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Resumo

O virus Oropouche (ORO) pertence a familia Bunyaviridae, género
Orthobunyavirus, sorogrupo Simbu, e ¢ a segunda causa mais freqiiente
de arbovirose febril no Brasil, depois da dengue. Estima-se que mais de
meio milhdo de casos de febre do Oropouche tenham ocorrido no Brasil
nos ultimos 30 anos. Com o aquecimento global do planeta, desmatamentos
e conseqiiente redistribuicao de insetos vetores € animais reservatorios, ha
risco de disseminagdo de virus Oropouche para outras regides do Brasil e
da América do Sul. Para descrever a patogenia da infec¢@o por Oropouche,
o objetivo deste trabalho foi identificar a ocorréncia de replicagdo de
virus Oropouche em macrofagos de hamster in vitro. Neste experimento
utilizou-se hamsters (Mesocricetus auratus) como fonte para obtencao
de macrofagos peritoniais. Realizou-se estimulagdo/ativagdo (cavidade
abdominal), sacrificio (48 horas), lavagem da cavidade abdominal e
puncdo. Posteriormente, efetuou-se a cultura celular e infeccdo com virus
Oropouche da cepa de referéncia BeAn19991. Amostras foram coletadas
em diversos tempos, semeadas em cultura de células Vero em diluigdes
seriadas decimais. A leitura, pos-semeadura, foi verificada através de
efeito citopatico. Os resultados evidenciam que houve replicacio do virus
Oropouche em macrofagos, concordando com outros estudos nos quais varios
tipos de virus s@o capazes de se replicar em macrofagos, inclusive da mesma
familia do Oropouche. Entretanto tais estudos foram apenas demonstrativos
€ ndo quantitativos. Apenas um estudo, também em in vitro, demonstrou
a replicagdo do virus Oropouche em células Hela, no qual foi obtido o
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Abstract

titulo de 107> TCID_. O presente estudo obteve um titulo de 10>* TCID,,
demonstrando uma menor eficiéncia quando comparado ao estudo anterior.

Palavras-chave: virus Oropouche; macréfagos; patogénese viral.

The Oropouche virus (ORO) belong to the family Bunyaviridae, genus
Orthobunyavirus, serogroup Simbu, and is the second most frequent
cause of arboviral febrile illness in Brazil, after dengue. Over 0.5
million cases of ORO fever happened in Brazil in the past 30 years.
With the global warming, deforestation and redistribution of vectors and
reservoir animals, have increased the risk of ORO virus dissemination
to others areas of South America. For description ORO pathogenesis
infection the purpose of this work was to identify in vitro the occurrence
of Oropouche virus replication in macrophages. In this study to make
used syrian hamsters (Mesocricetus auratus) as a source of peritoneal
macrophages. Activation/stimulation was done (abdominal cavity),
sacrifice (48 hours), peritoneal washing was performed and puncture.
Cells recovered from the peritoneal lavage were layered and infected
with ORO strain BeAn19991. Samples were collected at different times,
sowed onto monolayer of Vero cells at serial decimal dilutions. Virus
growth was detected by cytophatic effect. The results give evidence
of ORO virus replication in macrophages, in accordance with others
studies to which some types of virus are capable of reply in macrophages,
also of the same family of ORO virus. However such studies had been
only demonstrative and not quantitative. But a study, also in vitro,
demonstrated ORO virus replication in HeLa cells in witch was obtained
titers 10’> TCID,,. The present study obtained titers 10°* TCID,
demonstrating a lesser efficiency when compared with the previous study:.

Key words: Oropouche virus; macrophages; viral pathogenesis.

Introducao

Virus da familia Bunyaviridae
ocupam destacada posi¢cdo entre os
agentes causadores de doengas infecciosas
emergentes (GUBLER, 1998). Entre os
membros dessa familia destacam-se os
Hantavirus (causadores de doengas febris
e severas sindromes pulmonares com

hipotensdo) e o arbovirus Oropouche,
importante causa de doenca febril em nosso
pais (GUBLER, 1998; SCHMALJOHN;
HOOPER, 2001). O virus Oropouche se
evidencia pelo elevado numero de casos
de infeccao aguda febril. Ressalta-se
que o virus ¢ responsavel pela segunda
causa mais freqiiente de arbovirose
urbana no Brasil, depois da dengue, bem
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como seu potencial de disseminagao
para areas urbanas infestadas pelo
inseto vetor (PINHEIRO et al. 1997;
SCHMALJOHN; HOOPER, 2001).

A febre do Oropouche ¢
freqlientemente destacada como um
exemplo de zoonose viral emergente, cuja
freqiiéncia tem crescido em decorréncia
do desmatamento e da criacao de novas
fronteiras agropecuarias (GIBBONS,
1993; MURPHY, 1998). Estima-se em
mais de meio milhdo o nlimero de casos
ocorridos no Brasil nos tltimos 30 anos
(PINHEIRO et al. 1997). O verdadeiro
impacto do virus Oropouche na
Amazonia deve ser maior, pois, o carater
inespecifico da doenga febril pode levar
a subestimar sua freqiiéncia. Inquéritos
soroldgicos efetuados em periodos nao
epidémicos tém revelado freqiiéncias de
soropositividade para Oropouche entre
0 e 10,7% em diferentes sub-populagdes
amazonicas (PINHEIRO et al. 1997).

Na regido Sudeste também foram
notadas evidéncias de circulagao do virus
Oropouche. Para conhecer os niveis de
anticorpos para arbovirus realizaram-
se, na cidade e regido de Ribeirdo
Preto, testes sorologicos de inibigdo
de hemaglutinagdo, neutralizacdo e
fixagdo do complemento. Os resultados
demonstraram a presenga de anticorpos
contra Oropouche, ainda que com baixa
incidéncia de 1% (FIGUEIREDO;
TRAVASSOS DA ROSA; FIORRILO,
1986). Em 2001, o virus Oropouche da
cepa de referéncia BeAN 626998 foi
isolado de uma amostra do figado de um
macaco encontrado morto no estado de
Minas Gerais (NUNES et al. 2005).

O virus Oropouche ocorre na
natureza em dois ciclos distintos:

silvestre e urbano. O ciclo silvestre
silencioso € responsavel pela manutengao
do virus e varios achados apontam
preguicas € macacos como seus
principais hospedeiros vertebrados,
embora certas espécies de aves silvestres
possam ser hospedeiros alternativos.
Pouco se conhece, entretanto, quanto
aos transmissores desse arbovirus em
ambiente silvestre. No ciclo urbano, sdo
assinaladas duas espécies de insetos como
vetores do virus Oropouche: o maruim
Culicoides paraensis € o vetor primario
e o0 mosquito Culex p. quinquefasciatus
¢ o vetor secundario. Estudos efetuados
com hamsters demonstraram que maruins
sdo mais eficazes na transmissdao. A
prova decisiva do papel do C. paraensis
como vetor urbano do virus Oropouche
foi obtida no Instituto Evandro Chagas
(Belém-PA) pela transmissdo do agente
de homem para hamster através da picada
do maruim. Ficou assim demonstrado,
pela primeira vez no mundo, que maruins
podem atuar como transmissores de
arboviroses humanas de importancia em
saude publica (PINHEIRO et al. 1982).
O elo entre o ciclo silvestre e o urbano
parece ser o proprio homem que, apos
contrair a infeccdo em dareas florestais
enzooticas, regressa em estado virémico
a cidade e infecta o C. paraensis.
(TRAVASSOS DA ROSA, 1998).
Pouco se conhece sobre a
patogénese da febre do Oropouche.
Sabe-se que o agente produz uma
infeccao sistémica em humanos, com fase
virémica. A confirmagao da infec¢ao por
virus Oropouche ¢ feita por isolamento
viral do sangue do paciente ou realizando
testes sorologicos especificos para o
virus (PINHEIRO; TRAVASSOS DA
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ROSA; VASCONCELOS, 1994). A
fim de isolar o virus, as amostras de
sangue precisam ser obtidas durante
os primeiros cinco dias da doenga, de
preferéncia nos dois primeiros, quando
a viremia ¢ maxima. O virus pode
ser isolado do soro de pacientes por
meio de inocula¢des intracerebral ou
intraperitoneal em camundongos recém-
nascidos (1 a 3 dias) ou em hamsters
jovens (2 a 3 semanas). Isolados virais
podem ser obtidos em diferentes culturas
de células, tais como Vero e BHK-21. O
virus isolado tem sido identificado por
reagdo de fixacdo de complemento ou
neutraliza¢do, usando fluido ascitico ou
anti-soro especifico para Oropouche.

O sorodiagnostico ¢ feito pela
deteccdo de anticorpo em amostras de
soros pareadas, obtidas durante a fase
aguda e de convalescenca da doenca,
usando inibi¢do de hemaglutinacao,
fixacao de complemento ou neutralizagao.
Uma andlise positiva de captura de
anticorpo IgM, por rea¢do enzimatica
(MAC-ELISA) sobre uma tinica amostra
de soro, fornece diagndstico presuntivo
de infecgdo recente, particularmente na
presenca de quadro clinico compativel
com a doenca; o teste usualmente é
positivo apos o quinto dia da doenca
(PINHEIRO; TRAVASSOS DA ROSA;
VASCONCELOS, 1998).

Outro método de imunoensaio
enzimatico (ELISA), utilizando uma
proteina recombinante do nucleocapsideo
do virus Oropouche, foi desenvolvido
para facilitar a detec¢dao do virus. Este
antigeno apresenta caracteristicas de
alta sensibilidade e especificidade
em substituicdo ao virus completo,
facilitando o manejo e diminuindo riscos

de contaminacdo e infeccdo (SAEED et
al. 2000).

Além dos testes citados, atualmente
existem os testes moleculares, mais
rapidos e sensiveis. Além da RT-Nested-
PCR (MORELI et al. 2002), ha um
método de RT-PCR ainda mais sensivel
que apresenta niveis de detec¢ao em
torno de 10* a 10! particulas virais,
podendo ser usado j& no primeiro dia de
doenca (WEIDMANN et al. 2003).

Modelos experimentais sao
essenciais para estudar mecanismos
patogénicos de infec¢des. A inoculagdo
de camundongos, com virus Oropouche,
tem sido realizada para fins de isolamento,
mas ha poucos estudos experimentais
de patogénese. Camundongos recém-
nascidos, inoculados pela via intracebral,
desenvolvem sinais de encefalite
focal 24 a 48 horas apds a inoculacao
(ARAUJO et al. 1979). Um importante
estudo experimental foi realizado por
Aratjo e colaboradores (ARAUJO et
al. 1978) que inocularam de hamster
pela via intracerebral, demonstrando o
viscerotropismo do virus Oropouche.

Experimentos em hamsters
jovens inoculados por via intracerebral
com Oropouche demonstraram que
o virus possui propriedades hepato-
visceotropicas, com necrose isolada
de hepatdcitos ou necrose focal, e
envolvimento de células de Kupffer,
exibindo hiperplasia reativa. Os animais
invariavelmente sucumbem a infeccao
(ARAUIJO et al. 1978). Tais achados
ndo foram verificados no modelo em
camundongo (DIAS apud ARAUJO et
al. 1978).

Conhecendo o relato prévio de
Aratjo e colaboradores (ARAUJO et
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al. 1978), foi realizada a caracterizacao
de um modelo experimental de infec¢ao
subcutanea por virus Oropouche
em hamster (Mesocricetus auratus)
(RODRIGUES, 2004).

Com base no modelo experimental,
desenvolvido em hamster, a partir da
infecc¢ao subcutanea na coxa, apontou-se a
possibilidade de o virus se disseminar para
o figado e cérebro por via hematologica,
utilizando os macréfagos como vetores.
Desta forma o presente estudo visou
verificar a ocorréncia de replicagdo de
virus Oropouche em macrofagos.

Objetivo

Identificar a ocorréncia de
replicacdao de virus Oropouche em
macrofagos de hamster in vitro.

Método

1 - Obtengdo e quantificagdo das
células

Neste experimento utilizou-se
hamsters sirios (M. auratus) como fonte
para obten¢ao de macrofagos peritoniais.
Com seringa e agulha descartaveis
esterilizadas, foi introduzida uma
quantidade de 3 ml de Tioglicolato de
Sédio a 3% (Difco Laboratories, USA)
na cavidade abdominal de cada animal.
Aguardou-se um periodo de 48 horas para
estimulagao/ativacdo dos macrofagos.
Apos este periodo os animais foram
sacrificados e colocados em um suporte,
onde ficaram imobilizados pelas patas
com o abdomen voltado para cima. Feito
a anti-sepsia com alcool iodado a 0,3%,
o peritonio dos hamsters foi exposto,
realizando-se um corte com tesoura de
ponta fina, aproximadamente de 2 cm

e depois a pele distendida suavemente,
com auxilio de duas pingas. A seguir, com
seringa e agulha descartaveis, introduziu-
se na cavidade abdominal dos hamsters
5 mL de RPMI-1640 (Gibco-USA).
Apods massagem digital o contetido
foi puncionado (pressdo negativa),
através da mesma seringa e agulha.
Apo6s remocgao da agulha o conteudo de
todos os animais (em torno de 25 mL)
foi depositado vagarosamente em um
tubo de 50 mL (Corning Incorporated,
NY 14831, USA). O lavado peritoneal
foi, entdo centrifugado sob refrigeracao
(22°C) a 1000 rpm por 10 minutos € o
sobrenadante desprezado. A pellet de
células foi ressuspensa utilizando 25 mL
de meio de cultura RPMI -1640 (Gibco-
USA) com 3% de soro fetal bovino (Gibco
- USA). Da suspensao celular 10ul foram
removidos e introduzidos na camara de
cristal de Neubauer (Boeco, Germany)
para contagem celular sob microscopio
optico invertido (Olympus CX31, Japan),
utilizando a objetiva de 40X de aumento.
As células obtidas foram quantificadas
e a viabilidade avaliada usando Trypan
Blue (Gibco-BRL)

Preparo da Cultura de Células

Para cultura de célula foi utilizada
uma placa de cultura de tecidos estéreis
(Corning Incorporated, NY 14931, USA)
de 24 pogos (24 wells). Cada pogo mede
1.9 cm? (15.6 mm de didmetro) e acomoda
aproximadamente 10° células/cm? de
uma cultura de células 100% confluente.
Utilizou-se 1 mL da suspensao celular
para semear cada pog¢o. Seguida a
semeadura, a placa foi colocada em
incubadora a 37°C contendo uma tensao
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de 5,0% de CO, e umidade de 95% por 24
horas. Apos a incubacgao (para adesao das
células), o sobrenadante foi removido e
os pocos lavados cuidadosamente com 1
mL solu¢do tamponada de fosfato - PBS,
pH 7.4 (Gibco). Este procedimento foi
repetido mais duas vezes para remover
completamente as células que nao
aderiram a placa.

Infeccao daCultura de Células

Cada pogo foi infectado com
10pl do indéculo contendo 10°* TCID, /
100uL de virus Oropouche da cepa de
referéncia BeAn19991, amplificado
em cérebro de camundongo suico. Foi
utilizado aproximadamente o M.O.I.
(Multiple infection of cell monolayers
after inoculation) (HAHON, 1967) de
0,1 virus por célula. Apds a inoculagdo a
placa foi incubada em camara fria a 4°C,
por duas horas, para adsor¢do do virus
pela célula. A seguir cada pogo foi lavado
cuidadosamente, por duas vezes, com 1
mL solu¢ao tamponada de fosfato - PBS,
pH 7,4 (Gibco), para eliminar os virus que
nao foram adsorvidos pelas células. Apos
as lavagens foram adicionados a cada
poco 500ul de meio de cultura RPMI
-1640 (Gibco), com 10% de soro fetal
bovino (Gibco) e a placa foi incubada a
37°C em estufa contendo uma tensao de
5,0% de CO, e umidade de 95%.

Coletas

As coletas foram realizadas nos
tempos 2, 3, 18, 24, 48 e 65 horas pos-
infec¢do. Primeiramente foi coletado o
sobrenadante e, depois, com auxilio de
uma ponteira estéril (200ul - Eppendorf -

USA), uma raspagem cuidadosa foi feita
para descolamento das células e estas
foram ressuspensas com 200 pl de meio
de cultura RPMI -1640 (Gibco) com 3%
de soro fetal bovino (Gibco). As duas
amostras (sobrenadante e célula) foram
congeladas em freezer a -70°C, para
posterior quantificagao viral. As coletas
foram feitas em triplicatas.

Quantificacao de Virus

Posteriormente, essas amostras
(sobrenadante e célula) foram
descongeladas, filtradas em poros de
0.22um (Millipore.CO.USA) para
eliminagao de debris celulares, e semeadas
em placa para cultura de tecidos estéreis
(Corning Incorporated, NY 14931, USA)
de 96 orificios (96 wells), contendo
células Vero (células de rim de macaco
verde africano). Utilizou-se 100ul
das amostras, em dilui¢des seriadas
decimais (TCID,,) (REED; MUENCH,
1938). Seguida a semeadura, a placa foi
colocada em incubadora a 37°C contendo
uma tensdo de 5,0% de CO, e umidade de
95%. A leitura foi realizada nos tempos:
24,48 e 72 horas pos-semeadura através
de efeito citopatico.

Resultados

A contagem de células, utilizando
a cimara de Neubauer, resultou em
uma estimativa de 5,0 x 107 células na
suspensao de macréofagos, isto €, no
lavado peritoneal. Depois de 24 horas
de incubagdo da placa de cultura, apos a
lavagem dos pogos com PBS para remover
os macréofagos ndo aderidos, estimou-se a
permanéncia de 5,0 x 10 células por pogo.
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No grafico 1 tem-se no periodo
de duas horas pds-infeccdo o titulo
aproximado de 10 TCID, /100uL no
sobrenadante e 10** TCID, /100uL nas
células. J4 nos seguintes periodos de 3,
18 ¢ 24 horas ocorre uma diminui¢ao
desse titulo. No entanto, esses valores
voltam a crescer no periodo de 48
horas, demonstrando que houve uma
recuperacao do titulo observado no
periodo de duas horas pos-infecgao.

MARKER et al. 1979; READING;
MILLER; ANDERS, 2000) e outros in
vivo (ANDERSON JR etal. 1990; TESH
et al. 2005; XTAO et al. 2005; XIAO et
al. 2001), concordando com os resultados
do presente estudo, demonstrando a
capacidade do virus Oropouche em
infectar macréfagos.

O evento de eclipse viral classico
ocorre apds a adsor¢do dos virus pelas
células. E um periodo de laténcia nos

Grifico 1. Titulo de virus Oropouche em macréfagos de hamster

Titulo de Oropouche
(TCIDs0/0,1mL)

2hs 3hs 18hs 24 hs

Horas apds a infeccio

[ Sobrenadante infectado
O Células Infectadas

48 hs 65 hs

Discussao

O modelo experimental em hamster
também foi utilizado em trabalhos
semelhantes (TESH et al. 2005; XIAO
et al. 2001), inclusive em infeccao
causada por virus da mesma familia
do Oropouche, o Punta Toro virus
(ANDERSON JR et al. 1990).

Diversos virus sdo capazes de
infectar macr6fagos (ANDERSON
JR et al. 1990; MARKER et al. 1979;
READING, MILLER e ANDERS
(2000); TESH et al. 2005; XIAO et
al. 2001; XIAO et al. 2005) alguns in
vitro (GAVRILOVSKAYA et al. 1999;

quais os virus estdo se ajustando e se
preparando para se multiplicar. Nesse
periodo ocorre recuperagao parcial ou
ndo recuperagdo de virus infectivos
(BEDSON, 1956). O grafico 1 mostra
uma curva de replicagdo viral, com um
periodo de “eclipse” por volta de dezoito
horas apo6s a infec¢do, e um aumento de
aproximadamente dois “logs” na progénie
viral, apds 48 horas de infec¢ao.

Os resultados demonstraram que
houve replicagao do virus Oropouche em
macrofagos, apesar da baixa eficiéncia,
se comparada a outras células, como
as células Hela nas quais se obteve o
titulo de 10 TCID, /100uL (SANTOS,
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2003), frente ao titulo de 10°° TCID,
encontrado em neste estudo.
Rodrigues (2004) verificou a
presenca de antigeno viral no figado e no
cérebro de hamsters infectados na coxa,
através de injecdo subcutanea, apos o 4°
dia de infeccao. Desta forma, sugere-se
que o virus poderia utilizar duas vias na
sua disseminagao, sendo essas a via neural

e hematolodgica. Os macrofagos seriam as
células vetores do virus Oropouche na via
hematologica. Os resultados do presente
estudo demonstram que os macrofagos
podem, possivelmente, participar como
vetores na disseminagdo da infec¢ao
viral em hamster. Para comprovagao de
tal hipdtese aponta-se a necessidade de
novos estudos.
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