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“Cada um que passa em nossa vida passa sozinho, pois cada pessoa é única, e nenhuma 

substitui outra. Cada um que passa em nossa vida passa sozinho, mas não vai só, nem 

nos deixa sós. Leva um pouco de nós mesmos, deixa um pouco de si mesmo. Há os que 

levam muito; mas não há os que não levam nada. Há os que deixam muito; mas não há 

os que não deixam nada. Esta é a maior responsabilidade de nossa vida e a prova 

evidente que nada é ao acaso.” 

 

(Antoine De Saint-Exupery) 

 

 

 

 

 

http://pensador.uol.com.br/autor/antoine_de_saint_exupery/


Eu tenho uma porção de coisas para dizer, dessas coisas assim que não se dizem 

costumeiramente, sabe..., dessas coisas tão difíceis de serem ditas que geralmente ficam 

caladas, porque nunca se sabe nem como serão ditas nem como serão ouvidas. 

Envelheci mais que o normal depois de 7 anos vividos no Laboratório de Vírus. Olho e 

nem me reconheço às vezes; o que é absolutamente aceitável neste contexto. Mas o lado 

bom da coisa é que eu cresci também e, acredito sinceramente nisso, mesmo tendo sido 

de uma maneira tão dura e nem tão justa. E agora eu estou aqui escrevendo meus 

agradecimentos como se não fosse mais ver ninguém, como se depois da defesa todos os 

que conheci, nestes anos todos fossem mudar de planeta, ou talvez eu rsrs, como é 

estranho...(bem que alguns poderiam ir haha).  

Claro que nem tudo foram flores nestes anos todos, isso eu já sabia que seria assim, mas 

eu não contava com algumas coisas. Principalmente na mudança de alguns, que julguei 

serem as melhores pessoas do mundo! Paciência... Assim a decepção fez parte desta 

trajetória também! Sabe pensando bem, no que tenho vivido e vendo desde o ano 

passado, se a vida profissional lá fora for só um amontoado de gente querendo ver os 

outros na pior, falando mal de colegas e chefes de maneira maldosa, eu prefiro mudar de 

planeta! Acho que vai ser mais efetivo que mudar de profissão né?! Mas chego também a 

seguinte conclusão, as pessoas digo, alunos e professores têm ao seu lado as pessoas que 

merecem! E se a falta de respeito é um exemplo e a palavra idiota uma rotina nos nossos 

ouvidos, eu só lamento por todas essas pessoas infelizes, porque é a único adjetivo 

cabível a elas. Que pena que elas foram perdendo suas qualidades ao longo do tempo... 

Quanta pena tenho delas... Diplomas, títulos, PhDs, artigos publicados, mas nenhum 

sentimento de respeito e humildade possuem! A vida, ao se desenrolar por acaso 

consulta faculdades? Pobre deles, a vida pode derrubar qualquer um... e ensinar de uma 

maneira dura. Eu bem sei disso e na minha própria pele! Precisava desabafar, porque 

calar não é solução e eu não disso!! E como j{ dizia Clarice Lispector “Porque h{ o 

direito ao grito. então eu grito”! 

Bom deixando estas coisas de lado, deste tempo aqui quero levar os amigos feitos, as 

risadas gostosas, os dias felizes, o aprendizado e as horas loucas passadas no ICB, porque 

todo o resto eu já descartei: as amizades não feitas por falta de afinidade, as pessoas 

ruins encontradas pelo caminho (às vezes uma pedra, quase pra atravancar o caminho e 

provar que Murphy existe mesmo rs), a alguma falta de profissionalismo, respeito, tudo 

isso eu me permiti jogar fora, para que sobrassem apenas as boas lembranças! Agora, 

poderei caminhar mais leve e sem pressa, com um sorriso no rosto de quem quer outra 

chance de recomeçar outros sonhos. Porque as lições vindas de todos os erros, estão todas 

em minha mente, prontas para serem testadas. E tenho certeza de que não me 

decepcionarei mais! 

Então, para começar gostaria de agradecer a Deus e á Nossa Senhora de Oliveira, que 

me deu o necessário para chegar até aqui e também tenho certeza me deram outra 



chance!! Eu sei que todos os dias quando eu acordo Deus dá um sorriso e diz: Estou te 

dando a chance de tentar de novo. E o que mais sonho é conseguir aproveitar 

plenamente esta oportunidade! Chego hoje diferente do que eu era, com algumas 

limitações, mas não menos agradecida!! 

A minha família especialmente! Nossa aqui o bicho vai pegar rsrs. Bom mãezinha por 

onde começar com você?! Pode ser um clichê mas você me deu a vida uma vez e depois 

me trouxe a ela de volta depois do acidente! Eu jamais vou saber o que você passou, mas 

sempre vou me lembrar da sua força e fé! Exemplo para várias pessoas você foi e é! Você 

soube me oferecer exatamente o que eu precisava nas horas mais difíceis para que eu não 

desistisse e estivesse de pé aqui hoje defendendo minha tese. E não foram poucas essas 

vezes, né mãe? Há uma música antiga, muito bonita de um filme que a letra me lembra 

exatamente o que você é para mim:  “...Você é quem me sustentou, nunca me deixou 

cair, você é quem me acompanhou, através disso tudo, você foi minha força quando eu 

estive fraca, você foi minha voz quando eu não podia falar, me ergueu quando eu não 

conseguia alcançar, você me deu fé porque você acreditou, eu sou tudo o que sou porque 

você me amou, você me deu asas e me fez voar, você tocou minha mão e eu pude tocar o 

céu, eu perdi minha fé, você devolveu-a de volta pra mim, você disse que estrela 

nenhuma estava fora de alcance, você me apoiou e eu fiquei de pé, eu tive seu amor, eu 

tive isso tudo, sou grata por cada dia que você me deu, talvez eu não saiba tanto, mas eu 

sei que isto é verdade, eu fui abençoada porque fui amada por você”...  

Agradeço a você também Dindinha que me ajudou a me erguer e esteve ao meu lado 

naqueles tempos difíceis! Obrigada também pelo carinho, amor e apoio, eu não teria 

como agradecer-lhe mais, você foi fundamental na minha recuperação, nem sei como 

aguentou eu e meu cabelo lembra rsrs?! Igor e Júlia primos queridos, obrigada por me 

lembrarem que já estou velhinha e precisava sossegar hehe. Ao restante da família 

obrigada pela torcida e rezas pois é gente demais rs!! 

Agradeço também aos meus bebês lindos: meu “pudim” lindo o Kito, Lulu e Sofião 

(esses fubás são uma peça rara) vocês me fazem muito feliz!  Amo todos vocês! 

Agradeço ao Augusto, pelo apoio, amor, companheirismo... te conhecer, mesmo naquelas 

circunstâncias foi um presente da vida!! Hoje sei bem quais são as pessoas que 

realmente fizeram a diferença e quais realmente fazem parte desse “eu” que eu me 

tornei, hoje e você é uma dessas pessoas!! Você é muito mais que uma pessoa importante 

na minha vida, é parte dela... ter sua companhia é o mesmo que estar vivendo com a 

certeza de que que existem pessoas que realmente se importam conosco. Hoje sei, quais 



são as pessoas que quero levar pra sempre comigo, e você é uma delas, pois você na 

minha vida faz uma grande e maravilhosa diferença. Amo você!  

Agradeço também ao Tito e a Márcia que me receberam em sua casa num momento de 

apuros e hoje são uma família para mim, com direito a pacote completo com crianças 

lindas, Dudinha (uma princesinha linda que adoro) e a mais nova integrante da família 

a fofinha da Isabela. Mas claro que não ia me esquecer do Jimmyzão, o cão mais xuxu de 

BH, que torna os meus dias aqui muito mais felizes ao lado de vocês!! 

Ao Jon Jon, meu Deus, velhinho lindo você é o CARA!!!! Um homem amigo, 

companheiro, com pinta de pai, daqueles que dá bronca de vez em quando, chama de 

burrinha e bolinha, mas segundos depois dá um beijo e o melhor abraço do mundo, 

dizendo que nos ama! Que leva a gente pra tomar sorvete e picolé, tomar coco depois do 

trabalho, para o salão de beleza, supermercado, dormir no carro porque chegou de 

ressaca no lab., traz comida gostosa de casa, leva também para o boteco para tomar 

umas, faz massagem para dor de cabeça (e cura na hora!), para comer a comida do Chico 

que ele odeia, mas leva assim mesmo, bem se eu fosse colocar tudo aqui... xiii não ia 

parar mais! Obrigada viu? De coração, pela sabedoria preciosa compartilhada, pelos 

almoços divinos, cafés da manhã mais perfeitos ainda, regados com muito humor e 

discussões sem fim (aquela sobre casamento e mulher bolinha nunca vou esquecer haha). 

Legal mesmo foi ter que dividir você com a Lelê, Gijalma, Bárbara, Jus, Flavinha, Ana 

P., Alice e tantas outras (afinal você é o homem melancia...rsrsrs). Você foi o melhor 

amigo, inclusive meu despertador várias vezes quando me ligava bem cedinho pra me 

acordar! Perfeito! E obrigada ufa, por não ter ido embora do lab. antes de mim (eu ia 

endoidar sem você lá rsrs).I love you so much para sempre e mais um pouco!! E não é 

layer hehehe!!!  Nem preciso falar de que quando eu te vi lá no CTI do hospital, 

automaticamente me senti melhor, depois de ver minha mãe claro rsrs. Nunca vou me 

esquecer também da sua visita com os amigos do lab. em Oliveira...foi sensacional!  Eu 

gostaria de lhe agradecer também ...”pelas inúmeras vezes que você me enxergou melhor 

do que eu sou. Pela sua capacidade de me olhar devagar, já que nessa vida muita gente já 

me olhou depressa demais”...  

Ao meu chefe e sua mulher Jaqueline, olha nem sei o que dizer... ás vezes um pai, em 

outras horas um amigo e em algumas chefe mesmo né rsrs? Você me acolheu de braços 

abertos e sou infinitamente grata por isso. Fora o coração de ouro que você tem, não 

perca isso jamais, isso te engrandece. Também jamais esquecerei de algumas frases suas 

(me ajudaram muito) aquela do livro foi demais, você nem deve lembrar!  Obrigada por 

tudo, você e Jaque estiveram comigo nos momentos mais difíceis, e pela certeza eles 

tinham que tudo ia dar certo!  



Aos meus amigos finalmente,  

Á “canelada” de Oliveira (Neila, Dos Santos, Kaks, Gugli Geórgia), meu Deus nos 

conhecemos desde criança!! Somos amigas a mais de XX anos, haha não ouso fazer a 

conta, desnecessário denunciar nossas idades rsrs!! Fácil é ser colega, fazer companhia a 

alguém, dizer o que ela deseja ouvir. Difícil é ser amiga para todas as horas e dizer 

sempre a verdade quando for preciso e com confiança no que diz. E com vocês tudo isso é 

verdade! Com vocês aprendi que a verdadeira amizade não é inseparável, pois cada uma 

de nós trilhou um caminho diferente, pelo contrário é ter estado separadas tantas vezes, 

porém ainda sim nada ter mudado! Permanecemos umas ao lados das outras por pura 

lealdade e tenho maior orgulho disso, afinal “somos gente boa demais”  rsrs né?! 

Obrigada imensamente pela companhia nestes XX rsrs anos todos e por terem me 

levantando de novo!! Sim vocês também foram minha força e minha fé, sem vocês não 

poderia ter ganhado aquela luta!! E aqui cabe um agradecimento em particular para a 

Kaks, poxa vida que barra você segurou amiga...ser uma fisioterapeuta e ter me visto 

naquela situação deve ter sido osso né (e ainda teve o tornozelo da Neila)?! Nossa cota já 

acabou rsrs... Bem o fato é que nada nesta vida é por acaso e você me ensinou a andar 

por este mundo de novo!!  Mais que isso você me ensinou lições que vou guardar para 

sempre: humildade, perseverança, foco e tantas coisas mais! Você me fez levantar do 

chão, mesmo quando eu não tinha um... o meu muito obrigada de coração, devo tudo a 

isso a você também!!  

Aos amigos: LeLê, Ana P, Katita, Gracinha, Vivi, Élice, Marcela, Barbrinha e Gi (não 

necessariamente nesta ordem rs), vocês são 10 e fizeram parte da minha história no lab. 

Amo vocês demais cambada!! Quantos churrascos aqui no ICB, noitadas e muitas 

farras!  Choros também foram muitos rs e estamos aí prontas pra outra não é galera?! E 

como damos trabalho kkk! E os botecos então... inesquecíveis!! Enfim, vocês fazem parte 

da trupe de JR, e eu amo a convivência diária (café da manhã, almoço e trabalho com 

muita zoação) com vocês! Obrigada pelos conselhos que não foram poucos! Obrigada 

também por terem me salvado várias vezes da loucura absoluta neste doutorado rs!! A 

palavra amizade faz mais sentido por causa também de vocês!! Amo todos!! 

Aos amigos de bancada deixo bem claro: pessoas do bem, sem o gene mala ou gene mal 

educado super expresso haha, mesmo que ás vezes o gene loucura esteja presente kkkk: 

Eliseujalma, Tamara, Elisa, Hélina, Ariádyna, Andréia, Iara, Galileu Fábio, Lorena. 

Vocês contribuíram para que o clima do lab. ficasse menos pesado nestes últimos 

tempos! Se esqueci alguém minhas desculpas, Lab.Vírus é gente demais!!!  



Aos funcionários do Lab.: Tia Ângela mesmo que já tenha se aposentado, fez parte da 

minha caminhada no Lab. (sempre estava com aquela carinha boa e tem um humor 

excepcional!). À Gisele que é uma gracinha e segura todo o trabalho pesado do lab. Á 

Paulinha e aos demais do apoio técnico, sem eles nada feito por aqui!  

Obrigada aos demais professores do laboratório pela convivência e aprendizado, 

especialmente à Giliane que é uma fofa que eu adoro e admiro e desde que cheguei à 

UFMG sempre foi um xuxu de pessoa!! Obrigada pela amizade, cafés e almoços 

engraçados com Jon Jon! 

Obrigada especial vai também para todos aqueles que me apoiaram no momento mais 

difícil da minha vida, mesmo para aqueles que não estão mais ao meu lado!! Ver a 

carinha de alguns, enquanto estava lá no hospital, me fez sentir a pessoa mais especial 

do mundo e me sentir muito amada! Vocês me fizeram querer ainda mais me levantar 

naquela época!!  

Obrigada também vai para Cintilante e Flavinho que hoje fazem parte da banca, o 

carinho de vocês também me fizeram estar aqui hoje! Cintilante a “mãe” dos bunya do 

lab. haha que sempre me ajudou muito! Katita, que me ajudou também imensamente na 

reta final com as PCR em tempo real!! Um agradecimento especial também vai pra 

Carlinha que também é uma “Pepete” rs, são muitos anos nessa lida com os Bunya e 

isso é muito bom!! E sua ajuda sempre foi muito bem vinda, inclusive na parte do 

sequenciamento do ITQV que eu amo rsrs. 

E o que eu aprendi afinal?! Aprendi somente o necessário para continuar e buscar novos 

sonhos... e principalmente aprendi que a minha existência pode mudar para sempre, em 

poucas horas, por causa de gente que eu nunca vi antes. E que também diplomas na 

parede não me fazem mais respeitável ou mais sábio. E por fim aprendi que algumas 

pessoas vão embora da nossa vida de qualquer maneira, mesmo que desejemos retê-las 

para sempre (isso vai em especial para um amigo que tive durante todos esses anos no 

lab., o Jonas), e que faz falta demais!!  

Enfim, dedico esta tese para aquelas pessoas que me fizeram sorrir nestes últimos anos... 

Para a galera que sempre esteve junta. Para as pessoas que fizeram diferença em minha 

vida...Para as pessoas que quando olho para trás, antes de morar em BH, e sinto muitas 

saudades...Para as pessoas que me aconselharam quando me senti sozinha, e me 

ajudaram a entender um pouco da crueldade desse mundo sem que eu tivesse mais medo 

ainda dele...Para as pessoas que me deram uma força quando eu não estava muito 

animada (não foram poucas as ocasiões...). Para as pessoas que não pude amar ... Para as 

pessoas que abracei de verdade...Para as pessoas que encontro apenas em meus sonhos... 



e para aquelas também que nem em sonho, eu quero por perto kkk (porque são essas, em 

princípio, as que me fazem saber exatamente o que eu não quero de jeito nenhum!).    

Para mim... O que importa hoje é QUEM eu tenho na vida... e não são poucas 

pessoas....Por isso...Guardarei todos vocês comigo! Que bom que pude estar hoje aqui 

concluindo isto tudo!! 

 



RESUMO 

 

Os arbovírus do grupo C, Itaqui (ITQV) e Caraparu (CARV) (gênero Orthobunyavirus, 
família Bunyaviridae) - foram isolados em um estudo sobre a ocorrência de arbovírus 
na Amazônia brasileira durante os anos 50. Apesar de serem patogênicos ao homem, 
terem sido isolados a mais de cinco décadas, estarem presentes em áreas que 
ultrapassam a fronteira da Amazônia e serem considerados potenciais arbovírus 
emergentes no Brasil, os estudos envolvendo estes vírus ainda são escassos. Neste 
trabalho foram realizados estudos biológicos “in vitro” e “in vivo” para uma melhor 
caracterização destes vírus. Os dois vírus foram capazes de multiplicar em células 
VERO, alcançando altos títulos virais. Os resultados sorológicos feitos através da 
soroneutralização confirmaram dados sorológicos prévios realizados por Shope 
(1962). Os interferons (IFN) constituem uma família heterogênea de citocinas com 
importantes atividades imunomodulatórias e representam a primeira linha de defesa do 
sistema imune inato contra uma infecção viral. Os IFN são sintetizados por células 
infectadas por vírus após estímulos de receptores que reconhecem padrões 
moleculares (PRRs). Assim, interagem com células vizinhas, estabelecendo nestas um 
estado antiviral, que limita a disseminação dos vírus. Neste estudo, nós avaliamos a 
atividade antiviral dos IFN tipo I e tipo III contra o ITQV. A atividade antiviral de IFN do 
tipo I contra o ITQV foi dose dependente e o IFN β foi o IFN que mostrou maior 
eficiência na inibição da multiplicação do ITQV. Já o IFN-λ2, este também foi capaz de 
proteger essas células, da infecção pelo ITQV quando administrado em doses muito 
superiores àquelas quando comparado aos IFN α/β. Nós encontramos também que, a 
expressão dos quatro ISGs testados (2’5’OAS, PKR, 6-16 e MxA) e IRF7, bem como 
dos IFN β, λ1 e λ2/3 foi aumentada nas células A549 após infecção pelo ITQV. Os 
dados sugerem que, o sistema imune inato desempenha um importante papel no 
controle do ITQV. O desenvolvimento de modelos experimentais para estudar os 
mecanismos de replicação dos orthobunyavírus é de suma importância para o 
entendimento da patogênese e demais aspectos da infecção por estes vírus. Assim 
neste trabalho nós demonstramos que, a susceptibilidade dos camundongos a estes 
dois vírus foi idade-dependente, reforçando a importância do sistema imune adaptativo 
e inato frente à infecção. Já em camundongos BALB/C adultos jovens, a infecção pela 
via subcutânea (SC) com o ITQV demonstrou que, os animais infectados não 
desenvolveram sinais clínicos da doença, mas a replicação viral foi documentada no 
fígado e soro destes animais. Além disso, altos títulos de IFN foram observados em 
animais infectados mostrando uma efetiva montagem da resposta imune inata. 
Alterações histopatológicas também foram detectadas no fígado, consistente com um 
quadro de hepatite aguda, a qual foi confirmada com o aumento das transaminases 
hepáticas. A infecção pelo ITQV foi capaz também de induzir a formação de altos 
títulos de anticorpos neutralizantes. A expressão de algumas citocinas e quimiocinas 
estava bastante elevada e nós detectamos altos níveis de algumas delas no fígado 
dos animais infectados pelo ITQV. Já os animais infectados pela mesma via com o 
CARV apresentaram sinais clínicos de doença, como perda de peso significativa, pilo-
ereção, arqueamento de dorso, intenso edema facial e respiração superficial com 
100% de mortalidade no 18° d.p.i. Os achados histopatológicos, a produção de IFN, de 
anticorpos e a elevação na expressão de algumas citocinas/quimiocinas foram 
semelhantes aos dados encontrados após a infecção pelo ITQV. Assim podemos 
concluir que, a infecção pela via SC utilizando os orthobunyavírus Itaqui e Caraparu se 
mostrou uma ótima via de inoculação, pois mimetiza a infecção natural por estes vírus, 
causando sinais clínicos evidentes no caso do CARV. Porém, mais estudos serão 
necessários para melhor caracterizar estes dois bunyavírus.  
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1.1 – Arbovírus 

 

1.1.1 – Características gerais dos arbovírus 

 

Os arbovírus são definidos como vírus que na natureza podem infectar 

artrópodes hematófagos através da ingestão de sangue de vertebrados 

infectados. Tais vírus tem a capacidade de multiplicar-se nos tecidos do 

artrópode vetor sendo posteriormente transmitido através de picadas para 

vertebrados susceptíveis (MELLOR, 2000). 

 

Assim sendo, este grupo particular de vírus têm que apresentar os seguintes 

requisitos para serem classificados como arbovírus: infectar vertebrados e 

invertebrados, iniciar uma viremia suficiente em um hospedeiro vertebrado por 

tempo e títulos suficientes para permitir infecção do vetor invertebrado e iniciar 

uma infecção produtiva, persistente da glândula salivar do invertebrado a fim 

de fornecer vírus para infecção de outros animais hospedeiros.  

 

Na natureza, os arbovírus são mantidos em ciclos complexos envolvendo 

vetores, tais como, como mosquitos e carrapatos. Estes vetores depois de 

infectados, transmitem o vírus para os hospedeiros vertebrados (FIGURA 1). A 

infecção dos vetores é geralmente longa e com efeitos não aparentes. O ciclo é 

completado pela infecção de novos artrópodes que se alimentam do sangue 

dos vertebrados que estejam apresentando viremia. A transmissão vertical 

também pode ocorrer pela via transovariana (FIGUEIREDO, 2007). 
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Figura 1 – Ciclo biológico dos arbovírus. A – Ciclo de amplificação em mamíferos, na qual a 
fêmea infectada poderá transmitir o vírus para pequenos mamíferos que, por sua vez, 
desenvolvem uma curta, mas alta viremia, podendo levar a infecção de artrópodes 
hematófagos, já infectados ou não. B – Ciclo reservatório, na qual ocorre a transmissão 
transovariana e venérea. C - Infecção humana acidental. 
Fonte: adaptado de NOVAES, 2006. 

 

Os hospedeiros mais importantes nas arboviroses, e de impacto para a saúde 

pública, são os pássaros e roedores. Os vetores artrópodes mais importantes 

por sua vez, são os mosquitos e carrapatos (GUBLER, 2002). 
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1.1.2 – Etimologia e histórico 

 

O termo “arthropod borne viral encephalitis foi introduzido por Hammon e 

Reeves por volta de 1942 quando estes pesquisadores começaram a estudar e 

caracterizar um grupo particular de vírus que eram transmitidos por artrópodes 

e causavam encefalites. Esse grupo era constituído por vírus tais como os das 

encefalites de St. Louis e Japonesa, das encefalites Eqüinas do Leste e do 

Oeste, transmitidos por mosquitos e o vírus da Encefalite Russa, transmitido 

por carrapatos. Hammon um pouco mais tarde, propôs o termo “arbo” para 

designar tais vírus ao constatar que alguns deles produziam outras doenças e 

não somente encefalites. Tais zoonoses tinham o homem como hospedeiro 

acidental (SMITH, 1959; HAMMON, 1961). 

 

Em 1951, Sabin e colaboradores obtiveram hemaglutininas do vírus da 

encefalite Japonesa B por extração de cérebros infectados de camundongos. 

Posteriormente em 1953, Chanock & Sabin realizaram um estudo detalhado 

das hemaglutininas do vírus encefalite de St. Louis, onde estes descreveram 

métodos de obtenção adequados e discutiram seu uso nos testes de 

hemaglutinação com específicos antissoros e o uso de tal teste para 

diagnóstico da encefalite de St. Louis (ZHDANOV et al.; 1961). 

 

Casals & Brown em 1954 dividiu os tais vírus em dois grupos distintos A e B 

com base em testes de inibição da hemaglutinação (HA) e, pouco mais tarde 

em 1.957, Jordi Casals reuniu definitivamente aquelas peculiaridades, 

elaborando uma classificação antigênica, baseada fundamentalmente nas 

provas de Inibição da Hemaglutinação (IH), Fixação do Complemento (FC) e 

Neutralização (NT). Porém, somente em 1958 o grupo C foi adicionado a este 

grande grupo de vírus por Casals & Clarke (CASALS & BROWN, 1954; SMITH, 

1959, ZHDANOV et al; 1961). 

 

Em 1.963 foi criada e recomendada para ser utilizada em todo o mundo, a 

denominação “arbovírus”, com a finalidade de substituir a expressão “arthropod 
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born viruses”, e o prefixo “ARBO” do ponto de vista etimológico é um termo 

criado retirando–se as duas primeiras letras desta expressão. 

 

 Então os arbovírus ficaram divididos em três sorogrupos bem definidos: 

sorogrupo A (membros da família Togaviridae), sorogrupo B (membros da 

família Flaviviridae) e sorogrupo C (restrito ao gênero Orthobunyavirus, família 

Bunyaviridae) que foram então denominados arbovírus (CASALS, 1957). No 

Brasil os estudos dos arbovírus teve início em 1954 com o estabelecimento do 

primeiro laboratório de vírus na Amazônia no Instituto Evandro Chagas.  

 

 

1.1.3 – Arbovírus isolados no Brasil 

 

O Laboratório de Vírus de Belém, do Instituto Evandro Chagas no Pará (IEC) 

foi estabelecido pelo Serviço Especial de Saúde Pública (hoje Fundação 

Nacional de Saúde) e pela Fundação Rockefeller para isolar e estudar os 

arbovírus na região Amazônica (CAUSEY et al., 1961). 

 

No IEC, 195 diferentes espécies de vírus foram identificadas no período de 

1954 a 2003 na região Amazônica. Trinta e quatro destes agentes são 

comprovadamente patogênicos ao homem. Infecção humana por 30 desses 

vírus já foi demonstrada mediante o isolamento do agente do sangue de 

doentes. Tais arbovírus encontrados na Amazônia são distribuídos em 21 

grupos sorológicos e, cerca de quatorze destes foram isolados antes que o 

fossem em qualquer outra parte do mundo. Muitos deles jamais foram 

encontrados fora dessa região (AZEVEDO et al., 2007). 

 

Através de estudos laboratoriais e de campo realizados durante o curso das 

inúmeras epidemias ocorridas naquela região, os arbovírus foram inicialmente 

classificados por sorologia, principalmente por reação de neutralização (NT), 

inibição da hemaglutinação (IH) e fixação do complemento (FC) e 

posteriormente confirmados por análises moleculares e morfogênese para fins 

taxonômicos (BEATY et al., 1995).  
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Numa área próxima a cidade de Belém no Pará, os estudos realizados no 

período de 1954 a 1959 possibilitaram o isolamento de cinco arbovírus. Estes 

vírus foram isolados do homem, de animais sentinelas e de mosquitos, a saber, 

Apeu, Caraparu, Marituba, Murutucu e Oriboca. Tais vírus são 

imunologicamente relacionados entre si, distintos dos outros arbovírus e 

constituem um novo grupo antigênico, o grupo C definido por Casals & 

Whitman em 1961, data em que ocorreram as primeiras pesquisas publicadas 

sobre os arbovírus do grupo C. Posteriormente novos membros deste grupo 

foram descritos: o vírus Itaqui foi isolado ainda em Belém por Shope e 

colaboradores e pouco mais tarde em 1966 o vírus Nepuyo foi também descrito 

por Spence e colaboradores (CAUSEY et al., 1961; PEIXOTO, 1977).  

 

 

1.1.4 – Ecologia, epidemiologia e emergência dos arbovírus 

 

A floresta amazônica é assim uma das maiores reservas de arbovírus do 

mundo, não só devido às condições climáticas favoráveis, mas também a 

grande diversidade da fauna e flora, com abundante variedade de artrópodes 

hematófagos e vertebrados silvestres, que constituem os elementos 

fundamentais para a manutenção desses vírus (PINHEIRO et al., 1983; 

Travassos da Rosa et al., 1997). 

 

Os arbovírus são taxonomicamente diversos, pertencendo a 8 famílias e 14 

gêneros. Atualmente, existem 547 vírus registrados no “Catalogue of 

Arboviruses and Certain Other Viruses of Vertebrates”, dos quais 134 são 

conhecidos por causarem doenças em humanos e aproximadamente 40 por 

infectarem animais. Com relação a infecções humanas, os mais importantes 

arbovírus causadores de doença pertencem às famílias Togaviridae, 

Flaviviridae e Bunyaviridae (BEATY et al., 1995; MELLOR, 2000; GUBLER, 

2002; NALCA et al., 2003).  

 

 Alguns arbovírus são de importância para a saúde pública devido à habilidade 

em causar doença grave ou mesmo a morte, pois estão também envolvidos em 
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epidemias como é o caso do vírus da dengue, da febre amarela e ainda o vírus 

Oropouche. Este último é considerado o arbovírus que mais acomete o homem 

na Amazônia depois do vírus da dengue. Estudos soroepidemiológicos 

realizados no Brasil e nas Américas indicam várias epidemias entre 1961 e 

2007, com aproximadamente 357.000 infectados (NUNES et al., 2007).  

 

Vários artrópodes hematófagos podem servir como vetor para um arbovírus, 

sendo os mais conhecidos os mosquitos, carrapatos, flebótomos (Phlebotomus, 

Sergentomya e Lutzomya), maruins ou mosquito pólvora (Culicoides), 

percevejos (Oeciacus) e possivelmente ácaros (BEATY et al., 1995). 

 

Os ciclos enzoóticos são geralmente causados por humanos ou animais que 

invadem o ciclo natural silvestre, porém envolvem casos esporádicos. Já os 

ciclos epizoóticos envolvem epidemias significantes, que são o resultado da 

introdução de um arbovírus numa população de vertebrados susceptíveis, 

associado com uma população de vetores competentes (VASCONCELOS et 

al., 2001). 

 

As arboviroses são sazonais, dependendo direta ou indiretamente da estação 

do ano na qual o artrópode se alimenta de sangue. As principais influências 

são os fatores climáticos (chuva, temperatura), a competência do vetor, o 

período de incubação intrínseca e extrínseca, a densidade de vetores, o 

transporte de vírus a lugares distantes e o estado imunológico da população, 

hospedeiros vertebrados (SHOPE, 1993).  

 

Patógenos emergentes podem causar doenças já conhecidas ou novas 

doenças e, dentro deste contexto as doenças zoonóticas emergentes causam 

uma grande preocupação aos cientistas nos dias atuais. Durante as últimas 

décadas vários surtos de patógenos emergentes e re-emergentes, têm 

ocorrido, afetando não só populações locais como também milhões de pessoas 

no caso das pandemias. Entre os exemplos notáveis estão vírus influenza A, 

vírus Ebola, vírus da hepatite C, vírus da insuficiência respiratória grave de 

adultos (SARS) e o vírus da imunodeficiência humana (HIV) (HJELLE & 

TORRES-PÉREZ, 2010). 
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A emergência e re-emergência das arboviroses podem ser um fenômeno 

natural relacionado à evolução e adaptação das espécies. Porém, mudanças 

ecológicas produzidas pelo homem podem contribuir para esse fenômeno. 

Podemos citar algumas atividades humanas que podem influenciar esta 

emergência: aumento do transporte de animais, humanos, plantas, artrópodes 

e outros materiais; aumento de atividades de lazer no campo; redução ou falta 

de controle de artrópodes vetores; urbanização crescente; desmatamento; 

atividades militares; desastres naturais; mudanças climáticas.  

 

O risco de novas arboviroses está relacionado com a existência de grandes 

cidades, densamente povoadas, que são infestadas por mosquitos tais como 

Culex e o antropofílico Aedes aegypti (GOULD, 2006; FIGUEIREDO, 2007). Os 

arbovírus são distribuídos mundialmente (FIGURA 2) e representam 

aproximadamente 30% de todas as doenças infecciosas emergentes ocorridas 

durante a década passada, na qual a emergência ou re-emergência de 

doenças virais aumentou frequentemente e tornou-se muitas vezes um sério 

problema de saúde pública com graves perdas econômicas. Vírus tais como 

West Nile (WNV), Chikungunya (CHIKV), Dengue (DENV), Febre Amarela 

(YFV), Febre Hemorrágica da Crimea-Congo (CCHFV) e Febre de Rift Valley 

(RVFV) que são patogênicos para o homem e animais, têm emergido para fora 

de suas áreas endêmicas, causando epidemias na América do Norte, Europa e 

Península Arábica (LE MAY & BOULOY, 2012). 

 

Recentes estudos no que se refere à emergência dos arbovírus demostraram 

também que, mudanças na gama de hospedeiros e a eficiência de 

infecção/replicação destes vírus podem ocorrer através de mutações pontuais 

em seus genomas, gerando surtos que podem ser associados com estas 

mudanças na gama de hospedeiro e à adaptação a novos vetores (COFFEY, et 

al., 2013). 
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Figura 2 – Distribuição geográfica de alguns importantes arbovírus da família Bunyaviridae. 

Fonte: MELTZER, 2012. 

 

 

1.1.5 – Novos bunyavírus recentemente descobertos 

 

Todas as mudanças supracitadas, têm favorecido a emergência e re-

emergência dos arbovírus. Entre esses patógenos, muitos são membros da 

família Bunyaviridae, uma grande família de vírus RNA.  Como exemplos de 

novos patógenos emergentes pertencentes a esta família, podemos citar um 

novo phlebovírus isolado na China, que é transmitido por carrapatos 

denominado vírus Huaiyangshan (HYSV) que vinha causando surtos em 

províncias chinesas desde 2009 e que foi isolado em 2011. Tal vírus causa um 

quadro de trombocitopenia, leucopenia e disfunção de múltiplos órgãos e a 

doença causada por este agente foi denominada de febre grave com 

trombocitopenia (SFTS) (YU, et al. 2011). 

 

Ainda, Blitvich e colaboradores em 2012 isolou um novo bunyavírus, a partir de 

mosquitos, durante estudos conduzidos entre 2007-2008 na Península de 

Yacatan no México. Tal vírus foi denominado a princípio de vírus Cholul 

(CHLV). Além disso, os autores demonstraram através de sequenciamento, 
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que este novo membro da família Bunyaviridae é um rearranjo entre os vírus 

Cache Valley (CVV) e Potosi (POTV) (BLITVICH, et al. 2012). 

 

Assim, dentre os arbovírus estão os vírus da família Bunyaviridae, que são os 

únicos cujo espectro de hospedeiros inclui invertebrados, vertebrados e 

plantas.  Todas aquelas mudanças supracitadas, têm favorecido os membros 

desta família a se tornarem importantes agentes infecciosos emergentes e re-

emergentes (NICHOL et al., 2000; GONZALEZ-SCARANO et al., 2005). Estes 

são classificados na categoria A (alto risco) pelo comitê de medidas de 

prevenção a patógenos emergentes do “Centers for Disease Control” (CDC) 

(BARR et al., 2005). 

 

 

1.2 – A família Bunyaviridae  

 

A família Bunyaviridae foi estabelecida em 1975 e abrange um grande número 

de vírus que compartilham propriedades antigênicas e morfológicas, com base 

em suas reações sorológicas cruzadas. Esta constitui um grupo diverso de 

vírus RNA incluindo mais de 350 isolados, dividida em cinco gêneros: 

Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus, 

compreendendo mais da metade dos arbovírus. Os 4 primeiros gêneros 

compreendem vírus que infectam animais e o último compreende vírus que 

infectam plantas. Membros dessa família são distribuídos em todo o mundo e, 

muitos são considerados vírus emergentes que têm causado um elevado 

número de epidemias (BISHOP et al., 1980; GONZALEZ-SCARANO et al., 

2005; LOWEN et al., 2005; OVERBY et al, 2008; WALTER & BARR, 2011; 

GUU et al., 2012). 

 

A maioria dos bunyavírus é difundida na natureza por ciclos de transmissão 

silvestres entre hospedeiros vertebrados susceptíveis e artrópodes 

hematófagos, incluindo mosquitos, flebótomos, carrapatos e maruins. O vírus 

Bunyamwera (BUNV) é o protótipo da família Bunyaviridae e também do 

gênero Orthobunyavirus, sendo primeiramente isolado de mosquitos coletados 
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em Uganda em 1943 (BOWEN et al.,2001; LÉONARD, et al., 2006; LOWEN et 

al., 2005). Além disso, exemplos tais como La Crosse vírus, Rift Valley Fever 

vírus, Crimean-Congo hemorrhagic fever vírus e Sin Nombre vírus causam 

doença severa em humanos incluindo febre hemorrágica e encefalite (OVERBY 

et al., 2008). 

 

 

1.2.1 - Estrutura e genoma do vírus  

 

A família Bunyaviridae consiste de vírus envelopados com forma esférica de 80 

a 120 nm de diâmetro. Formas alongadas podem também ser observadas, 

como no caso dos Hantavirus. Estes vírus possuem ainda glicoproteínas de 

superfície, conhecidas como Gc e Gn, de 5 a 10 nm que estão ancoradas na 

bicamada lipídica do envelope. O genoma inserido no capsídeo é composto por 

três 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 à presença, nas extremidades 

3’ e 5’, de aproximadamente 15 nucleotídeos complementares. Estas 

sequências nas extremidades são altamente conservadas entre os vírus do 

mesmo gênero, mas diferem daquela de outros gêneros. Cada um dos 

segmentos de RNA encontra-se envolvido por nucleoproteínas, denominadas 

proteínas N, que em associação com a polimerase, proteína L, constituem os 

ribonucleocapsídeos (FIGURA 3) (BISHOP et al., 1980; ELLIOTT, 1990; 

GRIOT et al., 1993; SCHMALJOHN & NICHOL, 2007; MAGALHÃES et al., 

2007; OVERBY et al., 2008; WALTER & BARR, 2011, GUU et al., 2012). 
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Figura 3 – Partícula viral característica da família Bunyaviridae. A) Os três segmentos 

genômicos (S, M e L) estão complexados com a proteína N para formar os nucleocapsídeos. O 

nucleocapsídeo e a polimerase viral estão empacotados dentro de um envelope lipídico 

contendo as glicoproteínas Gn e Gc. Segmento L: origina a proteína L ou RNA-polimerase 

RNA-dependente. Segmento M: origina as glicoproteínas Gn e Gc e a proteína não estrutural 

NSm. Segmento S: origina a proteína N e a proteína não estrutural NSs. Somente os vírus dos 

gêneros Orthobunyavirus, Phlebovirus e Tospovirus codificam as proteínas não estruturais. B) 

Rift valley fever virus particle. 

Fonte: adaptado de PEPIN et al. 2010; METZ & PIJLMAN, 2011. 

 

Os membros da família Bunyaviridae não codificam uma matriz proteica, em 

contraste com outras famílias de vírus RNA. Acredita-se que a estrutura do 

vírus é estabilizada pela interação direta dos nucleocapsídeos com o envelope 

ou com os domínios citoplasmáticos das glicoproteínas inseridas no envelope 

(ELLIOTT, 1990; OVERBY et al., 2008). O genoma codifica quatro proteínas 

estruturais comuns a todos os membros da família: a polimerase viral 

codificada pelo segmento L; as duas glicoproteínas de superfície Gn (ou G2) e 

Gc (ou G1) codificadas pelo segmento M (que primeiramente codifica uma 

poliproteína que é posteriormente clivada em Gn e Gc); a proteína N codificada 

pelo segmento S (FIGURA 3). Os vírus dos gêneros Orthobunyavirus, 

Phlebovirus e Tospovirus também codificam proteínas não-estruturais, 

presentes no segmento M (NSm) ou no segmento S (NSs), por diferentes 

janelas de leituras (ORF) (WEBER et al, 2002b; SALANUEVA et al., 2003; 
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GONZALEZ-SCARANO et al., 2005; KOHL et al., 2006; SCHMALJOHN & 

NICHOL, 2007 ; WALTER & BARR, 2011).  

O segmento L codifica por meio de uma única janela de leitura, a RNA 

polimerase dependente de RNA ou proteína L, responsável pela transcrição e 

replicação do genoma. Há evidências de que essa proteína também esteja 

envolvida com propriedades biológicas dos vírus, como virulência e espectro de 

hospedeiros (BISHOP et al., 1980; ELLIOTT, 1990; GRIOT et al., 1993; 

SCHMALJOHN & NICHOL, 2007; WALTER & BARR, 2011).  

O segmento M codifica em uma única janela de leitura, uma poliproteína, esta é 

clivada, em um evento pós-traducional, resultando nas glicoproteínas, Gn (G2) 

e Gc (G1), e na proteína não estrutural NSm (SCHMALJOHN & NICHOL, 2007; 

WALTER & BARR, 2011). 

 

As glicoproteínas de membrana desempenham papel na adsorção dos vírus às 

células, sendo que a glicoproteína Gc é a principal responsável pela adsorção 

do vírus às células dos vertebrados, enquanto que Gn é a principal responsável 

pela adsorção do vírus às células dos vetores artrópodes, já que Gc é 

rapidamente clivada pelas enzimas proteolíticas existentes no intestino do 

vetor. Em seguida, ao entrar na célula via endossomos, o genoma do vírus é 

liberado no citoplasma quando há a fusão do envelope viral com a membrana 

celular em um fenômeno mediado pelas mudanças conformacionais sofridas 

pela glicoproteína Gc em pH ácido. Com relação à virulência e à infectividade, 

estudos demonstraram que os principais determinantes dessas características 

estão presentes no segmento M, principalmente na glicoproteína Gc, 

influenciando no tipo de célula ou órgão alvo, na eficiência da transmissão do 

vírus por um determinado artrópode e na patogênese. Por fim, as 

glicoproteínas de membrana induzem e interagem com anticorpos 

neutralizantes, sendo que estes anticorpos reconhecem principalmente a 

proteína Gc e anticorpos contra esta proteína resultam em uma efetiva 

imunidade humoral (ELLIOTT, 1990; GRIOT et al., 1993; PEKOSZ et al., 1995; 

PLASSMEYER et al., 2005; SCHMALJOHN & NICHOL, 2007). 
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Por último, o segmento S codifica em janelas de leituras sobrepostas a proteína 

estrutural N e, a proteína não estrutural NSs. Os vírus dos gêneros Tospovirus 

e Phlebovirus codificam a proteína NSs utilizando uma estratégia ambisense. A 

proteína estrutural N é o produto viral de maior abundância nas células 

infectadas, sendo responsável pelas reações sorológicas de fixação de 

complemento. Ela é também a proteína mais conservada na família, 

apresentando 40% de homologia dentro de cada gênero e 80% dentro de cada 

sorogrupo. Além disso, essa proteína desenvolve importante papel protegendo 

o RNA da degradação e controlando a atividade da polimerase durante a 

transcrição e replicação (GRIOT et al., 1993; SCHMALJOHN &NICHOL, 2007; 

WALTER & BARR, 2011). 

 

Já a proteína NSs encontra-se acumulada no citoplasma, embora pequenas 

concentrações sejam encontradas no interior do núcleo das células infectadas. 

Essa proteína atua como um fator de virulência, inibindo a síntese proteica da 

célula hospedeira, incluindo a síntese de interferons. Além disso, essa proteína 

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; LÉONARD et al., 2006; BLAKQORI et al, 

2007). 

 

A proteína NSs apresenta grande variabilidade com relação ao seu tamanho e 

seqüência de aminoácidos para os membros da família Bunyaviridae. A 

construção de vírus mutantes, deficientes para esta proteína, indica que ela 

não é essencial para a replicação viral tanto in vitro como in vivo, sendo 

designada como uma proteína acessória, que atua como um fator de virulência 

para interromper a síntese proteica do hospedeiro, e assim inibir a síntese de 

IFN (BRIDGEN et al., 2000; LEONARD et al., 2006).  

 

A proteína NSs do vírus Rift Valley Fever (RVFV) suprime o sistema imune 

inato do hospedeiro, bloqueando a produção de IFN-α/β em células infectadas 

(WEBER et al., 2002a; BILLECOCQ et al., 2004; LEONARD et al., 2006). 

Blakqori e colaboradores em 2007 confirmam estas hipóteses citadas utilizando 

como modelo o vírus La Crosse (LACV) selvagem e um vírus mutante deletado 
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para a proteína NSs. Os autores mostraram que, tanto em células como em 

animais infectados, a síntese de IFN tipo I é fortemente inibida, demonstrando 

que a NSs do LACV suprime a indução de IFN.  

 

 

1.2.2 – Multiplicação viral  

 

A multiplicação dos vírus da família Bunyaviridae ocorre inteiramente no 

citoplasma e se inicia com a adsorção da partícula viral à célula-alvo (FIGURA 

4). Esse passo é mediado pela interação das glicoproteínas virais, Gn e Gc, 

com os receptores celulares e, independente do tipo de célula, ambas são 

necessárias para a adsorção, devido à conformação resultante da dimerização 

de Gc e Gn. Os receptores celulares ainda não foram identificados, para a 

maioria dos vírus da família, exceto para os hantavírus (SONG et al., 2005; 

SCHMALJOHN & NICHOL, 2007).  

 

O próximo passo é a entrada do vírus por endocitose e, conseqüente, 

acidificação dos endossomos, promovendo mudanças conformacionais em Gc 

que resultam na fusão das membranas virais e celulares e na liberação, no 

citoplasma, do genoma e da polimerase viral. Apesar de Gc desempenhar 

importante e principal papel na fusão, estudos revelam que é necessária a 

associação das duas glicoproteínas para que esse processo ocorra, 

provavelmente porque sem essa associação Gc não apresenta a conformação 

correta (PLASSMEYER et al., 2005; SCHMALJOHN & NICHOL, 2007; 

OVERBY et al., 2008). 

 

Em seguida, a transcrição primária do RNA viral (vRNA), de senso negativo, 

em mRNA, de senso positivo, é iniciada pela interação da polimerase viral 

(proteína L) com os três nucleocapsídeos. Somente segmentos envolvidos pela 

proteína N, ou seja, nucleocapsídeos servem como molde na transcrição. A 

síntese do mRNA ocorre utilizando iniciadores, denominados de “cap”, que são 

clivados de mRNAs citoplasmáticos do hospedeiro. Essa clivagem dos mRNAs 

do hospedeiro é executada pela atividade de endonuclease presente na 
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proteína L do vírus. Assim, a extremidade 5’ dos mRNAs apresentam de 10 a 

20 nucleotídeos que não são encontrados no vRNA. Outra diferença, é que o 

mRNA apresenta na extremidade 3’ uma sequência truncada de 

aproximadamente 100 nucleotídeos que acredita-se serem terminações 

transcricionais (SCHMALJOHN & NICHOL, 2007). 

 

 

 

 

FIGURA 4 - Ciclo de multiplicação dos vírus da família Bunyaviridae. 1- Adsorção das 

partículas virais à superfície da célula; 2- Penetração por endocitose seguida por fusão de 

membrana, permitindo a liberação no citoplasma dos nucleocapsídeos e da polimerase viral; 3- 

Transcrição primária; 4- Tradução das proteínas virais; 5- Replicação do vRNA através de um 

cRNA intermediário; 6- Montagem das partículas no Golgi; 7- Exocitose das partículas do Golgi. 

RER: Retículo endoplasmático. Alguns vírus da família utilizam uma montagem alternativa, 

brotando diretamente da membrana plasmática. Fonte: adaptado de SCHMALJOHN et al., 

2007. 

 

A tradução dos mRNAs ocorre imediatamente após a infecção, sendo os 

mRNAs dos segmentos L e S traduzidos em ribossomos livres no citoplasma e 

os mRNAs do segmento M nos ribossomos associados ao retículo 

endoplasmático rugoso, na qual também ocorrem as primeiras glicosilações 

das glicoproteínas. A replicação do genoma viral ocorre por meio da síntese e 
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encapsidação do RNA complementar (cRNA) que servirá de molde para a 

síntese do vRNA. Os fatores envolvidos na mudança da transcrição primária 

para a replicação do genoma não são bem entendidos, mas estudos sugerem 

que a síntese contínua de proteínas, principalmente a proteína N, e a 

encapsidação do cRNA estejam envolvidos no sinal de supressão da 

transcrição primária (SCHMALJOHN & NICHOL, 2007).  

 

Por fim, acontece a montagem das partículas no complexo de Golgi. Nessa 

etapa, os nucleocapsídeos se acumulam na parte citoplasmática da membrana 

do Golgi, enquanto que as glicoproteínas sofrem glicosilações 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 partículas virais recém formadas são, então, transportadas 

dentro de vesículas citoplasmáticas para fora desse compartimento até a 

membrana celular, onde serão liberados por exocitose. Alternativamente, 

alguns poucos vírus da família, como o vírus Sin Nombre, brotam diretamente 

da membrana citoplasmática, adquirindo o seu envelope nesse momento 

(SCHMALJOHN & NICHOL, 2007).  

 

1.2.3 – Patogenia, manifestações clínicas e tratamento 

 

Muitos bunyavírus são importantes patógenos humanos e animais o que os 

torna um grande problema de saúde pública. Assim, as arboviroses são 

doenças causadas pelos arbovírus mediante transmissão biológica entre 

hospedeiros vertebrados suscetíveis e artrópodes hematófagos, ou de 

hospedeiro artrópode a hospedeiro artrópode, através da via transovariana e, 

possivelmente, da via sexual. Essas doenças são em sua totalidade zoonoses 

e, mantidas em ambientes silvestres (AZEVEDO et al., 2007).  

 

As pessoas que mantêm contato mais estreito com o ambiente silvestre, no 

qual se situam os nichos ecológicos de tais vírus, são atingidas com maior 

frequência. Entretanto, muitas destas doenças têm surgido periodicamente em 
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áreas urbanas, onde causam epidemias e são um problema de saúde pública 

mundial. A natureza da doença produzida no homem varia conforme o tipo de 

vírus responsável pela infecção. A maioria provoca uma síndrome febril 

benigna com ou sem exantema, enquanto outros determinam quadro 

hemorrágico ou de encefalite com elevada letalidade (ROSA et al., 1997). 

Como exemplo podemos citar o vírus da Febre Hemorrágica de Crimean-

Congo (CCHFV) que é o segundo maior vírus a provocar doença no homem, 

ficando atrás apenas do vírus da Dengue (DENV), sendo endêmico na África, 

Ásia e Europa e o vírus da febre de Rift Valley (RVFV) que causa encefalite 

(HOLLIDGE et al., 2010). 

 

O mecanismo que origina as manifestações clínicas e as alterações 

patológicas da maioria das arboviroses ainda não é suficientemente conhecido. 

Porém estudos experimentais demonstram que, os arbovírus após a 

transmissão pelo inseto ao hospedeiro, se multiplicam no local da porta de 

entrada e, por via linfática, alcançam o linfonodo regional, onde sofrem nova 

replicação. Pelos vasos linfáticos eferentes chegam ao ducto torácico e à 

corrente sanguínea. Na corrente sanguínea realizam viremia (primária), e a 

partir desta se espalham pelos tecidos alvo, infectando preferencialmente as 

células endoteliais e as dos músculos estriados, que servem de fonte para um 

fluxo contínuo de vírus para a corrente sanguínea (viremia secundária que 

corresponde ao período febril), e daí, dependendo do tropismo viral se 

distribuem pelo organismo podendo alcançar, inclusive o sistema nervoso 

central (FIGURA 5). Em alguns casos a infecção não passa dessa fase e o 

paciente se recupera totalmente, outras vezes, a infecção progride para 

manifestações exantemáticas, neurológicas ou hemorrágicas (ROSA et al., 

1997; AZEVEDO et al., 2007; SMITH et al., 2010 ). 

 

As manifestações clínicas das arboviroses em seres humanos são divididas em 

quatro categorias: síndrome febril, síndrome febril exantemática, febre 

hemorrágica e encefalite. Vale ressaltar que, um mesmo arbovírus pode 

determinar diferentes síndromes clínicas e, por outro lado, a mesma 

sintomatologia pode ser determinada por tipos diferentes de arbovírus. Este 

fato pode ser explicado por fatores tais como a quantidade do inóculo, tempo 
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de exposição aos transmissores, a amostra do vírus e os fatores do 

hospedeiro. (BEATY et al., 1995; GUBLER, 2002; ROSA et al., 1997; MELLOR, 

2000; NALCA et al., 2003).  

 

Os arbovírus do grupo C determinam no homem, um quadro de doença febril 

aguda, cujo início geralmente é súbito. A febre pode ser alta, chegando a 

ultrapassar 40° C, e persiste por 4-5 dias. Os pacientes usualmente queixam-

se de cefaleia, mal-estar, calafrios, bem como de dores musculares e 

articulares. Outras manifestações clínicas incluem vertigem, náusea, anorexia e 

fotofobia. Os sintomas podem ser intensos, chegando a causar prostração. Os 

enfermos usualmente apresentam fraqueza capaz de persistir por várias 

semanas após o desaparecimento dos sintomas da fase aguda. Nenhuma 

alteração neurológica foi observada nos pacientes (CAUSEY et al. 1961; 

Travassos da Rosa et al., 1997; FIGUEIREDO, 1999; De Brito Magalhães et al. 

2011). 

 

Não há tratamento específico para as arboviroses. O tratamento visa apenas a 

manutenção do estado geral do doente. As medidas, portanto, são de suporte 

para manutenção das funções vitais. Medidas preventivas para as arboviroses 

no Brasil, exceto a dengue e a febre amarela, são escassas e as medidas 

individuais constituem as únicas possíveis, já que não se dispõe de vacinas e o 

combate aos vetores pode ser oneroso (AZEVEDO et al., 2007). 
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Figura 5 – Disseminação dos arbovírus em vertebrados. Transmissão dos arbovírus ocorre 
após a picada de um artrópode hematófago A – o vírus então se multiplica principalmente nas 
células dendríticas da pele e através do sistema linfático B – alcança os linfonodos regionais 
onde sofre nova multiplicação C – agora através do vasos linfáticos eferentes o vírus chega ao 
ducto torácico e à corrente sanguínea (viremia primária) D –o vírus espalha-se portanto pela 
corrente sanguínea e ocorre a infecção dos órgãos alvo como o fígado por exemplo e os 
músculos estriados, que servem de fonte para um fluxo contínuo de vírus para a corrente 
sanguínea (viremia secundária) que corresponde ao período febril E – e, dependendo do 
tropismo viral este por sua vez se distribui pelo organismo podendo alcançar, inclusive o 
sistema nervoso central. 

 

 

1.3 - Gênero Orthobunyavirus  

 

O gênero Orthobunyavirus é o maior dentro da família Bunyaviridae, incluindo 

48 espécies e 174 vírus, sendo que 60 desses são causadores de doenças em 

humanos (HART et al., 2008).  O critério para classificação nesse gênero é 

baseado nas características sorológicas, bioquímicas e genéticas em comum 

apresentadas pelos vírus. Além disso, o gênero apresenta 19 sorogrupos 

divididos de acordo com relações sorológicas definidas por meio de testes de 
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fixação de complemento, que distinguem grupos específicos com base em 

antígenos existentes na proteína N (TABELA 1), e um décimo nono grupo já foi 

adicionado (AQUINO et al., 2002; YANASE et al., 2003; WEIDMANN et al., 

2003, De Brito Magalhães et al. 2011; CHOWDHARY et al., 2012). Os 

sorogrupos Califórnia, Bunyamwera e Simbu possuem como membros 

importantes patógenos humanos como os vírus La Crosse, Ngari e Oropouche 

(LE MAY & BOULOY, 2012). 

 

Tabela 1 - Orthobunyavirus: sorogrupos e alguns exemplares. 

 

Gênero Sorogrupo Exemplos 

Orthobunyavirus Anopheles A vírus Trombetas  

 Anopheles B vírus Boracéia 

 Bakau vírus Nola 

 Bunyamwera vírus Bunyawera 

 Bwamba vírus Buwamba 

 C vírus Caraparu,Itaqui,Oriboca, 
Apeu  California vírus La Crosse, Tahyna, Melão  

 Capim vírus Capim 

 Gamboa vírus Gamboa, Pueblo Viejo 

 Guama vírus Guama, Ananindeua 

 Koongol virus Koongol, Wongal 

 Minatitlan vírus Palestina 

 Nyando vírus Nyando 

 Olifantsvlei vírus Bobia 

 Patois vírus Patois, Babahoya 

 Simbu virus Simbu, Oropouche 

 Tete vírus Tete 

 Turlock vírus Umbre 

 Wyeomyia vírus  Sororoca 

             Fonte: http://ictvdb.bio-mirror.cn/Ictv/fs_bunya.htm 

 

Os ensaios sorológicos como inibição de hemaglutinação (IH), fixação de 

complemento (FC) e neutralização (NT) sempre foram amplamente utilizados 

no diagnóstico de infecções pelos Orthobunyavirus (De Brito Magalhães et al. 

2011). O método de FC é mais específico que o da IH e detecta anticorpos que 

aparecem usualmente duas semanas após o começo da doença, podendo 

persistir por longo tempo (pelo menos 2 anos) com títulos moderados ou altos. 

A NT é baseada na inibição da infectividade viral pela ação de anticorpos, que 

têm alta especificidade e podem ser medidos in vivo ou in vitro (AQUINO et al., 
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2002) e é considerado o padrão ouro para o estudo sorológico dos arbovírus 

(ZELENÁ et al, 2008).  

 

O diagnóstico das infecções tem sido feito, frequentemente, pelo método 

denominado Mac-Elisa, que permite o diagnóstico presuntivo de infecção 

recente através da detecção de IgM de uma única amostra obtida na fase 

aguda. Já nos anos 90, métodos de RT-PCR foram introduzidos para o 

diagnóstico dos Orthobunyavirus, principalmente dos sorogrupos Califórnia e 

Bunyamwera (AQUINO et al., 2002). 

 

No Brasil, o vírus Oropouche, do sorogrupo Simbu, é a segunda arbovirose 

mais importante no país, sendo responsável por diversos surtos epidêmicos e 

uma grande morbidade (NUNES et al., 2007). Na região Amazônica, encontra-

se uma imensa variedade de orthobunyavírus causadores de doenças ao 

homem. Inquéritos sorológicos realizados nesta região revelam a presença de 

anticorpos para diversos arbovírus e, a média de percentuais de anticorpos 

inibidores da hemaglutinação ou neutralizantes para alguns destes são: vírus 

Mucambo (6%), vírus Caraparu (5,3%), vírus Murutucu (2,3%) e vírus Oriboca 

(1,7%) (AZEVEDO et al., 2007). 

 

Todos os vírus do sorogrupo C, que foram isolados durante estudos realizados 

nessa região são conhecidos por causar doenças febris em humanos. E apesar 

de terem sido isolados há mais de quatro décadas e serem considerados vírus 

emergentes em potencial, pouco se sabe a respeito dos vários aspectos da 

biologia, patogenia e epidemiologia desses vírus (AQUINO et al., 2002; 

WEIDMANN et al., 2003). 

 

 

1.3.1 – Orthobunyavirus do Grupo C  

 

Na década de 1950, houve uma intensa migração de trabalhadores dos demais 

estados do Brasil para o estado do Pará, no intuito de desmatar as florestas 

existentes nessa região e transformá-las em grandes plantações. O intenso 
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contato dos trabalhadores dessa região com as florestas propiciou a 

emergência de surtos e epidemias virais à cercania da capital, Belém, sendo 

relevantes os números de casos atribuídos às arboviroses inespecíficas ou não 

caracterizadas. 

 

Assim desde 1954, data em que foi fundado o Laboratório de Vírus de Belém, 

com a finalidade de isolar e estudar as arboviroses na região Amazônica, os 

pesquisadores envolvidos no projeto conseguiram isolar mais de 10000 

amostras pertencentes a pelo menos 183 diferentes tipos de arbovírus. Desse 

total, 157 foram isolados pela primeira vez no Brasil (ROSA et al., 1997).  

 

As amostras de vírus isoladas foram liofilizadas, e juntamente com os 

correspondentes anticorpos neutralizantes foram enviadas para a Fundação 

Rockefeller, em Nova Iorque, na qual estudos sorológicos e comparações com 

materiais de outras partes do mundo foram realizados. Desses estudos, 

concluiu-se que 451 amostras de arbovírus compreendiam 18 sorotipos, sendo 

que 10 pertenciam a sorogrupos já conhecidos, como os sorogrupos A, B, 

Bunyamwera e Califórnia. Dos restantes, sete mostraram constituir dois novos 

sorogrupos designados como grupos C e Guamá; e um (Tacaiuma) não foi 

agrupado naquele momento. Hoje, sabe-se que o vírus Tacaiuma pertence ao 

sorogrupo Anopheles A (CAUSEY et al., 1961; FIGUEIREDO, 1999). 

 

Cerca de 205 amostras, correspondiam a vírus pertencentes ao sorogrupo C, 

que até o momento eram desconhecidos, demonstrando a importância e a 

intensa circulação desses vírus na região Amazônica (CAUSEY et al., 1961). 

Após esse estudo, outros vírus pertencentes ao sorogrupo C foram isolados no 

Brasil, bem como em outros países. São eles: vírus Itaqui, isolado em Belém 

no Brasil (SHOPE et al., 1961), vírus Madrid e Ossa no Panamá, vírus Nepuyo 

em Trinidad-Tobago e no Brasil (SHOPE & WHITMAN, 1966), vírus Restan em 

Trindade, Tobago e Suriname (JONKERS et al., 1967) e vírus Gumbo-Limbo 

nos Estados Unidos (SHOPE, 1993). 

 

Atualmente, o sorogrupo C é composto por 14 vírus: Apeu, Caraparu, Itaqui, 

Madrid, Marituba, Murucutu, Oriboca, Ossa, Restan, Gumbo-Limbo, Nepuyo, 
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Vinces, Bruconha e 63U11 (NUNES et al., 2005). Estes foram isolados de 

humanos, mosquitos, roedores, marsupiais e morcegos e, são divididos em 

quatro complexos antigênicos: Caraparu, Madrid, Marituba e Oriboca (TABELA 

2). Além disso tais vírus estão entre os primeiros vírus descritos em estudos 

realizados na Amazônia brasileira na década de cinquenta e, apesar de serem 

vírus de importância para a saúde pública, pouco é conhecido sobre as 

características moleculares e genéticas das amostras de vírus do grupo C que 

circulam no Brasil (De Brito Magalhães et al. 2011). 

 

Tabela 2 – Classificação sorológica dos vírus do grupo C e seus complexos antigênicos de 
acordo com o Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus (ICTV) (2005). 

 

Complexo antigênico Vírus isolados 

vírus Caraparu vírus Caraparu BeAn3994 (CARV) 

 vírus Bruconha (BRUV) 

 vírus Apeu BeAn849 (APEUV)                 

 vírus Ossa BT 1820 (OSSAV) 

 vírus Vinces 75V-807 (VINV) 

   

vírus Madrid vírus Madrid BT 4075 (MADV) 

  

vírus Marituba vírus Marituba BeAn15 (MTBV) 

 vírus Gumbo limbo  BeAn3994 (GLV) 

 vírus Marituba 63U-11 (MTBV) 

 virus Murutucu (MURV) 

 vírus Nepuyo (NEPV) 

 virus Restan (RESV) 

  

vírus Oriboca vírus Oriboca BeAn17 (ORIV) 

 Virus Itaqui BeAn17 (ITQV) 

              Fonte: http://ictvdb.bio-mirror.cn/Ictv/fs_bunya.htm 

 

Os vírus do grupo C receberam seus nomes de acordo com o local em que 

foram identificados. A exceção é o vírus Caraparu, que foi denominado de 

acordo com o nome do primeiro paciente do qual foi isolado. Este vírus foi 

isolado pela primeira vez, na floresta de Utinga, próxima à floresta de Oriboca 

(FIGURA 6 e 7), do soro de macacos Cebus apella e posteriormente de um 

caso clínico (do qual recebeu seu nome) e também de mosquitos (CAUSEY et 

al., 1961). O vírus Caraparu (CARAV) foi também isolado de um caso clínico de 
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um paciente da região do Vale do Ribeira no Estado de São Paulo na década 

de 80 (IVERSSON et al. 1987). 

 

O vírus Oriboca (ORIV) foi um dos primeiros a ser reconhecido do Grupo C e, o 

protótipo BeAn17, foi obtido na floresta de Oriboca de uma macaco sentinela 

em dezembro de 1954 (FIGURA 6 e 7). Nos anos que se seguiram a estes 

estudos iniciados por Shope, o ORIV foi isolado de diversos outros 

trabalhadores naquela área. Foram encontrados soros positivos para este vírus 

em 25,5% aproximadamente dos indivíduos testados. Os pacientes 

apresentavam febre alta, dores musculares, náuseas, vertigens e fotofobia. 

Apeu, Caraparu, Marituba, Murutucu e Oriboca corresponderam juntos a 

aproximadamente 50% do número total de isolados obtidos, deixando evidente 

a intensa circulação desses vírus na região estudada (CAUSEY et al., 1961; 

ROSATO et al., 1974). 

 

O vírus Itaqui (ITQV) (BeAn 12797) foi posteriormente isolado também na 

região da floresta de Oriboca, próximo a uma pedreira chamada Itaqui no ano 

de 1956 de macaco sentinela (FIGURA 6 e 7). Desde essa data, o ITQV foi 

isolado de diversos trabalhadores, camundongos, sentinelas e animais 

selvagens durante estudos no norte do Brasil (SHOPE, 1961).  

 

 

 

Figura 6 – Mapa da localização da área do estado do Pará estudado nos anos de 1954 a 1959, 

na qual foram isoladas as 451 amostras de arbovírus.Fonte: CAUSEY et al., 1961. 
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Figura 7 – A) fotografia mostrando cenário dos primeiros isolamentos virais a partir de um 

macaco sentinela na floresta de Oriboca B) os macacos sentinelas eram alimentados 

diariamente e deles eram extraído sangue para a inoculação em camundongos. Fonte: 

http://www.iec.pa.gov.br. 

 

 

Shope e colaboradores testaram por provas sorológicas (HI, NT, CF) as 200 

amostras do grupo C isoladas. Eles verificaram que, de acordo com o tipo de 

prova sorológica empregada, os sorotipos em análise (Apeu, Caraparu, Itaqui, 

Marituba, Murutucu e Oriboca) apresentavam afinidades diferentes entre si. Em 

reações de FC, os grupos com maior identidade eram: Murutucu/Oriboca, 

Itaqui/Caraparu e Marituba/Apeu. Já nas provas de IH e NT, os grupos afins 

eram Oriboca/Itaqui, Apeu/Caraparu e Marituba/Murutucu (FIGURA 8) (SHOPE 

et al., 1962). 

 

Cabe citar que, as reações de IH e NT refletem as propriedades das 

glicoproteínas Gc e Gn codificadas pelo segmento M desses vírus. Já a reação 

de FC reflete as propriedades da proteína N, codificada pelo segmento S, ou 

seja, tais provas refletem a identidade do genoma desses vírus em relação aos 

segmentos M e S (NUNES et al., 2005). 
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Figura 8 – Relações sorológicas entre os vírus do grupo C: Apeu, Caraparu, Itaqui, 

Marituba, Murucutu e Oriboca. 

Fonte: SHOPE et al., 1962 adaptado por MAGALHÃES, 2004. 

 

O diagnóstico das infecções pelos Orthobunyavirus do grupo C consiste, até 

hoje, dos resultados obtidos dos três testes sorológicos (FC, IH, NT). No 

entanto, reações cruzadas podem ocorrer entre vírus de um mesmo sorogrupo. 

Além disso, o diagnóstico é laborioso e demorado, sendo confirmado apenas 

quando o paciente já está se recuperando. Desse modo, os métodos 

sorológicos são de grande utilidade, mas não são os mais adequados para um 

diagnóstico rápido durante a fase aguda da infecção (AQUINO et al., 2002). 

 

A partir de 1990, foi introduzido o uso de métodos utilizando a RT-PCR para o 

diagnóstico dos Orthobunyavirus, principalmente para os sorogrupos Califórnia 

e Bunyamwera. No entanto, a grande maioria dos vírus do grupo C ainda 

carece da caracterização do seu genoma, assim como aquela relacionada aos 

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

 

Diversos trabalhos vêm sendo conduzidos no Laboratório de Vírus - ICB/UFMG  

desde a década de 70, para a caracterização dos Orthobunyavirus do Grupo C 

para um melhor entendimento e compreensão da filogenia, evolução e 
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patogênese destes vírus. Nesta época, foram conduzidos estudos sobre a 

morfologia das partículas dos vírus do grupo C em células VERO infectadas. 

Alguns dos resultados podem ser vistos na FIGURA 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Análise ultraestrutural dos vírus do grupo C. Células VERO foram infectadas 
com os diferentes vírus e a análise por microscopia eletrônica foi feita 18 horas após infecção. 
(A) Células controle não infectadas mostrando citoplasma, retículo endoplasmático (ER), 
núcleo (N) e mitocôndria (M). (B) Vírus Apeu. (C) Vírus Marituba. (D) Vírus Caraparu. (E) Vírus 
Oriboca. (F) Vírus Murutucu. (G) Vírus Nepuyo. Setas indicam as partículas de vírus. Barras: 1 
µm (A); 200 nm (B, C, D, F e G); 100 nm (E). Fonte: Ferreira P.C.P. & Kitajima E.W (dados não 
publicados). 

 

 

Novaes em 2006 caracterizou por amplificação molecular do genoma alguns 

membros do Grupo C, obtendo sequências parciais para os segmentos S e M 

dos vírus Apeu e Marituba com resultados surpreendentes.  

 

Os 247 pb do segmento S do vírus Apeu mostrou 100% de homologia com o 

vírus Bunyamwera, resultado este diferente daquele obtido por Magalhães em 

2008, onde o segmento S após sequenciamento e construção da árvore 

filogenética agrupou o APEUV com os membros dos sorogrupos Califórnia e 

Bwamba. Já o amplificado correspondente a uma porção do segmento M (~380 

pb) deste mesmo vírus, agrupou essa amostra com os demais vírus do grupo C 

provenientes do IEC e recentemente caracterizados por Nunes e colaboradores 
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em 2005. Esse fato levantou a hipótese de um rearranjo entre os vírus 

Bunyamwera e o vírus Apeu, pois obstante este é um evento comum entre os 

membros da família Bunyaviridae.  

 

Os dados do sequenciamento parcial também do segmento S para o vírus 

Marituba mostrou que, este é um variante do vírus Thayna (TAHV), membro do 

sorogrupo Califórnia Encephalites e, portanto não se integram ao sorogrupo C, 

contradizendo os resultados provenientes do IEC. Tal fato poderia ser 

explicado por duas hipóteses: contaminação das amostras do grupo C pelo 

vírus TAHV ou, a possibilidade de que o isolamento desses vírus na década de 

cinqüenta durante os estudos realizados por Shope tenha sido feita 

concomitantemente com o vírus TAHV. Cabe ressaltar que, frequentemente, 

durante os estudos para o isolamento dos arbovírus conduzidos por Shope, 

foram detectados dois ou mais vírus em uma mesma amostra e ainda que, o 

vírus TAHV foi isolado pela primeira vez na antiga URSS no ano de 1958, 

sendo sua caracterização realizada somente na década seguinte. A primeira 

hipótese levantada de contaminação dessa amostra foi afastada, uma vez que 

o Laboratório de Vírus do ICB não dispõe de amostras do vírus TAHV. Quinan 

em 2007 e Magalhães em 2008 confirmaram esta hipótese levantada por 

Novaes em 2006. 

 

A caracterização molecular de amostras virais do Grupo C (Apeu, Caraparu e 

Marituba) também foi feita por Magalhães em 2008 e os dados publicados. As 

seqüências obtidas foram condizentes parcialmente com os do IEC. O APEUV 

foi caracterizado através do seqüenciamento e análise filogenética dos três 

segmentos genômicos S, M e L sendo esta amostra uma variante genética 

contendo o segmento S rerranjado, não sendo possível identificar o vírus com o 

qual tal amostra sofreu rearranjo (De Brito Magalhães et al. 2011).  

 

Em relação ao CARV, os estudos de caracterização molecular foram feitos 

através do seqüenciamento e análise filogenética dos segmentos M e L. A 

análise filogenética para o segmento M agrupou tal amostra no gênero 

Orthobunyavirus, em um clado diferente dos demais sorogrupos o que 

confirmou que esse vírus pertence a um sorogrupo distinto. Já a região 
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sequenciada do segmento L agrupou o CARV juntamente aos vírus do gênero 

Orthobunyavirus, confirmando sua classificação sorológica. 

 

Assim todos os estudos realizados até o momento, envolvendo os 

Orthobunyavirus do Grupo C, visaram uma maior compreensão de suas 

propriedades biológicas, moleculares, morfológicas e sorológicas. Os primeiros 

estudos conduzidos com tais vírus, no Laboratório de Vírus ICB – UFMG 

durante os anos setenta foram realizados na tentativa de correlacioná-los com 

a principal proteína de defesa antiviral do hospedeiro, o interferon (IFN). Tais 

estudos mostraram que, a multiplicação de diversos bunyavírus em cultura de 

tecido pode ser inibida pelo tratamento com diversos tipos de IFN (MEZÊNCIO 

et al., 1978; PETRILLO-PEIXOTO, 1980; MAGALHÃES, 2008; ALMEIDA et al., 

2008; ASSIS, 2008).  

 

 

1.4 – Modelos experimentais para os Bunyavirus 

 

O desenvolvimento de modelos experimentais para estudar os mecanismos de 

replicação dos arbovírus, importantes patógenos de humanos e animais, 

poderá revelar como estes vírus de RNA surgem para causar surtos e 

epidemias (WEAVER & BARRETT, 2004). Tais modelos podem ainda serem 

usados, para o entendimento da patogenia, o que se torna relevante para as 

infecções humanas e para o desenvolvimento e teste de vacinas, bem como 

para propor novas estratégias terapêuticas.  

 

Camundongos e hamsters têm sido utilizados de maneira sistemática como 

modelos experimentais para o estudo dos arbovírus. Estudos experimentais 

utilizando-se camundongos inoculados com o vírus Punta Toro, por via 

subcutânea, demonstraram o aparecimento de necrose hepatocelular extensa, 

e morte dos animais em quatro dias, quando foram utilizados camundongos 

com menos de cinco dias de vida; no entanto quando foram utilizados 

camundongos com oito semanas de vida os autores verificaram que, 

aproximadamente 95% desses animais se recuperaram e atribuíram tal fato 
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devido à presença de interferon no organismo dos animais (Pifat & Smith, 

1987). 

 

A infecção experimental pelos arbovírus do grupo C pode se manifestar por 

viremia, desenvolvimento de anticorpos, doença e morte dos animais 

(PEIXOTO, 1977). Estudos demonstraram que, o APEUV quando inoculados 

em ratos lactentes (Mus musculus albinus), estes foram mais susceptíveis à 

infecção intracerebral em relação aos animais adultos. Nos lactentes, foi 

observado o aparecimento de enfermidade e morte (100%), enquanto que nem 

todos os ratos adultos apresentaram sinais de doença. As alterações 

histopatológicas mais características no fígado foram áreas de necrose e 

infiltrado inflamatório. Os ratos adultos suportaram a infecção viral e 

responderam imunologicamente com a produção de Ac específicos, dada sua 

maior resistência (MUCHA-MACÍAS et al., 1969). 

 

Brinton e colaboradores em 1993 caracterizaram um modelo de uma rápida 

doença periférica inoculando o CARAV em camundongos de 4-6 semanas. Os 

animais desenvolveram uma necrose hepática e morreram 4-6 dias depois de 

terem sido inoculados intraperitoneal. Também Deardorff e colaboradores em 

2010 estabeleceu uma infecção com os vírus da VEEV e o vírus Nepuyo em 

camundongos selvagens (Oryzomys couesi). Os animais sobreviveram á 

infecção e desenvolveram viremia sem sinais clínicos de doença aparentes 

com produção de anticorpos. 

 

Poucos membros da família Bunyaviridae são estudados em animais 

experimentais, principalmente porque importantes patógenos tais como o 

RVFV, Hantavírus e CCHFV requerem laboratórios de contenção especiais 

(WEBER et al., 2002b). 

 

Ainda no Laboratório de Vírus, Magalhães em 2004 demonstrou que, a 

infecção de camundongos neonatos via intracerebral com 100 unidades 

formadoras de placas (UFP) do vírus Apeu, Caraparu e Itaqui causou a morte 

de 100% dos animais, sendo o maior tempo de sobrevida (92 h) observado 
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naqueles infectados com o vírus Itaqui. Adicionalmente, os vírus foram 

detectados no fígado, cérebro e baço dos animais infectados. Em 2008 a 

mesma autora demonstrou que a susceptibilidade de camundongos à infecção 

pelo vírus Apeu foi idade-dependente, destacando-se a importância do sistema 

imune inato e adaptativo frente à infecção. 

 

 

1.5 – A imunidade inata e os bunyavírus 

 

Em muitos casos, após a infecção de um vertebrado por um bunyavírus através 

de picadas, pelos mosquitos ou ainda carrapatos, ocorre a inoculação do vírus 

na pele, tornando as células dendríticas (DCs) tais como as células de 

Langerhans, os principais alvos. Estas células, agora infectadas, por via 

linfática alcançam o linfonodo regional o que permitirá ao vírus entrar na 

corrente sanguínea e assim se disseminar. Após a entrada do vírus a primeira 

resposta do hospedeiro é uma reação inflamatória incluindo a secreção de 

mediadores solúveis tais como citocinas e quimiocinas. Entre esses 

mediadores, os interferons, especialmente os do tipo I (α/β) estão entre os mais 

eficientes em montar uma rápida resposta no hospedeiro com o objetivo de 

bloquear a replicação viral (LE MAY & BOULOY, 2012). 

 

 

1.5.1 – Interferons  

 

Os IFN foram inicialmente descritos como moléculas capazes de interferir com 

a multiplicação do vírus Influenza in vitro e caracterizados por Isaacs e 

Lindenman na década de 1950. Esta família de citocinas agora é reconhecida 

como o componente chave do sistema imune inato e, a primeira linha de 

defesa contra uma infecção viral. Os IFN possuem também importantes 

funções imunomodulatórias e atividades fisiológicas (ALMEIDA et al., 2008; 

SADLER et al., 2008; CARLTON-SMITH & ELLIOTT, 2012; LAZEAR, et 

al.2013). 
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Os IFN são sintetizados por células infectadas por vírus após estímulos de 

receptores que reconhecem padrões moleculares (PRRs). Assim, interagem 

com células vizinhas, estabelecendo nestas um estado antiviral, que limita a 

disseminação dos vírus. Os PRRs reconhecem e se ligam aos padrões 

moleculares associados aos patógenos (PAMPs) e esta interação, leva à 

ativação de fatores de transcrição tais como NF-κB (fator nuclear-κB) e fatores  

regulatórios de IFN (IRFs). Estas proteínas regulam a expressão de citocinas 

pró-inflamatórias e IFN do tipo I respectivamente (FIGURA 10) (ANK et al., 

2006; ALMEIDA et al., 2008; BONJARDIM, 2008; KATZE et al., 2008; 

CARLTON-SMITH & ELLIOTT, 2012; LE MAY & BOULOY, 2012; LAZEAR, et 

al.2013). 

 

Figura 10 – Representação esquemática da estimulação da expressão dos ISGs e 
iniciação da atividade antiviral desencadeada pelos IFN. As proteínas virais e ácidos 
nucléicos (PAMPs) são reconhecidos pelos PRRs celulares (TLRs 3,7,8,9 MDA5 ou RIG1). A 
interação PRR-PAMP desencadeia uma cascata de sinalização que regulam a transcrição dos 
ISGs e também de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas. Fonte: adaptado de KATZE et al., 
2008. 
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As atividades biológicas dos IFN são associadas com a indução de diversos 

genes conhecidos como ISGs (genes estimulados por interferon) que incluem 

proteínas relacionadas com atividade antiviral, processamento de antígenos, 

sinalização, quimiocinas, GTPases, ciclo celular, modulação da resposta 

imune, apoptose, dentre outros fatores (BONJARDIM et al., 2008). Para isto, os 

IFN se ligam a seus receptores celulares, desecadeando uma cascata de 

transdução de sinal que regula a transcrição dos ISGs. A ativação dos ISGs 

ocorre quando o IFN se liga ao seu receptor celular, que ativa Janus quinases 

(Jaks) ou tirosinas quinases (Tyks). Estas quinases ativadas, fosforilam 

transdutores de sinais e ativadores da transcrição (STAT), que vão para o 

núcleo e se ligam a seqüências específicas DNA presente nos promotores dos 

ISGs (FIGURA 11) (SEN, 2001, UZÉ, 2007, BONJARDIM, 2008; SADLER et 

al.,2008; CARLTON-SMITH & ELLIOTT, 2012; LE MAY & BOULOY, 2012; 

LAZEAR, et al.2013). 

 

Os mais bem caracterizados fatores antivirais induzidos pelos IFN até o 

momento são a proteína quinase R (PKR), o sistema 2´-5´oligoadenilato 

sintetase/RNase L e as proteínas Mx. Estes fatores citados interferem com a 

transcrição, a tradução e a replicação do genoma viral (WEBER et al., 2002b; 

LEVY et al., 2003; BONJARDIM, 2005; HALLER et al., 2006; LE MAY & 

BOULOY, 2012). O gene PKR é uma proteína quinase que é ativada após se 

ligar à RNA de dupla fita viral (um subproduto da atividade da RNA polimerase 

viral), o que resulta em um bloqueio do sistema de tradução do hospedeiro, 

limitando a replicação viral. Como o PKR, também o gene 2’5’OAS é ativado 

após ligação ao RNA de dupla fita para que sua atividade enzimática ocorra 

que irá clivar RNA celular e viral bloqueando assim a replicação do vírus. Assim 

ambos os genes interrompem a síntese protéica celular (GÁRCIA-SASTRE, 

2011). O gene 6-16 induzido por interferons é também bem caracterizado e, 

está envolvido com interrupção da síntese protéica e indução de apoptose 

(SEN, 2001). 
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Figura 11 – Representação esquemática da via de sinalização dos IFN através de seus 

receptores celulares. A ação dos interferons é mediada através de seus receptores celulares 

que ativam fatores da transcrição que se deslocam para o núcleo para induzir os ISGs através 

do promotor ISREs (elementos responsivos estimulados por IFN) para os IFN tipo I e III ou 

GAS para o IFN tipo II. Fonte: adaptado de SADLER et al., 2008. 

 

Já as proteínas MxA compreendem uma pequena família de GTPases, 

proteínas envolvidas no tráfego de vesículas intracelulares e homeostase de 

organelas. (HALLER et al., 2007). A proteína humana MxA é induzida 

exclusivamente pelos IFN-α/β e parcialmente associada com as membranas do 

retículo endoplasmático liso e está envolvida na inibição da entrada do material 

genético viral no núcleo da célula hospedeira. MxA é um componente chave da 

defesa antiviral induzida por IFN contra vírus de diversas famílias tais como 

Bunyaviridae, Togaviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, 

Picornaviridae e Hepadnaviridae (ANDERSSON et al., 2004; GÁRCIA-

SASTRE, 2011).  
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Os IFN são divididos em três grupos de acordo com o complexo receptor pelos 

quais eles sinalizam: o tipo I (chamados IFN alfa, beta, delta, épsilon, kappa, 

ômega e tau), o tipo II (IFN gama) e o tipo III descobertos recentemente 

(chamados IFN 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). 

 

1.5.2 – Interferons do tipo I, II e III  

 

Os interferons do tipo I são divididos em sete subtipos em mamíferos e, cada 

ordem contém pelo menos um IFN-α e um IFN-β. Por definição os membros 

dos IFN tipo I exibem uma atividade antiviral e, se ligam ao mesmo receptor 

celular (IFNABR) composto de duas subunidades (IFNAR1/2), ativando as 

mesmas vias de sinalização, que levam a ativação da transcrição de um 

conjunto de genes controlado pelo complexo transcricional ISGF3 (ALMEIDA et 

al, 2008; SADLER et al., 2008; MORDSTEIN et al., 2008, OLIVEIRA et al., 

2011). Este receptor está presente em quase todos os tipos celulares, sendo 

pouco abundantes por célula, porém mesmo em baixas quantidades, as células 

são capazes de responder de forma robusta aos IFN, sugerindo que podem 

estar agrupados em áreas específicas da membrana celular (KIM et al., 1997). 

Os genes que codificam os IFN tipo I não possuem introns e estão localizados 

no cromossomo nove humano (VILCEK, 2003). 

 

Os IFN- e IFN- são produzidos em resposta às infecções virais por 

leucócitos e maioria dos tipos celulares, e também fibroblastos 

respectivamente, sendo as principais citocinas do sistema imune inato. Sua 

indução é controlada a níveis transcricionais (GOODBOURN et al., 2000; 

TANIGUCHI et al., 2001; VILCEK, 2003; ALMEIDA et al., 2008). A atividade 

antiviral dos IFN tipo I ocorre através da ativação dos ISGs e modulação do 

sistema imune inato (FIGURA 11).  
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Os IFN tipo I combatem os vírus diretamente por inibirem sua multiplicação nas 

células e, indiretamente por estimular as respostas imunes inata e adaptativa. 

A atividade antiviral é exercida por diferentes mecanismos como bloqueio da 

penetração da partícula viral na célula hospedeira, controle da transcrição viral, 

clivagem de RNAs e prevenção da tradução dos RNAs produzidos (ANK et al., 

2006). 

 

O IFN tipo II compreende um único membro (IFN-γ), que se liga ao receptor 

IFNGR para exercer sua atividade imunomodulatória (ALMEIDA et al, 2008; 

SADLER et al, 2008). O IFN-γ é produzido principalmente por linfócitos T e 

células “Natural Killer” (NK) após ativação por antígenos ou agentes 

mitogênicos como a fitohemaglutinina e a concanavalina-A e é essencial para 

modular a resposta imune adaptativa frente a um patógeno (GOODBOURN et 

al., 2000; VILCEK, 2003). Este não é induzido diretamente em resposta a uma 

infecção viral, porém, em semelhança aos IFN do tipo I, também possui 

atividade antiviral e antiproliferativa (SEN, 2001; ALMEIDA et al., 2008; 

BONJARDIM, 2008). O gene que codifica o IFN-γ está localizado no 

cromossomo doze humano (VILCEK, 2003). 

 

Os IFN tipo I e II, e todas as citocinas conhecidas que utilizam os receptores de 

citocina da classe II sinalizam através dos transdutores de sinais (Jak- tirosinas 

quinases) e ativadores da transcrição via (Jak-STAT) (FIGURA 11) (VILCEK, 

2003; ALMEIDA et al., 2008). 

 

Os IFN do tipo III foram descobertos recentemente e são geneticamente e 

estruturalmente relacionados aos membros da família IL-10 de citocinas, mas 

com funções similares às dos IFN do tipo I (KOTENKO et al., 2003; 

SHEPPARD et al., 2003; SOMMEREYNS et al., 2008; BONJARDIM, 2008; 

ALMEIDA et al., 2008 ). Estes são representados por três genes com introns, 

no cromossomo 19 humano e tal como os IFN do tipo I, também são expressos 

pelas células mononucleares periféricas do sangue e células dendríticas depois 

de uma infecção por vírus ou presença de RNA dupla-fita (KOTENKO et al., 

2003 ; SHEPPARD et al., 2003; MEAGER et al., 2005; ALMEIDA et al., 2008). 
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Pouco é conhecido desta nova classe de IFN que têm sido propostos por 

serem ancestrais dos IFN do tipo I (SADLER, 2008). 

 

Os IFN tipo III exibem atividade antiviral, porém são estruturalmente e 

geneticamente distintos dos IFN do tipo I, se ligando a um complexo receptor 

que é composto por uma única subunidade IL-28Rα (família de receptores de 

citocinas da classe II) e outra subunidade IL-10Rβ. Assim, os IFN do tipo I e III 

são idênticos em termos de mecanismos de indução, transdução de sinal e 

atividades biológicas (MEAGER et al., 2005; UZÉ et al., 2007; ALMEIDA et al., 

2008; FRIBORG et al., 2013). 

 

O receptor celular para os IFN do tipo I (IFNAR1/2) está presente na maioria, 

se não todas, as células nucleadas, enquanto a expressão da subunidade IL-

28Rα é restrita a determinados tipos celulares. Consequentemente, a proteção 

antiviral pelos IFN do tipo I é observada na maioria dos tipos celulares, 

enquanto a proteção mediada pelos IFN-λ é restrita a células que expressam o 

complexo IL-28R funcional (MORDSTEIN, 2008). Portanto, mesmo as 

atividades biológicas destes dois grupos de IFN sendo redundantes estas, são 

geralmente menos intensa e mais restrita (MEAGER et al., 2005;UZÉ et al., 

2007; ALMEIDA et al., 2008). 

 

A expressão dos IFN do tipo III mostrou ser dependente dos mesmos estímulos 

(infecção viral e TLRs) e vias de transdução de sinal similares às utilizadas 

pelos IFN tipo I, apesar dos receptores celulares serem diferentes. As 

respostas desencadeadas por estas duas classes de IFN também são 

similares, levando à ativação de STAT-1 e STAT-2 resultando na transcrição 

dos conhecidos ISGs (FIGURA 11) (VILCEK, 2003; SOMMEREYNS et al., 

2008; MORDSTEIN, 2008; FRIBORG et al., 2013).  
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1.5.3 – Mecanismo de escape ao sistema imune pelos 

buyavirus      

 

A montagem de uma efetiva resposta antiviral depende não somente da 

estimulação da produção de IFN tipo I, que impedirá a replicação viral, mas 

também da atração de células inflamatórias para o sítio da infecção o qual 

previne a disseminação dos vírus. Todas essas ações são bem coordenadas e 

os vírus concentram suas estratégias de evasão ao sistema imune, contra 

moléculas chave que desempenham um importante papel na resposta antiviral 

como os IFN. (BONJARDIM et al., 2008). Assim, em resposta ás ações dos 

IFN, cada vírus desenvolve estratégias específicas, para contra-atacar tais 

mecanismos de defesa do hospedeiro (LE MAY & BOULOY, 2012). 

 

Os vírus podem bloquear quase todos os aspectos da via de regulação dos 

IFN, o que inclui a degradação do intermediário replicativo RNA dupla-fita, a 

degradação dos receptores de IFN, a inibição da via de sinalização JAK-STAT, 

a inibição de IRF e NF-κB e outros processos tais como as ações antivirais 

específicas dos ISGs (KATZE et al., 2002).  

 

Através da evolução, estes agentes vêm desenvolvendo todas essas 

estratégias para evadirem das respostas imunes e usar as proteínas do 

hospedeiro para seu próprio ciclo de multiplicação. Ainda, os efeitos dos vírus 

sobre o sistema de defesa do hospedeiro podem afetar a detecção viral pelos 

PRRs permitindo assim a manipulação das vias de sinalização do hospedeiro 

em seu próprio benefício (BOWIE & UNTERHOLZNER, 2008).  

 

A proteína VP35 do vírus Ebola é um exemplo de proteína que interfere com a 

sinalização dos PRRs, esta seqüestra o RNA fita-dupla viral e também inibe a 

ativação de IRF3 (BOWIE & UNTERHOLZNER, 2008).  Já a proteína NS1 do 

vírus Influenza é um antagonista da via RIG-1 (gene induzido por ácido 

retinóico) que está envolvido com o recomhecimento de PAMPs especialmente 

RNA fita-dupla viral. Através da interação de NS1/RIG-1 ocorre o bloqueio da 

ativação de IRF3 e expressão de IFN-β. O vírus Vaccínia (VACV) codifica duas 
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proteínas (A46 e A52) que têm como alvo distintos componentes da via de TLR 

antagonizando assim respostas antivirais do hospedeiro (BONJARDIM et al., 

2008). 

 

A elucidação desses mecanismos usados pelos vírus para inibir ou manipular 

as respostas do hospedeiro é importante para o nosso entendimento sobre a 

patogênese viral, sobretudo com relação aos vírus RNA. Tais vírus sofrem 

mutações rapidamente, e a detecção dessas mutações que podem aumentar 

ou diminuir a atividade das proteínas virais que interferem com as respostas 

imunes do hospedeiro, irão ajudar a definir os diversos fatores de virulência de 

diferentes espécies virais que infectam humanos (BOWIE & UNTERHOLZNER, 

2008).  

 

Neste contexto, os membros da família Bunyaviridae possuem grande potencial 

de escaparem do sistema imune por manterem uma alta variabilidade, usando 

os mecanismos chamados “antigenic drift” e “antigenic shift”, também 

reconhecidos para outros vírus RNA segmentados. Tais vírus, com seu 

genoma RNA apresentam altas taxas de erros acumuladas durante seu ciclo 

de multiplicação, causados em instância pelo efeito da RNA polimerase que 

não possui atividade revisora. Essa alta taxa de mutação da RNA polimerase 

viral seria o fator resultante, que levaria a variações nas propriedades 

antigênicas dos bunyavirus, possibilitando o escape do vírus ao sistema imune 

do hospedeiro. A esse mecanismo dá-se o nome de “antigenic drift”, que o 

resultado de mutações pontuais no genoma do vírus que alteram sua estrutura 

antigênica. A população resultante dessas mutações é freqüentemente referida 

como uma “quasispécie” (WEBER et al., 2002b; DOMINGO & GOMEZ , 2007). 

 

Outro mecanismo pelo qual os bunyavírus escapam à resposta imune do 

hospedeiro é chamado “antigenic shift”, o qual ocorre quando os vírus trocam 

seus fragmentos genômicos originando novos vírus rearranjados ou 

“reassortant”. Os vírus rearranjados também ocorrem na natureza. Tais 

rearranjos genéticos levam às alterações antigênicas por gerarem novas 

variantes de proteínas virais imunogênicas às quais o hospedeiro não está 

adaptado (WEBER et al., 2002b; DOMINGO & GOMEZ , 2007). 
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Com relação à imunidade inata, os bunyavirus apresentam também 

mecanismos para evadir do sistema imune do hospedeiro através da inibição 

do sistema IFN. A proteína NSs atua como o fator de virulência necessário para 

impedir a síntese de IFN em células infectadas (BRIDGEN et al., 2000; WEBER 

et al., 2002a,b; STREITENFELD et al., 2003; BILLECOCQ et al., 2004; 

LEONARD et al., 2006; LE MAY & BOULOY, 2012). Os mecanismos de escape 

ao sistema imune mediada por esta proteína foi mais bem estudado para o 

BUNV e o LACV, onde NSs prejudica a resposta antiviral através do bloqueio 

da transcrição celular, através da proteólise da RNA polímera II (LE MAY & 

BOULOY, 2012). Os arbovírus da família Bunyaviridae precisam rapidamente 

estabelecer uma intensa viremia para serem transmitidos para novos insetos 

vetores, utilizando para esse fim, esta proteína, para subverter então o sistema 

imune dos hospedeiros mamíferos (BLAKQORI et al., 2007).  

 

IKEGAMI e colaboradores em 2009 demonstraram mais uma função para NSs, 

esta proteína causa um decréscimo de PKR, um importante gene estimulado 

por interferon (ISG) que possui atividade antiviral, permitindo uma eficiente 

replicação viral durante o curso de uma infecção.  

Assim a proteínas NSs dos bunyavírus, são responsáveis por bloquear a 

produção de IFN em células infectadas. Como resultado, ocorreria um 

favorecimento da replicação viral, uma vez que este escaparia à primeira linha 

de defesa do organismo frente a uma infecção viral, ou seja, do sistema IFN, 

podendo então produzir grandes quantidades de sua progênie.   

 

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

de grande potencial emergente e o entendimento das respostas antivirais são 

importantes para o estudo das defesas do hospedeiro contra os agentes virais. 
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1.5.4 – Interferons e os Orthobunyavirus  

 

Experimentos in vitro e in vivo têm demonstrado que o IFN-α é capaz de inibir a 

replicação de muitos vírus, como por exemplo, o vírus da dengue, Vaccínia, 

ebola, dentre outros. Os IFN têm sido utilizados também para o tratamento de 

infecções crônicas causadas pelos vírus da hepatite B e C.  

 

Dados produzidos por pesquisadores do Laboratório de Vírus ICB da UFMG 

sobre a atividade antiviral dos IFN contra membros da família Bunyaviridae, 

apontam para a importância do sistema interferon para as defesas do 

hospedeiro e, conseqüente, estimulação das respostas imune inata e 

adaptativa. Os diversos Orthobunyavirus do Grupo C, ainda que estreitamente 

relacionados entre si, apresentam grande variabilidade na produção e 

sensibilidade aos interferons, sendo o vírus Oriboca o melhor indutor de IFN e, 

o vírus Apeu o mais sensível à ação do IFN em células de membranas 

amnióticas humanas (MEZÊNCIO et al., 1978; PETRILLO-PEIXOTO, et al., 

1980). Ficou demonstrado, portanto que, a sensibilidade ao IFN amniótico é 

dependente do tipo de ensaio utilizado. Por exemplo, em ensaios de inibição do 

efeito citopático, o CARV e ITQV foram menos sensíveis que o APEUV, 

enquanto que, em ensaios de redução de placa, a sensibilidade foi maior para 

o vírus Sindbis, seguido pelo vírus da estomatite vesicular (VSV), MTBV e por 

fim, pelo APEUV (PETRILLO-PEIXOTO et al., 1980). 

 

MACHADO em 1998 verificou que os vírus Apeu, Itaqui, Marituba e Oriboca 

apresentavam uma multiplicação mais eficiente em células VERO do que em 

células WISH. O fato de células WISH serem capazes de produzir interferon, 

diferentemente do que ocorre em células VERO, aliado ao fato dos vírus do 

grupo C apresentarem sensibilidade à ação desta citocina, levantou a hipótese 

de que os títulos virais mais baixos em WISH poderiam resultar da produção de 

alguma substância com atividade antiviral relacionada ao sistema interferon.  

Então, foi investigado se a proteína MxA poderia estar envolvida neste 

processo, uma vez que a atividade antiviral da proteína MxA já tinha sido 

demonstrada para outros membros da família Bunyaviridae. Os resultados 
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mostraram que, nessa linhagem celular, a menor multiplicação dos vírus do 

grupo C não estava relacionada à atividade de MxA mas provavelmente a 

outros fatores que as tornariam menos susceptíveis . 

 

Recentemente ALMEIDA e colaboradores em 2008 demonstraram a atividade 

antiviral dos IFN do tipo I e III ao proteger a célula VERO contra o vírus APEU. 

Todos os IFN testados foram hábeis em induzir um estado antiviral contra o 

APEUV, sendo esta atividade dose-dependente. Adicionalmente, a atividade 

antiviral dos IFN tipo III não necessitam da presença dos IFN tipo I, pois ao 

misturar ambos os tipos de IFN, a atividade antiviral não foi aumentada ao se 

comparar com cada tipo sozinho. Os IFN testados, também foram capazes de 

proteger as células mononucleares do sangue periférico da infecção pelo 

APEUV. 

 

Magalhães em 2008 demonstrou que, a multiplicação em cultura de células do 

APEUV e CARV foi significantemente inibida pelo pré-tratamento das células 

com o IFN-α. A inibição da multiplicação foi dose-dependente. 

 

ASSIS em 2009 demonstrou que, os IFN tipo I α e β e também os IFN tipo III 

foram capazes de proteger células VERO, contra infecção pelo ORIV. A 

atividade antiviral verificada foi dose dependente, e o IFN β o que mais inibiu a 

multiplicação deste vírus. Adicionalmente foi observado que, células VERO 

tratadas com uma combinação destes IFN em doses altas ou baixas, não 

tiveram um efeito antiviral aditivo sobre a multiplicação do ORIV e ainda que a 

expressão dos ISGs (2’5’OAS, PKR, 6-16 e MxA), quantificados por PCR em 

tempo real, foi aumentada nas células A549 após infecção pelo ORIV 

sugerindo que, sistema imune inato desempenha um importante papel no 

controle do ORIV. 

 

LIVONESI e colaboradores em 2007 demonstraram que, IFN-α foi capaz de 

apresentar atividade antiviral in vitro contra diversos orthobunyavirus tais como 

Oropouche, Caraparu, Guama, Guaroa e Tacaiuma. Adicionalmente, foi 

demonstrado atividade antiviral in vivo do IFN-α contra o vírus Oropouche e 

Guaroa quando usado para tratamento profilático sugerindo portanto, o 
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potencial terapêutico dos IFN na prevenção de doenças causadas por 

membros da família Bunyaviridae. 

 

A atividade antiviral dos IFN ocorre tanto por causa dos genes estimulados por 

interferon (ISGs) induzidos, quanto pela modulação de uma resposta imune. 

Dos ISGs ativados, três deles possuem funções antivirais bastante conhecidas: 

2’5’-OAS, PKR, 6-16, que interferem com a transcrição, tradução ou replicação 

do genoma viral (LEVY et al., 2003; BONJARDIM, 2005; BONJARDIM et al., 

2008). Magalhães em 2008 demonstrou que os vírus APEUV e CARV exibiram 

uma notável capacidade em induzir os genes de respostas aos IFN 2´5´OAS, 

PKR e 6-16. Também Almeida e colaboradores em 2008 demonstraram que, 

os IFN-α2A, β, λ1 e λ2 induziram a expressão de 2’5’-OAS e 6-16. 

 

Portanto os IFN são as moléculas chave para um eficiente controle da 

replicação dos bunyavírus e também por estimular a resposta imune inata e 

adaptativa. Na infecção por estes vírus uma resposta eficiente e robusta aos 

IFN é importante para controlar a fase inicial de viremia, fazendo com que o 

sistema imune adaptativo tenha tempo suficiente para desenvolver anticorpos 

neutralizantes e proteger o hospedeiro de infecção recorrente. 
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II – RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 
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Os arbovírus têm se mantido em equilíbrio nas florestas, em ciclos envolvendo 

artrópodes hematófagos e vertebrados silvestres. O avanço da civilização para 

estas áreas aumentam os riscos da exposição do homem, a tais agentes 

infecciosos. O Brasil, como um grande país tropical recoberto por florestas e 

outros ecossistemas naturais, apresenta condições ideais para a ocorrência de 

diversas arboviroses, que são mantidas em uma grande variedade de ciclos 

enzooóticos.  Desde a década de cinquenta do século passado, mais de 187 

arbovírus diferentes foram isolados na região Amazônica, que possui uma 

grande diversidade de artrópodes e vertebrados. Deste total, trinta e dois são 

conhecidos por serem patogênicos ao homem, podendo causar febre, 

exantema, doença hemorrágica e encefalites.  

 

A grande diversidade de arbovírus existente no Brasil, principalmente na região 

Amazônica, preocupa a sociedade científica quanto à possibilidade de novas 

espécies de viroses emergentes. Os Orthobunyavirus do Grupo C 

(Bunyaviridae) se incluem nesse contexto. Os membros Apeu, Bruconha, 

Caraparu, Itaqui, Marituba, Nepuyo, Murutucu e Oriboca foram isolados na 

Amazônia e, apesar dos estudos sorológicos e biológicos terem sido realizados 

na década de cinquenta naquela região, ainda pouco se sabe sobre esses 

vírus. A literatura sobre os arbovírus do Grupo C é escassa e ainda hoje sua 

importância é subestimada. Assim, em países como o Brasil, cuja maioria da 

superfície territorial ainda está recoberta por áreas florestais, faz-se necessária 

realização de estudos visando uma maior compreensão desses vírus nos seus 

diversos aspectos. 

 

Ademais, são vários os arbovírus re-emergentes de importância já há muito 

reconhecida. No Brasil epidemias de dengue e febre amarela silvestre surgem 

ano após ano. Além dessas consagradas arboviroses, temos ainda casos de 

surtos pelo vírus Oropouche (OROV) (família Bunyaviridae), com epidemias 

registradas nos estados do Amazonas, Pará, Amapá, Tocantins, Rondônia e 

Maranhão. Existem evidências sorológicas mostrando que o OROV circule em 

outras regiões do Brasil, pois, anticorpos já foram encontrados em indivíduos 

no estado de São Paulo e foi isolado pela primeira vez em 2005 em Arinos, 

Minas Gerais.  
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Durante os últimos anos, temos assistido a uma alarmante e crescente 

emergência de doenças virais, e em muitos casos os agentes causadores de 

tais moléstias não são prontamente reconhecidos, o que dificulta o tratamento 

dos indivíduos afetados bem como as estratégias de controle epidemiológico. 

Grande parte dessas doenças virais é causada pelo arbovírus, que podem 

causar doenças de caráter epidêmico em humanos. Desde o século vinte, 

poucas regiões do mundo têm escapado dessas epidemias relacionadas aos 

arbovírus. 

 

O risco da emergência de novas arboviroses no Brasil está diretamente 

relacionado à existência de grandes centros urbanos, infestados de mosquitos 

como o Culex e o Aedes aegypti. Além disso, as mudanças ecológicas e 

sociais produzidas pelo homem podem aumentar a prevalência dos vetores e 

criar novos reservatórios para os arbovírus. Vale destacar também, o tráfego 

de novos agentes via a migração de pessoas infectadas como um importante 

mecanismo de dispersão viral. 

 

Já foi demonstrado que, os vírus do Grupo C não estão limitados somente à 

região norte do Brasil onde foram inicialmente isolados, pois o vírus Caraparu 

já foi também isolado no estado de São Paulo. Certamente, a distribuição 

subestimada dos Orthobunyavirus do grupo C decorre do simples fato que 

investigações epidemiológicas para estes vírus concentram-se apenas nas 

imediações de onde foram inicialmente isolados. Além disso, existem 

dificuldades nas investigações, devido à interpretação dos resultados dos 

testes sorológicos, já que reações cruzadas entre os vírus são comuns. Isto faz 

com que as perspectivas para o diagnóstico apontem para a substituição dos 

métodos sorológicos por métodos mais sensíveis, como o diagnóstico 

molecular, já que o isolamento e sua caracterização posterior são mais 

demorados. Entretanto, para isso, será necessária a determinação da 

sequência de nucleotídeos do genoma ou pelo menos de algum dos três 

fragmentos que o compõe.  
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Assim, este trabalho tem como objetivo dar prosseguimento aos demais 

estudos envolvendo os Orthobunyavírus do grupo C, que vêm sendo realizados 

pelo Laboratório de Vírus desde a década de setenta. Sendo assim, nossa 

proposta é realizar a caracterização destes vírus sobre vários aspectos da sua 

biologia o que contribuirá significativamente para a taxonomia, evolução e 

potencial patogênico destes vírus. 
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III – FLUXOGRAMA DE TRABALHO 
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3.1 – Caracterização biológica “in vitro” 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caracterização 
“in vitro” 

Multiplicação  
viral 
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3.2 – Caracterização biológica “in vivo” 
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4.1 - Objetivo geral 

 

Caracterizar biologicamente e avaliar a atividade antiviral dos IFN do tipo I e 

III contra o Orthobunyavirus do Grupo C: Itaqui (BeAn12797) e realizar 

estudos histopatológicos, bioquímicos, imunológicos e moleculares em 

camundongos Balb/c infectados experimentalmente com os vírus Itaqui 

(BeAn12797) e Caraparu (BeAn3994) . 

 

 

4.2 - Objetivos específicos 

 

4.2.1 – Caracterização biológica “in vitro” do ITQV 

 

 Purificar através do método de placas de Dulbecco, a amostra do ITQV e 

avaliar as reações sorológicas cruzadas entre os clones virais; 

 Analisar o curso da infecção do ITQV em células VERO e avaliar o efeito 

citopático (ECP); 

 Caracterizar a curva de multiplicação do vírus; 

 

4.2.2 – Atividade antiviral dos IFN contra o ITQV 

 

 Verificar a atividade antiviral dos IFN alfa, beta e lambda 2 comparando-as; 

 Avaliar a indução dos genes ativados por IFN (ISGs) MxA, 2`5`OAS, PKR e 

6-16, em células A549 após infecção pelo ITQV; 

 Avaliar os níveis de expressão dos IFN do tipo I e III em células A549 após 

infecção pelo ITQV; 

 

As etapas descritas nos itens 4.2.1 e 4.2.2 já foram realizadas para o CARV 

por Magalhães em 2008 e por Pinto em 2011. 
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4.2.3 – Caracterização biológica “in vivo” do ITQV e CARV 

 

 Verificar a susceptibilidade de camundongos Balb/c neonatos ao ITQV e 

CARV e calcular a LD50; 

 Verificar a susceptibilidade de camundongos Balb/c adultos jovens 

infectados pela via subcutânea ao ITQV e ao CARV; 

 Observar a evolução dos sinais clínicos; 

 Titular amostras do sangue para verificar a viremia e também de importantes 

órgãos como rim, baço e fígado; 

 Determinar as possíveis alterações em importantes órgãos como rim, baço e 

fígado nestes animais, utilizando-se de análises histopatológicas; 

 Avaliar a resposta imune inata através da detecção de IFN; 

 Avaliar a resposta imune humoral pela detecção de anticorpos 

neutralizantes; 

 Detectar o RNA no soro e fígado dos animais infectados pelo ITQV e CARV 

através da PCR convencional quando possível; 

 Determinar os níveis das transaminases hepáticas oxalacéticas e pirúvicas 

no fígado dos animais infectados; 

 Padronização da técnica de PCR em tempo real para uma rápida detecção e 

quantificação do ITQV e CARV em camundongos Balb/c infectados via SC; 

 Determinar a cinética de expressão de diferentes citocinas e quimiocinas no 

fígado dos animais infectados pelo ITQV e CARV. 
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5.1 – Cultivo de Células 

 

Células VERO. As células de linhagem contínua VERO, derivadas de epitélio 

de rim de macaco verde (Cercopithecus aethiops), foram adquiridas 

originalmente da American Type Culture Collection (ATCC), Maryland, USA, na 

passagem número 126 e, em seguida, cultivadas no Laboratório de Vírus da 

UFMG por um número desconhecido de passagens. Estas células foram 

utilizadas para multiplicação de vírus, titulações e purificação dos vírus pelo 

método de purificação de placa (Dulbecco, 1954). 

 

Células L929 As células de fibroblasto murino L929, extraídas de tecido 

conjuntivo de Mus musculus, foram obtidas do Roche Institute of Molecular 

Biology, New Jersey, USA, e foram gentilmente cedidas pelo Dr. Sidney 

Pestka. Estas células foram utilizadas nos ensaios da medida da atividade 

antiviral de IFN.  

 

Células A549. As células A549 são células derivadas de carcinoma de pulmão 

humano e foram utilizadas nos experimentos de cinética indução dos ISG 

2’5’OAS, PKR e 6-16 após infecção com o ITQV.  

 

5.2 – Meio de cultura e subcultivos 

 

As células VERO e L929 foram cultivadas em meio mínimo de Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 5% de soro fetal bovino 

(SFB) (CULTILAB, Brasil), gentamicina (50 µg/mL), penicilina potássica (100 

U/mL) e anfotericina B (2,0 µg/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 solução salina tamponada com fosfato (PBS: NaCl 

1,5 mM; Na2HPO4 40 mM; KH2PO4 20mM; pH 7,2) e solução de tripsina/EDTA 

(NaCl 136 mM; KCl 5 mM; glicose 55 mM; NaHCO3 69 mM; 0,5g p/v tripsina 

1:250 (Difco); EDTA 0,5 mM; 1% vermelho de fenol). 
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5.3 – Amostra de vírus 

 

5.3.1 – Origem 

 

As amostras de Orthobunyavírus do grupo C Itaqui (BeAn 12797) e Caraparu 

(BeAn 3994), obtidos da American Type Culture Collection (ATCC) foram 

obtidas da American Typ Culture Collection (ATCC) e o vírus da 

encefalomiocardite murina (EMC), cedido pelo Dr. IAN KERR, Londres, Reino 

Unido, todos eles  mantidos no laboratório de Vírus por um número reduzido de 

passagens. 

 

5.3.2 – Produção de estoques virais 

       

Os vírus Itaqui e Caraparu foram inicialmente multiplicados em garrafas 

redondas, contendo monocamada completa de células VERO. A adsorção foi 

feita com uma m.o.i de 0,1 a 37ºC, com homogeneização constante durante 1 

hora, em atmosfera de 5% de CO2. Após esta etapa, foram acrescentados 40 

mL de meio DMEM com 1% de SFB e as garrafas foram incubadas até o efeito 

citopático (ECP) atingir 70 a 90% da monocamada.  

 

5.4 – Titulação de vírus  

 

5.4.1 – Titulação pelo método de placa modificado (Dulbecco, 

1954) 

 

A modificação do método de Dulbecco foi a substituição do ágar pela 

carboximetilcelulose (CMC). Em resumo,  foram adicionados 400l das 

diluições (5 câmaras/diluição) dos vírus à monocamada de células VERO (0,7 

x 106 de células/câmara) com uma confluência de 90%, em microplaca 

(Corning®, USA)  de seis câmaras. Ao controle de células foi adicionado meio 

sem vírus. Após 1 hora de adsorção, o meio foi removido e foram 
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acrescentados, a cada câmara, 2ml de DMEM acrescido de CMC e 

suplementado com 1% de SFB e a microplaca incubada a 37ºC. Após  

aproximadamente 5 dias, o meio foi desprezado e as células fixadas em 

solução 10% de formol por 30 min. Em seguida, a monocamada foi corada 

com solução de cristal violeta (1% de corante em 20% de solução alcoólica) 

por 15 min. O título foi expresso pelo número médio de unidades formadoras 

de placas (UFP) obtido nas câmaras cujas diluições apresentaram entre 30 e 

300 placas de lise, multiplicado pelo inverso da diluição e convertido para 

UFP/mL. 

 

5.5 – Purificação do vírus pelo método de placa (Dulbecco, 

1954) 

 

Monocamadas confluentes de células VERO presentes em placas de 60 mm 

de diâmetro (Corning®, USA) foram infectadas com 500 L da diluição 10-6 dos 

vírus Itaqui e Caraparu, para formar placas de lise isoladas. A adsorção foi feita 

a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO2 e com homogeneização constante 

durante 1 hora. Após a adsorção, as células foram lavadas com PBS 1X e foi 

acrescentada uma mistura contendo meio 199 2X 2% de SFB, antibióticos e 

solução de agarose a 2%. As placas foram, então, novamente incubadas a 

37°C em uma atmosfera de 5% de CO2 até a observação de placas de lise. 

Com a visualização das placas de lise, os clones virais foram coletados com o 

auxílio de ponteiras e transferidos para microtubos contendo 100 L de DMEM 

sem SFB. Os clones dos vírus foram escolhidos aleatoriamente e alguns 

utilizados para passagem em células VERO, em microplacas de 24 cavidades. 

Após ECP de 70 a 80% da monocamada o sobrenadante foi coletado, sendo 

uma alíquota armazenada a -70ºC e outra usada para uma segunda 

passagem, em garrafas de 25 cm2. Dessa segunda infecção, o sobrenadante 

obtido foi centrifugado a 2.500 rpm por 5 min., em centrífuga refrigerada Sorvall 

RT6000B, em rotor HI000B, a 4ºC. A titulação dos vírus presentes no 

sobrenadante foi feita em células VERO e alíquotas de 500 L foram 

armazenadas a -70ºC.  
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5.6 – Anticorpos 

 

O anticorpo utilizado, foi obtido a partir de fluído ascítico murino anti-arbovírus 

do grupo C-I (incluindo anti-Caraparu, Ossa, Apeu, Vinces e Bruconha), 

adquirido do National Institutes of Health (NIH Research Reagente, Nº catálogo 

G201-701-567, 1966). 

 

5.7 – Ensaio de soroneutralização 

 

Antes de serem utilizadas em ensaio de soroneutralização, as amostras de 

fluido ascítico, foram incubadas em banho-Maria a 56ºC, por 30 min. A 

titulação de Ac foi feita diluindo-se o soro na razão de 2, em 250 l de 

DMEM com 1% de SFB, em microplacas de 96 câmaras, nas seguintes 

diluições: 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 diluição, 500 l da diluição do ITQV 

(300 UFP). O volume do soro (250 l), e o volume de vírus adicionado foi 

levado em consideração para efeitos do cálculo do título. 

 

Em seguida as placas contendo a mistura (soro+vírus) foram incubadas a 

37ºC por 1h, para permitir a interação vírus-anticorpo, quando foi então 

adicionada à monocamada confluente de células VERO nas microplaca de 

6 câmaras. Em cada microplaca foram feitos controles de células 

adicionados de 500 l de DMEM com 1% de SFB, enquanto que, nos 

controle de vírus (250 l) sem Ac, foram adicionados 250 l de DMEM 1% 

de SFB. Em seguida as microplacas foram incubadas em atmosfera de 5% 

de CO2, a 37ºC e observadas diariamente. Quando o controle de vírus 

apresentava um ECP de 75-100% as células foram coradas, o que ocorreu 

em torno de 72h de após infecção. O título de anticorpos foi então  

calculado pelo valor inverso da diluição onde ocorreu uma redução de 50% 

do ECP.  
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5.8 – Atividade antiviral dos IFN do tipo I e tipo III contra o ITQV 

em células VERO 

 

A sensibilidade do ITQV aos IFN- humano (HuIFN-2A), IFN-β (HuIFN-β), 

recombinantes e IFN-2 (HuIFN-2),  foi observada em células VERO. Para tal, 

um total de 7x105 células/câmara foi implantada em placa de 6 câmaras, em 

DMEM 5% de SFB, e incubadas a 37ºC em estufa de CO2. Após a formação da 

monocamada, foram adicionadas a cada cavidade 0,1 a 10000 unidades/mL, 

na razão de 10, diluídos em DMEM 1% de SFB (DMEM1%SF). Ao controle de 

células não foramadicionados IFN e receberam apenas DMEM1%SF. Após 18h 

do tratamento com os IFN, o sobrenadante das células foi descartado e o vírus 

adicionado às cavidades em uma m.o.i. de 1, em um volume de 500 l de 

DMEM sem SFB. As placas permaneceram por 1h em atmosfera de CO2 à 

37ºC, sob homogeneização constante, para adsorção do vírus. Em seguida, a 

monocamada de células foi lavada 2 vezes com PBS 1X, para retirar todos os 

vírus que não adsorveram, adicionada de 2 mL de DMEM1SF acrescido de 

CMC suplementado com 2% de SFB, e a microplaca incubada a 37ºC. As 

microplacas foram então mantidas em estufa de CO2, a 37ºC, para a medida da 

atividade antiviral e o título dos vírus foram expressos em UFP/mL.  

 

5.9 - Indução dos genes estimulados por IFN (ISGs) 

 

5.9.1 – Extração de RNA total celular 

 

As células A549 foram crescidas em microplacas de 6 câmaras e após 80% de 

confluência foram infectadas com o ITQV, em uma m.o.i. de 1, com exceção do 

controle de células. Nos tempos 6, 12 e 24 h.p.i., o RNA total celular foi 

extraído com o kit RNeasy (Qiagen, Germany) de acordo com as 

recomendações do fabricante.  
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5.9.2 – Reação de transcrição reversa (RT) 

 

A reação de transcrição reversa foi feita com 5µl do RNA total extraído das 

culturas de células infectadas ou não. As reações foram feitas utilizando-se a 

enzima M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Vírus Reverse Transcriptase- 

Promega), tampão 5X, dNTPs, oligo dT e DTT nas concentrações indicadas 

pelo fabricante e água q.s.p para 25 µl. O RNA, oligo dT e água foram 

incubados a 70°C por 5 min. e depois deixados em gelo por 5 min. Os outros 

componentes da reação foram adicionados e a mistura incubada a 42°C por 1h 

e a 72°C por 15min. O cDNA resultante foi diluído em 50 µl de água e utilizado 

como molde nas reações de PCR em tempo real. 

 

5.9.3 – Reação em cadeia da polimerase- PCR em tempo real   

 

A indução dos ISGs MxA, 6-16, 2’5’OAS e PKR dos IFN-β, 1 e 2/3 e do IRF-

7 foi avaliada por PCR em tempo real, após infecção com o ITQV. O gene 

constitutivo β-actina foi utilizado em reações para normalizar a quantidade 

interna de RNA.  Os pares de iniciadores para os genes utilizados MxA, 6-16, 

2’5’OAS, PKR e β-actina foram gentilmente cedidos pelo Dr. Marco Antonio da 

Silva Campos (TABELA 3) e os demais iniciadores foram descritos por Kim e 

colaboradores em 2007. 

O cDNA obtido com as reações de transcrição reversa foram utilizados como 

molde nas reações de PCR em tempo real. As reações de PCR em tempo real 

foram feitas em duplicata utilizando SYBRGreen® Master Mix Applied 

Biosystems. Os valores de ΔCt foram corrigidos pelo valor do gene constitutivo 

β-actina. O valor 2ΔCt de cada amostra foi calculado e utilizado para construção 

dos gráficos. 
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MxA FWD – 5’ATCCTGGGATTTTGGGGCTT3` 
REV – 5`CCGCTTGTCGCTGGTGTCG 3` 

6-16 FWD – 5`CATGCGGCAGAAGGCGGTAT 3` 
REV – 5’CGACGGCCATGAAGGTCAGG 3` 

2’5’OAS FWD – 5’AACTGCTTCCGACAATCAAC 3` 
REV – 5’CCTCCTTCTCCCTCCAAAA 3` 

PKR FWD – 5’TCTACGCTTTGGGGCTAA 
VER – 5’GCCATCCCGTAGGTCTGT 3` 

IFN-β FWD – 5’CCTGTGGCAATTGAATGGGAGGC 3` 
REV – 5’CCAGGCACAGRGACTGTACTCCTT 3` 

IFN-1 
 

FWD – 5’GGCCTCCAGGACCTTCAGC 3’ 
REV – 5’CTTCCAAGCCCACCCCAACT 3’ 

IFN-2/3 
 

FWD – 5’AGTTCCGGGCCTGTATCCAG 3’ 
REV – 5’GAGCCGGTACAGCCAATGGT 3’ 

IRF-7 FWD – 5’CAAGTGCAAGGTGTACTGG 3’ 
REV – 5’CAGGTAGATGGTATAGCGTGG 3’ 

β-actina FWD – 5’TGACGGGGTCACCCCACTGTGCCC 3’ 
REV –5’CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGATGG3’ 3’ 
 

 
TABELA 3 – Iniciadores utilizados na PCR em tempo real para avaliar a indução dos ISGs 
MxA, 6-16, 2’5’OAS, PKR e β-actina. 

 

 

5.10 – Animais 

 

5.10.1 – Origem 

 

Foram utilizados neste trabalho camundongos da linhagem Balb/c, adultos 

jovens com 4-5 semanas. Todos os camundongos foram obtidos do CEBIO 

(Centro de Bioterismo) do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal de Min.as Gerais (UFMG) e foram mantidos, manipulados e 

sacrificados conforme recomendações do “Guia de Manutenção e Uso de 

Animais de Laboratório”. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) da UFM e encontra-se em anexo. Os animais 

após infecções foram mantidos em gaiolas com sistema de microisolador. 

 

5.10.2 – Anestesia 

 

Previamente á infecção subcutânea e ao sacrifícios dos animais, estes foram 

anestesiados com injeção intraperitoneal de Quetamina/Xilazina 
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(respectivamente 3,2 mg e 0,16 mg/animal em solução salina 0,9%, numa 

proporção de 4:1:5) num volume de 50-100 µL com a ajuda de uma seringa de 

insulina (BD Plastipak). Assim, todos os animais que não vieram a óbito, ao 

final do experimento foram  eutanaziados por deslocamento cervical.  

 

5.10.3 – Infecção de camundongos Balb/c neonatos 

 

5.10.3.1 – Observação dos sinais clínicos e determinação da 

LD50  

 

Grupos contendo 4 ou 5 animais neonatos foram divididos e cada grupo foi 

inoculado via intracerebral (IC) com diferentes diluições do ITQV e do CARV 

(diluições 10-4, 10-5, 10-6, 10-7, 10-8 ou 10-9), em 20 l de meio DMEM sem SFB. 

Os camundongos não receberam nenhum pré-tratamento antes das injeções, 

como anestésicos ou soluções para assepsia do local. As aplicações foram 

feitas na porção mediana do hemisfério lateral direito do cérebro, com o auxílio 

de uma seringa de tuberculina (BD Plastipak 0,38 x 13- 27,5 G1/2).  

Camundongos controle, receberam injeções com DMEM sem SFB, num 

volume correspondente àqueles dos animais infectados. Após a injeção, os 

camundongos voltaram para a companhia da mãe, sendo observados em 

intervalos regulares com relação aos sinais clínicos de doença. A sobrevida 

dos animais foi observada por um período de 10 dias e a dose letal para 50% 

dos animais (LD50) foi calculada segundo método REED & MUENCH 

(SCHMIDT, 1979). 
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5.10.4 – Infecção de camundongos Balb/c adultos via 

subcutânea (SC) 

 

5.10.4.1 – Observação dos sinais clínicos  

 

Os camundongos, previamente anestesiados, foram infectados com 103, 104 e 

105 UFP, em 30 µL de meio DMEM, dos vírus Itaqui e Caraparu (5 animais por 

inoculção) via SC, feitas na porção mediana do dorso do animal. Foram dois os 

grupos controle utilizados: um deles os camundongos receberam injeções do 

sobrenadante de células Vero, coletados por ocasião da titulação de virus 

(mock), segundo os animais não foram inoculados. Após a injeção, sinais 

clínicos dos camundongos foram observados diariamente e pesados em 

intervalos de 2 dias, tendo sido observados por um período de 15 ou 18 dias. 

 

5.10.4.2 – Obtenção dos órgãos e análise histopatológica 

 

Os orgãos retirados foram o fígado, baço e rim dos animais infectados, que 

porventura vieram a óbito ou ou após 15 ou 18 d.p.i. para análise 

histopatológica, isolamento de vírus e extração de RNA.  

 

Para histopatologia  os órgãos foram fixados imediatamente após coleta, em 

solução de formol a 10%, em PBS, e depois embebidos em parafina. Em 

seguida, cortes dos blocos contendo os tecidos foram corados com 

Hematoxilina & Eosina (H&E) (Reagente, Rio de Janeiro, Brasil) para estudos 

histopatológicos.  

 

A titulação dos vírus e extração de RNA foi feita  nos órgãos coletados 

separadamente. Após serem pesados, colocados em tubos Eppendorf e 

armazenados a -700C até serem processados. 

 

Para o isolamento dos vírus os orgãos foram macerados com auxílio de um 

pistilo de plástico, em DMEM1S (250L de meio por órgão). Em seguida, as 
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amostras foram centrifugadas a 5000 rpm em microcentrífuga (modelo 5417R) 

por 5 min. à 4C e os sobrenadantes coletados, sendo posteriormente usados 

para ensaios de titulação, feito conforme descrito anteriormente (ver item 

4.3.1). 

 

A extração do RNA foi feita utilizando o reagente Trizol (Invitrogen) segundo o 

protocolo indicado pelo fabricante. Brevemente , o tecido (aproximadamente 

100mg) foi homogeineizado com o auxilio de um pistilo em reagente Trizol. 

Após cinco min.utos de incubação à temperatura ambiente foi adicionado 

clorofórmio. A mistura foi homogeneizada e incubada novamente à 

temperatura ambiente por 15 min. A separação das fases foi feita por 

centrifugação a 12000g por 15 min. à 40C, em centrífuga Eppendorff 5417R. a 

fase aquosa (superior transparente), onde o RNA está presente, foi coletada e 

transferida para um novo tubo. A precipitação do RNA foi feita com adição de 

isopropanol, seguida de centrifugação a 12000 g por 10 min. à 4ºC. O 

sobrenadante foi então descartado e o RNA ressuspendido em água DEPC. O 

RNA foi então armazenado no freezer -70ºC. 

 

Os RNAs extraídos foram agora tratados com DNase previamente à realização 

da transcrição reversa. O protocolo foi feito segundo recomendações do 

fabricante da DNase RNase free (Biolabs). O RNA foi então armazenado no 

freezer -70ºC para posterior utilização. 

 

5.10.4.3 – Produção de anticorpos, IFN nos soros de animais 

infectados e determinação da viremia 

      

Obtenção dos soros 

 

Antes de serem sacrificados, os animais foram anestesiados e o sangue foi 

obtido através do plexo braquial ou do seio retro-orbital  Para obtenção do 

soro, o sangue foi mantido a 37ºC por 15 min., 4ºC por 30 min. e em seguida 

foi, centrifugado a 5000 rpm por 10 min. a 4ºC em microcentrífuga (Eppendorf, 

modelo 5417R). Os soros foram então coletados e transferidos para tubos 
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novos, sendo então armazenados em freezer a -70ºC. Posteriormente, a 

presença de anticorpos neutralizantes foi medida através de ensaio de 

soroneutralização e o IFN foi medido nos soros dos animais nos momentos 

inicias da infecção: 3, 6, 24, 48, 72, 96 e 120 h.p.i quando possível. 

 

Ensaio de soroneutralização 

 

Antes de serem submetidas ao ensaio de soroneutralização, as amostras de 

soro foram inativadas com luz ultra violeta por 5 min. e incubadas em banho-

maria a 56ºC por 30 min. para inativar o sistema do complemento, que poderia 

ser tóxico para as células. Então, após a inativação, o soro foi diluído na razão 

de 2, em 200 µL de DMEM com 1% de SFB, em placas de 96 câmaras, nas 

seguintes diluições: 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280, 1:2560 e 1:5120. 

Foram acrescentados a cada diluição, 200 µL dos vírus Itaqui e Caraparu, 

contendo uma quantidade fixa de 100 TCID50, que é a quantidade de vírus 

que causa um efeito citopático (ECP) na cultura de tecido em 48 horas. Ao 

adicionar 200 µL das diluições do vírus aos soros, esses passaram a uma nova 

diluição na razão de 2, sendo então: 1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280, 

1:2560,1:5120 e 1:10240.  

 

A mistura soro+vírus foi incubada a 37ºC por 1 hora, para permitir a interação 

vírus-anticorpo, quando foi então adicionada às placas de microtécnica 

contendo monocamada confluente de células VERO. As colunas de cada placa 

correspondentes ao controle de células receberão 400 µL de DMEM 1% de 

SFB e as colunas correspondentes ao controle de vírus receberam somente 

400 µL do vírus diluído. As placas foram incubadas em atmosfera de 5% de 

CO2, á 37ºC. A leitura do ECP foi feita a cada 12 horas, durante 2 dias. As 

placas foram coradas 3 d.p.i., quando o controle de vírus apresentou um ECP 

de 75-100%. O título de anticorpos foi então calculado como o inverso da 

diluição onde houve redução de 50% do ECP. 
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Titulação de IFN  

 

Os soros obtidos foram submetidos à luz UV por 3 min. para inativação de 

vírus.  Em seguida, foram processados para o ensaio de titulação de IFN por 

medida da atividade antiviral. A presença do IFN foi detectada pela inibição da 

infecção de células L929 EMC. Como controle foi utilizado o IFN recombinante 

humano HuIFN-α1α2 que, apesar de humano, possui atividade em células 

murinas (WEBER et al., 1987).   

 

Em resumo, as amostras dos soros foram diluídas em DMEM com 1% de SFB 

na razão de 2, de 1:10 até 1:1280. Então, 100 µL foram aplicados nas câmaras 

de microplaca de 96 câmaras contendo monocamada completa de células 

L929. O IFN controle foi diluído em DMEM com 1% de SFB na razão de 2, de 

10-3 até 10-5. Uma coluna com quatro cavidades foi utilizada para controle de 

células. Após o tratamento por 2h das células com os sobrenadantes ou com o 

IFN controle, foram adicionados em cada cavidade 100 µL do vírus EMC 

contendo 100 TCID50. Quatro cavidades foram reservadas para o controle de 

vírus (células + DMEM 1% de SFB + vírus EMC). Ao adicionar 100 µL das 

diluições dos vírus às placas, as amostras dos sobrenadantes, assim como do 

IFN controle, passaram a uma nova diluição na razão de 2. 

 

A leitura das placas foi feita a cada 12h durante 48h, sendo as células coradas 

quando o controle de vírus apresentou um ECP de 75-100% (4+). O título de 

IFN em cada amostra foi expresso pela recíproca da diluição na qual houve 

redução em 50% do ECP quando comparado ao ECP observado nas câmaras 

controle de vírus. 

 

Determinação da viremia 

 

Alíquotas dos soros foram processadas por ensaio de titulação por contagem 

das unidades formadoras de placas. O título de vírus foi expresso como 

UFP/mL de soro. Além disso, foi extraído RNA do soro dos animais para 

posterior utilização em reações de PCR convencional ou PCR em tempo real. 
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5.10.4.4 – Extração de RNA do soro dos animais  

 

Os soro dos animais foram ainda utilizados para extração do RNA segundo o 

protocolo do kit RNeasy Mini (QIAGEN) especial para pequenas quantidades 

de RNA. Brevemente, o soro foi homogeneizado com o auxílio de um pistilo em 

tampão RLT (contendo isotiocianato de guanidina e beta mercaptoetanol). O 

lisado foi então centrifugado em microcentrífuga a 14000 rpm, transferido o 

sobrenadante para um novo tubo e adicionado igual volume de etanol 70%. 

Essa solução foi aplicada na coluna RNeasy, centrifugada (14000 rpm) e seu 

líquido foi descartado. A coluna foi lavada com tampão RW1 e centrifugado 

novamente (14000 rpm) e o líquido que passou pela coluna foi então 

descartado. O tampão RPE foi então aplicado na coluna e centrifugado (14000 

rpm) e o líquido descartado. O RNA foi eluído com água DEPEC 

(dietilpirocarbonato) e o material foi então armazenado em freezer a -70ºC. Um 

microlitro do RNA extraído foi utilizado para a dosagem no espectrofotômetro 

Nanodrop ND-1000. 

 

5.10.4.5 – Atividade das transaminases Aspartato 
aminotransferase e Alanino aminotransferase 

 

A atividade das transaminases aspartato aminotransferase (AST) e alanina 

aminotransferase (ALT) foram quantificadas em amostras de soro individuais 

como enzimas marcadoras associadas a dano hepático. Para isso foi utilizado 

um kit colorimétrico comercialmente (Labtest, Belo Horizonte, Brasil). Os 

resultados foram expressos em U/mL de soro. 
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5.10.4.6 – Amplificação do genoma do CARV 

 

Oligonucleotídeos iniciadores para a PCR convencional e PCR em tempo 

real para amplificação do genoma do CARV 

 

Os iniciadores que foram utilizados para a amplificação do genoma do CARV 

por PCR convencional foram desenhados por Magalhães em 2008 partir de 

regiões conservadas entre o segmento S, M e L dos Orthobunyavirus 

disponíveis no GenBank. O par de iniciadores utilizados na PCR convencional 

para amplificar 265pb do segmento L do CARAV foram os seguintes: 5’-

GTCAAAGCCAATGCAAGGAG-3’ e 5’-GCAACACTGAAAGAATCC-3’. 

 

Os iniciadores utilizados para a amplificação do CARV por PCR em tempo real 

foram desenhados, a partir da sequência do segmento L dos Orthobunyavirus 

disponíveis no GenBank, depositada por  Magalhães em 2008. O par de 

iniciadores utilizados na PCR em tempo real para amplificar 102 pb do 

segmento L do CARAV foram os seguintes: 5’-TCCGGCAGTTGGGGATTGCG-

3’ e 5’-AAGCTTGGAGGGCACCCATGC-3’. 

 

Condições da RT-PCR para as reações de PCR convencional e em tempo 

real para amplificação do genoma do CARV 

 

Um micrograma de RNA foi incubado com 10 pM de primer,  em quantidade 

suficiente de água para 15 µL por 5 min. à 70ºC e, depois resfriado 

imediatamente em banho de gelo por mais 5 min. Simultaneamente foi 

preparado um homogeinezado com 5 µL do tampão da enzima M-MLV RT 

(Promega) (250 mM Tris pH 8.9, 15mM MgCl2, 375 mM KCl, 50 mM DTT), 1,25 

µL de dNTP (10 mM), 200 ),  200 U de transcriptase reversa M-MLV RT 

(Promega)  e água livre de RNase para um volume final de 25 µL. Este 

homogeneizado foi adicionado ao restante da reação e incubado á 42ºC por 60 

min. E depois 70ºC por 15 min. Os cDNAs assim obtidos foram, então, 

submetidos à amplificação por PCR convencional e em tempo real. 

 



74 

 

Reação em cadeia da polimerase - PCR convencional para amplificação 

do genoma do CARV 

 

As reações de PCR foram realizadas em volume final de 20 µl, sendo 

utilizados 2 μl das reações de RT (item 5.8.4.4)), 2 μl de MgCl2 (25 mM), 2 μl 

do tampão (10X), 0,3 μl da enzima Taq 10 (0,2 U/μl), 0,5 μl do iniciador verso e 

0,5 μl do iniciador reverso (10 pM/μl), 0.5 μl de dNTPs (10 mM) e 12,2 μl de 

água. 

 

As reações de PCR foram processadas em termociclador (Gradiente Thermal 

Cycler, Biocycler MJ96+/MJ96G), sob um ciclo de 3 min. a 95ºC, 35 ciclos de 

40 seg a 94°C, 40 seg. a 58º C (temperaturas de pareamento) e 1-2 min. a 

72°C, e um ciclo final de extensão de 5 min. á 72°C. 

 

O DNA obtido foi então submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida 8% 

para separação dos amplificados e corado com nitrato de prata para 

visualização. 

 

Reação em cadeia da polimerase - PCR em tempo real para amplificação 

do genoma do CARV 

 

Para as reações de PCR em tempo real foi utilizado 1 µL do cDNA obtido da 

reação de transcrição reversa (item 5.8.4.4) diluído 1:3; 1 µL de cada iniciador 

a 10µM e 10 µL do SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 

contendo marcador SYBR Green I, AmpliTaq Gold DNA Polimerase, dNTP, 

tampão e referência passiva I, no aparelho Applied Biosystems Step-One. As 

condições de amplificação foram 40 ciclos de 95ºC por 30 segundos e 60ºC 

por 1 minuto, precedidos de por 95ºC por 3 min. Após a reação, a 

especificidade dos amplificados foi analisada, conferindo parâmetros como a 

temperatura de dissociação (Tm) dada pela curva de dissociação específica 

para o transcrito alvo.  
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5.10.4.7 – Cinética de expressão de citocinas e quimiocinas 

 

Para verificar a expressão dos mRNAs de IFNG (interferon gama), IFNB 

(interferon beta), IL6 (IL-6), IL1B (IL-1beta), TNFA (TNF-alfa), CCL2 (IP-10), 

CCL3 (MIP-1α), CCL5 (RANTES), CXCL10 (IP-10) NOS2 e HPRT no fígado de 

camundongos Balb/c adultos jovens infectados com o CARV foram feitas 

reações de PCR em tempo real. Para isso reações de transcrição reversa 

foram previamente realizadas como descrito a seguir. 

 

Os iniciadores utilizados neste trabalho foram obtidos a partir de dados da 

literatura (GIULIETTI et al., 2001) como mostrado na TABELA 4. A reação de 

transcrição reversa foi feita utilizando-se 2 µg de RNA incubados com 10 pM 

de oligoDT  em quantidade suficiente de água para 15 µL por 5 min. à 70ºC e, 

depois resfriado imediatamente em banho de gelo por mais cinco min. 

Simultaneamente foi preparado um homogeneizado com 5 µL do tampão da 

enzima M-MLV (250 mM Tris pH 8.9, 15mM MgCl2, 375 mM KCl, 50 mM DTT) 

fornecido pelo fabricante, 1,25 µL de dNTP (10 mM), 200 ),  200 U de 

transcriptase reversa M-MLV  e água livre de RNase para um volume final de 

25 µL. Este homogeneizado foi adicionado ao restante da reação e incubado á 

42ºC por 60 min. 

 

 As reações de PCR em tempo real foram feitas utilizado-se 1 µL do cDNA 

obtido da reação de transcrição reversa diluídos 1:3; 1 µL de cada iniciador a 

10µM (Tabela 3) e 10 µL do SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems), contendo marcador SYBR Green I, AmpliTaq Gold DNA 

Polimerase, dNTP, tampão e referência passiva I, no aparelho Applied 

Biosystems Step-One. As condições de amplificação foram 40 ciclos de 95ºC 

por 30 segundos e 60ºC por 1 min., precedidos de por 95ºC por 3 min. 

 

Após a reação, a especificidade dos amplificados foi analisada, conferindo 

parâmetros como a temperatura de dissociação (Tm) dada pela curva de 

dissociação específica para o transcrito alvo. Para a análise dos dados foi 

utilizado o método da Curva Padrão Relativa. A expressão do gene alvo foi 
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normalizada em relação ao gene constitutivamente expresso HPRT. Os 

resultados foram plotados como unidade arbitrárias. Todas as reações foram 

feitas em duplicata. 

 

Iniciadores 
Sequência 

(5’ – 3’) 
Tm 

HPRT
 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAACCG 76,5ºC 

GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC  

IL6
 

 

ACGGCCTTCCCTACTTCACA 79,5ºC 

CCACGATTTCCCAGAGAACA  

IL1B
 CGCAGCAGCACATCAACAAGAGC 81,5ºC 

TGTCCTCATCCTGGAAGGTCCACG  

IFNB CTGGAGCAGCTGAATGGAAA 79,5ºC 

 TGTCTGCTGGTCGAGTTCAT  

IFNG TCAAGTGGCATAGATGTCGAAGAA 76,5ºC 

 TGGCTCTGCAGGATTTTCATG  

TNFA CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA 85,5ºC 

 TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC  

CCL2 5’ CTT CTG GGC CTG CTG TTC A 

5’ CCA GCC TAC TCA TTG GGA TCA 

     82,7ºC 

CCL3 5’ ACT GCC TGC TGC TTC TCC TA 

5’ TTG GAG TCA GCG CAG ATC TG 

80,7ºC 

CCL5 5’ GTC GTG TTT GTC ACT CGA AGG A 

5’ GAT GTA TTC TTG AAC CCA CTT CTT CTC 

79,8ºC 

CXCL10 5’ GCC GTC ATT TTC TGC CTC AT 

5’GCT TCC CTA TGG CCC TCA TT 

82,5ºC 

NOS2 5'CAG CTG GGC TGT ACA AAC CTT 

5'CAT TGG AAG TGA AGC GTT TCG 

79,8ºC 

 

TABELA 4 – Iniciadores utilizados na PCR em tempo real para HPRT, citocinas e 
quimiocinas e NOS2. 

 

 

5.11 – Análises estatísticas 

 

Os resultados da atividade antiviral foram analisados através do teste de 

variância (ANOVA), seguida do teste de Tukey’s. Já o resultado da produção 

de anticorpos foi analisado apenas pelo teste de variância (Teste One-Way) 

ANOVA). E por fim, os resultados da PCR em tempo real, da dosagem das 

transaminases AST e ALT foram analisados utilizando o teste de variância 
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(ANOVA), seguida do teste de Dunnett’s. Todas as análises foram feitas 

utilizando-se o software GraphPad Prism 5 para Windows. 
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6.1 – Caracterização ITQV (BeAn 12797)  

 

6.1.1 - Curva de multiplicação e ECP em células VERO do ITQV  

 

A linhagem celular Vero foi permissiva à multiplicação do ITQV, alcançando 

altos títulos. O ITQV quando inoculado em células VERO mostrou, inicialmente, 

ECP localizadas, com grupos de células arredondadas e refringentes. Com o 

decorrer da infecção, surgiram vários desses focos, que foram confluindo, 

ocasionando a lise da monocamada, culminando com 100% do ECP na 

monocamada de células.  

 

A curva de multiplicação também foi estabelecida em células VERO (FIGURA 

12) utilizando-se uma m.o.i de 1, tendo sido observado títulos de vírus, pelo 

método de Dulbecco modificado, que atingiram 1,6x106 UFP/mL. Os vírus já 

começam a ser detectados em 12 h.p.i. e o ECP de 100% foi observado 72 

h.p.i., quando o título do vírus começou a diminuir. 
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Figura 12 - Curva de multiplicação do ITQV, determinada por titulação de amostras do 
sobrenadante de células VERO infectadas numa m.o.i. de 1, coletadas em diferentes 
horas pós-infecção.  
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6.1.2 – Purificação de placas do ITQV pelo método de Dulbecco 

(1954) 

 

A amostra do ITQV foi purificada pelo método de Dulbecco em células VERO, 

para evitar a presença de uma população mista contendo vírus rearranjados, 

pois este não é um evento raro de acontecer com os vírus RNA, sobretudo da 

família Bunyaviridae. Então, o primeiro passo foi garantir uma população de 

vírus homogênea para dar prosseguimento aos experimentos propostos. A 

partir da purificação foram obtidos clones isolados do vírus Itaqui (um total de 

cinco clones) que posteriormente, foram multiplicados e titulados em células 

Vero, com títulos em média 107 UFP/mL.  

 

 

6.1.3 – Ensaio de soroneutralização 

 

Uma maneira de avaliar a homogeneidade da população de vírus de uma 

amostra é através do ensaio sorológico, já que ele reflete as características do 

genoma viral. Assim a reação de neutralização (NT) foi feita, comparando-se a 

reatividade cruzada entre o ITQV e seus cinco clones isolados utilizando-se 

agora para isso, fluido ascítico murino contendo anticorpos anti-arbo grupo C-I 

(NIH Research Reagente, Nº catálogo G201-701-567, 1966) disponível.  

 

As unidades de anticorpos neutralizantes contidas em 0,5 mL de fluido ascítico 

(UN/0,5 mL) foram calculadas como o inverso da diluição em que houve 

redução de 50% do ECP. As reações foram feitas em duplicata e os títulos 

expressos como a média dos resultados. 

 

Todos os cinco clones foram reconhecidos pelos anticorpos presentes do fluido 

ascítico e sua infecção foi neutralizada, com títulos iguais aos obtidos para 

amostra original não clonada. O título de anticorpos para o fluido ascítico 

murino foi 3200 UN/mL. Para continuar os estudos com o ITQV, um clone foi 

aleatoriamente escolhido para dar continuidade aos experimentos propostos, já 

que os resultados obtidos até aqui se mostraram homogêneos. 
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6.1.4 - Avaliação da atividade antiviral de IFN do tipo I contra o 

ITQV em células VERO 

 

As células VERO são comumente usadas para o estudo de IFN, pelo fato de 

desenvolverem atividade antiviral induzida e, devido a uma deleção 

cromossômica na região que os codifica, não sendo assim, capazes de serem 

produzidos após indução com vírus (DIAZ et al, 1988). A atividade antiviral, 

desenvolvida por estas células, foi feita com concentrações variadas dos 

HuIFN-2A e HuIFN- recombinantes e com desafio após dezoito horas com o 

ITQV numa m.o.i de 1. O tempo de 18h de tratamento foi o escolhido, pois 

dados da literatura, apontam este tempo como o mínimo necessário, para a 

ativação de um estado antiviral nas células. Aproximadamente 72 h.p.i., as 

células foram fixadas e coradas com cristal violeta para a determinação da 

quantidade de vírus, através de sua titulação. Os HuIFN-2A e HuIFN- 

recombinantes testados foram capazes de proteger as células Vero contra 

ITQV. A partir de 1 UI/mL os dois IFN já foram capazes de proteger as células 

VERO da infecção pelo ITQV, porém o IFNβ com 10 UI/mL já apresenta uma 

redução significativa das UFP (60% aproximadamente). Na concentração de 

1000 UI/mL e 10000 UI/mL a proteção foi equivalente para todos os IFN 

(FIGURA 13). Esses dados são confirmados pela curva de multiplicação do 

ITQV quando tratado ou não com esses dois IFN do tipo I (FIGURA 14).  
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FIGURA 13 - Atividade antiviral do HuIFN-2A e HuIFN- recombinante contra o ITQV. As 
concentrações de 0,1 a 100 UI/mL foram usadas para o tratamento de células VERO e, 18 
horas depois foi feito o desafio com o ITQV numa m.o.i de 1. Aproximadamente 72 h.p.i., as 
células foram fixadas e coradas com cristal violeta  e os valores da curva foram expressos pelo 
cálculo do percentual de redução de placas do controle de vírus e das células tratadas com os 
HuIFN. No controle do ITQV foi adicionado às células não tratadas com os IFN. A análise 
estatística foi feita através do teste de variância (ANOVA), seguida do teste de Tukey’s. Um 
asterisco (*) corresponde à p< 0,05; dois asteriscos (**) correspondem á p< 0,01 e três 
asteriscos (***) correspondem à p<0,001. 

 

 

 

 
FIGURA 14 – Multiplicação do ITQV em células tratadas com IFN do tipo I, pela medida 
do vírus produzido no sobrenadante. Células VERO foram tratadas com 100 UI/mL de 
HuIFNα2A e HuIFNβ, e 18h depois infectadas com o ITQV numa m.o.i de 0,1. Após diferentes 
tempos, o sobrenadante foi coletado e o título dos vírus no sobrenadante determinado pelo 
método de Dulbecco e expresso em Log10. 
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6.1.5 - Atividade antiviral de IFN do tipo III contra o ITQV em 

células VERO 

 

Os IFN do tipo III possuem vias de sinalização redundantes com os IFN do tipo 

I e também são induzidos rapidamente após infecções virais. Mas como se 

ligam a receptores distintos podem mostrar diferenças, entre si, em relação a 

sua atividade antiviral e a dos outros IFN. A atividade antiviral dos IFN do tipo 

III, para a maioria dos membros da família Bunyaviridae permanece 

desconhecida, tendo sido descrita para os vírus Caraparu e Apeu pelo 

Laboratório de Vírus (MAGALHÃES, 2008; ALMEIDA et al., 2008). 

 

Aa células VERO foram tratadas com diferentes concentrações do HuIFN II. O 

tempo de tratamento escolhido neste caso foi o de 24h, pois dados da literatura 

indicam este tempo como efetivo para se estabelecer um estado antiviral 

(ALMEIDA et al, 2008). Aproximadamente 72 h.p.i., as células foram fixadas e 

coradas com cristal violeta para a determinação da quantidade de vírus em 

cada amostra. Verificamos que apenas em altas concentrações o IFNλ2 (1000 

UI/mL) é capaz de proteger as células da infecção pelo ITQV, sendo que nesta 

concentração a redução é de aproximadamente 50% das UFP em relação às 

células não tratadas (FIGURA 15). 
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FIGURA 15 - Atividade antiviral do IFN λ2 contra o ITQV. Diferentes concentrações do IFN 
λ2 foram usadas para o tratamento de células VERO e, 24 horas depois infectadas com uma 
m.o.i de 1 com o ITQV. Aproximadamente 72 h.p.i, as células foram fixadas e coradas com 
cristal violeta e os valores da curva foram expressos pelo cálculo do percentual de redução de 
placas do controle de vírus e das células tratadas com o HuIFN λ2. No controle de vírus o ITQV 
foi adicionado às células não tratadas com o IFN λ2. A análise estatística foi feita através do 
teste de variância (ANOVA), seguida do teste de Tukey’s. Um asterisco (*) corresponde à p< 
0,05; dois asteriscos (**) correspondem á p< 0,01 e três asteriscos (***) correspondem à 
p<0,001. 

 

 

Esses dados são confirmados pela curva de multiplicação do ITQV quando 

tratado ou não com esses dois IFN do tipo I (FIGURA 16). 

 

 

 
FIGURA 16 - Curva de multiplicação do ITQV em células tratadas com IFN λ2. Células 
VERO foram tratadas com 1000 UI/mL de IFNλ1, e 24 horas depois infectadas com o ITQV 
numa m.o.i de 1. Após diferentes tempos, o sobrenadante foi coletado e o título dos vírus no 
sobrenadante determinado pelo método de Dulbecco e expresso em Log10. 
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6.1.6 – Indução dos ISGs e dos IFN do tipo I e III pelo ITQV 

 

Os interferon tipo III (IFN-) são citocinas recentemente descobertas que 

apresentam efeitos na atividade inata semelhantes aos IFN tipo I. Como já 

demonstrado pelo Laboratório de vírus (MAGALHÃES, 2008; ALMEIDA et al., 

2008) alguns bunyavírus induzem a expressão dos ISGs e IFN em células 

A549. Assim, avaliamos a capacidade do ITQV em induzir ISGs e a indução de 

IFN do tipo I e III, nestas células, pela medida do mRNA, utilizando-se PCR em 

tempo real. 

 

6.1.6.1 – Níveis de indução dos ISGs MxA, 6-16, 2’5’ OAS e PKR 

 

Para melhor caracterizar a atividade dos IFN, PCRs em tempo real foram feitas 

para se quantificar os níveis de expressão de quatro genes induzidos por IFN 

ligados à atividade antiviral (MxA, 6-16, 2’5’OAS e PKR) e de IRF7 (fator 7 

regulatório de interferon), em células A549 infectadas pelo ITQV em uma m.o.i 

de 1, nos tempos 6, 12 e 24 h.p.i., o RNA total celular foi extraído e utilizado 

como molde em reações de transcrição reversa. O gene da β-actina foi usado 

como normalizador da quantidade interna de RNA nas reações e o IFN-β foi 

usado como controle positivo das reações, pois os IFN podem induzir a 

expressão de um grande número de ISGs, levando também ao 

estabelecimento de um estado antiviral. 

 

A expressão dos quatro ISGs (MxA, 6-16, 2’5’OAS e PKR) e de IRF7, foi 

aumentada nestas células após infecção pelo ITQV (FIGURA 17). O aumento 

da expressão de MxA foi detectado desde 6 h.p.i. e níveis basais deste gene 

foram observados nas células controle (mock), o mesmo pode ser observado 

para a expressão do ISG 6-16. Já o gene OAS teve sua expressão máxima 

detectada apenas no tempo de 24 h.p.i.  
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Figura 17 – Níveis de ISG em células A549 após infecção com o ITQV. Células humanas 
A549 foram infectadas com o ITQV numa m.o.i. de 1. O RNA celular total foi extraído nos 
tempos 6, 12 e 24 h.p.i. e os níveis de MxA, 6-16,2’5’OAS e PKR foram medidos por PCR em 
tempo real. Os valores de ΔCt de cada amostra foram corrigidos pelo valor do gene constitutivo 
(β-actina). O valor 2

ΔCt
 de cada amostra foi calculado e utilizado para construção do gráfico. A 

análise estatística foi feita através do teste de variância (ANOVA), seguida do teste de 
Dunnett’s. Um asterisco (*) corresponde à p< 0,05; dois asteriscos (**) correspondem á p< 0,01 
e três asteriscos (***) correspondem à p<0,001. 
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O gene PKR teve sua expressão aumentada a partir de 12 h.p.i. E por fim, o 

MRNA do IRF7 teve seu pico de expressão entre 18-24 h.p.i. O RNA das 

células usadas como controles positivos (células tratadas com IFN-β 1000 

UI/mL) e o mock (células não infectadas) foram extraídos no tempo de 24 

horas.  

 

6.1.6.2 – Níveis de expressão dos IFN do tipo I e III 

 

Níveis de expressão dos IFN I e III (IFNβ, IFNλ1 e IFNλ2/3) em células A549 

também foram medidos. Para tal, estas células foram infectadas com 

infectadas com o ITQV numa m.o.i. de 1, e nos tempos 3, 6, 18, 24 e 48 h.p.i., 

o RNA total celular foi extraído e utilizado como molde em reações de 

transcrição reversa. O gene da β-actina foi usado como normalizador da 

quantidade interna de RNA nas reações e células infectadas com o vírus VSV a 

uma m.o.i. de 0,01 foram utilizadas como controle positivo.  

 

As reações de PCR em tempo real para os genes dos IFN demonstraram um 

perfil semelhante de indução na expressão dos três IFN avaliados. A expressão 

do MRNA de todos os IFN foi detectada de maneira precoce a partir de 3 h.p.i. 

e seu pico máximo de expressão ocorreu em 24 h.p.i. (FIGURA 18). 
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Figura 18 – Níveis de IFN em células A549 após infecção com o ITQV. Células humanas 
A549 foram infectadas com o ITQV numa m.o.i. de 1, e nos tempos 3, 6, 18, 24 e 48 h.p.i., o 
RNA total celular foi extraído e os níveis de IFNβ, IFNλ1 e IFNλ2/3 foram medidos por PCR em 
tempo real. As reações foram feitas em triplicata, e os valores de ΔCt de cada amostra foram 
corrigidos pelo valor do gene constitutivo. O valor 2

ΔCt
 de cada amostra foi calculado e utilizado 

para construção do gráfico. A análise estatística foi feita através do teste de variância 
(ANOVA), seguida do teste de Dunnett’s. Um asterisco (*) corresponde à p< 0,05; dois 
asteriscos (**) correspondem á p< 0,01 e três asteriscos (***) correspondem à p<0,001. 

 

 
6.1.7 – Infecção de camundongos Balb/c com o ITQV 
 

6.1.7.1 – Infecção de camundongos Balb/c neonatos com o 

ITQV 

 

A infecção de camundongos Balb/c neonatos com o ITQV foi feita, inicialmente, 

como o objetivo de determinar a carga viral mais apropriada para avaliar os 

sinais de doença em camundongos adultos. Além de determinar o título do 

vírus mais adequado, também houve a preocupação de haver ou não uma 

relação entre a idade dos animais com a suscetibilidade ao vírus. Assim, após 

infecção via IC pelo ITQV com diferentes cargas virais, podemos observar que, 
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nas menores diluições do vírus, 10-4, 10-5, 10-6 e 10-7, morreram 100% dos 

animais em um período de quatro dias após infecção pelo ITQV. Na diluição 10-

8 sobreviveram 60% dos animais, enquanto que na 10-9 sobreviveram 80%.  Na 

maior diluição, 10-10, sobreviveram 100% dos animais ao final do experimento. 

Os sinais clínicos mais evidentes foram perda de peso, letargia, dificuldade em 

movimentar e respiração superficial. Os animais controle também foram 

observados até o 10º dia, sem o aparecimento de sinais clínicos. A DL50 foi 

calculada segundo o método de REED & MUENCH e expressa como log 108,2 

DL50/0.02mL (FIGURA 19). 
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Figura 19 – Sobrevida de camundongos Balb/c neonatos infectados com o ITQV. 
Camundongos Balb/c, 4-5 semanas, foram infectados via IC com o ITQV (20µL) com diferentes 
cargas virais e observados em relação à sobrevida por um período de 10 dias. 

 

 

6.1.7.2 – Infecção de camundongos Balb/c adultos com o ITQV 
via SC 
 

Após avaliar a infecção pelo ITQV em animais neonatos, o passo seguinte foi 

avaliar a infecção em animais adultos jovens, cujo sistema imune já está bem 

desenvolvido. Assim, após infecção via SC pelo ITQV com diferentes cargas 

virais, a porcentagem de sobrevivência dos animais foi de 100% para todas as 

doses testadas. Os animais infectados por esta via com o ITQV foram 
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resistentes à infecção e não apresentaram qualquer sinal clínico de doença. 

Estes animais foram pesados em intervalos de 2 dias, por 14 dias. Todos os 

animais infectados não apresentaram perda de peso estatisticamente 

significativa, em todas as doses utilizadas em comparação aos animais 

controle e aos animais não infectados. A evolução do peso foi semelhante para 

nos animais controle ou não infectados.  

 
Para a avaliação da patogênese, foram retirados o fígado, baço e rins destes 

animais para o isolamento do vírus e análises histopatológicas. Não houve 

isolamento de vírus em nenhum dos órgãos analisados. Porém, alterações 

macroscópicas foram evidentes no fígado de todos os animais infectados, 

quando comparados com animais controle. Tais alterações foram palidez do 

órgão e aumento do seu tamanho (dados não mostrados). No baço e rins dos 

animais infectados, não foi verificada nenhuma alteração macroscópica (dados 

não mostrados).  

 

As análises histopatológicas apresentadas, do fígado, foram representativos de 

tecidos coletados de, pelo menos, 5 animais.  Os exames histopatológicos dos 

animais infectados com o ITQV (105 PFU) mostraram raros linfócitos portais, 

parênquima com infiltrado inflamatório de atividade discreta e focal além de 

alterações discretas de hepatócitos, infiltrado linfo-histiocitário e raros focos de 

necrose. A arquitetura hepática lobular ficou completamente preservada, em 

todos os animais infectados no 15º dia p.i. (FIGURA 20).  
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Figura 20 – Aspectos histopatológicos de parênquima hepático de camundongos Balb/c 
adultos (4-5 semanas) infectados com ITQV via SC Arquitetura hepática lobular totalmente 
preservada em todos os animais infectados pelo ITQV com 10

5
 PFU no 15º dia p.i. (A, B, C). Raros 

linfócitos portais (B - seta), parênquima com infiltrado inflamatório de atividade discreta e focal (C – 
seta). Alterações discretas de hepatócitos, infiltrado linfo-histiocitário e raros focos de necrose (não 
documentado) no 15º dia d.p.i. Aumento original: 100X (A) e 400X (B e C).   

 

 

6.1.7.2.1 –Ensaios de soroneutralização 

 

Para avaliar a resposta humoral desencadeada pela infecção com o ITQV, os 

camundongos adultos jovens, infectados pelo ITQV ela via SC tiveram o soro 

coletado 15 d.p.i. para dosagem dos títulos de anticorpos neutralizantes. Para 

todos os animais infectados, uma resposta humoral efetiva foi observada, 

demonstrado pelos altos títulos de anticorpos neutralizantes detectados. 

Podemos observar também que uma maior quantidade de vírus (105 PFU) 

acarretou um aumento, estatisticamente significativo, no título de anticorpos 

neutralizantes anti-ITQV quando comparado às doses de 103 e 104 PFU. 

(FIGURA 21). 

 

A 

B 
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Figura 21 – Título de Ac neutralizantes anti-ITQV no soro dos animais infectados via SC. 
O soro dos animais obtido aos 15 d.p.i. foi utilizado em ensaio de soroneutralização em células 
Vero. Os resultados foram expressos como a recíproca da diluição do soro em que houve uma 
redução de 50% do ECP. Em cada título de vírus utilizado, os soros de 5 animais foram 
testados em duplicata, sendo os valores representados, a média dos resultados. Um maior 
título viral quando utilizado (10

5
 PFU) acarretou em um aumento estatisticamente significativo 

no título de anticorpos neutralizantes anti-Itaqui, quando comparado aos títulos de 10
3
 e 10

4 

PFU. (Teste One-Way ANOVA). 
 

 

 
6.1.7.2.2 – Isolamento do vírus ITQV e indução de IFN 

 

Animais adultos jovens (4-5 semanas) foram infectados via SC (105 UFP) com 

o ITQV. A atividade antiviral foi medida pela titulação do IFN nos soros desses 

animais, que foram coletados nos tempos de 3, 6, 24, 48, 72, 96 e 120 h.p.i. 

através do seio retro-orbital (FIGURA 22). Além disso, uma alíquota dos soros 

foi utilizada para determinação da viremia. 
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Figura 22 – Título de IFN no soro de camundongos Balb/c (4-5 semanas) infectados com 
o ITQV, via SC. Títulos de IFN foram determinados em soro de animais infectados com o 
ITQV, coletados em diferentes tempos pós-infecção através do ensaio de titulação de IFN em 
células L929. A presença do IFN foi detectada pela inibição da infecção destas células pelo 
vírus EMC. 

 

O vírus foi isolado, através da titulação por contagem das unidades formadoras 

de placa (UFP), dos soros dos animais infectados pela via SC, nos tempos pós-

infecção de 24, 48, 72 e 96 h.p.i. As titulações foram feitas de soros de 5 

animais infectados e 1 animal controle para cada tempo. No soro dos animais 

controle, o vírus não foi detectado. O título do vírus não foi calculado em razão 

do número de placas terem sido inferior a 30, mesmo na menor diluição (10-1). 

 

6.1.7.2.3 – Dosagem de enzimas hepáticas 

 

Níveis de alanina transaminase (ALT) e de aspartato transaminase (AST) 

hepáticas foram medidas no soro dos animais infectados com o ITQV, pois são 

indicadoras de dano hepático (FIGURA 23). Um aumento dessas enzimas 

indica graves danos no fígado, muito comuns após infecção por arbovírus, que 

possuem este órgão como um dos órgãos alvo para sua multiplicação.  
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Figura 23 – Níveis de alanina transaminase (ALT) e de aspartato transaminase (AST) em 
U/L do soro de camundongos Balb/c infectados com o ITQV via SC. Grupos de 5 
camundongos foram infectados com o ITQV 10

5 
PFU e tiveram o soro coletado em diferentes 

tempos pós-infecção. A análise estatística foi feita através do teste de variância (ANOVA), 
seguida do teste de Dunnett’s. Um asterisco (*) corresponde à p< 0,05; dois asteriscos (**) 
correspondem á p< 0,01 e três asteriscos (***) correspondem à p<0,001. 

 

 

6.1.7.2.4 – Cinética de expressão de citocinas e quimiocinas 

 

Altos níveis de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias tem sido descritas em 

modelos murinos após infecção por diversos arbovírus. Assim, para avaliar o 

perfil de citocinas em camundongos Balb/c infectados pelo ITQV, o fígado dos 

animais infectados foram utilizados para quantificar a expressão de diferentes 

citocinas e quimiocinas através de PCR em tempo real. Como controle foram 

utilizados fígado de animais inoculados com sobrenadante de células VERO. 

 

Todas as citocinas analisadas no fígado dos animais infectados com 105 PFU 

do ITQV apresentaram um aumento relativo de sua expressão quando 

comparado aos controles não infectados. IFNG, IFNB e IL1B tiveram seu pico 

máximo de expressão às 24 d.p.i. apresentando logo após este tempo uma 

diminuição progressiva de indução. IL6 por sua vez, teve pico máximo de 

expressão em 48 h.p.i., com aumento progressivo significativo de indução até 

96 h.p.i. TNFA e NOS2 tiveram sua expressão máxima em 96 h.p.i. (FIGURA 

24).  
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Figura 24 – Cinética de expressão de transcritos de IFNB (IFN beta), IFNG (IFN gama), 
IL1B (IL-1 beta), IL6 (IL-6), NOS2 e TNFA (TNF alfa) em fígado de camundongos Balb/c 
infectados com o ITQV em avaliação feita por PCR em tempo real. Grupos de 5 
camundongos foram infectados com o ITQV 10

5 
PFU via SC e tiveram o fígado coletados em 

diferentes tempos pós-infecção. Animais não infectados foram inoculados com sobrenadante 
de células VERO. Após a extração de RNA e a transcrição reversa, foi feita a PCR em tempo 
real em duplicata, e a expressão de cada gene foi normalizada em relação á expressão do 
gene constitutivo HPRT. A análise foi feita pelo método da curva padrão. A análise estatística foi 
feita através do teste de variância (ANOVA), seguida do teste de Dunnett’s. Um asterisco (*) 
corresponde à p< 0,05; dois asteriscos (**) correspondem á p< 0,01 e três asteriscos (***) 
correspondem à p<0,001. 
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Com relação às quimiocinas avaliadas quanto à indução de mRNA podemos 
observar que, todas apresentaram perfil semelhante de indução a partir de 24 
h.p.i. e pico máximo observado no 7° d.p.i. (FIGURA 25).  
 
 

 
 
Figura 25 – Cinética de expressão de transcritos de quimioquina (motivoC-C) ligante 2 
(CCL2 ou MCP1), CCL3 (MIP-1α), CCL5 (RANTES) e quimioquina (motivoCXC)ligante 10 
(CXCL10 ou IP-10) em fígado de camundongos Balb/c infectados com o ITQV por PCR 
em tempo real. Grupos de 5 camundongos foram infectados com o ITQV 10

5 
PFU via SC e 

tiveram o fígado coletados em diferentes tempos pós-infecção. Animais não infectados foram 
inoculados com sobrenadante de células VERO. Após a extração de RNA e a transcrição 
reversa, foi feita a PCR em tempo real em duplicata, e a expressão de cada gene foi 
normalizada em relação á expressão do gene constitutivo HPRT. A análise foi feita pelo método 
da curva padrão. A análise estatística foi feita através do teste de variância (ANOVA), seguida 
do teste de Dunnett’s. Um asterisco (*) corresponde à p< 0,05; dois asteriscos (**) 
correspondem á p< 0,01 e três asteriscos (***) correspondem à p<0,001. 

 

 

6.2 – Caracterização CARV (BeAn 3994) 

 

O laboratório de Vírus tem feitos esforços para a caracterização dos 

Orthobunyavirus do Grupo C por ter encontrado características diferentes na 

resposta do interferon a estes vírus. A classificação sorológica dos vírus do 

grupo C, de acordo com o Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus (ICTV) 
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(2005), apregoa que o complexo antigênico do vírus Caraparu compreendem 

os vírus Caraparu BeAn3994 (CARV), Bruconha (BRUV), Apeu BeAn849 

(APEUV), Ossa BT 1820 (OSSAV) e Vinces 75V-807 (VINV), enquanto que 

complexo antigênico do vírus Oriboca compreende os vírus Oriboca BeAn17 

(ORIV) e o Itaqui BeAn17 (ITQV). Os dados de sequenciamento do gene que 

codifica para a polimerase (segmento L) indicam que os vírus Caraparu e Apeu 

são distintos e o Itaqui assemelha-se ao Caraparu (Carla Amaral Pinto, tese de 

doutorado em andamento). Estes dados se contrapõe à classificação do ICTV, 

baseada nos segmentos M e S, porém os dados de sequenciamento indicam 

que estes vírus são, pelo menos, rearranjos. Estas variações apresentadas 

podem estar ligadas a virulência e por isso, após avaliar a infecção pelo ITQV 

em animais neonatos e adultos jovens, o passo seguinte foi avaliar também o 

curso da infecção pelo CARV. 

 

6.2.1 – Infecção de camundongos Balb/c neonatos com o CARV  

 

A infecção de camundongos Balb/c neonatos com o CARV também foi feita 

com objetivo de determinar a carga viral mais apropriada para se avaliar os 

sinais de doença pelo CARV em camundongos adultos e determinar assim o 

título viral, além de avaliar uma relação da idade dos animais com a 

susceptibilidade ao vírus. 

 

Assim, após infecção via IC pelo CARV com diferentes cargas virais, podemos 

observar que, nas menores diluições do vírus, 10-5, 10-6 e 10-7, morreram 100% 

dos animais em um período de 4 dias após infecção pelo CARV. Na diluição 

10-8 sobreviveram 40% dos animais, enquanto que na 10-9 sobreviveram 60%.  

Na maior diluição, 10-10, sobreviveram 100% dos animais ao final do 

experimento. Os sinais clínicos mais evidentes foram perda de peso, letargia, 

dificuldade em movimentar e respiração superficial. Os animais controle 

também foram observados até o 10º dia, sem o aparecimento de sinais 

clínicos. A DL50 foi calculada segundo o método de REED & MUENCH e 

expressa como log 109 DL50/0.02mL (FIGURA 26). 

 



98 
 

0 2 4 6 8 10
0

20

40

60

80

100





controle

CARV 10
-5

CARV 10
-6

CARV 10
-7

CARV 10
-8

CARV 10
-9

CARV 10
-10

d.p.i%
 P

o
rc

e
n

ta
g

e
m

 c
a
m

u
n

d
o

n
g

o
s
 s

o
b

re
v

iv
e

n
te

s

 

 

Figura 26 – Sobrevida de camundongos Balb/c neonatos infectados com o CARV. 
Camundongos Balb/c, 4-5 semanas, foram infectados via IC com o CARV (20µL) com 
diferentes cargas virais e observados em relação à sobrevida por um período de 10 dias. 

 

6.2.2 – Infecção de camundongos Balb/c adultos com o CARV 

via SC 

 

Após infecção via SC pelo CARV com 105 PFU, podemos observar que, no 

sétimo dia pós-infecção a porcentagem de sobrevivência foi de 

aproximadamente 66% e no décimo sétimo dia pós-infecção a porcentagem de 

sobrevivência dos animais foi de 50% (FIGURA 27). No décimo oitavo dia pós-

infecção todos os animais tiveram que sofrer eutanásia devido à acentuada 

perda de peso que foi superior a 20% do peso corporal inicial dos animais o 

que é preconizado pelo Comitê de Ética e Experimentação Animal (CETEA), o 

qual foi submetido este trabalho. Os animais infectados por esta via com o 

CARV foram pesados em intervalos de 2 dias, por 17 dias (FIGURA 28). 
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Figura 27 – Sobrevida de camundongos Balb/c adultos jovens infectados com o CARV. 
Camundongos Balb/c, 4-5 semanas, foram infectados por via SC com o CARAV (10

5 
PFU) e 

observados em relação à sobrevida por um período de 18 dias. 
 

Os animais infectados apresentaram perda de peso estatisticamente 

significativa a partir do nono dia quando comparado aos animais controle 

(FIGURA 29). 

 

 

FIGURA 28 – Evolução do peso de camundongos Balb/c adultos infectados com o CARV 
por via SC. Animais foram infectados com uma dose de 10

5 
PFU com o vírus CARV. Os 

animais foram pesados em intervalos de 2 dias, por 17 dias. Os dados foram analisados 
utilizando-se o teste de variância (ANOVA), seguida do teste de Bonferroni. Um asterisco (*) 
corresponde à p< 0,05; dois asteriscos (**) correspondem á p< 0,01 e três asteriscos (***) 
correspondem à p<0,001. 
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No décimo sexto dia pós-infecção os animais começaram a apresentar sinais 

clínicos de doença como pilo-ereção e arqueamento de dorso (FIGURA 29) e 

no décimo sétimo dia os animais continuaram a apresentar estes mesmos 

sinais clínicos descritos acima, porém apresentavam também um intenso 

edema facial e respiração superficial e cianose das patas traseiras (dado não 

mostrado).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 29 – Camundongos Balb/c infectados com o CARV. Animais foram infectados com 
10

5 
PFU com o vírus CARV A e B) animal apresentando edema facial. C) animal apresentando 

arqueamento de dorso e pilo-ereção. 

 

Foram coletados também destes animais infectados com o CARV fígado, baço 

e rins para a determinação do título viral e demais experimentos. Os animais 

que por ventura morreram após a infecção foram rapidamente processados. 

Alterações macroscópicas foram evidentes no fígado e baço de todos os 

animais infectados, quando comparados com animais controle. Tais alterações 

foram palidez do fígado e aumento do fígado e baço (FIGURA 30). 

 

 
 

 

B A 

C 
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FIGURA 30 – Fígado e baço de camundongos Balb/c infectados com o CARV. Animais 
foram infectados com uma dose de 10

5 
PFU com o vírus CARV A, B e C) abertura do peritônio 

e exposição do fígado e baço apresentando um aumento em seu tamanho. D) fígado do animal 
apresentando palidez. 

 

Dos três órgãos analisados foi possível isolar o vírus apenas do fígado dos 

animais infectados com o CARV via SC (FIGURA 31). 

 

 

FIGURA 31 – Presença do vírus no fígado dos camundongos Balb/c infectados com o 
CARV. O fígado dos animais infectados foi pesado e então macerado em DMEM 5% SFB. A 
titulação foi feita em células Vero e o título expresso em PFU/g tecido. 
 

As análises histopatológicas feitas no fígado destes animais foram 

representativos de tecidos coletados de pelo menos, 5 animais por grupo.  

 C A B 

D 
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Exames histopatológicos do fígado dos animais infectados com o CARV 

demostraram que a arquitetura hepática lobular está totalmente preservada em 

todos os animais infectados (FIGURA 32). 

 

 

 

 
Figura 32 – Aspectos histopatológicos de parênquima hepático de camundongos Balb/c 
adultos (4-5 semanas) infectados com CARV via SC. Arquitetura hepática lobular totalmente 
preservada em todos os animais infectados pelo CARV às 48 d.p.i. (A, B, C), no 7º d.p.i. (D, E e 
F) e no 18º d.p.i. (Z, G e H). Infiltrado inflamatório portal com linfocitose discreta (B - seta), 
parênquima com infiltrado inflamatório (C - seta) e necrose focal em vários sítios (não 
documentado) às 48 h.pi. Raros linfócitos portais (E - seta), parênquima com infiltrado 
inflamatório linfo-histiocitário discreto e focal (F - seta), alterações discretas de hepatócitos e 
raros focos de necrose (não documentado) aos 7 e 18 d.p.i. Aumento original: 100X (A, D e G) 
e 400X (B, C, E, F e H).   

 

Após 48 horas de infecção com o CARV observamos um infiltrado inflamatório 

portal, com linfocitose discreta. O parênquima também apresentou um infiltrado 

inflamatório e necrose em vários sítios (não mostrado). O mesmo foi observado 

no sétimo dia pós-infecção. No 18° d.p.i. de infecção foram observados raros 
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linfócitos portais, parênquima com infiltrado inflamatório de atividade discreta e 

focal, além de alterações discretas dos hepatócitos, infiltrado linfo-histiocitário e 

raros focos de necrose (não mostrado).  

 

6.2.2.1 – Ensaios de soroneutralização 

 

Para avaliar a resposta humoral desencadeada pela infecção com o CARV, os 

camundongos adultos jovens, infectados pelo CARV via SC tiveram o soro 

coletado em diferentes d.p.i. para dosagem dos títulos de anticorpos 

neutralizantes. Para todos os animais infectados, uma resposta humoral efetiva 

foi observada, demonstrado pelos altos títulos de anticorpos neutralizantes 

detectados (FIGURA 33). 

 

 

Figura 33 – Título de Ac neutralizantes anti-CARV no soro dos animais infectados via SC. 
O soro dos animais obtido em diferentes tempos pós-infecção foi utilizado em ensaio de 
soroneutralização em células Vero. Os resultados foram expressos como a recíproca da 
diluição do soro em que houve uma redução de 50% do ECP. Em cada dose, os soros de 5 
animais foram testados em duplicata, sendo os valores representados, a média dos resultados.  
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6.2.2.2 – Isolamento do vírus CARV e indução do IFN 

 

Animais adultos jovens (4-5 semanas) foram infectados via SC (105 UFP) com 

o CARV. A atividade antiviral foi medida pela titulação do IFN nos soros desses 

animais que foram coletados nos tempos de 3, 6, 24, 48, 72, 96 horas e 

também no sétimo e décimo oitavo dia pós-infecção. (FIGURA 34). Além disso, 

uma alíquota dos soros foi utilizada para determinação da viremia. 

 

 

Figura 34 – Título de IFN no soro de camundongos Balb/c (4-5 semanas) infectados com 

o CARV, via SC. Títulos de IFN foram determinados em soro de animais infectados com o 

CARAV, coletados em diferentes tempos pós-infecção através do ensaio de titulação de IFN em 

células L929. A presença do IFN foi detectada pela inibição da infecção destas células pelo 

vírus EMC. 

 

O vírus foi isolado, através da titulação por contagem das unidades formadoras 

de placa (UFP), dos soros dos animais infectados pela via SC, nos tempos pós-

infecção de 24, 48, 72 e 96 h.p.i. As titulações foram feitas dos soros de 5 

animais infectados e 1 animal controle para cada tempo. No soro dos animais 

controle, o vírus não foi detectado. O título do vírus não foi calculado devido ao 

número de placas ter sido inferior a 30, mesmo na menor diluição (10-1). 
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6.2.2.3 – Detecção de vírus em animais infectados pela Reação 

em cadeia da polimerase (PCR) 

 

A detecção do vírus em animais infectados, via SC, foi feita no soro, fígado, 

baço e rins pela medida do RNA do vírus CARV. Para avaliar a presença de 

RNA viral no soro dos animais infectados com o CARV via SC foi feita uma 

reação de PCR convencional utilizando-se para isso, um par de primer que 

amplifica um segmento de 265 pb do segmento L deste vírus (item 5.8.4.4). 

 

Os animais foram anestesiados, eutanasiados e o sangue coletado através da 

punção cardíaca. Tal material foi submetido à extração de RNA (kit RNeasy 

Mini QIAGEN) e subsequente tratamento com DNase para posterior transcrição 

reversa. O controle positivo foi utilizado o cDNA obtido de amostras do CARV e 

como controle negativo o cDNA obtido de soro de animais infectados com 

sobrenadante de células VERO. 

 

Foi possível detectar a presença de RNA viral no soro dos animais infectados 

nos tempos de 48, 72 e 96 horas pós-infecção (FIGURA 35). 

 

 

Figura 35 – Detecção de RNA no sangue de camundongos Balb/c infectados com o 

CARV via SC em avaliação feita por PCR para o segmento L deste vírus. Grupos de 

camundongos foram infectados com o CARV 10
5 

PFU e tiveram sangue coletados em 

diferentes tempos pós-infecção. DNA obtido após PCR e submetido à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 8% e corado com nitrato de prata Canaletas: PM – padrão de tamanho molecular 

(ladder de 100 pb); 1 – controle negativo da reação (animal controle); 2 – controle positivo do 

CARV; 3 – soro 24 h.p.i.; 4 – soro 48 h.p.i.; 5 – soro 72 h.p.i.; 6 - soro 96 h.p.i. 

 

A avaliação da presença de RNA viral em diferentes órgãos dos animais 

infectados via SC pelo CARV e sua possível disseminação, foi feita uma reação 

de PCR convencional utilizando-se o mesmo par de primer utilizado acima. 
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Os animais foram anestesiados, eutanasiados e os órgãos coletados. Nestes 

órgãos foi feita à extração de RNA (Trizol kit RNeasy Mini QIAGEN) e 

subsequente tratamento com DNAse para posterior transcrição reversa. O 

controle negativo utilizado foi o cDNA obtido do fígado de animais infectados 

com sobrenadante de células VERO. O produto de PCR indicativo da presença 

do RNA do vírus foi encontrado apenas no fígado dos animais infectados nos 

tempos de 48, 72 e 96 horas pós-infecção (FIGURA 36).  

 

 

 

Figura 36 – Detecção de vírus no fígado de camundongos Balb/c infectados com o CARV 

via SC em avaliação feita por PCR para o segmento L deste vírus. Grupos de 

camundongos foram infectados com o CARV 10
5 

PFU e o fígado foi coletado em diferentes 

tempos pós-infecção. DNA obtido após RT-PCR e submetido à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 8% e corado com nitrato de prata Canaletas: PM – padrão de tamanho molecular 

(ladder de 100 pb); 1 a 5 – controle negativo da reação (animais controle); 6 e 7 – fígado 48 

horas; 8 e 9 – fígado 72 horas; 10 – fígado 96 horas. 

 

6.2.2.4 – Dosagem de enzimas hepáticas 

 

Os níveis de alanina transaminase (ALT) e de aspartato transaminase (AST) 

hepáticas foram medidas como indicadoras de dano hepático nos animais 

infectados com o CARV (FIGURA 38). Um aumento dessas enzimas foi 

observado, muito comuns após infecção por arbovírus, indicando que o orgão 

alvo foi o fígado nas infecções pelo CARV.  

 

Os valores de referência destas duas enzimas, ligadas à função hepática, em 

camundongos são de 17-77 U/mL e valores maiores que 100 U/mL foram 

encontrados nos animais infectados no tempo de 24 h.p.i. e interessantemente 



107 
 

valores altos destas enzimas também puderam ser observados no sétimo e 

décimo oitavo dia pós-infecção (FIGURA 37). 

 

 

 
Figura 37 – Níveis de alanina transaminase (ALT) e de aspartato transaminase (AST) em 
U/L do soro de camundongos Balb/c infectados com o CARV via SC. Grupos de 5 
camundongos foram infectados com o CARV 10

5 
PFU e tiveram o soro coletado em diferentes 

tempos pós-infecção. A análise estatística foi feita através do teste de variância (ANOVA), 
seguida do teste de Dunnett’s. Um asterisco (*) corresponde à p< 0,05; dois asteriscos (**) 
correspondem á p< 0,01 e três asteriscos (***) correspondem à p<0,001. 

 

 
6.2.2.5 – Quantificação do CARV no soro e fígado dos animais 

infectados 

 

A quantificação viral foi feita através de PCR em tempo real através do RNA 

extraído no fígado e do soro dos animais infectados com o CARV. Para isso foi 

utilizado um par de primer que amplifica uma porção do segmento L do CARV, 

desenhado a partir de sequências de membros do gênero Orthobunyavirus 

disponíveis no GenBank. 

 

O produto de PCR amplificado foi indicativo da presença do CARV no soro 

partir do segundo dia após a infecção (FIGURA 38). Já no fígado dos animais 

infectados, o produto de PCR, foi observado após três horas e a partir do 

segundo dia após infecção, revelando um gradativo aumento da multiplicação 

do vírus relativa até o quarto dia de infecção. Assim, este vírus foi detectado 

detectado no sétimo dia e no décimo oitavo dia após o início da infecção 

(FIGURA 39). 

 



108 
 

m
ock

24
 h

ora
s

48
 h

ora
s

72
 h

ora
s

96
 h

ora
s

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

ra
z
ã
o

 R
N

A
 v

ir
a
l/
 H

P
R

T

 

Figura 38 – Detecção de RNA viral no soro de camundongos Balb/c infectados com o 

CARV via SC em avaliação feita por PCR em tempo real para a quantificação deste vírus. 

Grupos de 5 camundongos foram infectados com o CARV 10
5 

PFU via SC e tiveram o soro 

coletados em diferentes tempos pós-infecção. Animais não infectados foram inoculados com 

sobrenadante de células VERO. Após a extração de RNA e a transcrição reversa, foi feita a 

PCR em tempo real em duplicata, e a expressão de cada gene foi normalizada em relação á 

expressão do gene constitutivo HPRT. A análise foi feita pelo método da curva padrão. 
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Figura 39 – Detecção de RNA viral no fígado de camundongos Balb/c infectados com o 

CARV via SC em avaliação feita por PCR em tempo real para a quantificação deste vírus. 

Grupos de 5 camundongos foram infectados com o CARV 10
5 

PFU via SC e tiveram o fígado 

coletados em diferentes tempos pós-infecção. Animais não infectados foram inoculados com 

sobrenadante de células VERO. Após a extração de RNA e a transcrição reversa, foi feita a 

PCR em tempo real em duplicata, e a expressão de cada gene foi normalizada em relação á 

expressão do gene constitutivo HPRT. A análise foi feita pelo método da curva padrão. 
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6.2.2.6 – Cinética de expressão de citocinas e quimiocinas 

 

Altos níveis de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias tem sido descritas em 

modelos murinos após infecção por diversos arbovírus. Assim para avaliar o 

perfil de citocinas em camundongos Balb/c infectados pelo CARV, o fígado dos 

animais infectados foram utilizados para quantificar a expressão de diferentes 

citocinas e quimiocinas através de PCR em tempo real. Como controle foram 

utilizados fígado de animais inoculados com sobrenadante de células VERO. 

 

As citocinas induzidas no fígado dos animais infectados, com 105 PFU do 

CARV, pela detecção do mRNA, apresentaram um aumento relativo de sua 

expressão quando comparado aos controles não infectados. O IFNB e IL1B 

mostraram seu pico máximo de expressão 24 h.p.i. e o IFNG, IL6 e TNFA 

expressão máxima ocorreu no quarto dia pós-infecção. Um aumento de NOS2 

foi observado no quarto dia e no décimo oitavo dia pós-infecção (FIGURA 40). 
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Figura 40 – Cinética de expressão de transcritos de IFNB (IFN beta), IFNG (IFN gama), 
IL1B (IL-1 beta), IL6 (IL-6), NOS2 e TNFA (TNF alfa) em fígado de camundongos Balb/c 
infectados com o CARV em avaliação feita por PCR em tempo real. Grupos de 5 
camundongos foram infectados com o CARV 10

5 
PFU via SC e tiveram o fígado coletados em 

diferentes tempos pós-infecção. Animais não infectados foram inoculados com sobrenadante 
de células VERO. Após a extração de RNA e a transcrição reversa, foi feita a PCR em tempo 
real em duplicata, e a expressão de cada gene foi normalizada em relação á expressão do 
gene constitutivo HPRT. A análise foi feita pelo método da curva padrão. A análise estatística foi 
feita através do teste de variância (ANOVA), seguida do teste de Dunnett’s. Um asterisco (*) 
corresponde à p< 0,05; dois asteriscos (**) correspondem á p< 0,01 e três asteriscos (***) 
correspondem à p<0,001. 
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Em relação às quimiocinas avaliadas, quanto à indução de mRNA podemos 

observar que, todas apresentaram perfil semelhante de indução a partir de 72 

h.p.i., bem como um aumento significativo também no 18° d.p.i., exceto para 

CCL2 cujo pico máximo foi observado no 7° d.p.i. (FIGURA 41).  

 
 

 

 
 
Figura 41 – Cinética de expressão de transcritos de CCL2 (MCP1), CCL3 (MIP-1α), CCL5 
(RANTES) e CXCL10 (IP-10) em fígado de camundongos Balb/c infectados com o CARAV 
em avaliação feita por PCR em tempo real. Grupos de 5 camundongos foram infectados com 
o CARV 10

5 
PFU via SC e tiveram o fígado coletados em diferentes tempos pós-infecção. 

Animais não infectados foram inoculados com sobrenadante de células VERO. Após a extração 
de RNA e a transcrição reversa, foi feita a PCR em tempo real em duplicata, e a expressão de 
cada gene foi normalizada em relação á expressão do gene constitutivo HPRT. A análise foi 
feita pelo método da curva padrão. A análise estatística foi feita através do teste de variância 
(ANOVA), seguida do teste de Dunnett’s. Um asterisco (*) corresponde à p< 0,05; dois 
asteriscos (**) correspondem á p< 0,01 e três asteriscos (***) correspondem à p<0,001. 
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Para dar início ao presente trabalho, começamos por caracterizar o padrão de 

crescimento e ECP característico do ITQV. Assim, verificamos que as células 

VERO mostraram ser um excelente sistema para a multiplicação do ITQV, pois 

nestas células nós obtivemos altos títulos virais. O ECP se caracterizou 

inicialmente como lesões localizadas, com grupos de células arredondadas e 

refringentes. A produção viral começa a ser detectada em altos títulos a partir 

de 12 h.p.i, sendo que a produção máxima  é atingida no tempo de 48 h.pi. 

Células VERO são muito utilizadas para a multiplicação de vírus da família 

Bunyaviridae, e, tais vírus estão portanto, muito bem adaptados a esta 

linhagem celular. O ECP observado foi muito semelhante aos descritos por 

Buckley e Shope (1961) para os arbovírus do grupo C quando multiplicados em 

células HeLa. Fato relevante é que, células VERO não são capazes de produzir 

interferon, devido a uma deleção cromossômica no gene que expressa tal 

citocina (PETRILLO-PEIXOTO et al, 1980; DIAZ et al, 1988) facilitando, desse 

modo, a multiplicação de vírus. 

 

Para dar seguimento aos objetivos propostos neste trabalho, a clonagem do 

ITQV foi feita, para garantir uma população de vírus homogênea, visto que, 

membros desta família viral podem sofrer com freqüência rearranjos genéticos 

entre seus três segmentos de RNA. O fenótipo das placas isoladas (dados não 

mostrados) foi bastante homogêneo, e a partir deste ponto, isolamos alguns 

clones aleatoriamente para realizar os ensaios de soroneutralização. 

 

Através do ensaio da NT contra o fluido ascítico murino contendo anticorpos 

anti-arbo grupo C-I (anti-Apeu, anti-Caraparu, anti-Ossa, anti-Bruconha e anti-

Vinces), observamos que, todos os clones virais escolhidos foram 

reconhecidos pelos anticorpos presentes no fluido ascítico ,com título de 3200 

UN/mL, o que demonstra uma baixa reatividade entre o ITQV e os arbovírus do 

grupo C-1. A presença de reatividade cruzada entre duas amostras de vírus 

pode ser avaliada pela proteção da infecção celular pelo vírus quando esse é 

neutralizado por anticorpos neutralizantes (reação de NT). Uma vez que a 

prova de NT reflete as propriedades das estruturas de superfície, podemos 

concluir que, o vírus Itaqui e os vírus Apeu e Caraparu, não apresentam 

semelhanças entre suas glicoproteínas, denominadas Gn e G (codificadas pelo 
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segmento M) de acordo com o teste de neutralização. Sabe-se que, dentre os 

bunyavírus do grupo C, há um maior ou menor grau de relação, sendo este 

determinado pelas características antigênicas de cada membro e também 

responsável pela subdivisão entre sorotipos virais dentro do mesmo sorogrupo.  

 

Esses resultados confirmam dados sorológicos prévios realizados por Shope 

(1962). Eles verificaram que, de acordo com o tipo de prova sorológica 

empregada, os sorotipos em análise (Apeu, Caraparu, Itaqui, Marituba, 

Murutucu e Oriboca) apresentavam afinidades diferentes entre si (FIGURA 8).  

 

Os interferons desempenham um papel crítico no sistema imune inato, bem 

como no sistema imune adaptativo. Portanto, a produção 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 IFN tipo I e II têm sido extensamente estudados. Hoje as funções 

dos IFN do tipo I são bem caracterizadas e são essenciais para a montagem de 

uma resposta robusta contra as infecções virais (SADLER et al, 2008). Vale 

destacar que os IFN do tipo I se ligam ao mesmo receptor celular denominado 

IFNABR, composto por duas subunidades (IFNAR1 e IFNAR2). Como as 

células Vero respondem bem aos IFN do tipo I e são incapazes de produzi-los, 

elas se caracterizam como um ótimo modelo para o estudo da atividade 

biológica destas moléculas 

 

A atividade antiviral de IFN do tipo I contra o ITQV foi dose dependente e o IFN 

β foi o IFN que mostrou maior eficiência na inibição da multiplicação do ITQV 

(FIGURAS 13). Isto pode estar relacionado à maior capacidade deste IFN em 

induzir ISGs (genes estimulados por interferon) relacionados a atividade 

antiviral em relação ao IFN α.  

 

Adicionalmente foi demonstrado que a inibição da multiplicação viral foi maior 

nas doses de 100 a 10000 UI/mL para o IFN-α e nas doses a partir de 10 UI/mL 

para o IFN-β. Ainda para o IFN-β, um aumento da dose de 100 para 1000 ou 

10000 UI/mL não acarreta em uma diferença significativa na porcentagem de 
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inibição do ITQV, já que sua multiplicação nestas três doses testadas está 

totalmente inibida. Possivelmente, os receptores já se encontravam saturados, 

quando um aumento da dose de IFN, não reflete em uma maior inibição da 

multiplicação do vírus. 

 

A curva de multiplicação feita com células VERO tratadas com os dois IFN do 

tipo I e depois desafiada com o ITQV, confirmam essa maior atividade antiviral 

do IFN β in vitro (FIGURA 14). Possivelmente, esta atividade diferencial dos 

IFN ocorre, portanto, devido as diferenças nas afinidades às 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 multiplicação viral é inibida 

em células pré-tratadas com IFN (LIVONESI et al, 2007; ALMEIDA et al, 2008).  

 

Os IFN do tipo III foram recentemente identificados e tem demonstrado serem 

expressos em resposta às infecções virais e por desencadear também uma 

atividade antiviral in vitro. A atividade biológica dos IFN do tipo III mesmo 

redundantes com as atividades dos IFN do tipo I são em geral menos intensas 

e mais restritas como citado anteriormente. No entanto, este grupo de IFN é 

capaz de interferir na multiplicação de vários vírus humanos e murinos. Esta foi 

a primeira vez que a sensibilidade do ITQV foi testada para esta classe de 

citocinas. Os IFN do tipo III são produzidos também por diversos tipos 

celulares, o que indica que são importantes mediadores da resposta antiviral do 

hospedeiro. Porém, todas as atividades biológicas dos IFN do tipo III ainda 

permanecem por serem esclarecidas completamente. 

 

A estimulação de células VERO com o IFN-λ2 foi capaz de proteger essas 

células, da infecção pelo ITQV quando administrado em doses muito 

superiores àquelas quando comparado aos IFN α/β (1000 UI/mL) (FIGURA 15). 

Assim, esse IFN do tipo III diminuiu a multiplicação do ITQV em 50% em 

relação ao controle não tratado, não apresentando uma alta atividade antiviral 

como os IFN do tipo I.  A curva de multiplicação do ITQV em células VERO pré-

tratadas com o IFN lambda 2 também foi feita (FIGURA 16), utilizando-se uma 

alta dose dessa citocina (1000 UI/mL), pois doses mais baixas que esta, não 
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implicariam em uma inibição significativa do ITQV de acordo com a atividade 

antiviral observada na FIGURA 15. 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 IFN do tipo I e III parecem ser regulados por um mecanismo 

comum. Assim essa baixa especificidade do IFN lambda observada em relação 

aos IFN α e β em muitos ensaios biológicos, necessitam de um melhor 

entendimento. Almeida et al, 2008 demonstrou também que, os IFN lambda 1 e 

lambda 2 apresentaram uma atividade antiviral significativa contra o APEUV, 

de maneira dose dependente. A atividade apresentada pelos IFN tipo III foi 

independente da presença dos IFN tipo I, sendo que um co-tratamento de 

células VERO, com ambos os tipos de IFN não resultou em um aumento na 

atividade biológica destes (dados não mostrados). ANK et al., 2006 demonstrou 

que não existe efeito aditivo na atividade antiviral contra o vírus EMC ou vírus 

herpes simples tipo 2 (HSV-2) quando IFN-α é combinado com IFN-λ in vitro.  

 

Adicionalmente Mordstein et al., 2008 concluiu que, o sistema IFN α/β é 

dominante sobre o sistema dos IFN do tipo III. Estes dados estão de acordo 

também com Almeida et al., 2008 que, ao combinar IFN do tipo I e III para 

tratar células VERO, não observou um sinergismo entre essas citocinas, contra 

a multiplicação do APEUV. 

 

Os IFN do tipo III parecem ser o que restou de um sistema de proteção antiviral 

ancestral, que tinha a função de proteger organismos primitivos, pois genes 

semelhantes aos IFN tipo III ocorreram no genoma de peixes e parece ter tido 

sua origem dos genes de IFN do tipo I. A coexistência de dois sistemas de 

defesa redundantes em vertebrados poderia ser explicada pela alta proteção 

conferida a uma variedade de patógenos e microrganismos e também para 

acelerar as respostas imunes (SOMMEREYNS et al., 2008).  

 

Estudos indicam que os IFN do tipo III estariam relacionados à proteção 

antiviral nas regiões onde existe a interação entre as superfícies epiteliais e o 

sistema imunológico, enquanto os IFN do tipo I estariam relacionados a 
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proteção e efeito sistêmicos. Isso reflete o fato dos receptores dos IFN do tipo I 

serem expressos de maneira ubíqua, enquanto os receptores para os IFN do 

tipo III são expressos preferencialmente por células epiteliais, células 

dendríticas e células T (GALLAGHER et al., 2010; JEWELL et al., 2010). 

Acredita-se, ainda, que os IFN do tipo III seriam os precursores evolutivos dos 

demais IFN (SOMMEREYNS et al., 2008; GALLAGHER et al., 2010). 

 

A atividade efetora dos IFN do tipo I e III exógeno observada nos experimentos 

in vitro está relacionada à capacidade de inibição da multiplicação do ITQV por 

estas citocinas e foi devido à habilidade em induzir um estado antiviral nas 

células através da expressão de proteínas antivirais como 2’5’ OAS, 6-16, MxA 

e PKR. Com este trabalho mostramos que o ITQV é sensível aos IFN do tipo I 

e III em maior ou menor grau e embora utilizem receptores distintos para 

sinalizarem, essas duas famílias de IFN compartilham algumas características 

comuns, como as vias de transdução de sinais ativadas e os estímulos 

requeridos para a sua produção. 

 

Nós podemos concluir que a atividade antiviral contra o ITQV foi redundante 

em relação aos IFN I e III, e o IFN β o mais potente indutor do estado antiviral. 

Os dados sugerem que, o sistema imune inato desempenha um importante 

papel no controle do ITQV. Mais estudos serão necessários para caracterizar a 

sensibilidade aos IFN do tipo I e III para outros membros da família 

Bunyaviridae, bem como avaliar outros IFN como o tipo II (IFN γ) para 

membros dessa família. 

 

Após verificar a sensibilidade do ITQV aos IFN dos tipos I e III em células 

VERO, a próxima etapa foi avaliar a capacidade de indução da expressão dos 

RNAm dos ISGs 2’5’OAS, PKR, 6-16 e MxA e IRF7 pelo ITQV após a infecção 

de células humanas A549. 

 

 A expressão dos ISGs resulta de uma direta resposta frente a uma infecção 

viral, em adição a indução pelos IFN. Então não é muito claro se a expressão 

observada desses genes é de fato induzida por IFN ou por outras vias tais 

como a sinalização pelos receptores do tipo tol e/ou a ativação direta por 
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componentes virais específicos. Alguns ISGs tais como MxA mostram uma 

fraca resposta primária à infecções virais mas parecem ser altamente 

responsivos aos IFN do tipo I e tipo III. 

 

Nós encontramos que, a expressão dos quatro ISGs testados (2’5’OAS, PKR, 

6-16 e MxA) e IRF7 foi aumentada nas células A549 após infecção pelo ITQV 

(FIGURA 17). O aumento da expressão de MxA foi detectado desde 6 h.p.i. e 

níveis basais deste gene foram observados nas células controle (mock), o 

mesmo pode ser observado para a expressão do ISG 6-16. Já o gene OAS 

teve sua expressão máxima detectada apenas no tempo de 24 h.p.i. O gene 

PKR teve sua expressão aumentada a partir de 12 h.p.i. Por fim, o RNAm do 

IRF7 teve seu pico de expressão em 12 h.p.i. e este se manteve elevado 

elevado, no tempo de 48 h.p.i. 

 

As proteínas Mx pertencem à vasta superfamília de GTPases tipo dinamina. 

Estas foram originalmente identificadas como fatores que conferiam resistência 

ao vírus letal da Influenza A em camundongos. A expressão de MxA humana é 

usada como marcador para a detecção de atividade biológica dos IFN do tipo I 

gerada durante infecções virais ou durante a administração dessas citocinas 

em terapias. Ainda não é claro se os genes Mx, bem como outros ISGs podem 

também ser induzidos diretamente por uma infecção viral ou RNA dupla-fita 

(via ativação de IRFs) (HOLZINGER et al., 2007; GÁRCIA-SASTRE, 2011). 

 

Já foi demonstrado que MxA inibe a multiplicação viral de algumas famílias de 

vírus RNA, tais como Orthomyxoviridae (vírus Influenza A/C e vírus Thogoto), 

Rhabdoviridae (vírus da estomatite vesicular), Paramyxoviridae (vírus Measles 

e vírus da Parainfluenza), Togaviridae (vírus Semliki Forest), e Bunyaviridae 

(vírus La Crosse e Hantavirus) (KIM et al., 2007). Este mesmo autor encontrou 

que, a indução da expressão por MxA foi aumentada em 296 vezes, em células 

HUVECs, após três dias de infecção por Hantavírus e, mantida em altos níveis 

após sete dias de infecção por este membro da família Bunyaviridae. 

 

Almeida e colaboradores em 2008 demonstrou também que, os IFN α2A, λ1 e 

λ2 induziram níveis similares de 2’5’OAS e 6-16 e o gene MxA embora tenha 
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sido algumas vezes relacionado com a atividade antiviral contra às infecções 

pelos bunyavírus (Hantavírus e vírus La Crosse), no modelo utilizado pelo 

autor, nenhuma indução desse gene foi demonstrada. 

 

O IRF7 é um fator de transcrição expresso quando a via Jak-STAT é ativada 

pela ligação dos IFN-β ou IFN-α4 precocemente expressos em seus receptores 

celulares. O IRF7 produzido então medeia a expressão dos demais subtipos de 

IFNα e também de IFN do tipo III. Portanto, IRF7 é também um gene 

estimulado por IFN, sendo fundamental para a amplificação dos níveis de 

expressão dos IFN dos tipos I e III (LAZEAR, et al., 2013) (FIGURA 10). Kim e 

colaboradores em 2007 demonstraram que, o vírus Hantaan (gênero 

Hantavirus família Bunyaviridae) é capaz de induzir a expressão de IRF7 em 

29,4 vezes após 3 dias de infecção de células endoteliais. 

 

Também avaliamos a capacidade de indução da expressão dos RNAm dos IFN 

β, λ1 e λ2/3 após a infecção de células humanas A549 pelo ITQV.  Assim 

demosntramos que o ITQV foi capaz de induzir a expressão do RNAm dos três 

tipos de IFN analisados. A expressão do RNAm do IFNβ e dos IFNλ1 e IFNλ2/3 

foi detectada a partir de 3 h.p.i. e o pico de expressão ocorreu 24 h.p.i. 

(FIGURA 18). 

 

Os resultados revelam que o ITQV é capaz de ativar de maneira eficiente o 

sistema de IFN, levando à expressão de IFN dos tipos I e III e também de 

genes estimulados por IFN nas células humanas A549. Pode-se concluir que, 

todos os RNAm dos IFN são precocemente expressos após infecção pelo ITQV 

e esta expressão se mantém com picos significativos até 48 h.p.i. 

 

Os orthobunyavírus do grupo C têm sido classificados por provas sorológicas 

como NT e IH desde quando foram inicialmente isolados na década de 50. Tais 

resultados muitas vezes são ambíguos, o que torna complexa a classificação 

destes vírus, além da possibilidade de rearranjos genéticos, outra característica 

importante dos vírus da família Bunyaviridae. Dados recentes de 

caracterização molecular obtidos por pesquisadores do Laboratório de Vírus 

apontaram a ocorrência de rearranjos entre os orthobunyavírus do grupo C e a 
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possível presença de uma amostra de outro sorogrupo (De Brito Magalhães et 

al. 2011). Também Pinto (dados não publicados) sequenciou parcialmente o 

segmento L do ITQ e a topologia da árvore mostrou a formação de 5 diferentes 

agrupamentos referentes aos cinco diferentes gêneros (Orthobunyavirus, 

Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus). O ITQV foi agrupado com o 

gênero Orthobunyavirus, confirmando sua classificação sorológica. Essa é a 

primeira sequência deste segmento descrita até o momento para tal vírus. 

Assim, fica clara a necessidade da tentativa de sequenciamento dos 

segmentos genômicos destes vírus. Vale ressaltar que, as únicas sequências 

disponíveis no GenBank do ITQV e alguns outros membros do grupo C, foram 

depositadas por pesquisadores do IEC em 2005 e, tais sequências muitas 

vezes apresentam baixa similaridade de nucleotídeos quando comparadas às 

amostras estudadas destes vírus do laboratório de Vírus. Os avanços nos 

estudos moleculares permitirão o desenvolvimento de métodos diagnósticos 

mais sensíveis e específicos, evitando a ocorrência das reações cruzadas que 

são observadas com os métodos sorológicos 

 

O desenvolvimento de modelos experimentais para estudar os mecanismos de 

replicação dos orthobunyavírus é de suma importância para o entendimento da 

patogênese e demais aspectos da infecção por estes vírus. Na literatura, 

poucos trabalhos foram conduzidos até hoje através desta aborgagem. No 

presente trabalho nós caracterizamos a infecção experimental para dois 

membros dos orthobuniavírus do grupo C Itaqui e Caraparu através da infecção 

de camundongos Balb/c por via subcutânea. 

 

Em camundongos Balb/c neonatos com o ITQV e CARV, a infecção SC 

resultou em morte da maioria dos animais pouco tempo após a infecção (em 

média 3-4 dias). Esses animais desenvolveram sinais clínicos de doença, 

caracterizados pelo comprometimento do sistema nervoso central. Apesar da 

via IC não ser aquela naturalmente observada na infecção pelos vírus do grupo 

C ela foi escolhida, assim como o uso de camundongos neonatos altamente 

susceptíveis, com o objetivo de se determinar a carga viral mais apropriada 

para se avaliar os sinais de doença por estes dois vírus em camundongos 
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adultos, além de avaliar se haveria uma relação da idade dos animais com a 

suscetibilidade ao vírus.  

 

Nos animais adultos jovens, cujo sistema imunológico já está desenvolvido, a 

resistência à infecção pelo ITQV foi evidente, pois os animais infectados via 

SC, os sinais clínicos não foram detectados e o isolamento do vírus foi negativo 

no fígado, baço e rins destes animais. Estes dados são condizentes aos 

descritos para o vírus Nepuyo por Deadorff e colaboradores em 2010. 

 

Já os animais infectados pela mesma via com o CARV apresentaram sinais 

clínicos de doença, e no 7° d.p.i a porcentagem de sobrevivência foi de 

aproximadamente 66% sendo que, no 18° d.p.i todos os animais tiveram que 

ser eutanaziados devido à acentuada perda de peso que foi superior a 20% do 

peso corporal inicial dos animais. Estes apresentaram sinais clínicos de doença 

como perda de peso significativa, pilo-ereção, arqueamento de dorso, intenso 

edema facial e respiração superficial e cianose das patas traseiras (FIGURA 

26). Além disso alterações macroscópicas foram evidentes no fígado e baço de 

todos os animais infectados, quando comparados com animais controle 

(FIGURA 27). Foi possível isolar o vírus apenas do fígado dos animais 

infectados com o CARV via SC (FIGURA 28). Uma elevada viremia foi 

observada a partir do 2º d.p.i no fígado dos animais infectados, o que sugere 

que este órgão é o alvo para a multiplicação do CARAV e possivelmente do 

ITQV, apesar de não termos isolado o vírus no fígado daqueles animais, o que 

acredito ser por um erro da técnica. 

 

Os exames histopatológicos dos animais infectados com o ITQV e com o 

CARV mostraram raros linfócitos portais, parênquima com infiltrado inflamatório 

de atividade discreta e focal além de alterações discretas de hepatócitos, 

infiltrado linfo-histiocitário e raros focos de necrose. A arquitetura hepática 

lobular ficou completamente preservada. (FIGURAS 20 e 29). Podemos 

concluir que, as alterações histopatológicas detectadas no fígado foram 

consistentes com quadro de hepatite aguda, o que foi confirmado pelo aumento 

das transaminases hepáticas após infecção pelos dois vírus. 
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A resposta humoral mediada por anticorpos circulantes foi bastante significativa 

nos animais adultos infectados com o ITQV (nas diferentes cargas virais 

utilizadas) e o CARV (105 PFU) (FIGURAS 21 e 30). A resposta imune inata 

representada pela a produção de IFN também foi muito importante nos 

estágios iniciais da infecção, havendo uma estreita relação com a presença do 

vírus no sangue (determinada pela titulação por contagem de placas). 

 

Foi possível ainda para o CARV demonstrar a presença de RNA viral no soro e 

fígado dos animais infectados via SC através da reação de PCR convencional 

nos tempos de 48, 72 e 96 horas pós-infecção. Adicionalmente a quantificação 

viral foi feita através de PCR em tempo real, no fígado e no soro dos animais 

infectados com o CARV. Foi possível detectar assim o genoma do CARV no 

soro partir do segundo dia após a infecção pelo CARV (FIGURA 35) e no 

fígado dos animais (FIGURA 36) foi possível detectar o genoma viral após três 

horas após o início da infecção revelando um gradativo aumento da carga viral 

relativa até o quarto dia de infecção. Interessantemente tal vírus também pode 

ser detectado no 7° e 18° d.p.i, o que coincidiu pouco depois, com o início dos 

sinais clínicos nos animais no 9° d.p.i. o que culminou em 100% de morte dos 

animais no 18° d.p.i. 

 

Esses dados sugerem que, a susceptibilidade à infecção por estes dois vírus é 

dependente da maturação do sistema imune, pois os dados mostraram que, a 

susceptibilidade à infecção foi dependente da maturação do sistema imune, 

pois os animais neonatos sucumbiram á infecção em torno de 3- 4 d.p.i. e, que 

o sistema IFN desempenha papel importante na resistência inicial do 

hospedeiro. A imunidade humoral também é importante, uma vez que, uma 

única infecção foi capaz de induzir a formação de altos títulos de anticorpos 

neutralizantes. O efeito protetor desses anticorpos provavelmente se deve ao 

reconhecimento das glicoproteínas Gn e Gc do envelope do vírus. 

 

Estes dados corroboram os de Mucha-Macías e colaboradores em 1969, onde 

estudos conduzidos em ratos (Mus musculus albinus) com o APEUV 

mostraram que animais lactentes foram mais susceptíveis à infecção IC em 

relação aos animais adultos. Nos lactentes, foi observado o aparecimento de 
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enfermidade e morte (100%), enquanto que nem todos os ratos adultos 

apresentaram sinais de doença (resistência à doença). As alterações 

histopatológicas mais características no fígado foram áreas de necrose e 

infiltrado inflamatório. 

 

Interessantemente Brinton e colaboradores em 1993 demonstram que, 

camundongos neonatos sucumbem à infecção pelo CARV após desenvolverem 

hepatite e encefalite quando inoculados via IC, enquanto camundongos adultos 

inoculados pela via IP desenvolviam apenas hepatite sem qualquer sinal clinico 

de doença até sua morte por volta de 4-5 d.p.i. 

 

Altos níveis de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias têm sido descritas em 

modelos murinos após infecção por diversos arbovírus, e desempenham 

muitas vezes papel chave na patogênese destes vírus. Para caracterizar a 

resposta imune frente à infecção pelos vírus Itaqui e Caraparu, nós 

determinamos uma cinética do nível de expressão dos RNAm de algumas 

citocinas e quimicionas pró-inflamatórias através de PCR em tempo real do 

fígado destes animais infectados.  

 

As citocinas são proteínas secretadas durante a resposta imunológica inata e 

adaptativa, com função de mediadores inflamatórios ou de moléculas 

moduladoras durante o curso de várias arboviroses (BOZZA et al., 2008). A 

relação entre a produção de citocinas e a doença grave após infecções por 

alguns patógenos não é totalmente compreendida, mas é cada vez mais 

reconhecido que o equilíbrio entre a produção das citocinas esteja envolvido 

entre a resposta imune protetora e patológica (KRUIF et al., 2008). 

 

Assim neste estudo, nós demonstramos que após infecção de camundongos 

imunocompetentes com o ITQV e CARV, estes foram capazes de induzir altos 

níveis de transcritos de citocinas após a infecção com 105 PFU dos vírus 

citados. No caso do ITQV, as citocinas IFNB, IFNG, IL1B mostraram um perfil 

semelhante, com pico de expressão máxima 24 h.p.i; já IL6, NOS2 e TNFA 

tiveram se pico máximo de expressão às 96 h.p.i. Com relação ás quimiocinas 
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CCL2, CCL3, CCL5 e CXCL10, estas também apresentaram perfil de indução 

semelhante com aumento progressivo até o 7° d.p.i.   

 

Já para o CARV, as citocinas IFNG, IL6 E TNFA apresentaram perfil 

semelhante de indução, com pico máximo de expressão em 96 h.p.i, mas com 

picos significativos de expressão também em 24 h.p.i e aos 18° d.p.i. As 

citocinas IFNB, IL1B apresentaram por sua vez um pico máximo de expressão 

24 h.p.i com um decaimento após este tempo até os 18° d.p.i. Por fim NOS2 

mostrou apresentar uma indução significativa precoce em 3 h.p.i, e depois 

também com 96 h.p.i e curiosamente no 18° d.p.i O perfil de indução de 

quimiocinas para o CARV mostrou-se semelhante também, onde um aumento 

progressivo de indução significativa foi observado para CCL2, CCL3, CCL5 e 

CXCL10 a partir de 48 h.p.i até o 7° d.p.i, com ligeiro decaimento no 18° d.p.i. 

CXCL10 apresentou porém uma indução significativa também às 48 h.p.i. 

 

Observamos neste modelo que animais com altos níveis de ALT (acima de 300 

U/mL), também foram os que apresentaram um maior aumento nos níveis de 

expressão de algumas citocinas e quimiocinas indicando uma forte correlação 

com os danos hepáticos observados na histopatolgia, bem como a aparência 

do órgão durante a necropsia dos animais infectados. 

 

O aumento da expressão de NOS2 no 18° d.p.i pelo CARV, acompanhados por 

agravamento dos sinais clínicos e presença de RNAm no fígado dos animais 

infectados foram observados ao mesmo tempo. Estudos apontam que o óxido 

nítrico (NO), pode influenciar na gravidade das febres hemorrágicas virais, 

provavelmente, quando produzido em concentrações elevadas, ao afetar o 

tônus vascular e contribuindo para o choque induzido pelos vírus (NEVES-

SOUZA et al., 2005). O que poderia explicar dentre outros fatores tal 

agravamento citado. Além disso, NOS2 é responsável pela ação citotóxica dos 

macrófagos e dos neutrófilos e o NO tem sido relacionado à inflamação 

crônica. Ademais, quando associado ao TNFA, NOS2 e aos danos hepáticos, 

estes podem induzir um aumento expressivo de genes que codificam 

moléculas pró-inflamatórias (BLAIS & RIVEST, 2004). Em doses ótimas tem 

ação protetora e regulatória, mas em concentrações elevadas, o NO tem 
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efeitos tóxicos (CHATURVEDI & NAGAR, 2009). Interessantemente, estudos 

recentes demonstraram que, TNFA estimula a produção de substâncias 

vasodilatadoras e também é indutor de NOS que tem efeitos importantes na 

permeabilidade capilar do endotélio (DENG, et al., 2012). 

 

IL1B é o maior mediador das respostas imunes inatas e responsável também 

pelas respostas da fase aguda da infecção incluindo febre e anorexia. 

Interessantemente CCL2 é um marcador de doença grave em modelos murinos 

e primatas para o vírus Ebola (BENTE, et al., 2010). E aqui encontramos a 

expressão de IL1B (24 h.p.i) e CCL2 (72 -96 h.p.i) bastante elevada após a 

infecção pelo ITQV e CARV, o que muitas vezes foi condizente com a viremia 

observada nestes tempos. Um aumento de TNFA e IL6 também é relacionado 

a gravidade de algumas doenças pelos bunyavírus como a Febre Hemorrágica 

da Crimea-Congo. TNFA por sua vez contribui para ativação de macrófagos e é 

relacionado também à gravidades de outras febres hemorrágicas virais 

(BENTE, et al., 2010). E CCL5 é uma quimiocina predominantemente 

quimiotática para leucócitos monucleares e é essencial para o desenvolvimento 

de uma resposta protetora do tipo TH1 contra infecções virais (ANSARI, et al., 

2001).  

 

A avalição do perfil da indução de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias 

após infecção pelo ITQ e CARV nós proporcionou uma melhor compreensão 

sobre a montagem da resposta imune mediada por estes dois orthobuniavírus 

e assim fazer algumas importantes inferências. Um aumento nos estágios 

iniciais de infecção da transcrição de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, 

pode levar a um possível controle do vírus, na tentativa de prevenir sua 

disseminação. Por exemplo, IL6 e CXCL10 codificam para proteínas 

inflamatórias que podem contribuir para a modulação da temperatura e 

migração de leucócitos para o sítio de infecção (MENDENHALL et al., 2009).  

 

Todos estes dados em conjunto mostraram uma importante relação entre a 

infecção por estes dois orthobunyavírus, objeto deste estudo, e sua estreita 

relação com a imunidade inata e suas subsequentes respostas. Assim 

podemos concluir que, a infecção pela via SC utilizando os orthobunyavírus 
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Itaqui e Caraparu se mostrou uma ótima via de inoculação, pois mimetiza a 

infecção natural por estes vírus, causando sinais clínicos evidentes no caso do 

CARV, o que torna esta amostra do CARV do Laboratório de Vírus um 

excelente modelo experimental. Há uma montagem de uma forte resposta 

inflamatória desencadeada após infecção por estes dois vírus, com possível 

recrutamento de células inflamatórias, visto a elevação de algumas importantes 

citocinas relacionadas a esta função, para os tecidos afetados, neste caso o 

fígado, o que poderá ter contribuído também para a patogênese do ITQV e 

CARV. Porém, mais estudos serão necessários para melhor caracterizar as 

respostas imunológicas desencadeadas por estes dois bunyavírus.  

 

No Brasil, pouco se sabe sobre a diversidade, dispersão, epidemiologia e 

características moleculares sobre os orthobunyavírus circulantes, apesar da 

importância notória desta família viral e de terem sido primeiramente isolados 

no século passado. Assim, o presente trabalho traz contribuições significativas 

para uma melhor compreensão do potencial patogênico e possíveis agentes 

terapêuticos, de dois vírus da família Bunyaviridae, além de trazer também, 

uma melhor compreensão sobre o relacionamento filogenético do ITQV, pois 

informações sobre a sequencia destes vírus, facilitam a compreensão sobre a 

taxonomia e mecanismos de evolução destes vírus. Ao final deste trabalho fica 

a evidente necessidade de mais estudos de sequenciamento do genoma do 

vírus ITQV e de outros membros dos orthobunyavírus do grupo C, ressaltando-

se a importância evolutiva dos eventos de rearranjo capazes de alterar o perfil 

patogênico e potencial emergente dos vírus da família Bunyaviridae. 
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8.1 – CRONOGRAMA  

 
 
 

Atividades 
Ano 2009 2010 2011 2012 2013 

Semestre 1o 2o 1º 2º 1º 2º 1º 2º  

Obtenção de créditos  X X       

Multiplicação das amostras virais   X X        

Purificação das amostras virais X X        

Infecção de camundongos BALB/c neonatos e adultos    X X X    

Processamento de órgãos e soros    X X X X   

Estudos de histopatologia      X X    

PCR convencional para detecção do genoma viral nos 

animais infectados   

   

 

 

X 

   

Amplificação dos segmentos genômicos e 

sequenciamento   

      X 

Análises e inferências filogenéticas   
      X 

Padronização PCR em tempo real      X X   

Resposta antiviral de IFN e ISGs  X X       

Revisão Bibliográfica X X X X X X X X X 

Redação de artigo científico        X X 

Redação e defesa da Tese        X X 
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