em ambiente
com 5% CO; a 37°C. Estas células foram utilizadas para a produgédo do IFN
lambda 1.

4.1.2 - Células VERO

As células de linhagem continua VERO, derivadas de epitélio de rim de
macaco verde (Cercopithecus aethiops), foram adquiridas originalmente da
American Type Culture Collection (ATCC), Maryland, USA, na passagem
numero 126 e, em seguida, cultivadas no Laboratério de Virus da UFMG por
um numero desconhecido de passagens. Estas células foram utilizadas para
multiplicagdo de virus, titulagbes, clonagem da amostra viral, além dos
experimentos de soroneutralizag&do, curva de multiplicagao e atividade antiviral

dos IFNs do tipo | e Il

4.1.3 - Células L929

As células murinas L929 foram obtidas do Roche Institute of Molecular Biology, New

Jersey, USA, e foram gentiimente cedidas pelo Dr. Sidney Pestka. Estas células

foram utilizadas nos ensaios de inducédo da producado de interferon apos a infecgao

com o ORIV e em ensaios da medida da atividade antiviral deste interferon.

4.1.4 - A549

As células A549 sao células derivadas de carcinoma de pulmdo humano. Apesar de

serem células tumorais, elas respondem ao tratamento com os IFN, tendo sido
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utilizadas nos experimentos de cinética inducao dos ISG 2’5'0AS, PKR e 6-16 apds
infecgdo com o ORIV. As células A549 sao células derivadas de carcinoma de
pulmdo humano. Estas células respondem ao tratamento com os IFN, portanto,
foram utilizadas nos experimentos de cinética indugao dos ISG 2’5’0AS, PKR e 6-16
apos infeccdo com o ORIV.

4.1.4 — HepG2

As células HepG2 sao células derivadas de hepatocarcinoma humano e foram
obtidas da ATCC (catalogo de numero HB-8065). Estas células foram utilizadas

para os experimentos de atividade antiviral.

4.1.5 - Meio de Cultura e subcultivos

As células VERO, L929 e HepG2, foram cultivadas em meio minimo de Eagle
modificado por Dulbeco (DMEM), suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB) (CULTILAB, Brasil), gentamicina (50 pg/mL), penicilina potassica (100
U/mL) e fungizona(2,0 pg/mL). As células foram mantidas em garrafas
apropriadas e incubadas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. Os
subcultivos de todas as linhagens acima citadas, foram realizados em
intervalos de 2-3 dias, utilizando-se solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS: NaCl 1,5 mM; Na2HPO4 40 mM; KH2PO4 20 mM; pH 7,2) e solugédo de
tripsina/EDTA (NaCl 136 mM; KCI 5 mM; glicose 55 mM; NaHCO3 69 mM; 0,5
g p/v tripsina 1:250 (Difco); EDTA 0,5 mM; 1% vermelho de fenol).

4.2 - Amostra de Virus

4.2.1 - Origem

Neste estudo foi utilizada a amostra de Orthobunyavirus do grupo C Oriboca
(BeAn 17), obtido da American Type Culture Collection (ATCC).
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4.2.2 - Producgao dos estoques virais

O virus Oriboca foi multiplicado em garrafas (182cm?) contendo
monocamada completa de células VERO. A adsor¢do foi feita a uma
multiplicidade de infecgado (m.o.i.) de 0.1, a 37°C, em atmosfera de 5% de

CO,, com homogeneizag&o constante durante 1 hora. Apos essa etapa,

meio DMEM com 2% de SFB foi acrescido para um volume final de 25ml,
sendo a garrafa incubada até o efeito citopatico ter atingido 70 a 90% da
monocamada. O sobrenadante das culturas infectadas com o ORIV, foi
clarificado apés centrifugagéo por 5 minutos a 2500rpm (centrifuga Sorvall
RC-5B, em rotor SS34) a 4°C. O sobrenadante clarificado foi aliquotado em
microtubos, contendo 300ul e armazenado a -70°C para posterior titulagao e

uso.

4.3 - Titulagao de virus

4.3.1 - Titulagao por UFP

Em placa de seis camaras, foram implantados 0,7 milhdes de células
Vero/camara. Quando as células apresentaram uma confluéncia de 90%,
foram adicionados 500ul de diluicdes seriadas do virus em 5 camaras,
deixando uma como controle negativo. Apos 1 hora de adsorgdo, o meio foi
removido e foram acrescentados, a cada camara, 2,0ml de DMEM semi-sélido
acrescido de carboximetilcelulose (CMC) e suplementado com 2% de SFB,
seguindo nova incubagédo a 37°C. Apds 3-5 dias quando as placas de lise ja
estavam visiveis a olho nu, o meio foi desprezado e as células fixadas em
solugao 10% de formol por 30 minutos. Em seguida, a monocamada foi corada
com solugéo de cristal violeta (1% do corante em 20% de solugao alcodlica),
por 15 minutos. O titulo foi expresso em unidades formadoras de placas
(UFP/ml), calculada pelo numero de placas (entre 30 e 300 placas) multiplicado
pelo inverso das diluigdes. Os resultados foram apresentados pela média de
pelo menos 3 titulagdes.
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4.4 - Clonagem da Amostra de Virus

Monocamadas confluentes de células VERO, em placas de 86 mm de didmetro
(Corning®, USA), foram infectadas com 500 uL de varias diluigdes, sendo que
na diluicdo 5x10° de uma das preparaces do virus Oriboca, foram obtidas
placas isoladas. A adsorgéao foi feita a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO,
e com homogeneizagcdo de 10 em10 minutos até1 hora. Apos a adsorgao, as
células foram lavadas com PBS 1X e foi acrescentada uma mistura contendo
meio 199 2X, 2% de SFB, antibidticos e solugdo de agarose a 2%. As placas
foram, entdo, novamente incubadas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO;
até o surgimento de areas de lise, contendo os clones virais. Estes, por sua
vez, foram coletados com o auxilio de ponteiras e transferidos para microtubos
contendo 100 uL de DMEM sem SFB. Alguns clones virais foram escolhidos
aleatoriamente e, utilizados para uma primeira passagem em células VERO em
microplacas de 24 cavidades. O sobrenadante apds infeccao foi coletado e,
uma aliquota armazenada a -70°C sendo a outra usada para uma segunda
passagem em células VERO, em garrafas de 25 cm? (segunda passagem). O
virus obtido da segunda passagem, também foi clarificado do sobrenadante
apos centrifugagdo a 2.500 rpm por 5 minutos, em centrifuga refrigerada
Sorvall (RT6000B, em rotor HIO0O0B) a 4°C. Apos clarificagao, os virus clonados
foram distribuidos (500 uL) em tubos Eppendorf e, armazenados a -70°C. A

titulagao dos clones virais foi feita conforme ja descrito em titulagao de virus.

4.5 - Anticorpos

Anticorpo anti-arbovirus do grupo C-I obtido a partir de fluido ascitico murino foi
adquirido do National Institutes of Health (NIH Research Reagente, N° catalogo
G201-701-567, 1966).

Anticorpo policlonal anti-APEUV foi previamente produzido no Laboratério de

Virus (1982) através da imunizacado de coelhos, concentrado por sulfato de

amoénio e purificado em gradiente de sacarose. Apds imunizagdo, 0 sangue
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dos animais foi coletado e devidamente processado para obteng¢dao do soro,

sendo as amostras aliquotadas, rotuladas e armazenadas a —70°C.

4.3.1 - Ensaios de soroneutralizagao

Antes de serem utilizadas em ensaio de soroneutralizagcdo, as amostras de
soro, foram incubadas em banho-Maria a 56°C por 30 min, para inativar o
sistema do complemento. A titulagdo de Ac foi feita diluindo-se o soro na
razdo de 2, em 250 ul de DMEM com 1% de SFB, em placas de 6 camaras,
nas seguintes diluigdes: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200,
1:6400, 1:12800 e 1:25600. Foram acrescentados a cada diluicdo, 500 ul da
diluicao do ORIV estoque, de forma que o ECP pudesse ser visualizado, na
cultura de tecido, em aproximadamente 48h. A diluicdo do soro ocorrida
pela adigdo do virus (250 ul) foi levada em consideragao para efeitos do

calculo do titulo.

Em seguida as placas contendo a mistura (soro+virus) foram incubadas a
37°C por 1h, para permitir a interacdo virus-anticorpo, quando foi entdo
adicionada as placas de 6 camaras contendo uma monocamada confluente
de células VERO. Em cada microplaca foram feitos controle de células onde
as camaras receberam 500 ul de DMEM 1% de SFB, enquanto que, as
camaras correspondentes ao controle de virus receberam 250 ul do virus
sem Ac e 250 ul de DMEM 1% de SFB. As placas foram incubadas em
atmosfera de 5% de CO,, a 37°C e foram observadas diariamente até o
aparecimento do ECP. As células foram coradas com 48h de apés infeccgao,
quando o controle de virus apresentava um ECP de 75-100%. O titulo de
anticorpos foi entdo calculado como o inverso da diluicdo onde houve
reducao de 50% do ECP.

4.6 - Ensaio de producgao de IFN em células L929

As células L929 foram implantadas em placa de 24 camaras (250 mil
células/camara), em DMEM 5% de SFB, e incubadas a 37°C em estufa de CO,
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por 24h. Entdo, o sobrenadante das células foi descartado e o virus Oriboca,
adicionado em uma m.o.i. de 1, 10 ou 25. A mistura virus com célula foi
mantida por 1Th em estufa de CO, a 37°C para a adsorg¢ao viral. Apdés a
adsorc¢ao, foi acrescentado a cada cavidade 1ml de DMEM com 1% de SFB.
Aliquotas de 500 ul de cada sobrenadante foram entdo coletadas nos tempos
3h, 6h, 12h, 24h e 48h e 72h, inativadas 3 minutos sob luz UV e o IFN presente
no sobrenadante foi quantificado pela medida da atividade antiviral em células
L929, como descrito por FERREIRA e colaboradores (1977).

4.7 - Atividade antiviral (FERREIRA et al,1977)

A titulagdo das amostras do sobrenadante de células L929 infectadas com o
viirus Oriboca foi feita em placas de microtécnica, onde a presenca dos IFNs
nos sobrenadantes obtidos foi detectada pela inibicdo da infecgao de células
pelo virus da encefalomiocardite murina (EMCV). A atividade antiviral do IFN
presente nos sobrenadantes de células L929 foi feita em células L929, visto ser
o IFN espécie-especifico.

Na medida da atividade antiviral, foi utilizado um IFN de referéncia de
concentracido conhecida como controle, IFN-a2a1 recombinante, que, apesar
de ser um IFN humano, possui atividade em células murinas. O virus EMC foi

utilizado como virus desafio.

As amostras dos sobrenadantes foram diluidas em DMEM com 1% de SFB na
razao de 2 de 1:10 até 1:20480. Entdo, 100uL foram aplicados nas cavidades
de uma placa de microtécnica contendo monocamada completa de L929. O
IFN padréao foi diluido em DMEM com 1% de SFB na razdo de 2 de 1:20 até
1:40960. Uma coluna foi utilizada como controle de células L929. Apds o
tratamento por 18 horas das células com os sobrenadantes ou com o IFN
padronizado no laboratério (IFNa1A gentiimente cedido pelo laboratério
Bergamo), foi adicionado em cada cavidade 100uL do virus EMC (8,5 x10’
UFP/mL) diluido 1/8000. Uma coluna também foi reservada para o controle de
virus (células + DMEM 1% de SFB + virus EMC). Ao adicionar 100uL das
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diluicbes dos virus as placas, as amostras dos sobrenadantes, assim como os
IFNs controle, passaram a uma nova diluigdo na razdo de 2. O titulo da
amostra de IFN foi determinado como a reciproca da maior diluicdo do
interferon, que inibia 50% da multiplicacéo do virus.

4.8 — Interferons

Os IFNs alfa2A e beta recombinantes foram obtidos comercialmente
(Bergamo e Rentschier Arzneimittel GmbH & Co, respectivamente. O IFN
lambda 1 recombinante foi produzido em células 293T utilizando o
plasmideo pSPXllneo contendo a sequéncia deste IFN clonada. Tal
plasmideo clonado em bactérias Escherichia coli DH5a competentes, foi
gentiimente cedido pelo Dr. Gabriel Magno de Freitas Almeida (St Mary
Campus (Imperial College London). Estes IFNs foram utilizados nos

experimentos de atividade antiviral.

4.8.1 — Obtencao do plasmideo pSPXllneo em grande escala
para a producao do IFN lambda 1 recombinantes (Endofree
Plasmid Maxi Kit (Qiagen)

Bactérias Escherichia coli DH5a contendo tal sequéncia deste IFN clonada,
foram crescidas em meio (LB) 1X (bacto triptona 1% p/v; extrato de levedura
0,5% p/v; NaCl 171 mM) contendo ampicilina (50ug/mL) para a obtengéo do
plasmideo em larga escala através do emprego do Kit Endofree Plasmid Maxi
Kit (Qiagen), conforme instru¢cdes do fabricante. Este se baseia na purificagcao
através de um procedimento modificado de lise alcalina, seguida pela ligag&o
do plasmideo a resina de troca ani6nica da Qiagen sob condi¢des apropriadas.
RNA, proteinas e impurezas sado removidas e o plasmideo eluido em um
tampao com alta concentragdo de sal e em seguida precipitado e concentrado

com isopropanol.
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4.8.2 - Producgao de IFN lambda 1

Células 293T multiplicadas em garrafas de 75 cm? com 50% de confluéncia foram
utilizadas para a transfec¢ao. Quinze pug do plasmideo pSPXlIneo foi misturado com
600 yL de OPTMEM em um microtubo. Paralelamente, em outro microtudo foi
misturados 50 pL de lipofectamina com 600 yL de OPTMEM. Estes foram incubados
a temperatura ambiente por 45 minutos. Apds estes tempo o conteudo dos
microtubos foram mistutados e, seguida nova incubagdo por quinze minutos. As
células foram entdo lavadas com DMEM com alta concentracdo de glicose, sem
antibidticos e SFB. O plasmideo-lipofectamina agora, foi misturado a 8,8 mL de
DMEM com alta concentragdo de glicose sem antibidticos e SFB e adicionados a
garrafa contendo a célula 293T. Uma garrafa foi deixada como controle da
transfec¢cdo. O meio das garrafas foi coletado 24h, 72h e 120h apds a transfecgéo,

sendo o meio reposto com igual volume, para posterior titugdo do IFN produzido.
4.8.3 - Titulagao do IFN lambda 1 recombinante

Os IFNs produzidos em células 293T foram diluidos em meio DMEM contendo 1%
de SFB, colocados no primeiro pogo de uma placa de 96 camaras e entdo diluidos
na razédo de 2 de 1:5 até 1:10240 ao longo da placa. Os IFNs diluidos foram
utilizados para tratar células VERO cultivadas em placas de 96 camaras com 90%
de confluéncia.Para isso, 100uL foram aplicados em cada cavidade da placa de 96
camaras. O IFN padrao do laboratério de concentragdo conhecida, foi diluido em
DMEM com 1% de SFB na razdo de 2 de 1:2000 até 1:4096000. Uma coluna foi
utilizada como controle de células L929 e outra para o controle de virus. Apds o
tratamento por 18 horas das células com os sobrenadantes ou com o IFN padrao, foi
adicionado em cada cavidade 100uL do virus EMC (8,5 x10” UFP/mL) diluido
1/15000. Ao adicionar 100uL das diluicbes dos virus as placas, as amostras dos
sobrenadantes, assim como o IFNs padrdo, passaram a uma nova diluicdo na razao
de 2. A infecgao foi monitorada por 48 horas e as placas fixadas com formol 3,7% e

coradas com cristal violeta 1% para analise do resultado.
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4.9 - Avaliagao da atividade antiviral dos IFNs

A sensibilidade do ORIV aos IFN-a humano (HulFN-a2A), IFN-B e IFN-A1, foi
observada em células VERO, uma vez que essas nao produzem IFN. Para tal,
um total de 700 mil células/camara foi implantada em placa de 6 cAmaras, em
DMEM 5% de SFB, e incubadas a 37°C em estufa de CO,. Apos a formacgao da
monocamada, foram adicionadas em cada cavidade 0,1, 1, 10, 100, 1000 ou
10000 unidades/ml de IFN, diluidos em DMEM 1% de SFB. As células controle
nao foram pré-tratadas com IFN e receberdo apenas DMEM 1% de SFB. Apds
18h do tratamento com os IFNs, o sobrenadante das células foi descartado e o
virus adicionado as cavidades em uma m.o.i. de 1, em um volume de 500 ul de
DMEM sem SFB. As placas permaneceram por 1Th em atmosfera de CO; a
37°C, sob homogeneizagéo constante, para adsorg¢ao viral. Apos o periodo de
adsorgao, a monocamada de células foi lavada 2 vezes com PBS 1X para
retirar todos os virus que ndo adsorveram e foi adicionado em cada cavidade 2
mL de DMEM semi-sélido acrescido de carboximetilcelulose (CMC) e
suplementado com 2% de SFB, seguindo nova incubagao a 37°C. As placas
serdo entdo mantidas em estufa de CO, a 37°C, para a titulagdo dos virus
presentes por contagem das unidades formadoras de placa.

4.10 - Inducao dos genes estimulados por IFN (ISG)

4.10.1 - Extracao de RNA total celular

Células A549 foram crescidas em placas de 6 camaras e apoés 80% de
confluéncia, foram infectadas com o ORIV, em uma m.o.i. de 1. Células nao
infectadas foram utilizadas como controle. Nos tempos 6, 18 e 24 h.p.i., 0 RNA
total celular foi extraido com o kit RNeasy (Qiagen, Germany) de acordo com
as recomendacoes do fabricante.
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4.10.2 — Reacgao de transcrigao reversa (RT)

Para a reacido de transcricdo reversa, 5yl do RNA extraido das culturas de
células foram utilizados como molde. As reacbes foram feitas utilizando-se a
enzima M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase-
Promega), tampao 5X, dNTPs, oligo dT, DTT nas concentra¢des indicadas pelo
fabricante e agua q.s.p para 25 ul. O RNA, oligo dT e agua foram incubados a
70°C por 5 min e depois deixados em gelo por 5 min. Os outros componentes
da reacado foram adicionados e os tubos foram incubados a 42°C por 1h e a
72°C por 15min. O cDNA resultante foi diluido em 50 ul de agua e utilizado
como molde nas reagdes de PCR em tempo real.

4.10.3 — Reagao em cadeia da polimerase- PCR em tempo real

A ativacao dos ISGs 2’5°0OAS, PKR, 6-16 e MxA foi avaliada por PCR em
tempo real, apos infecgao com o ORIV. O gene constitutivo B-actina foi utilizado
também em reacgdes para normalizar a quantidade interna de RNA. Foram

utilizados os seguintes iniciadores nas reagoes:

2’5'0AS:

2’5°0AS FWD — 5’AACTGCTTCCGACAATCAAC 3
2’5°0AS REV - 5°CCTCCTTCTCCCTCCAAAA 3
6-16:

6-16 FWD — 5’ CATGCGGCAGAAGGCGGTAT 3
6-16 VER — 5°CGACGGCCATGAAGGTCAGG &
PKR:

PKR FWD — 5 TCTACGCTTTGGGGCTAA 3

PKR VER - 5 GCCATCCCGTAGGTCTGT 3
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MxA:
MxA FWD - 5’ ATCCTGGGATTTTGGGGCTT3

MxA VER - 5°CCGCTTGTCGCTGGTGTCG 3

B-actina:
B-actina FWD — 5’TGA CGG GGT CAC CCACACTGT GCC C 3

B-actina VER —5'CTA GAAGCA TTT GCG GTG GAC GAT GG 3°

O cDNA obtido com as reacgdes de transcri¢cao reversa foram utilizados como
molde nas reacdes de PCR em tempo real. As reacdes de PCR em tempo real
foram feitas em triplicata utilizando TAQ recombinante, dNTPs, MgCI2, tampao
10X, iniciadores, SYBR Green e agua. O aparelho Lightcycler (Roche) foi
utilizado e os valores de ACt foram corrigidos pelo valor do gene constitutivo [3-
actina. O valor 2" de cada amostra foi calculado e utilizado para construgéo

dos graficos.
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5.1 - Caracterizagao do ORIV (BeAn17)

A multiplicagdo do virus Oriboca foi efetiva em células Vero, alcangando altos
titulos virais (8x10” UFP/mL). Assim, a caracterizagdo do ORIV (BeAn 17) foi
feita inicialmente observando-se o efeito citopatico (ECP) nestas células
quando infectadas (FIGURA 9). Este membro dos Orthobunyavirus do Grupo C
quando inoculados em células VERO, produzem inicialmente lesdes
localizadas, com grupos de células arredondadas e refringentes. Com o
decorrer da infecgdo, surgem varios desses focos, que vao se confluindo,
ocasionando o desarranjo da monocamada, culminando com 100% de morte
celular. A curva de multiplicacado também foi estabelecida em células VERO
(FIGURA 10) utilizando-se uma m.o.i de 1. Observou-se que quantidades
significativas de virus (5,2x10° UFP/mL) j& comegam ser detectadas 12 h.p.i,
sendo a produgdo maxima observada 48 h.p.i, com titulo de virus que chegam
a 1,13x10° UFP/mL. O ECP de 100% foi observado 72 h.p.i, quando o titulo do

virus comega a diminuir.

A) B)

Figura 9 - Caracteristicas da multiplicagdao do ORIV em células VERO. Microscopia 6ptica
de células VERO controle (A) e apds 48 h de infeccdo com o ORIV em uma m.o.i. de 1 (B).
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Figura 10 - Curva de multiplicagdo do ORIV, determinada por titulacio de amostras do
sobrenadante de células VERO infectadas numa m.o.i. de 1, coletadas em diferentes
horas pés infecgéo.

5.2 — Clonagem do ORIV

A amostra do ORIV foi clonada pelo método de Dulbecco em células VERO,
para evitar a presenga de uma populagdo mista contendo virus rearranjados,
pois este ndo é um evento raro de acontecer com os virus RNA, sobretudo da
familia Bunyaviridae. Entdo, o primeiro passo foi garantir uma populagdo de
virus homogénea para dar prosseguimento aos experimentos propostos. A
partir da clonagem, foram obtidos clones isolados do virus Oriboca, que
posteriormente foram também multiplicados e titulados em células Vero, com
titulos em média 10" UFP/mL. A FIGURA 11 mostra o resultado da clonagem

com a caracteristica das UFP. Foram coletados 7 clones isolados.
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A) B)

Figura 11 - Clonagem de placa do ORIV em células VERO. Células VERO foram
implantadas em placas de 86 mm de didmetro (Corning®, USA) e posteriormente infectadas
com diluicdo de 5x10° do ORIV, pois esta foi a diluicdo estimada para que fosse obtida placas
isoladas para facilitar a selecdo dos clones. Apoés a visualizagédo das placas de lise (3 d.p.i.), os
clones foram aleatoriamente selecionados, coletados com ponteiras por raspagem e colocados
em microtubos contendo 0,1ml de DMEM 5% para posterior multiplicagdo. A) Controle de
células. B) Placa clonagem ORIV.

5.3 — Ensaios de soroneutralizagao

Para verificar a relagdo antigénica entre o virus Oriboca e o virus Apeu, foi feita
reacdo de neutralizacdo (NT) com soro de coelho contendo anticorpos anti-
Apeu, previamente produzido no Lab. de Virus (ICB-UFMG). A reagédo de NT
foi feita também com 4 clones isolados do virus Oriboca a fim de se avaliar a
homogeneidade da populagdo presente na amostra protétipo. N&do houve
reatividade cruzada entre o anticorpo anti-Apeu e o virus Oriboca visto que,
nao houve protecédo das células a infec¢do, mesmo na menor diluicdo do soro
(1/50). Adicionalmente, também n&o foi observada reatividade cruzada com as
4 amostras de virus clonadas (dados n&o mostrados).

A reacgao de neutralizagao (NT) foi feita também, para comparar a reatividade
cruzada entre o ORIV e seus clones virais isolados, utilizando-se agora para
isso, fluido ascitico murino contendo anticorpos anti-arbo grupo C-lI (NIH
Research Reagente, N° catalogo G201-701-567, 1966).

As unidades de anticorpos neutralizantes contidas em 0,5 mL de soro ou fluido
ascitico (UN/0,5 mL) foram calculadas como o inverso da diluigdo em que
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houve reducdo de 50% do ECP. As reacbes foram feitas em triplicata e os
titulos expressos como a média dos resultados.

Todos os quatro clones foram reconhecidos pelos anticorpos presentes do
fluido ascitico e sua infecgédo foi neutralizada, com titulos iguais aos obtidos
para amostra original ndo clonada. O titulo de anticorpos para o fluido ascitico
murino foi 3200 UN/1 mL.

Para continuar os estudos com o ORIV, um clone foi aleatoriamente escolhido
(clone 7) para dar continuidade aos experimentos propostos, ja que os

resultados obtidos até aqui se mostraram homogéneos.

5.4 - Ensaio de producao de IFN em células L929 e atividade

antiviral

Para investigar a capacidade do ORIV em induzir IFN in vitro, utilizamos células
murinas L929, que sabidamente sdo capazes de produzir tais citocinas. O
ensaio da medida da atividade antiviral foi utilizado para quantificar o IFN
presente no sobrenadante de células infectadas.

Conforme pode ser verificado na FIGURA 12, o ORIV foi capaz de induzir a
sintese de IFN nas células L929. O IFN foi detectado no sobrenadante das
células infectadas nas diferentes m.o.i. utilizadas. O IFN foi detectado a partir
de 8 h.p.i, ndo sendo detectado em tempos mais precoces que este. O IFN
presente nos sobrenadantes de células infectadas com m.o.i. de 1 foi detectado
somente a partir de 24 h.p.i. Um acréscimo consideravel nos niveis de IFN foi
observado na m.o.i. de 10 e 25, com o pico da produgéo no tempo de 24 h.p.i.,
para todas as m.o.i. testadas. O IFN detectado a partir de 8 h.p.i. apresentou o
titulo de 200 Ul/ml, com a m.o.i. de 10, e no tempo de 24 h.p.i. com a mesma
m.o.i. anterior, houve um aumento do titulo de 40 vezes (8000 Ul/ml). O
sobrenadante de células L929 ndo infectadas foi utilizado como controle, n&o
sendo detectada nenhuma atividade antiviral.
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FIGURA 12 - Indugao de IFN apés infecgdao pelo ORIV em células L929. Células L929 foram
infectadas com o ORIV e, apés diferentes tempos, amostras do sobrenadante foram coletadas
e a quantidade de IFN determinada pela medida da atividade antiviral. Os resultados foram
calculados como a média de trés experimentos independentes

5.5 - Obtencao de plasmideo em grande escala para a produgao
do IFN lambda 1 recombinante (Endofree Plasmid Maxi Kit

(Qiagen)

Para se obter o plasmideo contendo a sequéncia do IFN lambda 1
recombinante clonado em bactérias Escherichia coli DH5aq, foi utilizado o Kit
Endofree Plasmid Maxi Kit (Qiagen). O DNA obtido, foi quantificado por
espectrofotometria (espectrofotometro NanoDrop ND-1000) e estocado a -
20°C, onde obtivemos 342,9 ng/uL). Este material também foi aplicado em gel

de agarose a 1% para se avaliar a qualidade conforme a FIGURA 13.
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FIGURA 13 - Fotografia do gel de agarose para se avaliar a qualidade do DNA obtido
através da extracio com o Endofree Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Gel de agarose a 1%
corado com brometo de etidio e submetido a eletroforese a 100 V. pm- padrdo de tamanho
molecular 1kb; 1 — plasmideo pSPXlIneo contendo fragmento do IFN-A1 clonado.

5.6 - Producgao de IFN lambda 1 recombinante

Para a obtencdo de IFN lambda 1 recombinante, células 293T foram utilizadas
para a produgao dessa citocina em sistema eucarioto. Para isso essas células
foram transfectadas transientemente com o plasmideo pSPXIlIneo contendo a
sequéncia deste IFN clonada. O sobrenadante das células transfectadas foi
coletado um, trés e cinco dias apds a transfeccdo e concentrado por
desidratacdo com PEG 20000 para posterior titulagdo em células VERO. Como
controle células 293t foram transfectadas com lipofectamina sem DNA e o
sobrenadante também coletado. A atividade antiviral dos sobrenadantes
coletados foi avaliada em células VERO tratadas com o IFN e desafiadas com
o virus EMC. Foi possivel verificar que, o IFN lambda 1 produzido foi capaz de
proteger as ceélulas VERO no titulo de 6400 Ul/mL. Esta protegdo nao foi
devido a indugdo de outros IFNs pelo processo de transfecgdo, ja que o

sobrenadante de células controle nao apresentou atividade antiviral.

5.7 - Avaliacao da atividade antiviral de IFNs do tipo | contra o
ORIV em células VERO

E sabido que, células VERO sdo comumente usadas para o estudo de IFNs,
pelo fato de responderem bem a estes IFNs e, possuirem uma delecdo
cromossOmica na regiao que os codifica ndo sendo assim, capaz de expressar

IFNs enddégenos (DIAZ et al, 1988). Portanto, essas células sdo capazes de
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responder a tratamentos com IFN sem, no entanto os produzirem, mesmo
quando estimuladas. Entdo células VERO foram tratadas com concentragdes
variadas dos IFN alfa2A e beta recombinantes e infectadas dezoito horas
depois com o ORIV numa m.o.i de 1, com o objetivo de se determinar a
concentracdo mais eficaz na indugao do estado antiviral. O tempo de dezoito
horas de tratamento foi o escolhido, pois dados da literatura, apontam este
tempo como o minimo necessario, para a ativagao de um estado antiviral nas
células. Aproximadamente 72 apds a infecgdo, as células foram fixadas e
coradas com cristal violeta para a determinacdo da quantidade de virus em
cada amostra por titulacdo. Verificamos que, os dois IFNs testados foram
capazes de proteger as células Vero contra ORIV. A atividade antiviral
verificada € dose dependente, e o IFN beta o que mais inibiu a multiplicagdo do
ORIV. A partir de 0,1 Ul/mL o IFNB ja foi capaz de proteger as células,
enquanto o IFNa a partir de 10 Ul/mL ja apresenta uma redugao significativa
das UFP (60% aproximadamente). Na concentragdo de 1000 Ul/mL e 10000
Ul/mL a protecgéo foi equivalente para todos os IFNs FIGURA 14 e 15. Esses
dados sao confirmados pela curva de multiplicacdo do ORIV quando tratado ou
ndo com esses dois IFNs do tipo | (FIGURA 16).
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FIGURA 14 - Atividade antiviral do IFNa2a recombinante contra o ORIV. Diferentes
concentragdes do IFNa2A foram usadas para o tratamento de células VERO e, 18 horas depois
infectadas com uma m.o.i de 1 com o ORIV. Aproximadamente 72 apds a infecgao, as células
foram fixadas e coradas com cristal violeta para a determinagdo da quantidade de virus em
cada amostra por titulagdo. No controle de virus (CV) o virus Oriboca foi adicionado as células
que nao foram previamente tratadas com o IFN a comparando-se ao CV. Verificamos que, o
IFNa foi capaz de proteger as células Vero contra ORIV, principalmente a partir do tratamento
com 10 Ul/mL e que a atividade viral & dose dependente.
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FIGURA 15 - Atividade antiviral do IFN B recombinante contra o ORIV. Diferentes
concentragdes do IFN B foram usadas para o tratamento de células VERO e, 18 horas depois
infectadas com uma m.o.i de 1 com o ORIV. Aproximadamente 72 apds a infecgao, as células
foram fixadas e coradas com cristal violeta para a determinagdo da quantidade de virus em
cada amostra por titulagdo. No controle de virus (CV) o virus Oriboca foi adicionado as células
que nao foram previamente tratadas com o IFN  comparando-se ao CV. Verificamos que, o
IFN 8 foi capaz de proteger as células Vero contra ORIV mesmo em baixas concentragdes. A
atividade antiviral verificada é dose dependente.
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FIGURA 16 — Curva de crescimento do ORIV em células tratadas com IFNs do tipo I.
Células VERO foram tratadas com 100 Ul/mL de IFNa2A e IFN(B, e dezoito horas depois

infectadas com o ORIV numa m.o.i de 1. Apds diferentes tempos, o sobrenadante foi coletado
e os titulos virais determinados por titulagéo.
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5.8 - Avaliagcao da atividade antiviral de IFNs do tipo Ill contra o
ORIV em células VERO

Os IFNs do tipo Il possuem vias de sinalizagcdo redundantes com os IFNs do
tipo | e, também sao induzidos rapidamente apds infecgdes virais. Mas como
se ligam em receptores distintos que, possuem uma estrutura diferente, podem
haver diferengas entre sua atividade antiviral e a dos outros IFNs. Os estudos
de atividade antiviral dos IFNs do tipo Il para a maioria dos membros da familia

Bunyaviridae, permanecem ainda por serem esclarecidos.

Aqui também células VERO foram tratadas com diferentes concentragbes do
IFN lambda | produzido. O tempo de tratamento escolhido neste caso foi o de
24 horas, pois dados da literatura indicam este tempo como efetivo para se
estabelecer um estado antiviral ao se trabalhar com IFNs do tipo Ill.
Aproximadamente 72 apos a infecgéo, as células foram fixadas e coradas com
cristal violeta para a determinagado da quantidade de virus em cada amostra por
titulagdo. Verificamos que baixas concentragdes de IFN lambda 1 protegeram
as células da infecccao pelo ORIV. Somente com 1000 Ul/mL houve uma
reducdo das UFP de 50% em relacdo as células ndo tratadas com esta
citocina. O sobrenadante de células controle nao apresentou atividade antiviral
(mock). (FIGURA 17).
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FIGURA 17 - Atividade antiviral do IFN A1 contra o ORIV. Diferentes concentra¢des do IFN
M foram usadas para o tratamento de células VERO e, 24 horas depois infectadas com uma
m.o.i de 1 com o ORIV. Aproximadamente 72 apds a infecgdo, as células foram fixadas e
coradas com cristal violeta para a determinagao da quantidade de virus em cada amostra por
titulagdo. No controle de virus (CV) o virus Oriboca foi adicionado as células que n&o foram
previamente tratadas com o IFN A1 comparando-se ao CV. Verificamos que, o IFN A1 foi capaz
de proteger as células Vero contra ORIV mesmo em baixas concentragdes. A atividade
antiviral verificada é dose dependente.
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FIGURA 18 - Curva de crescimento do ORIV em células tratadas com IFN A1. Células
VERO foram tratadas com 1000 Ul/mL de IFNA1, e 24 horas depois infectadas com o ORIV
numa m.o.i de 1. Apds diferentes tempos, o sobrenadante foi coletado e os titulos virais
determinados por titulacéo.

62



5.9 - Co-tratamento de células VERO com IFNs do tipo | e tipo Il

e relacao com a atividade antiviral contra o ORIV

Para avaliar se o uso de IFN do tipo Ill poderia aumentar os efeitos antivirais
dos IFNs do tipo I, células VERO foram crescidas em placas de 96 camaras por
24 horas e depois tratadas com uma combinacdo dos tipos | e Ill em
concentracbes altas ou baixas. Dezoito horas depois as células foram
infectadas com o ORIV em uma m.o.i de 1 e, 24 horas depois as placas foram
congeladas em freezer - 70°C. Posteriormente as placas foram
descongeladas, para a determinagédo da quantidade de virus em cada amostra
por titulagao.

Dadas as condi¢cbdes do experimento, o co-tratamento com tipos diferentes ou

com o mesmo tipo de IFN nao altera a atividade antiviral de cada tipo de IFN,
tanto em doses baixas quanto altas (FIGURAS 19 e 20).

10°-

UFP/mL

Figura 19 — IFNs do tipo | quando combinados com IFN-A1 (tipo Ill) ndo aumenta a
atividade antiviral sobre a multiplicagdo do ORIV. Células VERO foram tratadas com
diferentes combinagbes de IFNs do tipo | e tipo lll e, infectadas 18 horas depois com o ORIV
(m.o.i. 1). Vinte e quatro horas apds a infec¢éo, as células foram congeladas e a quantidade de
virus determinada por titulagdo de cada amostra. Titulos virais de célula tratadas com 100
U/mL de IFN-B ou IFN-A1 apenas ou misturados com IFNs a/A1 10 U/mL.
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Figura 20 — IFNs do tipo | quando combinados com IFN-A1 (tipo Ill) ndo aumenta a
atividade antiviral sobre a multiplicagdo do ORIV. Células VERO foram tratadas com
diferentes combinagbes de IFNs do tipo | e tipo Il e, infectadas 18 horas depois com o ORIV
(m.o.i. 1). Vinte e quatro horas ap6s a infecgéo, as células foram congeladas e a quantidade de
virus determinada por titulagdo de cada amostra. Titulos virais de célula tratadas com 1000
U/mL de IFN-B ou IFN-A1 apenas, ou misturados com IFNs a/A1 100 U/mL.

5.10 - PCR em tempo real

Para melhor caracterizar a atividade dos IFNs, PCRs em tempo real foram
feitas para se quantificar os niveis de expressao de quatro genes induzidos por
IFNs ligados a atividade antiviral (2’5’0OAS, PKR, 6-16 e MxA), em células A549
infectadas pelo ORIV em uma m.o.i de 1, nos tempos 6, 18 e 24 h.p.i., 0 RNA
total celular foi extraido e utilizado como molde em reacdes de transcrigao
reversa. O gene da [(-actina foi usado como normalizador da quantidade
interna de RNA nas reagdes e o IFN-B foi usado como controle positivo das
reacdes, pois os IFNs podem induzir a expressdo de um grande numero de
ISGs, levando também ao estabelecimento de um estado antiviral.
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A expressao dos quatro ISGs (2°5'0OAS, PKR, 6-16 e MxA) foi aumentada
nestas células apos infeccédo pelo ORIV. O aumento da expressdo dos genes
2’5'0OAS foi detectado somente no tempo de 24 h.p.i., enquanto que um
aumento na expressdo dos gene PKR e MxA foi percebido desde 6 h.p.i. Ja o
gene 6-16 teve sua expressao detectada nos tempos de 18 e 24 h.p.i. Niveis
basais de expressdo dos genes 6-16 e MxA (FIGURAS 22 e 23) foram
observados nas células controle. O RNA das células usadas como controles
positivos (células tratadas com IFN-B 10000 Ul/mL) e negativos (células ndo
infectadas) foram extraidos no tempo de 24 horas.
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Figura 21 — Niveis de ISG em células A549 apés infecgao com o ORIV. Células humanas
A549 foram infectadas com o ORIV numa m.o.i. de 1. O RNA celular total foi extraido nos
tempos 6, 18 e 24 h.p.i. € os niveis de 2’5'0OAS foram medidos por PCR em tempo real. Os
valores de ACt de cada amostra foram corrigidos pelo valor do gene constitutivo (-actina). O
valor 2°®* de cada amostra foi calculado e utilizado para construgéo do gréfico.

65



PKR

Aumento relativo PKR

x .
. (\'\.'
o o & 9

Figura 22 — Niveis de ISG em células A549 apés infecgao com o ORIV. Células humanas
A549 foram infectadas com o ORIV numa m.o.i. de 1. O RNA celular total foi extraido nos
tempos 6, 18 e 24 h.p.i. e os niveis de PKR foram medidos por PCR em tempo real. Os valores
de ACt de cada amostra foram corrigidos pelo valor do gene constitutivo (B-actina). O valor 2°"
de cada amostra foi calculado e utilizado para construgédo do grafico.
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Figura 23 — Niveis de ISG em células A549 apés infecgao com o ORIV. Células humanas
A549 foram infectadas com o ORIV numa m.o.i. de 1. O RNA celular total foi extraido nos
tempos 6, 18 e 24 h.p.i. e os niveis de 6-16 foram medidos por PCR em tempo real. Os valores
de ACt de cada amostra foram corrigidos pelo valor do gene constitutivo (B-actina). O valor 2"
de cada amostra foi calculado e utilizado para construgédo do grafico.
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Figura 24 — Niveis de ISG em células A549 apés infecgao com o ORIV. Células humanas
A549 foram infectadas com o ORIV numa m.o.i. de 1. O RNA celular total foi extraido nos
tempos 6, 18 e 24 h.p.i. e os niveis de MxA foram medidos por PCR em tempo real. Os valores
de ACt de cada amostra foram corrigidos pelo valor do gene constitutivo (B-actina). O valor 2°"
de cada amostra foi calculado e utilizado para construgédo do grafico.
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VI - DISCUSSAO E CONCLUSOES
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Para dar inicio ao presente trabalho, comegamos por caracterizar o padrao de
crescimento e ECP caracteristico desta amostra de virus, que seria 0 nosso
objeto de estudo. Verificamos que as células VERO mostraram ser um
excelente sistema para a multiplicacdo do ORIV, pois nessas células nos
obtivemos altos titulos virais sendo que, o ECP se caracterizou inicialmente
como lesdes localizadas, com grupos de células arredondadas e refringentes.
A producéo viral comeca a ser detectada em altos titulos a partir de 12 h.p.i,
sendo que a produgcdo maxima € atingida no tempo de 48 h.pi. Células VERO
sdo muito utilizadas para a multiplicagdo de virus da familia Bunyaviridae, e,
tais virus estdo portanto, muito bem adaptados a esta linhagem celular. O ECP
observado foi muito semelhante aos descritos por Buckley e Shope (1961) para
os arbovirus do grupo C quando multiplicados em células HelLa. Fato relevante
€ que, células VERO nao sao capazes de produzir interferon, devido a uma
delecdo cromossbmica no gene que expressa tal citocina (PETRILLO-
PEIXOTO et al, 1980; DIAZ et al, 1988) facilitando, desse modo, a

multiplicagédo de virus.

Para dar seguimento aos objetivos propostos neste trabalho, a clonagem do
ORIV foi feita para garantir uma populacdo de virus homogénea, visto que,
membros desta familia viral podem sofrer com frequéncia rearranjos genéticos
entre seus trés segmentos de RNA. O fendtipo das placas isoladas (FIGURA
11) foi bastante homogéneo, e a partir deste ponto, isolamos alguns clones

aleatoriamente para realizar os ensaios de soroneutralizag&o

A relagao antigénica entre os clones virais e a amostra original do ORIV n&o-
clonada contra o soro de coelho anti-Apeu foi realizada e podemos inferir que,
nao houve reatividade cruzada entre o anticorpo anti-Apeu e o virus Oriboca

(amostra ndo clonada), bem como seus clones obtidos.

A presenca de reatividade cruzada entre duas amostras de virus pode ser
avaliada pela protecdo da infeccdo celular pelo virus quando esse é
neutralizado por anticorpos neutralizantes (reacdo de NT). Uma vez que a
prova de NT reflete as propriedades das estruturas de superficie, podemos

concluir que o virus Apeu e o virus Oriboca ndo apresentam semelhancas entre
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suas glicoproteinas, denominadas Gn e G (codificadas pelo segmento M).
Sabe-se que, dentre os bunyavirus do grupo C, ha um maior ou menor grau de
relacdo, sendo este determinado pelas caracteristicas antigénicas de cada
membro e também responsavel pela subdivisdo entre sorotipos virais dentro do

mesmo sorogrupo.

Ja o ensaio da NT contra o fluido ascitico murino contendo anticorpos anti-arbo
grupo C-l, se mostrou eficaz em proteger as células VERO da infecgao pelo
ORIV. Todos os clones virais escolhidos foram reconhecidos pelos anticorpos
presentes no fluido ascitico e, sua infec¢ao foi neutralizada, com titulos iguais
aos obtidos para amostra original n&o clonada. Estes dados confirmam a
homogeneidade dessas amostras.

Esses resultados confirmam dados soroloégicos prévios realizados por Shope
(1962). Eles verificaram que, de acordo com o tipo de prova soroldgica
empregada, os sorotipos em analise (Apeu, Caraparu, ltaqui, Marituba,
Murutucu e Oriboca) apresentavam afinidades diferentes entre si (FIGURA 6).
Por NT, o virus Apeu n&o apresentou reatividade cruzada com o virus Oriboca,

mas sim pelo Caraparu.

O ORIV foi capaz de induzir grandes quantidades de IFN in vitro, utilizando-se
as células murinas L929 em nosso modelo. N6s podemos observar que quanto
maior a m.o.i. utilizada, maior foi a producédo de IFN e também detectado em
tempos mais precoces, ou seja, a indugao de IFN foi diretamente proporcional
a quantidade de virus adicionada a monocamada celular (FIGURA 12). Esses
dados corroboram com os obtidos por GOLGHER EM 1975 ao infectar
fibroblastos de embrido de galinha com os arbovirus do grupo C. Este autor
observou que um aumento da carga viral para a infeccdo dos fibroblastos
acarretava numa maior liberagdo da substancia até entdo nao muito
caracterizada, com atividade antiviral e que hoje conhecemos como interferon.
Os dados também se assemelham aos verificados por MEZENCIO et al em
1978 ao utilizar em seu modelo experimental, o virus Marituba para infectar

também fibroblastos de embri&o de galinha.
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A produgao do IFN lambda | recombinante através de transfecg¢ao transiente
das células humanas 293T, foi perfeitamente viavel para a obtengdo deste IFN
do tipo Ill. Porém a quantidade obtida mostrou-se pequena quando
comparados aos dados da literatura. Padronizagdes para o processo serao
ainda necessarias, para se atingir as melhores condigbes para a produgéo
dessa citocina, visto o alto custo da mesma disponivel comercialmente. Porém
o titulo aqui obtido (6400 Ul/mL) foi suficiente para a realizagdo dos

experimentos de atividade antiviral.

Este IFN foi capaz de proteger células VERO contra a infecgao pelo EMC, dado
obtido através do teste da atividade antiviral proposto por FERREIRA et al em
1977 e, também protegeu as células VERO contra a infecgao pelo ORIV. Ainda
nao ha descrigdes na literatura sobre a atividade antiviral dos IFNs do tipo Il e
esse membro dos Orthobunyavirus do grupo C. LIVONESI et al 2007 avaliou a
atividade antiviral in vitro e in vivo dos virus Oropouche, Caraparu, Guama,
Guaroa e Tacaiuma ao IFNa2A e IFNaA murino, demosntrando que essa
atividade também foi dependente da concentracdo do IFN, e do periodo de

tratamento.

Os interferons desempenham um papel critico no sistema imune inato, bem
como no sistema imune adaptativo. Portanto a producdo dessas citocinas é
importante para se estabelecer um estado antiviral em células alvo, sendo esta
atividade bastante verificada, em cultura de células. Depois de sua descoberta
em 1957, os IFNs tipo | e Il tém sido extensamente estudados. Hoje as fung¢des
dos IFNs do tipo | sdo bem caracterizadas e sdo essenciais para a montagem
de uma resposta robusta contra as infecgdes virais (SADLER et al, 2008). Vale
destacar que, os IFNs do tipo | se ligam ao mesmo receptor celular
denominado IFNABR, composto por duas subunidades (IFNAR1 e IFNAR2).

Como as células Vero respondem bem a IFNs do tipo | e, sdo incapazes de

produzi-los, elas se caracterizam como um 6timo modelo para o estudo da

atividade biologica destas moléculas.
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A atividade antiviral de IFNs do tipo | contra o ORIV foi dose dependente e, o
IFN B, foi o IFN que mostrou maior eficiéncia na inibicdo da multiplicacdo do
ORIV (FIGURAS 14 e 15). Isto pode estar relacionado a maior capacidade
deste IFN em induzir ISGs (genes estimulados por interferon) relacionados a
atividade antiviral em relagcéo ao IFN a.

Adicionalmente foi demonstrado que, a inibigdo da multiplicagao viral foi maior
nas doses de 100 a 10000 Ul/mL para o IFN-a e nas doses a partir de 0,1
Ul/mL para o IFN-B. Ainda para o IFN-B, um aumento da dose de 100 para
1000 ou 10000 Ul/mL n&o acarreta em uma diferengca significativa na
porcentagem de inibicdo do ORIV, ja que sua multiplicacdo nestas trés doses
testadas, esta totalmente inibida. Possivelmente os receptores estdo ja se
encontravam saturados, quando um aumento da dose de IFN, ndo reflete em

uma maior inibicdo da multiplicagdo do virus.

A curva de multiplicagéo feita com células VERO tratadas com os dois IFNs do
tipo | e, depois desafiada com o ORIV, confirmam essa maior atividade antiviral
do IFN B in vitro (FIGURA 16). Possivelmente esta atividade diferencial dos
IFNs, ocorre portanto devido as diferengas nas afinidades as cadeias do
receptor celular, pois estes podem se encontrar agrupados em pequenas
quantidades em rafts na membrana celular. Esses resultados confirmam dados
prévios descritos para outros Bunyavirus, onde a multiplicagédo viral € inibida
em células pré-tratadas com IFN (LIVONESI et al, 2007; ALMEIDA et al, 2008).

Os IFNs do tipo Ill foram recentemente identificados e tém demonstrado serem
expressos em resposta as infecgdes virais e, por desencadear também uma
atividade antiviral in vitro. A atividade biolégica dos IFns do tipo Ill mesmo
redundantes com as atividades dos IFNs do tipo |, s&o em geral menos
intensas e mais restritas como citado anteriormente. No entanto, este grupo de
IFNs é capaz de interferir na multiplicagdo de varios virus humanos e murinos.
Esta foi a primeira vez que a sensibilidade do ORIV foi testada para esta classe
de citocinas. Os IFNs do tipo Ill sdo produzidos também por diversos tipos
celulares, o que indica que sao importantes mediadores da resposta antiviral do
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hospedeiro. Porém todas as atividades biolégicas dos IFNs do tipo Ill ainda

permanecem por serem esclarecidas completamente.

A estimulacdo de células VERO com o IFN-A1 foi capaz de proteger essas
células, da infeccdo pelo ORIV quando administrado em doses muito
superiores aquelas quando comparado aos IFNs a/f (FIGURA 17). Assim esse
IFN do tipo Ill, diminuiu a multiplicagdo do ORIV em 50% em relagdo ao
controle ndo tratado, ndo apresentando uma alta atividade antiviral como os
IFNs do tipo I. A curva de multiplicagdo do ORIV em células VERO preé-
tratadas com o IFN lambda 1 também foi feita (FIGURA 18), utilizando-se uma
alta dose dessa citocina (1000 Ul/mL), pois doses mais baixas que esta, n&o
implicariam em uma inibi¢cao significativa do ORIV de acordo com a atividade
antiviral observada na FIGURA 17. Este dado corrobora com os dados obtidos
por MEAGER et al 2005 e ANK et al, 2006. Apesar de usarem diferentes
receptores para desencadear as respostas imunes, os IFNs do tipo | e Il
parecem ser regulados por um mecanismo comum. Assim essa baixa
especificidade do IFN lambda observada em relagcéo aos IFNs a e 3 em muitos
ensaios biolégicos, necessitam de um melhor entendimento. Almeida et al,
2008 demonstrou também que, os IFNs lambda 1 e lambda 2 apresentaram
uma atividade antiviral significativa contra o APEUV, de maneira dose
dependente. A atividade apresentada pelos IFN tipo Il foi independente da
presenca dos IFN tipo |, sendo que um co-tratamento de células VERO, com
ambos os tipos de IFN ndo resultou em um aumento na atividade bioldgica
destes. Adicionalmente Mordstein et al, 2008 concluiu que, o sistema IFN a/f3 é
dominante sobre o sistema dos IFNs do tipo lll.

Pouco se sabe sobre os possiveis efeitos sinérgicos da atividade antiviral dos
IFNs do tipo I, quando combinados aos IFNs do tipo Ill. N6s observamos que,
células VERO tratadas com uma combinacdo destes IFNs em doses altas ou
baixas n&o tiveram um efeito antiviral aditivo sobre a muliplicagdo do ORIV.
ANK et al, 2006 demonstrou que ndo existe efeito aditivo na atividade antiviral
contra o virus EMC ou virus herpes simples tipo 2 (HSV-2) quando IFN-a é
combinado com IFN-A in vitro. STOLTZ et al, 2007 por sua vez, demonstrou
que, o IFN-y (IFN do tipo II) quando combinado ao IFN-A, acarreta em um efeito
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sinérgico da atividade antiviral sobre a multiplicagdo do hantavirus (familia
Bunyaviridae), o mesmo n&o ocorrendo com a combinagdo com os IFNs do tipo
| (IFNs a/B). Estes dados estdo de acordo também com ALMEIDA et al, 2008
que, ao combinar IFNs do tipo | e Ill para tratar células VERO, n&o observou
um sinergismo entre essas citocinas, contra a multiplicagdo do APEUV.

A expressao dos ISGs resulta de uma direta resposta frente a uma infecgao
viral, em adigdo a indugao pelos IFNs. Entdo ndo € muito claro se a expressao
observada desses genes é de fato induzida por IFNs ou por outras vias tais
como a sinalizagao pelos receptores do tipo tol e/ou a ativagao direta por
componentes virais especificos. Alguns ISGs tais como MxA mostram uma
fraca resposta primaria a infecgbes virais mas parecem ser altamente

responsivos aos IFNs do tipo | e tipo .

Nés encontramos que, a expressao dos quatro ISGs testados (2’5'0AS, PKR,
6-16 e MxA) foi aumentada nas células A549 apos infeccdo pelo ORIV
(FIGURAS 21, 22, 23 e 24). O aumento da expressédo dos genes 2’5'0AS foi
detectado somente a partir de 24 h.p.i., enquanto que um aumento na
expresséo dos gene PKR e MxA foi percebido desde 6 h.p.i. e 0 gene 6-16 teve
sua expressao detectada nos tempos de 18 e 24 h.p.i.

As proteinas Mx pertencem a vasta superfamilia de GTPases tipo dinamina.
Estas foram originalmente identificadas como fatores que conferiam resisténcia
ao virus letal da Influenza A em camundongos. A expressao de MxA humana é
usada como marcador para a detecgéo de atividade biolégica dos IFNs do tipo |
gerada durante infecgbes virais, ou durante a administracdo dessas citocinas
em terapias. Ainda n&o é claro se os genes Mx, bem como outros ISGs podem
também ser induzidos diretamente por uma infecgdo viral ou RNA dupla-fita
(via ativagao de IRFs) (HOLZINGER et al, 2007).

Ja foi demonstrado que MxA inibe a multiplicagao viral de algumas familias de

virus RNA, tais como Orthomyxoviridae (virus Influenza A/C e virus Thogoto),
Rhabdoviridae (virus da estomatite vesicular), Paramyxoviridae (virus Measles
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e virus da Parainfluenza), Togaviridae (virus Semliki Forest), e Bunyaviridae
(virus La Crosse e Hantavirus) (KIM et al, 2007).

Aebi et al, 1989 demonstrou que, em fibroblastos humanos, a expressao de
MxA ¢é fortemente induzida pelos IFNs a/f mas também pelo virus Newcastle.
Dados semelhantes foram obtidos por Goetschy et al, 1989 onde o gene MxA
foi induzido pelos virus Newcastle, Influenza e em menor extensdo o virus da
estomatite vesicular. Kim et al, 2007 também encontrou que, a inducido da
expressédo por MxA foi aumentada em 296 vezes, em células HUVECs, apos
trés dias de infeccdo por Hantavirus e, mantida em altos niveis apds sete dias
de infecgao por este membro da familia Bunyaviridae.

Bandyopadhyay et al, 2005 trabalhou com linhagens celulares onde os genes
para os IFNs do tipo | sdo deletados e estabeleceu que, a inducéo de diversos
ISGs foi direta e ndo mediada pela sintese intermediaria de interferon. Estes
autores sugerem entdo, uma expressao de MxA em vias independente de IFN.
A existéncia de tais vias é suportada também, por experimentos que mostram
por exemplo que, Citomegalovirus pode ativar as respostas imunes em células
deficientes para o sistema IFN (PRESCOTT et al, 2005).

Porém esses dados acima, contrastam com os obtidos por Holzinger et al,
2007, onde os autores demonstraram que, a expressao de MxA é induzida
pelos IFNs do tipo | e tipo Ill, mas ndo diretamente pela infecgdo do virus
Influenza do tipo A . A indugcdo de MxA foi dependente dessas citocinas e de
uma via de sinalizagdo funcional estimulada pelos interferons. Recentemente
Almeida et al , 2008 demonstrou também que os IFNs a2A, A1 e A2 induziram
niveis similares de 2'5°0OAS e 6-16 e o gene MxA embora tenha sido algumas
vezes relacionado com a atividade antiviral contra as infecgdes pelos
bunyavirus (Hantavirus e virus La Crosse), no modelo utilizado pelo autor,

nenhuma indug&o desse gene foi demonstrada.

Os IFNs do tipo lll parecem ser o que restou de um sistema de protecao
antiviral ancestral, que tinha a fungdo de proteger organismos primitivos, pois

genes semelhantes aos IFNs tipo Ill ocorreram no genoma de peixes e parece
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ter tido sua origem dos genes de IFN do tipo |. A coexisténcia de dois sistema
de defesa redundantes em vertebrados poderia ser explicado pela alta
protecao conferida a uma variedade de patégenos e microrganismos e também
para acelerar as respostas imunes (SOMMEREYNS et al, 2008). Os autores
sugerem ainda que, a fungao primaria dos IFNs lambdas seja a protegdo das
estruturas epiteliais, pois muitos virus usam as células epiteliais como sitios de

replicagao primaria.

A atividade efetora dos IFNs do tipo | e Ill exdgeno observada nos
experimentos in vitro esta relacionada a capacidade de inibigdo da
multiplicacdo do ORIV por estas citocinas e foi devido a habilidade em induzir
um estado antiviral, nas células através da expressdo de proteinas antivirais
como 2’5’ OAS, 6-16 e PKR.

Com este trabalho mostramos que o ORIV é sensivel aos IFNs do tipo | e lll em
maior ou menor grau e, embora utilizem receptores distintos para sinalizarem,
essas duas familias de IFN compartiiham algumas caracteristicas comuns,
como as vias de transdugéo de sinais ativadas e os estimulos requeridos para

a sua producéo.

Nos podemos concluir que a atividade antiviral contra o ORIV foi redundante
em relacdo aos IFNs | e lll. E o IFN B o mais potente indutor do estado antiviral
nas células testadas. Os dados sugerem que, o sistema imune inato
desempenha um importante papel no controle do ORIV e um potencial
terapéutico dos IFNs do tipo | e lll no controle das arboviroses..

Mais estudos serdo necessarios para caracterizar a sensibilidade aos IFNs do
tipo | e lll para outros membros da familia Bunyaviridae, bem como avaliar
outros IFNs como o tipo Il (IFN y) e também o IFN lambda2 para membros
dessa familia.
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