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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratorio Humano (hRSV) atua como um dos
principais agentes etiolégicos das mais de 15 milhdes de infecgbes do
trato respiratorio inferior em criancas e idosos anualmente. A despeito de
décadas de inumeras pesquisas em busca de compostos anti-hRSV,
atualmente ndo existem vacinas ou medicamentos eficazes contra esta
infeccdo viral. Dentre os leucécitos presentes nas vias aéreas de
individuos acometidos por hRSV, os neutréfilos séo predominantes e se
mostram em estado de ativacao, incluindo a inducdo da liberagcdo das
NETs. As NETs, compostas por DNA e proteinas granulares/nucleares
tem sido descritas como eficientes na captura e eliminacdo de diversos
microrganismos. Em relagdo ao hRSV, o virus induz a liberagdo das NETs
no tecido pulmonar de individuos infectados, mas as consequéncias
desse evento ainda ndo foram elucidadas. O objetivo deste trabalho foi
investigar se as NETs possuem algum efeito anti-hRSV. Para tanto, foram
realizados ensaios in vitro e in silico. NETs geradas a partir do estimulo
com PMA e avaliadas por eletroforese apresentaram longos fragmentos
de DNA e proteinas de peso molecular proximos daqueles determinados
para elastase, catepsina G, mieloperoxidase e histonas. As NETs
apresentaram indices de citotoxicidade celular abaixo de 50%, com uma
CC50 >67ug/mL. Ensaio virucida realizado com diferentes MOIs (0.1, 0.5
e 1.0), mostraram eficiéncia das NETs (CE50 = 1 e IS = 66). As
interacOes obtidas in silico demonstram forte interacdo entre as proteinas
elastase e histonas com a proteina F-hRSV, pré e pés-fuséo, em regides
importantes para a infeccao/replicacdo do virus. Os dados obtidos
indicam que as NETs tem um promissor papel antiviral e este efeito pode
estar relacionado a sua acéo direta na captura de particulas virais e/ou na
interferéncia da atividade de fusdo da proteina F. Em conclusdo, nossos

resultados associados a dados prévios da literatura, apontam que o



contato do hRSV com os neutrofilos induz a liberacdo das NETs e que

estas agem na neutralizagédo do virus.

Palavras-chave: Redes Extracelulares dos Neutroéfilos, Virus Sincicial

Respiratodrio, Antivirais, Docking Molecular



ABSTRACT

Annualy the Human Respiratory Syncytial Virus (hRSV) acts as one of the
main etiological agents of more than 15 million infections in the lower
respiratory tract of children and elderly. Despite decades of extensive
research in search of anti-hRSV compounds, there are currently no
vaccines or effective drugs against this viral infection. Among the present
leukocytes in the airways of individuals affected by hRSV, the neutrophils
are predominant and are shown in activation state, including the induction
of the release of NETs. NETs, composed by DNA and glanular/nuclear
proteins have been described as efficient in capturing and eliminating
several microorganisms. Regarding hRSV, the virus induces the release of
NETSs in the lung tissue of infected individuals, but the consequences of
this event have not yet been elucidated. The goal of this study was to
investigate whether the NETs have some anti-hRSV effect. For that
purpose, assays were performed in vitro and in silico. NETs generated
from the stimulation with PMA and evaluated by electrophoresis showed
long DNA fragments and proteins of molecular weight close to those
determined for elastase, cathepsin G, myeloperoxidase, and histones. The
NETs presented cellular cytotoxicity indices below 50%, with CC50
>67ug/mL. Virucide assay performed with different MOIs (0.1, 0.5 and
1.0), showed efficiency of the NETs (CE50 = 1 and IS = 66). The
interactions obtained in silico demonstrate strong interaction between
elastase and histone proteins with the F-hRSV protein, pre and postfusion,
in important regions for the infection/replication of the virus. The data
obtained up to date indicate that the NETs have a promising antiviral role
and this effect may be related to its direct action in the capture of viral
particles and/or interference of the fusion activity of F protein. In

conclusion, our results associated with previous literature data, indicate



that the contact of the hRSV with neutrophils induces the release of NETs
and that these act in the neutralization of the virus.

Key words: Neutrophils Extracellular Traps, Respiratory Syncytial Virus,
Antivirals, Molecular Docking
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1. Introducéao

1.1. Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV)

1.1.1. Epidemiologia e Patogénese

As formas de infec¢cdes mais frequentes que afetam o ser humano sédo as
infeccbes do trato respiratério, das quais, predominam as de causa viral. Os virus
também podem acometer o trato respiratério inferior, causando bronquiolite,
bronquite, pneumonia e infec¢cdes pulmonares obstrutivas crénicas. O virus
respiratorio sincicial humano (hRSV) foi identificado e descrito pela primeira vez em
1956 e é um dos principais agentes etioldgicos destas infeccbes, sendo causa
frequente de infeccdes do trato respiratério inferior de recém-nascidos, criangas e
idosos, devido ao sistema imunoldgico mais fragil (Hall et al., 1991; Volling et al.,
2014)

As formas graves da infec¢cdo por hRSV acometem principalmente grupos de
alto risco, como criancas com doenca cardiaca congénita e pacientes
imunodeprimidos, nos quais a infeccdo provoca uma grave mortalidade (Falsey e
Walsh, 2000, 2006; Leung, Kenner e Davis, 2005), além de criancas fumantes
passivas e que estao expostas a poluicdo do ar (Black, 2003). O virus acomete de
3% a 7% de adultos saudaveis (Falsey et al., 2005), mas em individuos
imunocompetentes a infeccdo é resolvida, na maioria dos casos, em
aproximadamente uma semana sem evoluir para maiores complicacbes ou
apresentar sequelas (Borchers et al., 2013).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que
todo ano ocorram mais de 64 milhdes de novos casos de infec¢des por hRSV no
mundo, com cerca de 5% de hospitalizacdes, resultando em mais de 160 mil mortes
anuais. O hRSV é considerado a principal causa isolada de infec¢ao respiratoria na
infancia (Falsey et al., 2005), infectando acima de 50% das criangas nos primeiros
anos de vida e cerca de 100% das criancas de até trés anos de idade (Mejias,
2005), sendo que aproximadamente, 25% a 40% de bebés e criangas ao ter a
primeira exposicdo ao hRSV apresentam sinais ou sintomas de bronquiolite ou

pneumonia (Krilov, 2011; Kasper, 2005).
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Estima-se que houve cerca de 66 mil a 199 mil mortes de criangas com
menos de cinco anos de idade em todo o mundo no ano de 2005 em decorréncia da
infeccdo respiratdria aguda (IRA) causada pelo hRSV (Resch e Michel-Behnke
2013). No Brasil, no ano de 2005, na cidade de S&o José do Rio Preto - SP, a
prevaléncia de hRSV em criancas hospitalizadas por Infec¢cdes Agudas das Vias
Aéreas Inferiores (IVAI) foi de 29,3% (Salomao Janior et al., 2011), sendo o virus
responsavel por 20,7% das infeccbes respiratorias virais em criangas que
frequentam creche (Bonfim et al., 2011).

O hRSV possui dois subtipos, A e B, com distribuicdo mundial e altamente
contagiosos, sendo comum encontrar individuos infectados pelos dois subtipos
simultaneamente. Varios estudos, no entato, relacionam as formas mais graves de
IRA ao subtipo A. As infeccbes por hRSV ocorrem o ano todo, entretanto, sua
sazonalidade € maior e mais evidente em duas estacdes do ano, outono e inverno,
quando costumam ocorrer 0s surtos epidémicos e o maior nimero de casos graves
gue requerem hospitalizacao (Falsey et al., 2005). Anticorpos especificos para hRSV
possuem meia-vida muito curta e a quantidade de IgA*, secretada por células B de
memo©ria, diminui com o tempo (Falsey, Singh e Walsh, 2006). Portanto, infeccées
prévias com hRSV ndo geram imunidade permanente (Walsh et al., 2004; Hall et al.,
1991), e reinfec¢cbes sao comuns, podendo ocorrer durante toda a vida (Kim e
Chang, 2016).

A transmissdo do hRSV ocorre pelo contato direto com secrecdes e aerossois
expelidos por pessoas infectadas ou com superficies e objetos contaminados
(Mejias e Ramilo, 2008). O virus pode permanecer viavel em superficies sélidas por
até 6 horas, em luvas de borracha por 90 minutos, e na pele por 20 minutos (Wright
e Piedimonte, 2011). Criancas com até aproximadamente 3 anos de idade ou
individuos com habitos onicofagicos sao especialmente susceptiveis ao contagio por
diversas doencas, incluindo o hRSV, devido ao contato constante das médos com a
mucosa bucal (Mejias e Ramilo, 2008).

Geralmente, 0 hRSV penetra no corpo pelas mucosas das narinas, dos olhos
ou boca, atinge a mucosa respiratoria e infecta as células epiteliais da fossa nasal,
iniciando sua replicacdo no epitélio nasofaringeo onde induz a producdo de uma
série de citocinas (IL-8, IL-10, IL-12 e TNF-a) que promovem o influxo leucocitario. A

intensa replicacdo e atividade de fusdo viral culmina na formacédo de sincicios
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(massas multinucleadas formadas pela fusdo de células), levando a disfuncéo e
necrose tecidual (Kurt-Jones et al., 2000; Rajan et al., 2003; Dudas e Karron, 1998).

Os principais sintomas relatados em criancas infectadas por hRSV sao
rinorreia, febre baixa, prostracéo, tosse e respiracdo ofegante. Em adultos infectados
sao relatados faringite, rinorreia, fadiga, tosse, cefaleia, mal-estar e febre (Falsey e
Walsh, 2000, 2006; Leung, Kellner, Davies, 2005).

O hRSV pode ocasionar infec¢des tanto no trato respiratorio superior quanto
no inferior (Wu et al., 2007), mas a maioria se restringe ao trato respiratorio superior,
tendo duracdo media de até 8 dias. As infeccbes no trato respiratorio inferior
geralmente sdo mais graves e quando o virus atinge essa regido pode causar
pneumonia e/ou bronquiolite grave, bloqueando as vias respiratorias pela producéao
excessiva de muco, edema e debris celulares (Hornsleth, Loland, Larsen, 2001).

No trato respiratério inferior a infec¢do pode durar meses, a respiracao torna-
se ofegante, dificil e dolorosa, agravando o quadro clinico do paciente e o resultado
final € o bloqueio das vias respiratorias, podendo levar o paciente ao Obito
(Hornsleth, Loland, Larsen, 2001).

1.1.2. Estrutura e Genoma

O hRSV é membro do género Orthopneumovirus, familia Paramoxyviridae,
pertencente & ordem Mononegavirales. E um virus envelopado com nucleocapsideo
helicoidal (Santos, Romanos, Wigg, 2008), fita de RNA simples, linear, de polaridade
negativa, ndo segmentado, com aproximadamente 15.2 kb, e 10 genes que
codificam onze proteinas devido a sequéncia de leitura aberta no gene M2 (Cheng et
al., 2005). Os membros da familia Paramyxoviridae geralmente sdo esféricos,
apresentam bicamada lipidica, herdada da célula do hospedeiro durante o processo
de replicacéo, e sado virus de tamanho variavel. O hRSV possui um tamanho médio
de 120 a 350 nm (Tiwari et al., 2014).

Com apenas um sorotipo, 0 hRSV é subdividido em dois subtipos antigénicos,
A e B (Johnson et al., 1987; Norrby, Mufson, Sheshberadaran, 1986), e as variacbes
na proteina transmembrana G sao utilizadas atualmente na determinacdo de qual

subtipo o virus pertence, geralmente através de ensaios de neutralizac&o in vitro e
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pela reatividade a anticorpos monoclonais (Johnson et al., 1987, Botosso et al.,
2009)].

As proteinas virais podem ser classificadas em estruturais, quando constituem
alguma estrutura da particula viral, e ndo estruturais, quando nao séo observadas na
estrutura do virion. As duas proteinas ndo estruturais do hRSV (NS1 e NS2) auxiliam
na transcricdo do genoma e s&o responsaveis pela evasdo da resposta imune
(Collins e Graham, 2008; Lo, Brazas, Holtzman, 2005; Zhang et al., 2005). Dentre as
estruturais, cinco (N, P, L, M2-1 e M2-2) formam o complexo nucleocapsideo
envolvido na replicacdo e transcricao viral, e quatro sao proteinas de membrana (M,
SH, G e F), sendo G e F glicoproteinas fundamentais para a infeccdo do hRSV,
estando envolvidas na adeséo e fusdo do virus com a célula hospedeira (Bawage et
al., 2013; Peters e Crowe, 2008) (Figura 1).

194 90
1 2 2165 aa

139 124 391 241 256 64 298 574 o tr
e
" e N S i P A

44 19 26 1 9 9 44 52 46 (68) 155 nt
532 503 1203 914 958 410 923 1903 961 6578 nt

Figura 1. Mapa génico do hRSV. Na extremidade 3’ a sequéncia lider (le) e na regido 5’ a sequéncia
trailer (tr). Acima dos genes esta representado o comprimento de aminoacidos da proteina. Acima da
sequéncia do gene M2 esta representado a sequéncia de leitura aberta (ORF) da proteina M2.
Destacado em vermelho as trés proteinas transmembrana que medeiam as etapas iniciais do

processo de entrada do virus a célula hospedeira. (Adaptado de Collins e Melero, 2011).

As proteinas NS1 e NS2 sao duas proteinas pequenas (139 e 124 residuos,
respectivamente) e as primeiras transcritas em grande quantidade. Ambas séo
pouco conservadas e antagonizam a resposta antiviral celular e a inducdo de
producédo de interferon (IFN), que é secretado pelas células eucaridticas como uma
das primeiras linhas de defesa contra infec¢ao viral (Schlender et al., 2000; Bossert
e Conzelmann, 2002; Bossert et al., 2003; Spann et al., 2004)

A proteina N é a primeira dentre as estruturais a ser transcrita, originando o
capsbmero que quando agrupado ao redor do genoma forma o capsideo. A
associacdo do capsideo ao genoma forma o nucleocapsideo, um complexo de
simetria helicoidal que confere estabilidade e resisténcia as RNAses, além de
proteger o virus da producdo de interferons pela célula hospedeira (Collins e

Graham, 2008).
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A fosfoproteina P atua como uma chaperona, auxiliando outras proteinas
virais a atingirem a conformacao terciaria correta, além de aumentar a especificidade
do encapsulamento do RNA viral, impedindo que a proteina N se ligue aos RNA's
celulares (Spehner, Drillien, Howley, 1997).

O envelope viral é constituido principalmente pela proteina M que, nos
estagios iniciais da infeccdo, pode atuar inibindo a transcricdo das moléculas da
célula hospedeira, priorizando a transcricdo das moléculas virais. A proteina M
também desempenha papel crucial no brotamento da particula viral, facilitando a
montagem e inibindo atividade transcricional do nucleocapsidio antes da
encapsulacdo através de interacdo com o complexo ribonucleoprotéico (RNP)
(Lenard, 1996; Ghildyal et al., 2002).

A proteina estrutural SH € a menor dentre todas, ainda sem
funcdo claramente definida ela € descrita como n&o essencial para a replicagdo viral.
No entanto, alguns trabalhos indicam que ela atua em conjunto com a proteina G
melhorando a atividade da proteina F (Techaarpornkul, Barretto, Peeples, 2001),
inibindo a apoptose pelo bloqueio do TNF-a ou alterando a permeabilidade da
membrana (Collins e Mottet, 1993).

A glicoproteina G é pouco conservada dentre os subtipos de hRSV e é
responsavel pela adsorcdo do virion a membrana da célula hospedeira (Walsh,
Hruska, 1983). Estudos apontam que esta ligacao ocorra através de interacdes com
heparina sulfatada e com os receptores CX3CR1 e TLR4, modulando a resposta
imune e dando entao inicio a etapa de internalizacao (McLellan, Ray, Peeples, 2013;
Kurt-Jones et al., 2000).

A glicoproteina de fusdo F € uma proteina transmembrana, responsavel pela
fusdo do envelope viral a membrana citoplasmatica, liberando o nucleocapsidio no
citosol. A sua funcéo essencial para a infecgcao viral a torna a mais estudada dentre
as proteinas do hRSV (Collins e Mottet, 1993).

Devido a uma fase de leitura aberta, o gene M2 codifica duas proteinas, a M2-
1 e M2-2. A proteina M2-1 atua na transcricdo dos mRNAs virais prevenindo a
parada precoce da transcricdo (Collins et al., 1996). O balanco entre a transcri¢cdo e
replicacdo € mediado pela proteina M2-2, que atua em conjunto com as proteinas
ndo estruturais (NS1 e NS2) principalmente nos estagios finais da infeccao

auxiliando na etapa de montagem do virion (Cheng et al., 2005).
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A maior proteina viral € a proteina L (2165 residuos), possui seis regides
conservadas entre a familia dos virus de RNA com polaridade negativa, fita simples
e ndo segmentada, 0 que a torna um alvo promissor para as pesquisas de
compostos com atividade antiviral (Tiong-Yip, 2014). A proteina L atua como uma
RNA-polimerase-RNA-dependente, auxilia ha formacéo da estrutura do cap e age no
processo de poliadenilagao (Stec, Hill, Collins, 1991; Morin et al., 2013).

As glicoproteinas (F, G, SH) sao ligadas ao envelope viral e se estendem
através da bicamada lipica. As proteinas M2-1 e M2-2 ficam dispersas no interior do
envelope e as demais proteinas (N, P e L) associam-se ao RNA (Collins e Grahan,
2008) (Figura 2).

Fusion (F) Protein

Attachment
Glycoprotein (G)

Figura 2. Representacao da estrutura do hRSV (Lay et al., 2013).

1.1.3. Proteina F

A proteina de fusdo F é classificada como uma glicoproteina transmembrana
do tipo I, pois é uma proteina de envelope que possui coiled-coils como as demais
proteinas de fusdo de outros virus. E formada por trés unidades monomeéricas
idénticas, sendo portanto um homotrimero (Luque e Russel, 2007; Russel et al.,
2001). Além de mediar a fusdo do envelope viral a membrana citoplasmatica,
permitindo assim a infecccdo, € responsavel pela fusdo de células infectadas com
células adjacentes, levando a formacdo de sincicios, células gigantes

multinucleadas que é caracteristica citopatica do hRSV (Collins et al., 2001).
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Trata-se de uma proteina altamente conservada entre os subtipos, A e B, do
hRSV e também entre os Pneumovirus, o que a torna um alvo importante para o
desenvolvimento de vacinas e drogas antivirais (Melero e Mas, 2015). Juntamente
com a proteina G, é alvo primario dos anticorpos do hospedeiro. Trabalhos
realizados com mutantes deficientes em proteina G e SH mostram que a proteina F
€ a Unica proteina transmembrana essencial a infeccao do virion in vitro (Bukreyev
et al., 1997; Jin et al., 2000; Karron et al., 1997).

A proteina F (Figura 3) € sintetizada como um precursor inativo, denominado
Fo, com 574 amino&cidos e peso molecular de 67 kDa, que precisa ser entdo clivado
duas vezes para exercer sua funcdo. As clivagens séo feitas por proteases do tipo
furina durante a passagem pelo complexo de Golgi, resultando em trés polipeptidios,
F1 e F,, ligados por uma ponte dissulfeto e um polipeptideo de 27 aminoacidos
(pep27) que se dissocia apés a clivagem (Gonzalez-Reyes et al., 2001; McLellan,
Ray, Peeples, 2013). Uma vez clivada, a proteina F esté totalmente ativa. A proteina
F € entdo expressa na superficie viral, onde causa a fusado virion-célula, um passo
essencial que inicia a infeccdo, ou na superficie celular, onde é capaz de causar a
fuséo célula-célula, levando a formacao de sincicios (McLellan et al., 2013).

Portanto, a proteina F inicialmente existe na superficie viral em um estado
metaestavel de pré-fusdo que, apds se ligar a moléculas receptoras expressas na
superficie celular, desencadea grandes mudancas conformacionais para um estado

estavel de pos-fuséo (Barel et al., 2008).
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Figura 3. Estrutura monomérica da proteina F na conformacé&o pré e pds-fusdo. Regibes terminais de

F, e F, estdo destacadas na imagem (Adaptada de McLellan et al., 2013).

Estudos recentes demonstraram que a superficie do virus ndo estéa restrita a
apenas uma conformacdo da proteina F, sendo esta encontrada em ambos 0s
estados conformacionais, de pré e poés-fusdo, compartilhando cerca de 50% da
superficie viral (Figura 4) (Liljeroos et al., 2013; Killikelly, Kanekiyo e Graham, 2016).

Dessa forma, existem trés estados conformacionais para a proteina F: um
estado nativo, formado antes da clivagem; um estado intermediario em “pre-hairpin”,
formado apo6s a clivagem proteolitica, e o estado pés-fusdo, em que duas regides
“heptad-repeat” formam um conjunto de seis alfa-hélices (Zhu et al., 2003).

21



Pre-F
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Figure 4. Particulas de Virus Sincicial Respiratorio exibe proteina F em sua superficie nas

conformacdes pré e pos-fusdo. (Adaptado de Killikelly, Kanekiyo e Graham, 2016).

1.1.4 Profilaxia e Tratamento

A infeccdo por hRSV representa uma grave ameaca a saude global por sua
ampla distribuicdo e prevaléncia, além de gerar uma grande carga econémica para
pacientes, governos e sistemas de saude. Apesar disso, ndo foram desenvolvidos
até o momento agentes antivirais efetivos e especificos para sua infecgdo. Como
nao existe um tratamento especifico para a doenca causada pelo hRSV, este é feito
primariamente através de medidas de alivio dos sintomas e de manutencdo do
estado geral, exceto em pacientes de risco (Yu et al., 2006).

Muitos estudos tem sido realizados atualmente visando a neutralizacdo da
infecgao viral por hRSV, pois o uso de medicamentos como broncodilatadores e
corticosteroides séo ineficientes em diminunir a taxa de hospitalizacdo e mortalidade
(Flores et al., 1997; Dobson et al., 1998; American Academic 2006; Corneli et al.,
2007). Os principais alvos dos estudos séao as glicoproteinas F e G, devido sua
importancia para a infec¢ao viral. O mecanismo que mais tem sido estudado é a
neutralizacdo destas proteinas por anticorpos especificos que podem se ligar a
importantes sitios ativos da proteina viral, alterando sua atividade ou melhorando
sua opsonizacdo (Choi et al., 2012; Jorquera et al., 2015). A ligagdo do anticorpo
também pode reduzir o contato das proteinas G e F com a membrana celular,
dificultando ou impedindo a adesdo e a fusdo do hRSV com a célula ou ainda

interferir indiretamente na sua agao inativando o virus (McLellan et al., 2010).
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A ribavirina, um nucleosideo analogo que inibe a sintese de acido nucleico
viral, € um farmaco antiviral licenciado e que € utilizado como tratamento para o
hRSV. Este tratamento no entanto, possui risco mutagénico, sendo utilizado
praticamente apenas em adultos imunocompremetidos (Ventre e Randolph, 2007).

Dentre as medidas de prevencao disponiveis e recomendadas pelo FDA
(Food and Drug Administration) esta a administracdo dos anticorpos Palivizumab ou
Motavizuab, que se ligam a proteina F do hRSV (Yu et al., 2006).

O Palivizumab (Synagis) € um anticorpo monoclonal do tipo IgG1,
humanizado a partir de ratos, produzido por tecnologia de DNA recombinante. E
composto por 95% de sequéncias de aminoacidos humano e 5% de murino, sendo
expresso em linhagem celular estavel de mieloma murino (Johnson et al., 1997; Wu
et al., 2008).

Motavizumab (Numax) € um anticorpo monoclonal derivado do Palivizumab,
produzido e otimizado através da técnica de maturacdo de afinidade in vitro,
processo que eleva a taxa mutacional em determinadas partes do DNA, levando a
uma selecdo clonal e aumento da afinidade. Difere do Palivizumab em 13
aminoécidos, tendo sido aprovado pelo FDA em 2008 (Wu et al., 2008).

Estudos in vitro demonstram que Motavizumab neutraliza a replicacdo do
hRSV em cultura celular quando o virus € pré-tratado com este anticorpo. Ambos os
anticorpos tem como alvo um epitopo no sitio Il (também denominado sitio A)
altamente conservado, da proteina F, neutralizando e inibindo sua atividade de fusao
(Huang et al., 2010).

No entanto o custo dessa medida é muito elevado e vem sendo usado apenas
na imunizacdo de criancas de alto risco. A eficacia desses tratamentos também
dependem do diagndstico precoce da infeccdo por hRSV, o que geralmente ndo é
possivel devido a similaridade sintomatica com outras infec¢des, e o custo elevado
do tratamento e seu risco mutagénico desencoraja seu uso (Yu et al., 2006).

A amplificagéo do espectro de estudos para encontrar novos compostos e/ou
estratégias de combate ao hRSV é fundamental para reduzir as infec¢des e controlar
a doenca, principalmente em locais com grande fluxo de individuos suscetiveis, tais
como hospitais, creches e escolas primarias. Portanto, o atual desafio é produzir
uma vacina e tratamentos eficientes e de ampla protecdo, que sejam capazes de

inibir a infeccdo ou de induzir a imunidade para as duas cepas de hRSV (A e B),
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principalmente em idosos, criancas e recém-nascidos, devido ao alto indice de

reinfeccéo e a imaturidade do sistema imunoldgico.

1.2. Armadilhas Extracelulares dos Neutrofilos (NETS)

1.2.1. Imunidade Inata e 0 hRSV

Durante a infec¢do por hRSV ha o envolvimento de células epiteliais, células
do sistema imune inato e do sistema imune adaptativo (Bueno et al., 2008), sendo
as células epiteliais o alvo inicial do virus, alterando a expressao de receptores da
membrana plasmatica envolvidos na ativagdo da resposta imune. Estudos
demonstraram que o hRSV induz a expressao de Toll-like receptor 3 (TLR3) e
Proteina Quinase R nas células epiteliais, aumentando a responsividade destas
células frente a infeccdo e levando a ativacdo da resposta imune inata (Groskreutz,
2006).

Células epiteliais das vias aéreas, infectadas in vitro com hRSV, produzem
citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias que promovem a ativagado e o recrutamento
de células do sistema imune, como neutréfilos (através da IL-8), mondcitos (através
de MCP-1, proteina quimiotatica de mondcitos 1), células T de memaria (através de
RANTES ou CCL5) e eosindfilos (através de eotaxina) (Olszewska-Pazdrak, 1998).

O hRSV também aumenta a expressdo de ICAM-1 (molécula de adesao
intercelular-1) em células endoteliais durante uma infeccdo in vitro, causando
transmigracdo elevada de neutréfilos para o local (Arnold e Kdnig, 2005; Rzepka et
al., 2012). Além disso, outro estudo demonstrou que no lavado nasal de criancas
com bronquiolite causada por hRSV ha altos niveis de IL-6, IL-8, GM-CSF, IFN-y,
TNF-q, IL-18, G-CSF e MIP-1B (Bennett et al., 2007).

Neutrofilos e seus produtos foram encontrados nas vias aéreas de pacientes
infectados por hRSV que desenvolveram doenca pulmonar devido a infeccdo viral
(Teran et al.,, 1997; Van Schaik, 1998), e nimeros muito elevados de neutrdfilos
foram observados nas vias aéreas de criangas com bronquiolite aguda, o que parece
ser consequUéncia tanto do recrutamento, quanto da sobrevivéncia prolongada deste

tipo celular no interior das vias respiratorias infantis (Noah et al., 2002).
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Neutrofilos humanos incubados com hRSV produzem IL-8, MIP-1a e MIP-1B e
liberam a enzima mieloperoxidase (MPO) a partir de seus granulos (Jaovisidha,
1999). Emboriadou e colaboradores demonstraram que ha também um nivel elevado
de elastase neutrofilica (enzima presente nos granulos dos neutrofilos) no trato
respiratério de pacientes com bronquiolite causada por hRSV (Emboriadou et al.,
2007).

1.2.2. NETs e o Virus Sincicial Respiratorio

Os neutréfilos sdo células efetoras essenciais do sistema imune inato,
constituindo cerca de (70%) de todas as células brancas do ser humano. Essas
células podem ser encontradas na corrente sanguinea, onde vivem de 6 a 8 horas, e
no tecido, onde podem viver até 7 dias. (Naussef e Borregaard, 2014). Durante uma
infeccdo estas células sdo umas das primeiras a serem recrutadas para os sitios
inflamatoérios, onde elas tém um papel crucial na eliminacdo do microrganismo
invasor e na producédo de citocinas, agindo como primeira linha de defesa imune do
corpo, juntamente com as barreiras fisicas (Jenne e Kubes, 2015).

O mecanismo classico de eliminacdo de microrganismos pelos neutrdfilos é a
fagocitose. Apds o reconhecimento por receptores de superficie dos neutréfilos, os
patégenos sdo engolfados em fagossomos e expostos a peptideos antimicrobianos,
enzimas e espécies reativas do oxigénio (ROS), que causam a morte do
microrganismo invasor. Apds a fagocitose, muitos neutrofilos sofrem apoptose
(Coxon et al., 1996; Zhang et al., 2003) e sao eficientemente removidos por
macréfagos, prevenindo a liberacdo de proteinas neutrofilicas que podem causar
danos severos no tecido (Serhan e Savill, 2005; Haslett, 1997).

Neutréfilos apoptéticos apresentam morfologia classica, na qual ocorre
condensacao da cromatina, fragmentacdo do DNA sem ruptura do envelope nuclear,
vacuolizacdo do citoplasma, sendo que as organelas citoplasmaticas permanecem
intactas, e exposicdo de fosfatidilserina. Neutrofilos também podem sofrer morte
celular por necrose, com perda de estrutura nuclear e da integridade da membrana
plasmatica (Thompson, 1999; Kerr, Wyllie e Currie, 1972).

Em 2004 foi descrito um outro mecanismo de eliminacédo de patdgenos pelos
neutréfilos o qual envolve a formacdo de estruturas denominadas neutrophil

extracellular traps (NETs). As NETs séo estruturas extracelulares que tém DNA
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como principal componente estrutural e associadas ao DNA estdo histonas e
proteinas granulares e nucleares, entre as quais algumas possuem atividade
microbicida, como elastase, mieloperoxidase, catepsina G, lactoferrina, gelatinase,
entre outras, sendo capazes de destruir fatores de viruléncia. (Brinkmann et al.,
2004; Bainton, 1999; Borregaard e Cowland. 1997; Mesa e Vasquez, 2013) (Figura
5).

O DNA e as histonas presente no nucelo do neutréfilo, também possuem
atividade bactericida. O DNA age como um agente quelante de cations devido ao
seu esqueleto fosfodiéster, tornando-o capaz de romper membranas internas e
externas de bactérias, como Pseudomonas aeroginosa (Halverson et al.,, 2015;
Mulcahy, Charron-Mazenod e Lewenza, 2008). A atividade microbicida das histonas
tem sido observada ndo s6 para bactérias, mas também para parasitas. Wang et al.
observou que H2A e H2B reduz em até 50% a replicagdo de promastigotas de
Leishmania spp. (Wang et al., 2011).

A atividade microbicida dos componentes das NETs e sua rede composta de
DNA torna estas estruturas capazes de capturar e matar diversos patdgenos
(Brinkmann et al., 2004; Urban et al., 2006). A producdo de NETs é dependente de
alguns receptores da familia Fc e receptores do tipo Toll (TLR) (Urban et al., 2006;
Sousa-Rocha et al., 2015).

Elastase
@ MPO
@ Cathepsin G
Neutrophil &> Microbe
- @ Histones

P / \,,"\ .
Cathepsin G Elastase Microbe

Figura 5. Esquema demonstrando algumas da principais estruturas presentes nas NETs. (Adaptada
de Miyata e Fan, 2012)
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O processo de formacdo das NETs, denominado NETose, € um processo
ativo que envolve o rearranjo da arquitetura nuclear, citoplasmastica e granular do
neutrofilo (Brinkmann e Zychlinsky, 2007). Até o momentos trés modelos de NETose
sdo conhecidos. A NETose suicida, com duracao de 2-4 horas, € o melhor modelo
descrito, embora seu processo molecular ainda nao seja totalmente compreendido
(Pilsczek et al., 2015; Al-Khafaji et al., 2016). Este processo € dependente da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), ocorre perda das membranas
intracelulares e mistura dos componentes nucleares e citoplasmatico seguida de
desintegracdo da membrana plasmatica e liberacdo das NETs (Vorobjeva e Pinegin,
2014).

A NETose vital, onde os neutréfilos liberam NETs sem exibir perda da
membrana nuclear ou plasmatica, ocorre entre 5-60 minutos e é independente da
producdo de ROS. A liberacdo do DNA nuclear ocorre atraveés de trés mudancas
morfolégicas: crescimento do envelope nuclear e liberacdo de vesiculas,
descondensacédo nuclear e rompimento do envelope nuclear. Apés a liberacdo das
NETs esses neutrdéfilos ainda sdo capazes de fagocitar patdbgenos e sua vida util ndo
é afetada pela perda de DNA (Branitzki-Heinemann et al., 2016; Douda et al., 2015;
Yipp e Kubes, 2013). O ultimo modelo descrito é outro tipo de NETose vital, o qual €
dependente de ROS e ocorre a liberacdo de DNA mitocondrial ao invés de DNA
nuclear. Este processo resulta na liberacdo de NETs em 15 minutos, através do
reconhecimento do fator do complemento C5a ou lipopolissacarideo (LPS) (Yousefi
et al., 2009).

Estudos demonstram que o processo de NETose € diferente dos processos
de apoptose e necrose, por apresentar caracteristicas morfolégicas distintas.
Diferentemente da apoptose, durante a formacédo das NETs ndo h& exposicdo de
fosfatidilserina na membrana celular ou fragmentacdo de DNA, bem como perda da
permeabilidade celular, caracteristicas classicas de necrose e apoptose (Fuchs et
al., 2007; Souza et al., 2015).

Neutréfilos sob estimulos de diferentes origens (IL-8, LPS, PMA, bactérias,
fungos ou plaquetas ativadas) iniciam um processo ativo, levando a formacao das
NETs e podendo ocasionar sua morte. Alguns estimulos, como forbol 12-miristato
13-acetato (PMA), induzem NETs dependentes da producéo de espécies reativas de

oxigénio (ROS), NETose suicida, através do complexo multienzimatico NADPH
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oxidase (Guimardes-Costa et al., 2011; Almyroudis et al., 2013; Keshari et al., 2013).
In vivo a formacdo das NETs € dependente da enzima PADA4, responsavel pela
citrulinacdo das histonas, com consequente descondensacdo do DNA, levando a
formacéo das NETs (Wang et al., 2009).

Neutrofilos sdo rapidamente recrutados para sitios da infeccao viral, mas seu
papel durante a infeccdo ainda € confuso. Em alguns estudos, utilizando virus da
Influenza, neutréfilos demonstraram ser essenciais para limitar a replicacéo viral,
enquanto em outros, o recrutamento de neutrofilos resultou em aumento da morte
celular epitelial (Drescher e Bai, 2013; Thomas et al., 2009; Pang e lwasaki, 2011).
Até o momento, a interacdo de neutréfilos com os virus € bem menos caracterizada
do que aguelas envolvendo bactérias ou fungos, especialmente no que diz respeito
a geracado das NETSs.

Um estudo de 2010 utilizando gatos infectados com o Virus da Leucemia
Felina (FeLV) demonstrou que a producdo de NETs pode ser modulada pela
infeccdo viral (Wardini et al., 2010). Saitoh e colaboradores demonstraram que
durante uma infeccédo por HIV-1 (Virus da Imunodeficiéncia Humana do Tipo-1), ha
envolvimento de neutréfilos na resposta imunolégica do hospedeiro, e por
microscopia eletrénica detectaram particulas do virion capturadas pelas NETs. Além
disso, foi constatado que a capacidade de infeccdo do HIV-1 diminuia
significativamente apds ser capturado pelas NETs, demonstrando seu papel na
inativacdo das particulas virais (Saitoh et al., 2012). Ainda, outro estudo demonstrou
uma alta presenca de NETs em pacientes com inflamacdo pulmonar durante a
infeccdo pelo virus HIN1 (Influenza A) (Hemmers et al., 2011).

Recentemente foi demonstrada a capacidade do virus hRSV em induzir a
liberacdo de NETs por neutréfilos humanos. Neste estudo, a glicoproteina de fusao
F do virus foi um estimulo capaz de induzir NETs assim como os estimulos por PMA
e LPS (estimulos indutores de NETSs). Foi demonstrado também que as NETs
apresentavam DNA como componente principal, além de mieloperoxidase e elastase
neutrofilica (Funchal et al., 2015). Estes achados refletem os achados dos estudos
com pacientes infectados por hRSV, que apresentavam elevada quantidade de
elastase neutrofilica no trato respiratorio (Emboriadou et al., 2007).

Além da sua fung¢do microbicida, as NETose também possui um lado nocivo,

podendo causar graves efeitos patoldgicos, pois a citotoxicidade das NETs pode ser
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prejudicial para o hospedeiro se sua liberagdo for descontrolada. Formagao
excessiva de NETs estd ligada a varias patologias, incluindo vasculite, sepse,
doencas autoimunes e cancer . As NETs também induzem ativacdo plaquetéria, a
qual pode levar a tromboses e injurias vasculares. (REF B. Amulic and G. Hayes,
“Neutrophil extracellular traps,” Current Biology, vol. 21, no. 9, pp. R297-R298,
2011.)

A liberacdo das NETs também tem sido relacionadas com o desenvolvimento
e complicacdes de doencas respiratérias. Quando excessivamente recrutados para
o tecido pulmonar em resposta a uma infec¢cdo, os neutréfilos podem romper a
microcirculacdo e induzir ocorréncia de mais NETose nos alvéolos pulmonares.
Pacientes com disfuncdo pulmonar mostram niveis mais elevados de DNA
extracelular do que pacientes com doencas pulmonares moderadas, demonstrando
que as NETs participam da obstrucdo do fluxo aéreo e ajudar a perpetuar as
repostas inflamatorias crénicas (Dworski et al., 2011; Pedersen et al., 2015).

Em conjunto, os resultados obtidos por estes estudos e varios outros,
demonstram um importante papel dos neutréfilos frente as infecc¢des virais, inclusive
a infeccdo pelo hRSV, e que estas também sdo capazes de induzir a geracdo de
NETs. Apesar destes resultados e varios outros descritos na literatura, ainda ha
muito para ser estudado e caracterizado em relacdo a infeccao viral e sua relacédo
com os neutrofilos e as NETs. Além disso, ainda néo esta totalmente claro o papel
das NETs frente a infeccdo por hRSV, tornando importante a investigacdo do
potencial e da forma de interacdo dessas estruturas com o virus e se estas teriam
algum papel na inibicAo e/ou eliminagdo viral, podendo possuir assim uma
promissora atividade antiviral.

Algumas substancias apresentam intensa atividade antiviral, porém, também
podem exercer concomitantemente efeito citotoxico. O indice de Seletividade (IS)
indica o quéo promissor é a atividade antiviral de determinado composto, pela razéo
entre dois outros indices (CC50 — efeito citotoxico e CE50 — acdo antiviral).
Determina-se que compostos que apresentem IS = 4 possuem atividade antiviral
promissora. Portanto, a proposta do presente trabalho foi estimular e isolar NETs a
partir de neutréfilos humanos para avaliar sua atividade anti-hRSV por ensaios in
vitro, e através de ensaios in silico analisar possiveis interacdes de importantes

componentes das NETSs, elastase e histonas, com a proteina F, essencial para a
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atividade de fuséo do virus. Assim, este estudo visa responder se as NETs exercem
acado antiviral contra o hRSV e qual o indice de seletividade das NETs em relagédo ao
virus, além de avaliar se uma possivel inibicdo viral pelas NETs se daria através da
sua acao direta sobre a particula viral e de que forma essa interacdo estaria
acontecendo.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral:

Avaliar a interferéncia das NETs durante a infeccao in vitro por hRSV.

2.2. Objetivos especificos:

a)

b)

d)

Gerar e analisar NETs induzidas por PMA quanto ao seu perfil eletroforético
(DNA e proteinas);

Analisar a citotoxicidade das NETs sob células HEp-2 utilizando a técnica de
viabilidade celular por ensaio de adicdo de MTT;

Determinar o indice de seletividade das NETs em relacdo ao hRSV em
protocolo virucida;

Avaliar possiveis interacfes entre histonas/elastase e proteina F do hRSV

atraves de docking molecular.
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3. Materiais e Métodos

Todos os procedimentos passiveis de contaminacdo foram realizados em
camaras de fluxo laminar, com solugbes, vidrarias e produtos esterilizados por

autoclavacao ou filtragao.
3.1. Declaracéao de ética

Os procedimentos experimentais utilizando sangue humano foram aprovados
pelo Comité de Etica local em Pesquisa Humana da Faculdade de Ciéncias e Letras
de Assis - FCL UNESP (42048315.5.0000.5401;
http://aplicacao.saude.gov.br/plataformabrasil/login.jsf). Consentimento informado
por escrito, sugerido e aprovado pelo Comité, foi obtido a partir de cada participante

antes de iniciar os procedimentos de investigacao.
3.2. Cultura Celular

Células HEp-2 (carcinoma de orofaringe) obtidas a partir do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ), foram cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm?
(Corning Glass Works, Nova York, NY, USA) incubadas em estufa umedecida a
37°C e 5% de CO? e meio de cultura DMEM F12 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Cultilab, Campinas, SP,
Brasil,) e acrescido de antibidticos e antimicéticos (Gibco, Life Technologies,
Gaithersburg, MD, USA). A escolha das células HEp-2 foi baseada na literatura por
serem células oriundas do trato respiratorio humano e por serem permissivas a
infecgé@o e replicagdo do virus hRSV (Grupta et al., 1996; Srinivasakumar, Ogra e
Flanagan, 1991).

3.3. Estoque viral

O virus hRSV cepa Long, cedido pelo Prof. Dr. Eurico de Arruda Neto

(Professor Livre-docente de Virologia, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
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USP) foi amplificado em culturas de células HEp-2. Os estoques virais foram
preparados em meio de cultivo DMEM F12 incompleto (n&o acrescido de SFB). Apés
a coleta do estoque viral, as aliquotas foram congeladas em DMEM F12 acrescido
de trealose 10% e mantidas em freezer a -80°C até o momento do uso (Gupta et al.,
1996). O titulo viral foi estabelecido pelo método de formacao de placas de lise como
descrito por McKimm-Breschkin, 2004 e confirmado pelo ensaio de TCDlsg

(Rasmussem et al., 2011).
3.4. Purificagéo de neutréfilos humanos

Neutréfilos humanos foram isolados seguindo recomendacdes do fabricante e
estimulados de acordo com a metodologia descrita por Brinkmann et.al., 2010 com
modificacdes (Najmeh et al., 2015; Saffarzadeh et al., 2012). Partindo do sangue
periférico de voluntarios declarados sadios, 10ml de sangue foram obtidos utilizando
os tubos de coleta de sangue de s6dio Na' heparina Vacutainer de plastico (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Meio de separacdo Histopaque 1077 (3ml)
foi cuidadosamente colocado sobre Histopaque 1119 (3ml) (Sigma-Aldrich) e de
posse da amostra sanguinea, esta foi cuidadosamente adicionada sobre o meio. As
amostras foram centrifugadas a 700xg, durante 30 minutos a 25° C. O plasma e o
anel de mononucleares foram desprezados em solucédo de hipoclorito de sédio (5%)
e o anel de neutrdfilos foi coletado e lavado em DMEM F12 a 800xg por 5 minutos.
O sedimento de células foi ressuspenso em 1ml de meio DMEM F12. Contagem
global de células foi realizada em camara de Neubauer (Neubauer Improved Bright-
Line, Loptik Labor, Germany), partindo da suspensédo diluida 20 vezes em solucao
de Turk (20ml &cido acético glacial, 0.5g azul de metileno e agua para 1L). Os

neutrofilos foram entéo estimulados para a geragao de NETS.
3.5. Estimulacdo de neutrofilos humanos para geracdo das NETS.

NETs foram geradas seguindo modificacdes no procedimento descrito por
Brinkmann et.al., 2010 com modificacbes (Najmeh et al., 2015; Saffarzadeh et al.,
2012). Neutréfilos isolados e diluidos em DMEM F12 foram adicionados em uma

placa de 6 pogos (1.8x106/po<;o) na presenca de PMA & 50nM. A placa foi incubada
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por 3 horas, a 37°C em estufa umidificada e 5% de CO,. O sobrenadante foi
descartado e as NETs foram coletadas e incubadas em banho-maria a 40°C por 24
horas. As amostras foram submetidas a uma nova centrifugacdo a 800xg por 5
minutos e o sobrenadante armazenado em freezer -25°C. Para quantificacdo do
DNA presente nas amostras foi utilizado o fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen, Inc,
Grand Island, NY, USA) através do kit PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Invitrogen).

3.6. Visulalizacdo das NETs por Microscopia de fluorescéncia

Neutréfilos isolados foram adicionados em uma placa de 24 pocgos
(2x10°/poco), tratada com poli-L-lisina 0.01%. Posteriormente, as células foram
estimuladas na presenca de meio DMEM F12 incompleto acrescido ou ndo de PMA
(50nM) por 3 horas, a 37 °C em estufa umidificada e 5% de CO,. As laminulas foram
montadas em ProLong Gold contendo DAPI (Invitrogen). As amostras foram entao
submetidas a captura de imagens em microscopio invertido de fluorescéncia Nikon

Eclipse Ti acoplado em camera digital Nikon Sight.

3.7. Analise do perfil eletroforético das NETs

3.7.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para andlise do perfil eletroforético proteico, gel de poliacrilamida 12% e 20%
foram preparados de acordo com o protocolo de Green e Sambrook, 2012. A
eletroforese foi iniciada com a insercdo do tampéo na cuba e em cada poco do gel
foi colocado os respectivos volumes de NETs geradas anteriormente: 12uL, 25uL e
50uL de NET 66.4pg/ml ou 76.8ug/ml (quantidade de DNA na amostra) foram
aplicados em géis de 12% ou 20%, respectivamente. No poc¢o padrdo foi adicionado
Marcador de proteinas Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad
Laboratories, Inc, 205 CA, USA). Inicialmente a voltagem foi mantida em 80 V até
que as proteinas migrassem pelo gel de empilhamento. Ao dar entrada no gel de
resolucao, a voltagem foi aumentada para 100 V. Ao final da corrida, os géis foram
corados com Azul de Coomassie (24 horas) e Nitrato de Prata (Anexo 1). O gel de

poliacrilamida de maior densidade (20%), foi preparado para a analise de proteinas
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de menores tamanhos, que ndo foram possiveis de serem observadas no gel de

menor densidade (12%).

3.7.2. Eletroforese em gel de agarose

Para andlise do perfil eletroforético do DNA das NETs geradas anteriormente,
aliquotas de 134ug/ml foram centrifugadas a 10,000 rpm por 10 minutos e
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1.5% (Anexo 2). DNA ladder de 1kb foi
usado como padrao de peso molecular (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil). O gel foi corado
com GelRed (1:10,000) (Biotium, Hayward, CA, USA) e as imagens capturadas em

transluminador de ultravioleta.

3.8. Avaliacao de atividade enzimatica

3.8.1. Avaliacédo da atividade de elastase

Em placa de 96 pocos, acrescida com DMEM F12 (100ul/poco), foi adicionado
50ul/poco de NETs que foram incubadas em banho-maria por 24 horas a 40° C (vide
etapa 3.5.) ou 50ul/poco de NETs que ndo passaram por essa etapa de incubacéo e
foram apenas estocadas a -25 °C. Em triplicatas, em cada condicao foi adicionado
1mM de substrato de elastase (N-Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val p-nitroanilide,
Sigma). Apés 30 minutos de incubacdo em estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO,,
a absorbancia da solucdo foi mensurada em aparelho de espectrofotometria
(Multiskan™ FC Microplate Photometer), com comprimento de onda de 405nm. As
NETs utilizadas em cada condicéo, incubada a 40 °C ou ndo, foram quantificadas
em relacdo ao seu DNA para tornar os valores de absorbancia equivalentes em cada
amostra. A degradacdo do substrato é diretamente proporcional a atividade da
elastase, possibilitando inferir sua atividade a partir da absorbancia mensurada.
NETs que néo passaram pela etapa de incubagéo foram consideradas com 100% de

atividade de elastase.

3.8.2. Avaliagcéo da atividade de mieloperoxidase
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Em placa de 96 pocos, foi adicionado 50ul/poco de NETs que foram
incubadas em banho-maria por 24 horas a 40 °C (vide etapa 3.5.), 50ul/pogo de
NETs incubadas a 37 °C ou 50ul/pogco de NETs que nao passaram por essa etapa
de incubacédo e foram apenas estocadas a -25 °C. Em triplicatas, em cada condicdo
foi adicionado 100ul/pogo de substrato 3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) . Apos 1
hora de incubagdo em estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO,, foi adicionado
100ul/pogo de solugao stopper para interromper a reacao, e entdo a absorbancia da
solugdo foi mensurada em aparelho de espectrofotometria (Multiskan™ FC
Microplate Photometer), com comprimento de onda de 405nm. As NETs utilizadas
em cada condig&o, incubada a 40 °C, 37 °C ou néo incubadas, foram quantificadas
em relacdo ao seu conteudo de DNA para tornar os valores de absorbancia
equivalentes em cada amostra. A degradacdo do substrato € diretamente
proporcional a atividade da mieloperoxidase, possibilitando inferir sua atividade a
partir da absorbancia mensurada. NETs que ndo passaram pela etapa de incubacgao

foram consideradas com 100% de atividade de mieloperoxidase.

3.9. Ensaio colorimétrico de viabilidade por adi¢do do sal de MTT

A adicdo do sal de MTT [1- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-Diphenylformazan Thiazolyl
blue formazan] em nossas culturas foi feita seguindo as recomendacfes do
fabricante (Sigma). Apds 0s respectivos tratamentos em placas de 96 pocos, 0 meio
de cultura foi substituido por 100ul de solu¢cdo de MTT (0.5mg/ml diluido em DMEM
F12) e a placa incubada por 2 horas. Em seguida, a solu¢cdo de MTT foi substituida
por 50ul de dimetilsulféxido puro (DMSO, Sigma) para solubilizacdo dos cristais de
formazan. A absorbéancia da solugcdo foi mensurada em aparelho de
espectrofotometria (Multiskan™ FC Microplate Photometer), com comprimento de
onda de 560nm. A metabolizacdo do sal é diretamente proporcional a taxa
metabdlica, possibilitando assim inferir a viabilidade celular a partir da absorbancia

mensurada (Equacéo 1).

Equacéo (1)
ADS toste * 100

Viabilidade Celular =
Abs.controle
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3.10. Determinacdo da CC50 das NETs em células HEp-2

Células HEp-2 na presenca de meio de cultivo DMEM F12 acrescido com
SFB 10% foram plagqueadas em placa de 96 pocos (5x10*/poco) e incubadas por 24
horas para que atingissem confluéncia =2 80%. A monocamada recebeu diferentes
concentracbes de NETs (0-67ug/ml) diluidas em DMEM F12 livre de SFB
(200uL/poco). No segundo dia apds a adicdo das NETSs, todos os pogos da cultura
foram acrescidos de 100uL de DMEM-F12 livre de SFB com o intuito de manter os
nutrientes celulares e a validade dos antibiéticos. A cultura foi mantida por 4 dias em
uma estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO,. A viabilidade das células HEp-2 foi
avaliada no quarto dia através do ensaio colorimétrico utilizando sais de MTT, e sua
absorbancia foi lida a 560nm em aparelho de espectrofotometria. Células cultivadas
apenas na presenca de meio de cultivo foram consideradas como 100% viaveis.
Desta forma, os valores de CC50 (concentracdo citotoxica que reduz em 50% a
viabilidade celular) foram obtidos por analise de regressdo dos percentuais
referentes as diferentes concentracfes das amostras testadas. Os valores das
absorbancias foram convertidos em porcentagem de células viaveis assumindo o

controle celular como 100% de viabilidade.

3.11. Avaliacdo da acédo anti-hRSV das NETs

Nesse estudo a abordagem metodoldgica virucida foi utilizada para avaliacao
antiviral das NETs. Para os ensaios, células HEp-2 foram plaqueadas em placas de
96 pocos (5x10%/poco) e mantidas por 24 horas em meio de cultivo DMEM F12
acrescido com SFB 10%.

3.11.1. Ensaio virucida

Realizado como descrito por Petricevich e Mendonca, 2003, com algumas
modificacdes, as suspensdes de hRSV, (MOI 1, 0.5 e 0.1, Multiplicity of infection),
foram incubadas por 1 hora a 4 °C na presenca de diferentes concentracdes de

NETs (0-64ug/ml). Ao final da incubacdo, as aliquotas virais tratadas com NETs
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foram adicionadas nas monocamadas de células HEp-2 e entdo incubadas com as
células por um periodo de 2 horas a 37 °C, em seguida foi adicionado ao
sobrenadante meio DMEM-F12 até completar o volume final de 100uL. A placa foi
incubada por quatro dias em estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO,. No segundo
dia apdés a infeccédo, todos os pogos da cultura foram acrescidos de 100uL de
DMEM-F12 livre de SFB com o intuito de manter os nutrientes celulares e a validade

dos antibidticos

3.11.2. Anélise do ensaio virucida

Os ensaios tiveram por amostras controle (i) células ndo tratadas e nao
infectadas e (ii) células nado tratadas que foram infectadas com o virus. A viabilidade
celular foi avaliada no quarto dia através do ensaio colorimétrico utilizando sais de
MTT, e a leitura de absorbancia foi realizada em aparelho de espectrofotometria a
560nm. Os valores das absorbancias foram convertidos em porcentagem de células
vidveis assumindo o controle celular ndo tratado e ndo infectado como 100% de
viabilidade. A porcentagem de protecdo obtida em cada tratamento foi calculada

como se segue:

Equacéo (2) Protecao Celular = DOar *100

CcC100
Onde:
DO ¢é a densidade 6ptica apos leitura do sal de MTT em 560 nm;
DOart € a densidade Optica obtida para cada uma das amostras-teste - DOccv
(densidade optica do controle viral) e

DOcci00 € DOcc — DOcy (densidade o6ptica do controle celular — densidade

Otpica do controle viral).

3.12. Determinac&o do indice de Seletividade
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O indice de seletividade (IS) fornece indicio do quao promissora € a atividade
antiviral da amostra testada, relacionando sua CC50 com a CE50 [19].

Equacgao (3) indice de Seletividade (IS) = <2

CE50

Os valores de CE50 correspondem a concentracdo da amostra teste necessaria
para resultar em 50% de protecdo celular e estes foram determinados na etapa
3.11.

3.13. Analise Estatistica

Os dados experimentais foram processados com o auxilio dos softwares
Microsoft Excel e Graphpad Prism 6 e avaliados por analise de variancia (one-way
ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni. Foi considerado um nivel de significancia
de p<0.05. As repeticbes de cada experimento foi indicada em cada figura

respectiva.

3.14. Andlises de Bioinformatica

3.14.1. Docking molecular

As estruturas tridimensionais da elastase neutrofilica humana (PDB ID 3Q76),
histona (complexadas em nucleossomo) (PDB ID 3AFA) e da proteina F pré-fusao
(PDB ID 4JHW) e pés-fusdo (PDB ID 3RRR) foram obtidas através do banco de
dados Protein Data Bank. A estrutura tridimensional do anticorpo motavizumab (PDB
ID 3IXT) também foi utilizada, como forma de comparacdo entre 0os complexos
formados. A estrutura monomérica da proteina F, obtida pelo Protein Data Bank, foi
utiizada para gerar a sua estrutura trimérica, utilizando o programa online
Symmdock (Duhovny et al., 2002).

Os procedimentos de docking molecular foram realizados pelo programa de
plataforma online PatchDock (Duhovny et al., 2002) e o dados gerados foram
refinados pelo servidor online FireDock (Mashiach et al., 2008; Andrusier et al.,
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2007). Os parametros para os dockings foram mantidos padrdo, com um valor de
RMSD = 4, recomendado pelo servidor para dockings de proteina-proteina. Este
valor é utilizado pelo programa para formar os clusters (agrupamentos de estruturas
com RMSD semelhantes) dos melhores resultados. Os complexos e os dados
obtidos foram analisados com o auxilio do software de interface grafica PyMOL,

assim como as imagens geradas.
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4. Resultados e Discussao

As NETs sao descritas como moléculas de DNA descondensado conjugadas
com proteinas nucleares e granulares, que sdo liberadas pelos neutrofilos sob
diferentes estimulos, como IL-8, IFN-y, PMA, LPS, entre outros (Brinkmann et al.,
2004). Estas estruturas apresentam atividade microbicida sobre diferentes
microrganismos, além de poder aprisionar o patégeno e impedir sua replicacdo
(Hemmers et al., 2011; Saitoh et al., 2012; Wardini et al., 2010).

A maioria dos estudos para identificar a formacdo de NETs utiliza PMA, um
potente ativador sintético da familia de enzimas PKC, para estimular neutrofilos
isolados e induzir a formagédo das redes extracelulares (Karlsson e Dahlgreen,
2002). Neste trabalho, NETs foram geradas sob o estimulo de PMA na concentracao
de 50nM. A geracdo das NETSs foi realizada na auséncia de soro fetal bovino para
gue posteriormente sua atividade anti-hRSV fosse avaliada. A auséncia do soro se
faz necesséaria em virtude da presenca de DNAse em sua composicdo, as quais
poderiam degradar as NETs comprometendo assim sua acédo (Von Kockritz-
Blickwede, 2009). As NETs geradas apés estimulo com PMA foram avaliadas
morfologicamente, por microscopia de fluorescéncia, e quanto ao seu perfil

eletroforético, em géis de agarose e de poliacrilamida.

A analise visual por microscopia de fluorescéncia mostrou que neutréfilos nédo
estimulados néo apresentaram liberacdo de NETs, como o esperado, engquanto
neutréfilos estimulados com PMA por 3 horas apresentaram estruturas
extracelulares coradas por DAPI, um intercalante fluorescente de DNA (Figura 6).
Esses dados sdo compativeis com aqueles descritos na literatura (Funchal et al.,
2005).
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Figura 6. NETs induzidas pela estimulacdo por PMA. Neutrofilos (2x105) (seta branca) foram
incubados (3 horas) apenas com meio DMEM-F12 livre de SFB (A), como controle negativo ou com
PMA 50nM (B). As laminulas foram montadas em Prolong Gold contendo DAPI e as imagens
capturadas em camera acoplada a um microscoépio invertido de fluorescéncia. A NETs podem ser
observadas pela coloracdo azul, como fibras longas extracelulares (ponta da seta branca). As

imagens séo representativas de dois ensaios independentes realizados em triplicata.

O DNA presente nas NETs é descondensado, integro e possui forte carga
negativa, podendo aprisionar patégenos e impedir sua disseminacdo, além de
possuir alta acdo microbicida devido a sua capacidade de romper a integridade de
membrana e lisar células bacterianas (Halverson et al.,, 2015). Essa atracao
eletrostatica do DNA presente nas NETs é capaz de imobilizar inclusive particulas
virais e impedir mecanicamente sua disseminacdo (Saitoh et al., 2012). Na andlise
do perfil eletroforético de DNA, através de gel de agarose, observamos a presenca
de fragmentos longos e homogéneos de DNA, maiores que 10,000 pares de base
(Figura 7A). O tamanho dos fragmentos de DNA pode influenciar na captura do
patégeno ja que fragmentos muito curtos podem apresentar uma menor capacidade
fisica em envolver o microrganismo e fragmentos maiores teriam um favorecimento

espacial em capturar o virus.

Dentre as proteinas descritas como componentes das NETs podemos citar
as histonas, correspondendo a mais de 70% das proteinas presentes, elastase,
mieloperoxidade, catepsina G, defensinas, lactoferrina, lisozima, colagenase,
proteinase 3, dentre outras (Najmeh et al., 2015; Manda et al., 2014). Como forma
de avaliar o perfil das proteinas presentes nas solugcdes de NETs geradas neste
estudo, estas foram submetidas a analise em gel de poliacrilamida 12% (Figura 7B e
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C). As coloracbes com Azul de Comassie e Nitrato de Prata evidenciaram 3
proteinas de pesos moleculares diferentes. Duas dessas proteinas possuem peso
molecular entre 75 e 50 kDa, e uma delas possui peso molecular proximo de 30 kDa.
A analise do peso molecular sugere que a identidade destas proteinas seja Elastase
(28.5 kDa), Catepsina G (28.8 kDa) e Mieloperoxidase (73.8-87.2 kDa).

Ladder
bp 250kDa_

150_
100
7S_

Figura 7. Andlise eletroforética dos componentes das NETs. O tamanho e a homogeneidade do DNA
nas NETs (134pg/mL) foram avaliados em gel de agarose 1.5% (A). As amostras foram coradas com
GelRed e as imagens capturadas em transluminador ultravioleta. A composicao proteica das NETs
(setas pretas) foi avaliada em gel de poliacrilamida 12% apés coloracdo com Azul de Coomassie (B)

e Nitrato de Prata (C). As imagens sdo representativas de 3 experimentos.

A visualizacdo de proteinas com peso molecular abaixo de 25 kDa foi
prejudicada pela densidade de 12% de acrilamida, entdo solu¢cdes de NETs foram
submetidas a outra analise, utilizando gel de poliacrilamida de maior densidade, 20%
(Figura 8). A coloracédo do gel 20% evidenciou a presenca de proteinas com peso
molecular proximo de 15 kDa, o0 que sugere gque essas proteinas sejam histonas (11-

15 kDa), classicamente presentes nas NETs e em grande quantidade.
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Figura 8. Analise eletroforética dos componentes das NETs. A composicdo proteica das NETs foi
avaliada em gel de poliacrilamida 20% ap6s coloracdo com Azul de Coomassie (A) e Nitrato de Prata
(B). As imagens sdo representativas de 3 experimentos. Proteinas com peso molecular proximo de

histonas destacadas (seta preta).

Os resultados obtidos em nosso estudo demonstram que as estruturas
liberadas pelos neutréfilos apresentam morfologia e componentes ja descritos como
constituintes das NETS, ou seja, redes extracelulares de DNA, e outros sugestivos
de proteinas granulares. A presenca de DNA com alto peso molecular, homogéneo e
integro, sugere a ocorréncia de NETose suicida, onde ha liberacdo de DNA nuclear.

Outras proteinas, presentes em menor concentracdo, podem ndo ter sido
detectadas em virtude da limitagdo metodolégica, no entanto, o peso molecular das
bandas proteicas evidenciadas no perfil eletroforético sugerem a presenca de
elastase, histonas e mieloperoxidase, proteinas essenciais para a formacdo das
NETs e componentes fundamentais de sua estrutura (Papayannopoulos et al.,
2010).

Durante o procedimento de geracdo das NETs, estas estruturas ao serem

coletadas, ap6s 3h de estimulo dos neutréfilos, formam um enovelado que pode ser
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visualizado a olho ni com uma aparéncia densa que néo se desfaz facilmente. Este
evento impede a total dissolucdo de moléculas e dificulta sua quantificacdo e
analises necessarias nestes estudo. Esta questdo foi resolvida, mantendo-se as
NETs por 24hs em banho-maria a 40 °C. Para averiguar se essa etapa poderia
afetar a atividade biolégica das moléculas constituintes presentes nas NETS, devido
a um possivel processo de desnaturagdo, a atividade enzimatica de elastase e de
mieloperoxidase foi avaliada em diferentes amostras (Figuras 9 e 10).

Quantidades equivalentes de NETs submetidas ou ndo a 40 °C (NETs 40 °C e
NETs fresca, respectivamente) foram incubadas com substrato de elastase. O
resultado obtido e convertido em porcentagem (NETs fresca considerada como
100% de atividade), demonstra que na média o aquecimento das NETs por 24hs a
40 °C resulta numa perda de 40% da atividade enziméatica da elastase. No entanto, a

andlise estatistica ndo apontou diferenca significativa entre as amostras.
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Figura 9. Avaliacao da Atividade de Elastase. NETs que passaram por etapa de banho-maria a 40°C
e NETs frescas (sem aquecimento) foram incubadas com substrato de elastase (1mM) por 30
minutos. A leitura da absorbéncia gerada foi realizada em aparelho de espectofotometria a 405nm.
Meio de cultura (DMEM F12) foi usado como controle negativo e NETs fresca foi assumida como
controle positivo (100% de atividade). O gréfico é representativo de trés experimentos independentes

realizados em triplicatas. Os resultados séo as médias dos valores obtidos * desvio padréo.

Para medir a atividade enzimatica da mieloperoxidase, também foram

adicionadas ao ensaio amostras de NETs que foram submetidas por 24 horas a 37
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°C (temperatura fisiolégica humana). Quantidades equivalentes de NETs submetidas
a 37 °C, 40 °C ou NETs fresca (sem aquecimento) foram entdo incubadas com
substrato de mieloperoxidase. O resultado obtido e convertido em porcentagem
(NETs fresca considerada como 100% de atividade), demonstra que na média o
aquecimento das NETs por 24hs a 37 °C e a 40 °C resulta numa perda de 43,76% e
45,36% da atividade, respectivamente, em relacéo a NETSs fresca.

Os valores obtidos para as NETs a 37 °C e a 40 °C foram muito proximos,
mostrando que ndo ha diferenca significativa na atividade enzimatica da
mieloperoxidase nessas duas temperaturas. Apesar de haver uma alta queda de
atividade entre NETs fresca e aquecidas, a atividade enzimatica das NETs a 37 °C
corresponde melhor a realidade encontrada in vivo por se tratar da temperatura
corporal humana. Banerjee et al. demonstraram em 2011 que a mieloperoxidase é
uma enzima extremamente estavel, com resisténcia de aproximadamente 80 °C
contra desestabilizacdo estrutural, sendo esta resisténcia muito importante no seu
papel fisiolégico na morte de patdgenos. A enzima elastase, apesar de ser um pouco
menos resistente, comeca a sofrer desnaturacdo apenas a partir de 59 °C (Byler,
Lee e Randall, 1999). Portanto, estes dados junto com a literatura, nos sugere que
este aquecimento a 40 °C ndo é prejudicial para o efeito das NETs e para a
execucao das analises pretendidas.

46



1509

1004 }

e S

Atividade de Mieloperoxidase (%)

-50 T T T T
Meio NETs Fresca NETs 37°C NETs 40°C

Figura 10. Avaliacdo da Atividade de Mieloperoxidase. NETs que passaram por etapa de banho-maria
a 37°C, 40°C e NETs fresca (sem aquecimento) foram incubadas com substrato de mieloperoxidase
(100 uL/pogo) por 1 hora. A leitura da absorbancia gerada foi realizada em aparelho de
espectofotometria a 405nm. Meio de cultura (DMEM F12) foi usado como controle negativo e NETs
fresca foi assumida como controle positivo (100% de atividade). O grafico é representativo de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Os resultados sdo as médias dos valores

obtidos + desvio padrdo. *p<0.05 quando comparado com o controle positivo (NETSs fresca).

Compostos antivirais sdo caracterizados por apresentar um Indice de
Seletividade (IS) = 4 (Sidwell, 1986; Lyu, Him e Park, 2005). Este indice indica o
guao promissora é a acao antiviral de uma molécula ou composto, sendo calculado
com base na determinacdo da concentracédo citotdxica para 50% das células (CC50)
e a concentracao eficiente do composto que protege 50% das células durante uma
infecgdo (CE50), assim, IS = CC50/CE50. Para avaliar a atividade anti-hRSV das
NETs, determinamos inicialmente o valor de CC50 através da andlise do efeito
citotoxico dessas estruturas em células HEp-2.

Saffarzadeh et al., 2012, demonstraram aumento da citotoxicidade celular de
NETs (3.4 — 10.1 pg/ml) em células epiteliais de maneira dose-dependente. No
nosso estudo, células HEp-2, permissivas a infecgdo e replicagdo do virus hRSV,
foram incubadas com diferentes concentracbes de NETs (0.06 - 67ug/ml). A

quantidade de 5x10* células por poco foi determinada por apresentarem confluéncia
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em 24 horas, sem a formagdo de sobrecamadas. A viabilidade destas células foi
avaliada ap6s 4 dias de cultivo em meio DMEM-F12 livre de SFB (Figura 11). As
NETs causaram morte celular estatisticamente significativa em concentragdes =
2ug/ml, ocasionando até 32% de morte celular em comparacdo ao controle.
Nenhuma das concentracfes testadas resultou em morte de 50% das células, nem

mesmo a maior concentracgéo utilizada (67ug/ml).
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Figura 11. Determinacdo da CC50 das NETs em células Hep-2. Células HEp-2 (5x10%) foram
cultivadas na presenca de diferentes concentracdes de NETs (0-67ug/mL) durante 4 dias a 37°C. A
viabilidade das células foi avaliada através do ensaio de MTT. A absorbancia obtida em 560nm foi
convertida em porcentagem de células vidveis assumindo o controle celular (NET 0 pug/mL) como
100% de viabilidade. O grafico é representativo de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. A curva é o resultado da média dos valores obtidos + desvio padrdo. Os dados foram
analisados com auxilio do software Graphpad Prism 6 e avaliados por analise de variancia (One-way
ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni. *p<0.05 quando comparado com o grupo controle (NETs
0 pg/mL).

Face aos resultados obtidos, determinamos uma elevada CC50> 67ug/ml.
Outros autores avaliaram a citotoxicidade das NETs em células alveolares
endoteliais e epiteliais. Saffarzadeh et. al., 2012 demonstraram efeito citotdxico, de
60%, das NETs (= 3 ug/ml) dependente de histonas e mieloperoxidase, desde que
anticorpos anti-histonas e inibidores de mieloperoxidase reduziram os efeitos

deletérios das NETSs. Inibidores de elastase ndo apresentaram os mesmos efeitos
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inibitérios da citotoxicidade. Os autores discutem que a citotoxicidade apresentada
pelas NETs frente as células alveolares pode envolver destruicdo do tecido
pulmonar e agravar determinadas patologias, Em individuos acometidos com
enfisema pulmonar, a elastase, um dos componentes das NETs, encontra-se
aumentada, levando a destruicdo do parénquima pulmonar e estudos demonstraram
que esta doenca é capaz de ser induzida experimentalmente pela inalacdo de
elastase (Longhini-dos-Santos et al., 2013; Ribeiro-Paes et al., 2009).

Compostos antivirais podem apresentar efeito inibitorio sobre a infeccdo em
virtude de efeitos diretos ou indiretos sobre células e/ou particula viral. O efeito das
NETs no curso da infeccdo in vitro por hRSV foi avaliado em ensaio virucida. Para
tanto, nos ensaios virucidas, previamente a infeccao, diferentes MOI's (0.1, 0.5 e 1)
foram incubados por 1 hora a 4 °C com diferentes concentracbes de NETs (0.5-
64ug/ml). As concentracdes testadas para as NETs foram concentracdes sempre
abaixo daquela determinada como CC50 (67ug/ml).

Apos 3-4 dias de cultivo, a viabilidade celular foi determinada pela adicdo do
sal de MTT e o numero de sincicios foi contabilizado por contagem em microscopia
de luz (Figura 12). Também foi analisada microscopicamente, ap6s 3 dias de cultivo,
a morfologia das células e a formagéo ou ndo de sincicios em todos os tratamentos
(Figuras 13, 14 e 15). A queda da viabilidade celular causada pelo efeito citopatico
do virus em células nao tratadas foi considerado como 0% de protecédo celular. Por
outro lado, células ndo infectadas e sem tratamento com NETs foram consideradas
como 100% de protecao celular.

No ensaio virucida realizado com inéculo viral MOI 0.1, as NETs
apresentaram protecdo celular superior a 50% em baixas concentracdes
(CEso~1pg/ml) e protecdo mais efetiva e significativa estatisticamente em
concentragdes maiores (2-8ug/ml). A protegao celular diminuiu com valores elevados
de NET, levando a um maior dano celular e queda da viabilidade (Figura 12A).
Observamos ainda, que nestas concentracdes (2-8ug/ml), houve reducdo de mais
de 50% na formacdo de sincicios (Figura 12B). Esperava-se que concentracoes
maiores apresentassem melhores indices de protecdo celular. Concentracbes

aumentadas de NETs (216ug/ml) reduziram fortemente o numero de sincicios
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(Figura 12B), ao passo que o dano celular também foi agravado, havendo grande
queda da viabilidade (Figura 12A).

Na analise morfologica das células (Figura 13), células n&o infectadas
(controle celular) apresentaram tapete celular confluente, com auséncia de células
mortas e de sincicios. Células infectadas (controle viral) apresentaram morfologia
alongada, reducdo no numero de células e presenca elevada de sincicios. Baixas
concentracbes de NETs (0.5 e 1upg/ml) apresentaram uma alta contagem de
sincicios, mas de tamanho reduzido, sendo dificilmente visualizados nas imagens
apresentadas. Na presenca de concentracdes de NETs que foram efetivas na
protecdo celular (<8ug/ml), observa-se grande diminuicdo do numero de sincicios
em relacdo ao controle viral, mesmo o0s sincicios nestas condicbes apresentando,
um tamanho reduzido e ndo houve grande diminuicdo no namero de células. Nas
concentracbes mais elevadas de NETs (=16ug/ml), apesar de haver uma grande
diminuicdo na contagem do numero de sincicios, observa-se acentuada reducéo no
namero de células e presenca de células ndo aderidas. A formacéo de sincicios teve
sua quantidade reduzida, mas estes apresentaram grande tamanho.

A analise destes dados, juntamente com aqueles apresentados na Figura 11
e pela literatura (Saffarzadeh et. al., 2012; Funchal et al., 2015), nos levam a sugerir
que a presenca simultanea do virus e das NETs na cultura celular, agem de maneira
sinérgica com relacdo ao efeito citotoxico individual de cada um. Esta hipbtese
explicaria, ao menos parcialmente, a redu¢cdo no numero de sincicios como
consequéncia do seu tamanho e da reducdo do numero de células em

concentracoes elevadas de NETSs.

Nos ensaios seguintes, o inoculo viral (MOI) foi aumentado com o intuito de
aprofundarmos o efeito protetor das NETS. Assim, verificamos resultados
semelhantes aqueles obtidos com MOI 0.1 ao testarmos um inoculo 5x maior (MOI
0.5) (Figuras 12C-D). NETs (1-8ug/ml) mantiveram um minimo de 50% de protecao
celular, incluindo reducdo no numero de sincicios e apresentaram CEsp= 1,02.
Concentragdes 216 ug/ml ndo foram consideradas efetivas, uma vez que reduziram
0 numero de sincicios em detrimento da reducdo do namero de células viaveis e do

tamanho dos sincicios formados (Figura 14).
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O aumento do inéculo viral para MOI 1 (10 vezes maior) resultou em reducéo
acentuada dos efeitos anti-hRSV das NETs. Nenhuma das concentragbes de NETs
testadas foi capaz de evitar ou reverter os danos celulares causados pela infeccao
viral, ndo apresentando nenhuma protecdo estatisticamente significativa (Figura
12E). A falta de protecdo celular em MOI 1 pode indicar um efeito virucida limitado
das NETs em situacdes em que a carga viral se encontra elevada. Apesar de néo ter
sido observada protecédo celular de acordo com o ensaio de viabilidade, a contagem
de sincicios nesta condicdo apresentou valores significativos na diminuicdo dos
focos virais, sendo que as concentragdes de 2 e 4ug/ml foram as mais efetivas
nessa reducédo (Figura 12F). Nestas concentracdes podemos observar um leve
aumento da viabilidade celular, mas que nédo foi o suficiente para gerar protecao
significativa. Na analise morfolégica das células (Figura 15), observa-se que em
todas as concentragfes houve reducdo no numero de células e presenca de células
alongadas, além de uma alta quantidade de sincicios, sendo que nas concentracées

elevadas de NETs os sincicios apresentaram tamanho extenso.
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Figura 12. Efeito virucida das NETs sobre o hRSV pela avaliacdo da % de protecéo celular (A, C, E) e
da formacdo do numero de focos virais (B, D, F). O grafico é representativo de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. A curva é o resultado da média dos valores obtidos + desvio
padrdo. Os dados foram analisados com auxilio do software Graphpad Prism 6 e avaliados por
analise de variancia (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni. *p<0.05 quando

comparado com o controle viral.
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Virucida
MOI 0.1

Figura 13. Morfologia de células HEp-2 infectadas por hRSV (MOI 0.1) com diferentes tratamentos de

NETs (0.5-64 pg/ml), avaliada e documentada por microscopio de luz branca em aumentos de 40X.
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MOI 0.5
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Figura 14. Morfologia de células HEp-2 infectadas por hRSV (MOI 0.1) com diferentes tratamentos de

NETSs (0.5-64 pg/ml), avaliada e documentada por microscopio de luz branca em aumentos de 40X.
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Virucida
MOI 1

Figura 15. Morfologia de células HEp-2 infectadas por hRSV (MOI 0.1) com diferentes tratamentos de
NETSs (0.5-64 pg/ml), avaliada e documentada por microscopio de luz branca em aumentos de 40X.
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O conjunto de dados obtidos com os ensaios virucidas indicam acéo anti-
hRSV das NETs com efeito direto sobre as particulas virais, sugerindo que haja
interacao fisica entre o virus e a estrutura de DNA/proteinas. O efeito observado na
reducdo de sincicios nas concentracbes de 2-4 pg/ml, sem aumento da morte
celular, pode indicar alguma interferéncia das NETs na fusdo celular proporcionada
pela proteina viral F, mas sem inibir a replicacdo viral, uma vez que a fusao celular
proporcionada pela proteina F se apresenta como um dos mecanismos efetivos na

disperséo do virus ao longo do tecido celular (Pastey, Crowe e Graham, 1999).

Juntos, nossos resultados demonstram que, em determinadas concentracoes,
as NETs podem minimizar a infeccdo pelo hRSV por apresentar efeitos inibitorios
sobre a particula viral (virucida) levando a diminuicdo da formacao de sincicios e da
morte celular. Além disso, o fato de utilizarmos NETs aquecida a 40 °C (24hs),
parece nao interferir na presenca de atividade anti-hRSV, sendo a atividade
semelhante aquela observada em temperatura fisiologica humana (37 °C). Os
valores de CE50 e IS referentes ao efeito anti-hRSV das NETs podem ser
visualizados na Tabela 1. O efeito virucida das NETs se mostrou fortemente
dependente da carga viral. Cortjens et al. (2015) demonstraram que particulas virais
de hRSV (MOI 0.03-0.4), na presenca de neutréfilos ativados, sao capturadas pelas
NETs prevenindo assim a infeccéo viral de células. Os autores ndo discutem sobre a
presenca de mediadores inflamatorios e antivirais secretados pelos neutréfilos em
estado de ativacdo, ou mesmo fagocitose classica que poderiam auxiliar na reducéo

da infectividade do virus ou do nimero de particulas virais.

Tabela 1. Valores de CE50 e IS das NETs no protocolo virucida

Virucida
MOI .01 MOI 0.5 MOI1
CE50 ~ 1pg/mi 1.02pg/ml -
IS* ~ 67 65.7 -

*IS=CEso/CCso IS =4 promissor
Os beneficios observados quanto a presenca das NETs com relacdo ao virus
hRSV devem ser analisados com cuidado ja& que uma intensa resposta neutrofilica

pode contribuir para a patologia desta infeccdo viral. Durante nossas analises, a
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presenca das NETs (> 16ug/ml), mesmo que em concentracbes menores que a
CC50 (67ug/ml), resultou em maior dano celular quando da presenca do virus.
Sabe-se que o dano tecidual e a disfuncdo do 6rgdo pela ativacdo prolongada e
exagerada dos neutrofilos resulta em complicacdes clinicas de um grande numero
de doencas incluindo as pulmonares e aquelas relacionadas ao hRSV (Cortjens et
al., 2015). A presenca das NETs no tecido pulmonar de individuos infectados pelo
hRSV tem sido apontada como um dos mecanismos imunopatologicos envolvidos na
obstrucdo e dano tecidual das vias aéreas. Estes mecanismos contribuem para a
diminuicdo da capacidade de ventilagdo do individuo, reacdo ao tratamento e
qualidade de vida (Cortjens et al., 2015; Funchal et al., 2015).

Concluimos assim que as NETs possuem efeito anti-hRSV por agir
diretamente sobre a particula viral (efeito virucida). Nessa situacdo nossos dados
sugerem que a acao anti-hRSV das NETs possa estar relacionada com a sua
interacdo junto a proteinas virais importantes na infeccéo/replicacdo/disseminagao
do hRSV. Além disso, a reducao na formacdo de sincicios, observada na presenca
das NETs, pode indicar uma relacdo entre estas moléculas e a proteina F viral,

responsavel pela fusdo celular caracteristica durante a infeccéo pelo hRSV.

Para auxiliar na compreensdo de mecanismos e processos celulares é
necessario entender o modo de interacdo entre macromoléculas (proteinas, acidos
nucleicos) ou entre macromoléculas e ligantes. O conhecimento da identidade das
proteinas, bem como o modo de interagdo delas com uma proteina-alvo possui
importante papel no entendimento de processos fisiopatoldgicos, e ainda contribuem
para o planejamento de novos farmacos e tratamentos (Verli, 2014).

Ferramentas de bioinformatica tem se tornado cada vez mais importantes no
estudo de processos biologicos e interdisciplinares (biologia, biotecnologia e
computacdo) através da geracao, armazenamento e interpretacdo de dados (Verli,
2014). O docking molecular tem sido uma das técnicas mais utilizadas para estudos
in silico, permitindo a predi¢cdo e analise da interagdo entre moléculas complexadas
(Huang, 2015). O docking, ou atracamento molecular, consiste na predicdo da
orientacdo preferencial de uma molécula em relagcéo a outra, quando estas formam
um complexo. A conformagdo e o modo de interacdo entre as moléculas séo

baseados na complementariedade de tamanho, forma, distribuicAo de cargas,
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polaridade, potencial da interagdo e afinidade entre as estruturas, gerando
pontuacdes (scores) e valores de energia que indicam os melhores modelos gerados
(Polanski e Kimmel, 2007).

Neste trabalho, o docking molecular foi utilizado na complementariedade da
investigacdo e interpretacdo dos dados experimentais in vitro. Para tanto, foi
avaliada a interacdo entre algumas proteinas que compdem as NETs (elastase e
histonas) com a proteina F do hRSV, pré e pds-fusdo, pois ambas as conformacdes
se encontram presentes na superficie da particula viral (Liljleroos et al., 2013;
Killikelly, Kanekiyo e Graham, 2016).

A proteina F do hRSV é descrita como fundamental para a infeccao viral
(McLellan et al., 2014; Graham, 2016; Chen et al., 2016), e recentemente foi descrita
pela sua capacidade em estimular a liberacdo das NETs (Funchal et al., 2015). Esta
proteina é altamente conservada entre os grupos antigénicos do virus, permitindo
gue uma possivel acdo antiviral dirigida contra esta proteina seja mais abrangente e
eficaz num futuro tratamento.

Dentre as proteinas componentes das NETs, algumas se destacam por sua
presenca em grande quantidade e/ou acdo microbicida. A molécula de DNA
apresenta alto poder de captura de patégenos em virtude do seu tamanho e
caracteristicas fisico-quimicas. Tal efeito € aumentado e melhorado pela presenca
de varias proteinas como elastase e histonas. As histonas sdo as proteinas em
maior abundancia presentes nas NETs e juntamente com a elastase regulam a
formacao das NETSs, exercendo posteriormente papel microbicida (Brinkmann et al.,
2004; Borregaard, 2010; Hirsch, 1958; Papayannopoulos et al., 2010).

O banco de dados Protein Data Bank foi utilizado na busca por estruturas de
cristalografia referentes a proteina de fusdo F do hRSV. Foram encontradas mais de
20, todas complexadas com algum anticorpo ou inibidores em sitios de ligacdo. As
estruturas PDB ID 4JHW (pré-fusdo) e PDB 3RRR (pds-fusdo), embora néo
completas, apresentaram maior nimero de aminoacidos e menor numero de
alteracbes em sua estrutura. A regido ausente compreende a regido
transmembranica viral (aminoacidos 530 — 550) e a regido citoplasmatica (551-574).
Assumimos que tais regibes, por ndo estarem disponiveis no meio extracelular e,

portanto ndo disponiveis para interacdes, ndo seriam primordiais em nosso estudo.
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A proteina F atua em sua forma trimérica e para tanto, o trimero no estado de
pré-fusdo foi gerado através do servidor Symmdock, a partir da estrutura
monomerica obtida no PDB. O servidor gerou 100 estruturas e o modelo escolhido
foi aquele que apresentou maior score, 13186 (pontuagéo utilizada para indicar os
melhores complexos gerados) e a também a maior area de contato entre os
dominios de oligomerizagdo. A topologia do trimero foi compativel com aquela
observada na literatura (McLellan et al., 2013) (Figura 16A).
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Figura 16. (A) Trimero da proteina F (pré-fuséo) gerado pelo servidor Symmdock, (B) trimero da
proteina F (pés-fusdo), PDB ID 3RRR, (C) elastase neurofiica humana, PDB ID 3Q76, (D)
nucleossomo complexado com DNA, PDB ID 3AFA e (E) Motavizumab complexado com a regido do
sitio A da proteina F, PDB ID 3IXT.

As estruturas escolhidas para Proteina F (pés-fusédo) (PDB ID 3RRR),
elastase (PDB ID 3Q76) e histona (PDB ID 3AFA) seguiram 0S mesmos critérios,
sendo que estas proteinas possuem estruturas completas no banco de dados
(Figuras 16B-D). As histonas foram obtidas na forma de nucleossomo, contendo
todas as histonas em complexo com o DNA, assim como ocorre nas NETs (Wang et
al., 2009). Além disso, a estrutura do anticorpo Motavizumab (PDB ID 3IXT), de
interacdo ja conhecida com a proteina F, foi obtida para servir de comparagdo com
outros complexos gerados (Figura 16E). O anticorpo Motavizumab interage com o
sitio A (sitio Il) da proteina F que neutraliza a fusdo do virus com a célula (McLellan
et al.,, 2010). A figura 16E mostra a interacdo desse complexo obtido por
cristalografia (PDB ID 3IXT).

A analise teste do docking molecular, utilizando o refinamento de dados pelo
FireDock apds busca de conformacéo pelo PatchDock, entre o Motavizumab e o
trimero da proteina F, resultou em interacdo do anticorpo no sitio A da proteina F,
como descrito na literatura, em ambas as conformacgdes (Figura 17 e 18). Quanto
menor a energia de ligacdo de um complexo, mais estavel sua interacdo. A energia
obtida nas interacdes foi de -11.31 kcal/mol, na conformacédo pré-fusédo, e de -29.4
kcal/mol na conformacédo pés-fusdo. O modelo gerado pelo refinamento dos dados
apontou o melhor complexo gerado com um alto score (14170), conformacéo pré-
fuséo, e score (15372), conformacédo pos-fusdo. Uma area extensa de superficie de
contato foi obtida entre as duas proteinas, sendo de 2045.70 A (pré-fusdo) e
2052.80 A (p6s-fuséo).
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(A)

(B)

Figura 17. (A) Modelo da interacdo entre a proteina F (pré-fusdo) e Motavizumab, gerado pelo

servidor PatchDock. A regido de interacéo (roxo) ocorre no sitio A da proteina F. Modelo de superficie
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onde é possivel ver o complexo formado pelas duas proteinas. (B) Distancias (A) entre as regides de

interacdo entre a proteina F e Motavizumab, mensuradas pelo visualizador PyMol.
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Figura. 18. (A) Modelo da interagdo entre a proteina F (pos-fusédo) e Motavizumab, gerado pelo
servidor PatchDock. A regido de interacao (roxo) ocorre no sitio A da proteina F. Modelo de superficie
onde é possivel ver o complexo formado pelas duas proteinas. (B) Distancias (A) entre as regides de

interacdo entre a proteina F e Motavizumab, mensuradas pelo visualizador PyMol.

Proteina F e elastase foram analisadas via busca de conformacfes pelo
PatchDock e com posterior refinamento de dados pelo FireDock, analisando sua
energia de ligacdo. Os melhores modelos dos complexos gerados pelo docking
daquelas moléculas demonstram que existe uma provavel interacdo entre proteina
F, em ambas as conformac0fes, e elastase, com energia de -34.08 kcal/mol, para
pré-fusdo, e de -36.01 kcal/mol, para pés-fus@o. A energia obtida € trés vezes maior
do que a interacdo do complexo proteina-Motavizumab, na pré-fusdo, e também
maior do que a interacdo proteina-Motavizumab, na pds-fusdo, demonstrando alta
estabilidade do complexo gerado. Os scores (16330) e (15152), pré e pés—fuséo
respectivamente, dos modelos gerados também foram superiores, indicando grande
probabilidade dos complexos formados serem viaveis. A area de superficie de
contato foi de 2051.00A, pré-fusdo, e de 2220.10 A poés-fusdo (Figura 19A-C).
Apesar dos complexos em ambas as conformacfes terem resultados com valores
similares, os sitios de interacdo obtidos foram em diferentes regifes. A regido de
interacdo, apontada pelo docking, da elastase com a proteina F pré-fusao se localiza
muito proxima do sitio A (1) (sitio de interacdo para o Motavizumab), e do sitio C (IV
e V) (sitios de interacdo com o anticorpo 101F), indicando que o complexo gerado
pode resultar em inibicdo da particula viral e contribuir na acao antiviral das NETs. A
interacdo da elastase com a proteina F pos-fusédo se localiza no sitio | da proteina
viral, um sitio de interacado conhecido por se ligar ao anticorpo 131-2a, mas que gera
uma fraca neutralizacdo da atividade viral e preferencialmente no estado de pdés-
fuséo (Killikelly, Kanekiyo e Graham, 2016).

A neutralizacdo da proteina F pelo sitio A e pelo sitio C, leva a inibicdo da
atividade de fusdo do virus com a célula do hospedeiro, ao passo que a
neutralizagdo da proteina F pelo sitio | leva a inativacdo de fusédo célula-célula em
células infectadas. Todas as interagdes, nos sitios A, C e |, foram similarmente
préximas e estaveis, de acordo com os valores gerados pelo docking. Se a elastase

realmente age nesses sitios, ela poderia ser uma das responsaveis pela protecédo
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celular observada nos ensaios virucida ao inibir a formacdo de sincicios e a
disseminacgdo do virus. A elastase ndo é uma das proteinas de maior quantidade
nas NETs, apesar de estar dentre aquelas com maior potencial citotoxico
(Papayannopoulos et al., 2010; Weinrauch et al., 2002). A presenca aumentada de
NETs no tecido e consequentemente de elastase poderia auxiliar na reducéo da
carga viral e na formacao dos sincicios, mas isso também poderia implicar em maior

dano celular.
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Figura 19. (A) Modelo da interacdo entre a proteina F pré-fusdo e a elastase, gerado pelo servidor
PatchDock. As regibes de interacdo (roxo) (vermelho) ocorrem nos sitos A e C da
proteina F, respectivamente. (B) Modelo de superficie onde é possivel ver o complexo formado pelas
duas proteinas. (C) Distancia entre as regides de interacdo entre a proteina F e a elastase, gerado

pelo servidor PatchDock.
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Figura 20. (A) Modelo da interagdo entre a proteina F pds-fuséo e a elastase, gerado pelo servidor
PatchDock. A regides de interacdo (laranja) ocorre no sitio | da proteina F.. (B) Modelo de superficie
onde é possivel ver o complexo formado pelas duas proteinas. (C) Distancia entre as regides de
interacao entre a proteina F e a elastase, gerado pelo servidor PatchDock. (D) Modelo de sticks onde

é possivel ver a interacdo entre a elastase e o sitio | da proteina F.

O docking molecular entre as histonas e a proteina F pré-fusdo também gerou
resultados promissores, com uma energia de -27.68 kcal/mol para o melhor modelo
do rank (score 10116), e uma area de interacdo de 1226.50 A, indicando que possa
existir uma Otima interacdo entre estas proteinas (Figura 21A-C). A interacdo entre
histonas e proteina F pos-fusdo resultou em uma energia de -17.01 kcal/mol para o
melhor modelo do rank (score 9426), e uma area de interacdo de 1715.20 A. A
menor energia observada nesta interacdo indica uma maior estabilidade do
complexo histonas-proteina F na conformacdo pré-fusdo, sugerindo uma melhor
acao das histonas sob o virus nessa situagao.

A presenca do DNA mais fortemente complexado as histonas do que as
outras proteinas das NETs (devido a estrutura do nucleossomo), poderia favorecer a
interacdo das histonas com a proteina F devido a grande concentracdo de carga
negativa do DNA, facilitando a interacdo e estabilizacdo entre essas estruturas. A
regido mais proxima de interacdo do complexo nucleossomo-proteina F pré-fusao
ocorreu em uma regido de glicosilacdo (n500) da proteina F, indicada na literatura
como a regido de glicosilacdo de maior importancia para a acdo de fusdo do virus
(Zimmer, Trotz, Herrler, 2001). Quando esta regido é mutada, a atividade de fuséo
do virus, assim como a formacgdo de sincicios cai em aproximadamente 90%
(Zimmer, Trotz, Herrler, 2001). A interacdo do complexo nucleossomo-proteina F
pos-fusdo ocorreu no sitio C, assim como na interacdo com elastase.

As histonas sdo as proteinas mais abundantes encontradas nas NETS.
Associadas a uma complexa e extensa rede de DNA, as histonas contribuiriam na
captura dos virions e na criagdo de barreiras fisicas que impediriam a interacdo da
proteina F com a membrana plasmatica da célula. Portanto, a exemplo do complexo
elastase-proteina F, a interacdo das histonas na regido n500 e no sitio C,
juntamente com o DNA, poderia resultar em acao antiviral das NETs por interferir em

fases iniciais do ciclo viral (adesaol/internalizacdo) ou mesmo na formacéo de
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sincicios. Os valores e sitios resultantes das interagdes entre proteinas das NETs e
proteina viral podem ser visualizados na Tabela 2.

(B)

(©)
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Figura 21. (A) Modelo de interagdo entre a proteina F pré-fusdo e o nucleossomo, gerado pelo
servidor PatchDock. A regido de interacdo (vermelho) ocorre na regido de glicosilagdo n500 da
proteina F. (B) Modelo de superficie onde é possivel ver o complexo formado pelas proteinas. (C)

Medida da regido de interacdo entre a proteina F e 0 nucleossomo, gerado pelo servidor PatchDock.
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Figura 22. (A) Modelo de interagdo entre a proteina F pds-fusédo e o nucleossomo, gerado pelo
servidor PatchDock. A regido de interacdo (vermelho) ocorre no sitio C da proteina F. (B) Modelo de
superficie onde é possivel ver o complexo formado pelas proteinas. (C) Medida da regido de

interacdo entre a proteina F e o nucleossomo, gerado pelo servidor PatchDock.

Tabela 2. Valores e sitios de interagdo entre proteina F (pré e pés-fusédo) e proteinas
das NETSs.

Pré-fuséo P6s-fuséo
Motavizumab  Elastase Histona Motavizumab Elastase Histona
Sitio de interacéo Sitio Al Sitio A N500 Sitio A Sitio | Sitio C
Sitio C
Energia de ligacédo -11.31 -34.08 -27.68 -29.4 -36.01 -17.01
Score 14170 16330 10116 15372 15152 9426
Superficie de contato 2045.70 2051.00 1226.50 2052.80 2220.10 1715.20

Nossos resultados, associados aqueles da literatura, sugerem que as vias
aéreas de individuos infectados pelo virus hRSV, encontram-se obstruidas por uma
grande quantidade de NETs (Cortjens et al., 2015), as quais foram estimuladas pelo
préprio virus, bem como sua proteina F (Funchal et al., 2015). A presenca das NETs
nas vias aéreas resulta em um delicado equilibrio entre beneficios e prejuizos ao
processo infeccioso em curso. Concentracdes elevadas de NETs resultam em dano
tecidual, ao passo que a presenca reduzida delas pode promover a inibicdo da
infeccdo pelo hRSV através da interacéo da proteina F viral com proteinas das NETs
(elastase e histonas). Estas interacdes bloqueariam as fun¢bes da proteina F viral,
afetando assim etapas iniciais do ciclo viral, como adesédo e internalizagdo, bem
como na disseminacao viral por inibir a fusdo célula-célula, e, consequentemente, a

formacao de sincicios.
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5. Conclusdes

Em resumo, a conclusédo geral do trabalho € que em concentracdes baixas
as NETs possuem uma promissora atividade anti-hRSV por agir em protocolo
virucida, reduzindo o dano celular e a formacéo de sincicios causada pelo virus. As
interagcBes entre proteina F do virus e algumas proteinas encontradas nas NETs
podem ser, a0 menos parcialmente, responsaveis por tais efeitos.

Pontualmente, nossas conclusdes foram:

a) As NETs geradas sob o estimulo de PMA apresentam perfil eletroforético
de proteina e acido nucléico compativeis com as NETSs classicas;

b) As NETs apresentaram efeito citotoxico sobre células Hep-2 assumindo
valor de CCso> 67 pg/ml;

c) O ensaio virucida resultou em um alto valor para o indice de seletividade =
66; e,

d) As analises de docking molecular indicaram fortemente a formacédo de
complexos estaveis entre elastase-proteina F e histonas-proteina-F, em

ambos os estados da proteina viral.
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Anexo A

Coloracao para gel de poliacrilamida por nitrato de prata

12 solucao:

40 mL de metanol

9,6 mL de &cido acético (obs.: glacial — mais puro e sempre adicionar o acido acético
na agua, e ndo o contrario)

30,4 mL de 4gua destilada

40 pL de formol (colocar sé na hora do uso) formaldeido 37%

Tempo: 10 minutos ou overnight (colocar na mesa agitadora)

Lavar 3x com agua destilada (por 1 minuto cada lavagem e mexer)

22 solucao:

100 mL de etanol

100 mL de agua destilada

Dividir esta solucdo em 3 para lavar 3x de 10 minutos cada (colocar na mesa
agitadora.

Lavar 3x com agua destilada.

3?2 solucdo:

100 mL de agua destilada

0,039 de tissulfito de sédio

Tempo: 10 minutos (colocar na mesa agitadora).

Lavar 3x com agua destilada.

42 solucéo:

100 mL de agua destilada

0,29 de nitrato de prata (AgNO3 — colocar s6 na hora do uso)
70 uL de formol (colocar sé na hora do uso)

Tempo: 10 minutos (colocar na mesa agitadora).

Lavar 3x com agua destilada.
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5° solugao:

100 mL de agua destilada

69 de carbonato de sédio (Na2CO3)

50 uL de formol (colocar s6é na hora do uso)

Tempo: revelagdo, assim que aparecerem as bandas, lavar o gel 3x com &agua

destilada (rapidamente para ndo borrar as bandas).

62 solucdo:

40 mL de metanol

9,6 mL de &cido acético

30,4 mL de 4gua destilada

Tempo: 5 minutos

Esta solucao serve para bloguear a reacéo

Obs.: o0 gel pode ser guardado nessa solucao na geladeira

72 solucéo:

50 mL de metanol

50 mL de 4gua destilada

Tempo: 5 minutos para fixar e corar

Colocar 4gua destilada e agitar para reidratar o gel por 5 a 10 minutos. 611
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Anexo B

Protocolo para eletroforese em gel de agarose

Preparacado do gel de agarose

Gel de Agarose a 1.5%

Agarose — 0,759

TBE 1X g.s.p. — 50ml

Aquecer a mistura até que esta figue homogénea. Deixar esfriar e verté-la na placa

onde 619 o gel ira polimerizar.

Preparacdo do gel de agarose para a aplicacdo das amostras

1. Apos a preparacgdo do gel, colocd-lo em uma cuba e adicionar o tampéo TBE até
cobrir totalmente o gel e os eletrodos.

2. Proceder a preparacéo das amostras para a aplicacdo no gel:

3. Ao término, fechar a cuba e conecta-la na fonte.

4. Ajustar a voltagem para 100V e observar a corrida.

5. Observar o DNA na luz ultravioleta.
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Versdo preliminar do manuscrito seguindo as instrucbes da Revista BMC

Microbiology.
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RESUMO

Introducdo: O Virus Sincicial Respiratério humano (hRSV) € um dos principais
agentes etioldgicos das doencas do trato respiratério inferior, sendo responsavel pela
internacdo hospitalar de criancas e idosos. Até o momento, 0s tratamentos sdo apenas
paliativos e ndo ha vacina disponivel. As vias aéreas de pacientes infectados com hRSV
apresentam intenso infiltrado de neutréfilos, responsaveis pela liberacdo das Neutrophil
extracelular traps (NETs). As NETs séo estruturas extracelulares compostas por DNA
associado a proteinas intracelulares que sao eficientes na captura e eliminagéo de diversos
microrganismos, incluindo alguns virus. O hRSV induz a liberagdo das NETs no tecido
pulmonar de individuos infectados, mas as consequéncias fisiopatologicas desse evento
ainda nao foram elucidadas. O objetivo deste estudo foi investigar através de ensaios in vitro
e in silico o impacto das NETs na infeccdo por hRSV. Resultados: NETs, geradas por
neutréfilos estimulados com phorbol myristate acetate (PMA), apresentaram longos
fragmentos de DNA e perfil eletroforético sugestivo da presenca de proteinas classicamente
associadas as NETs (elastase, catepsina G, mieloperoxidase e histonas). A presenca das
NETs (> 2 pug/ml) em cultura de células Hep-2 apresentou citotoxicidade celular menor que
50%. A prévia incubacédo (1h) das particulas virais (MOls 0.1, 0.5 e 1.0) com as NETs (2-32
pg/ml) resultou em protecdo celular da morte induzida pelo virus em células Hep-2.
Paralelamente, houve reducao na formacao de sincicios que esta relacionada a uma menor
disseminacdo viral pelo tecido infectado. Resultados de ensaios de interacdo in silico
demonstraram alta energia de ligag&o entre as proteinas elastase e histonas das NETs com
a proteina F do envelope viral do hRSV. As interacBes ocorreram em sitios importantes para
a neutralizacdo e coordenacdo do processo de infeccao/replicacdo do hRSV. Concluséo:
Nossos resultados mostram que a presenca das NETs diminui os danos celulares induzidos
pelo hRSV, possivelmente por uma acdo direta na captura de particulas virais e/ou na
interferéncia da atividade de fuséo da proteina F.

Palavras-chave: Redes Extracelulares dos Neutrofilos, Virus Sincicial Respiratorio,

Docking Molecular
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INTRODUCAO

O virus sincicial respiratério humano (hRSV) € um dos principais agentes etiolégicos
de infeccdes do trato respiratério inferior em recém-nascidos, criancas e idosos, podendo
causar bronquiolite, bronquite, pneumonia e infec¢cdes pulmonares obstrutivas crénicas [1,
2]. Dentre as medidas de prevencao disponiveis atualmente estd a administracdo do
anticorpo Palivizumab. No entanto, o custo da administracdo desta droga € muito elevado e
ela vem sendo usada apenas na imuniza¢do de criancas de alto risco [3, 4].

Células epiteliais das vias aéreas infectadas in vitro com hRSV, produzem citocinas e
quimiocinas pro-inflamatérias que promovem a ativacdo e o recrutamento de células do
sistema imune [5], causando transmigracdo elevada de neutrofilos para o local [6, 7].
Neutréfilos sdo encontrados nas vias aéreas de pacientes infectados por hRSV que
desenvolveram doenca pulmonar [8, 9]. Devido intensa replicagéo viral e influxo leucocitario,
as vias respiratérias podem ser bloqueadas pela produgdo excessiva de muco, edema e
debris celulares [10], piorando o estado clinico do paciente.

Neutrofilos presentes no sitio de infecgéo liberam as NETs (neutrophil extracellular
traps) que sdo compostas por DNA associado a proteinas intracelulares (granulares,
nucleares e citoplasmaéticas), tais como elastase, histonas e mieloperoxidase. As NETs
possuem acdo microbicida na captura e/ou morte de diversos patégenos [11], incluindo
alguns virus [12, 13]. Embora a ac¢do microbicida das NETs tenha sido descrita para
diversos patégenos, o seu papel benéfico tem sido questionado em diversas doencas
humanas infecciosas e néo infecciosas. A presenca excessiva das NETs pode causar
danos teciduais e acelerar a progressdo de algumas doencas, incluindo doencas
pulmonares [14].

O papel dos neutrofilos nas infecgdes por hRSV ainda nédo foi elucidado. As vias
aéreas de pacientes com hRSV apresentam acumulo de muco rico em DNA [15]. Foi
demonstrado que a proteina F do hRSV é capaz de induzir a liberagcdo das NETs [16]. A
proteina F é responsavel por mediar a fusdo do envelope viral a membrana citoplasmatica,
permitindo assim a infeccdo, e a fusdo de células infectadas com células adjacentes,
levando a formacdo de sincicios, células gigantes multinucleadas, uma caracteristica
citopéatica do hRSV [17].

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o papel das NETs durante a infeccdo in
vitro por hRSV. Ensaios in silico analisaram possiveis interac6es de componentes das NETs
(elastase e histonas) com a proteina F. Em resumo, as NETs apresentaram efeito citotdxico
em menos de 50% das células. A incubacdo das NETs com o virus reduziu o dano celular
induzido pela infeccao viral associada a diminuicdo no nimero de sincicios formados. As

interacBes obtidas in silico demonstram alta energia de ligacao entre as proteinas elastase e
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histonas com a proteina F-hRSV em sitios importantes para a neutralizacdo da
infec¢@o/replicacdo do virus. Os dados obtidos indicam que as NETs podem ter uma agéo
direta na captura de particulas virais do hRSV e/ou na interferéncia da atividade da proteina
F de fusdo.

METODOS

Cultura Celular

Células HEp-2 (carcinoma de orofaringe, permissivas a infeccdo e replicacdo do
virus hRSV) [21], obtidas a partir do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), foram
cultivadas em garrafas de cultura de 75 cm? (Corning Glass Works, Nova York, NY, USA)
incubadas em estufa umedecida (37 °C, 5% de CO,) e meio de cultura DMEM F12 (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Cultilab,
Campinas, SP, Brasil) e acrescido de antibidticos e antimicéticos (Gibco, Life Technologies,
Gaithersburg, MD, USA).

Estoque viral

O virus hRSV, cepa Long, cedido pelo Prof. Dr. Eurico de Arruda Neto (Professor
Livre-docente de Virologia, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP) foi inoculado
em culturas de células HEp-2. Os estoques virais foram preparados em meio de cultivo
DMEM F12 incompleto (ndo acrescido de SFB). Ap6s a coleta do estoque viral, as aliquotas
foram congeladas em DMEM F12 acrescido de trealose 10% e mantidas em freezer a -80°C
até o momento do uso [21]. O titulo viral foi estabelecido pelo método de formacéo de placas
de lise [22] e confirmado pelo ensaio de TCDI50 [23].

Purificacdo e estimulacao de neutréfilos humanos para geracdo das NETs

Neutréfilos humanos foram isolados e estimulados de acordo com a metodologia
descrita por Brinkmann et.al., 2010 [24], com modificagBes [25, 26]. Sangue periférico de
voluntérios declarados sadios foi coletado na presenca de heparina sodica e separado por
Histopaque 1077 e 1119 (Sigma). O sedimento de células foi ressuspenso em DMEM F12
sem FBS e contagem global de células foi realizada em camara de Neubauer (Neubauer
Improved Bright-Line, Loptik Labor, Germany). Os neutréfilos foram entdo estimulados por
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA — Sigma) (50 nM) diluido em DMEM F12 sem FBS. A
auséncia de FBS se faz necessaria em virtude da presenca de DNAse em sua composic¢ao,
as quais poderiam degradar as NETs [27]. Ap6s incubacdo em estufa umidificada (3 horas,

37 °C, 5% de CO,) o sobrenadante foi descartado e as NETs foram coletadas e incubadas

95



em banho-maria a 40 °C por 24 horas. As amostras foram aliquotadas e armazenadas em
freezer -25 °C. Para quantificacdo do DNA presente nas amostras foi utilizado o fluorimetro
Qubit 2.0 (Invitrogen, Inc, Grand Island, NY, USA) através do kit PicoGreen® dsDNA Assay
Kit (Invitrogen).

Visualizacdo das NETs por microscopia de fluorescéncia

Neutrofilos isolados foram adicionados em placa de 24 pocos (2x10°/poco) contendo
laminulas tratadas com poli-L-lisina 0.01% (Sigma). As células foram estimuladas com PMA
(50 nM) por 3h em estufa umidificada (37 °C, 5% de CO,). Células ndo estimuladas foram
usadas como controle negativo da producdo das NETs. As laminulas foram montadas em
ProLong Gold contendo DAPI (Invitrogen). Vinte e quatro horas depois, as amostras foram
entdo submetidas a captura de imagens em microscopio invertido de fluorescéncia Nikon

Eclipse Ti acoplado em camera digital Nikon Sight.

Eletroforese em gel de poliacrilamida

Para analise do perfil eletroforético proteico, aliquotas de NETs (12.5-50 ug/ml),
diluidas em tampéao de amostra Laemmli (Sigma), foram aplicadas em gel de poliacrilamida
12% e 20%, preparados de acordo com o protocolo de Green e Sambrook, 2012 [28].
Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad Laboratories, Inc, 205 CA, USA) foi
usado como controle do peso molecular. Ao final da corrida os géis foram corados com

Nitrato de Prata.

Eletroforese em gel de agarose

Para andlise do perfil eletroforético de DNA, aliquotas de NETs foram centrifugadas a
10,000 rpm por 10 minutos e submetidas a eletroforese em gel de agarose 1.5%. DNA
ladder de 1kb foi usado como padrdao de peso molecular (Kasvi, Curitiba, PR, Brasil). O gel
foi corado com GelRed (1:10,000) (Biotium, Hayward, CA, USA) e as imagens foram

visualizadas e capturadas em transiluminador de ultravioleta com fotodocumentador.

Avaliacdo enzimatica da mieloperoxidase

Em uma placa de 96 pocos foram adicionadas em triplicata 50 pl/pogo de NETs (27
pug/ml) que tenham sido incubadas em banho-maria por 24 horas a 40 °C. NETs néo
incubadas em banho-maria e denominadas NETs fresca também foram testadas. Meio de
cultura, livre de células, foi usado como controle negativo da reacdo. Cada pocgo recebeu
100 pL de substrato 3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB, Wiener lab, Roséario, SF, Argentina).
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Apo6s 1 hora de incubagéo (37 °C, 5% de CO,), a reacao foi paralisada com solucao de acido
sulfarico 1N. A absorbancia da solucdo foi mensurada em aparelho de espectrofotometria
(Multiskan™ FC Microplate Photometer) a 405 nm. Os valores das absorbancias foram
convertidos em porcentagem da atividade de mieloperoxidase, assumindo como 100% de
atividade os valores de absorbancia apresentados pela solucdo de NETs nao incubada a 40
°C (NETs frescas). As NETSs frescas foram coletadas imediatamente apds 3h de estimulo
por PMA e incubadas com 500mU/ml de micrococcal nuclease (Worthington Biochemical,
Lakewood, NJ, USA) por 10min a 37 °C. As NETSs frescas foram quantificadas apés adicédo
de EDTA (5mM) para que a digestdo fosse finalizada [29]. Foram incluidas no ensaio,

amostras de NETs incubadas em banho-maria por 24 horas a 37 °C.

Determinacgéo da citotoxicidade celular

Células HEp-2 na presenca de meio de cultivo DMEM F12 acrescido com SFB 10%
foram plagueadas em placa de 96 pocos e incubadas por 24 horas para que atingissem
confluéncia =2 80%. O meio de cultura foi substituido por diferentes concentracdes de NETsS
(0-67 pg/ml) diluidas em DMEM F12 livre de FBS. A cultura foi mantida por 4 dias em estufa
umidificada (37 °C, 5% de CO,). A viabilidade das células HEp-2 foi avaliada no quarto dia
através do ensaio colorimétrico utilizando sais de MTT [1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-
diphenylformazan, Thiazolyl blue formazan] seguindo as recomendagbes do fabricante
(Sigma). A absorbéancia da solugéo foi lida (560 nm) em aparelho de espectrofotometria
(Multiskan™ FC Microplate Photometer) e os valores foram convertidos em porcentagem de
células. Os valores das absorbancias foram convertidos em porcentagem de células viaveis

assumindo o controle celular cultivado na auséncia das NETs como 100% de viabilidade.

Infeccdo por hRSV in vitro

Células HEp-2 foram plaqueadas em placas de 96 pocos (5x10%/poco) e mantidas
por 24 horas em meio de cultivo DMEM F12 acrescido com FBS 10%. O ensaio foi realizado
como descrito por Petricevich e Mendonca, 2003 [30], com algumas modificacdes. As
suspensdes de hRSV, (0.1, 0.5 e 1 MOI; Multiplicity of infection), foram incubadas (1h, 4 °C)
na presenca de diferentes concentracdes de NETs (0-64 pg/ml). Ao final da incubacéo, o
meio de cultura dos pocos foi substituido pelas aliquotas virais tratadas ou ndo com as
NETs para nova incubagdo (2 horas, 37 °C). O in6culo viral foi entdo descartado e pogos
foram incubados por 4 dias em estufa umidificada (37 °C e 5% de CO,) na presenca de
DMEM F12 livre de soro. A viabilidade celular foi avaliada no quarto dia através de ensaio
colorimétrico utilizando sais de MTT (como descrito acima), e a leitura de absorbéancia foi

realizada em aparelho de espectrofotometria a 560 nm. Os ensaios incluiram grupos
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controle de células néo tratadas e ndo infectadas (controle celular) e um outro grupo de
células ndo tratadas e infectadas com o virus (controle viral). Os valores das absorbancias
foram convertidos em porcentagem de células viaveis assumindo o controle celular como
100% de viabilidade. A porcentagem de protecdo obtida em cada tratamento foi calculada

Ccomo se segue:

Equacéo (1) Protegao Celular = DOar »100

CC100

Onde:

DO ¢é a densidade 6ptica ap6s leitura do sal de MTT em 560 nm;

DO,r é a densidade Optica obtida para cada uma das amostras-teste - DOccy
(densidade éptica do controle viral) e

DOcci00 € DOcc — DOcy (densidade 6ptica do controle celular — densidade 6tpica do

controle viral).

Anélise Estatistica

Os dados experimentais foram processados com o auxilio dos softwares Microsoft
Excel e Graphpad Prism 6 e avaliados por andlise de variancia (one-way ANOVA), seguida
pelo teste de Bonferroni. Foi considerado um nivel de significAncia de p < 0.05. As

repeticbes de cada experimento estdo indicadas em cada figura respectiva.

Docking molecular

Estruturas tridimensionais de elastase neutrofilica (PDB ID 3Q76), histonas

(nucleossomo) (PDB ID 3AFA), anticorpo motavizumab (PDB ID 3IXT) e proteina F pré-
fusdo (PDB ID 4JHW) e po6s-fusdo (PDB ID 3RRR) foram obtidas no banco de dados Protein

Data Bank. Os procedimentos de docking molecular foram realizados pela plataforma online

PatchDock [31] e o dados gerados foram refinados pelo servidor online FireDock [32, 33].
Os parametros para os dockings foram mantidos padréo, com um valor de RMSD = 4. Os
complexos e os dados obtidos foram analisados com o auxilio do software de interface

grafica PyMOL, assim como as imagens geradas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Geracao das NETs por neutréfilos estimulados por PMA

As NETs geradas sob o estimulo de PMA (50 nM; 3h) foram avaliadas
morfologicamente por microscopia de fluorescéncia, e quanto ao seu perfil eletroforético, em
géis de agarose e de poliacrilamida. Neutrofilos ndo estimulados ndo apresentaram
liberacdo de NETS, enquanto que neutrofilos estimulados com PMA apresentaram estruturas
extracelulares coradas por DAPI, um intercalante fluorescente de DNA (Figura 1). O DNA
presente nas NETs é descondensado, integro e possui predominancia de carga negativa,
podendo aprisionar patdogenos e impedir sua disseminacdo [34]. A andlise do perfil
eletroforético de DNA em gel de agarose, revelou a presenca de fragmentos longos e
homogéneos de DNA, maiores que 10,000 pares de base (Figura 2A). Dentre as proteinas
descritas como componentes das NETs podemos citar as histonas, elastase,
mieloperoxidade, dentre outras [25, 35]. O conteddo protéico das NETs geradas neste
estudo foi analisado em géis de poliacrilamida de 12% e 20% (Figura 2B e C). A coloracdo
com nitrato de prata do gel 12% destacou a presenca de 3 proteinas com pesos moleculares
de aproximadamente 75, 50 e 30 kDa. Com base na composicdo protéica das NETs e no
peso molecular apresentado pelas bandas no gel, podemos sugerir que elas correspondam
a elastase (28.5 kDa), catepsina G (28.8 kDa) e mieloperoxidase (73.8-87.2 kDa) (Figura
2B). O aumento na concentracdo de acrilamida no gel proporcionou a observagdo de
bandas com peso molecular de aproximadamente 15 kDa, 0 que sugere que essas
proteinas possam ser histonas (11-15 kDa) (Figura 2C). Estes resultados demonstraram
que, em nossas maos, as estruturas liberadas pelos neutréfilos, estimulados por PMA,
apresentaram morfologia e conteddo (DNA e proteinas) compativeis com aqueles ja
descritos na literatura. Tais parametros foram de suma importancia para a execucdo dos

proximos ensaios.

NETs aquecidas a 40 °C mantém sua atividade em relacdo a temperatura
fisiolégica humana

Apos a coleta do sobrenadante rico em NETSs foi possivel observar a presenca de
grandes aglomerados de material esbranquicado, semelhante a algodao, que foram
visualmente identificados como DNA. Para que este material fosse dissolvido sem o uso de
DNAase, o0 mesmo foi mantido por 24h em banho-maria a 40 °C. O uso de DNAse resultaria
na obtencdo de fragmentos menores de DNA, podendo interferir na captura do virus pelas
NETs [36]. A atividade enzimatica da proteina mieloperoxidase foi monitorada como forma
de avaliar se 0 aquecimento das amostras a 40 °C prejudicaria a funcao bioldgica das NETS.

NETs frescas foram assumidas como 100% da atividade enzimatica de mieloperoxidase
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(Figura 3). A incubacéo das NETs em banho-maria por 24 horas a 37 ou 40 °C resultou uma
queda na atividade enzimética de 43.76% e 45.36%, respectivamente. N&ao houve diferenca
estatistica significativa entre a atividade enzimética das NETs aquecidas a 37 ou 40 °C. Este
resultado teve uma grande relevancia biol6gica tendo por base a temperatura fisiol6gica
humana de 37 °C. Dentre os principais componentes das NETSs, s histonas comecam a
apresentar mudancgas na sua estrutura a partir de aproximadamente 65 °C [37], a elastase
comeca a sofrer desnaturacédo a partir de 59 °C [38], enquanto que a mieloperoxidase é uma
enzima que possui estabilidade estrutural em temperaturas de até 80 °C [39], De acordo
com Wallace et al. [40] o DNA possui uma melting temperature (Tm), temperatura a qual
metade da sequéncia de bases esta desnaturada, de 76,2 °C, comegando a sofrer
desnaturagé@o por volta de 70 °C [41]. Estes dados demonstram que 0 aquecimento das
amostras a 40 °C néo é prejudicial para o efeito biolégico das NETs e, consequentemente,

nao afetara a analise dos resultados aqui apresentados.

Citotoxicidade celular das NETs em células HEp-2

Antes que o efeito das NETs pudesse ser avaliado durante a infecgdo de células
Hep-2 pelo hRSV, foi necesséario investigar seu efeito citotoxico sobre estas células.
Diferentes concentracdes de NETs (0.06 — 67 pg/ml) foram incubadas com células HEp-2
(5x10% e a viabilidade destas células foi avaliada ap6s 4 dias de cultivo em meio DMEM-F12
livre de FBS (Figura 4). Células ndo incubadas com as NETs foram assumidas como 100%
de viabilidade. As NETs demonstraram efeito citotoxico de maneira dose-dependente, assim
como demonstrado por Saffarzadeh et al., 2012 [26], e causaram morte celular
estatisticamente significativa em concentragbes = 2 ug/ml, ocasionando até 32% de morte
celular em comparagédo ao controle. Nenhuma das concentragdes testadas resultou em
morte superior a 50% das células, nem mesmo a maior concentracdo de 67 pg/ml.
Saffarzadeh et al., 2012 analisaram a influéncia das NETs em células epiteliais (MLE-12 e
AT-1l) e endoteliais (A549, HPAEC e HUVEC) e apontaram gue as histonas sdo as principais
responsaveis pelo dano celular induzido pelas NETs. Compostos com promissora agéo
antiviral sdo caracterizados por apresentar um indice de Seletividade (I1S) = 4 [42, 43], sendo
calculado com base na determinacdo da concentracdo citotoxica para 50% das células
(CC50) e a concentracao eficiente do composto que protege 50% das células durante uma
infeccdo (CES0), assim, IS = CC50/CES0. Face aos resultados obtidos, podemos indicar que

as NETs apresentam uma CCg, > 67 pg/ml.

NETs apresentam acéo anti-hRSV
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Agentes antivirais podem apresentar efeito inibitorio sobre a infec¢cdo em virtude de
efeitos diretos ou indiretos sobre células e/ou particula viral. Estudos tem demonstrado a
capacidade das NETSs inibirem infeccdo através de sequestro ou neutralizacdo da particula
viral [44]. Através da sua rede de DNA as NETs podem capturar as particulas virais,
impedindo que cheguem a célula alvo [16, 17] ou neutralizar a particula viral através da acdo
de suas proteinas, como MPO [16], defensinas [45, 46] e histonas [16, 47]. Apés a avaliagédo
citotoxica das NETs em células HEp-2, o efeito delas no curso da infeccao in vitro por hRSV
foi avaliado. Previamente a infecgao, diferentes MOI's (0.1, 0.5 e 1) foram incubados por 1
hora & 4 °C com diferentes concentracdes de NETs (0.5-64 pug/ml). Apés 4 dias de cultivo, a
viabilidade celular foi determinada pela adicdo do sal de MTT (Figura 5). A morfologia das
células e a formacgéo de sincicios também foi analisada microscopicamente, apés 3 dias de
cultivo, em todos os tratamentos (Figuras 5-8).

A incubacdo do in6culo viral MOI 0.1 com as NETs resultou em protecdo celular
superior a 50% em concentragfes <16ug/ml, possuindo protecdo mais efetiva e significativa
estatisticamente em concentra¢cdes maiores (2-8 pg/ml). A protegcéo celular diminuiu com o
aumento na concentracdo das NETs (>32ug/ml), levando a um maior dano celular e queda
da viabilidade (Figura 5A). Observamos ainda, que nas concentragfes de >2ug/ml, houve
reducdo de mais de 50% na contagem de sincicios (Figura 5B). Concentracdes
aumentadas de NETs (=32 pg/ml) reduziram fortemente o nimero de sincicios ao passo que
o dano celular também foi agravado (Figura 5A e B). A presenca de NET 64 pg/ml resultou
em dano celular intenso do que aquele causado pela infecgéo viral (controle viral). Na
analise morfologica (Figura 6), células do controle viral apresentaram morfologia alongada,
reducdo numérica e presenca elevada de sincicios. Baixas concentracdes de NETs (0.5 e 1
Mg/ml) apresentaram uma alta contagem de sincicios. No entanto, estes mostraram tamanho
reduzido sendo, por isso, de dificil visualizacdo nas imagens apresentadas. Para as
concentracdes de NETs que foram efetivas na protecéo de dano celular (<8 pg/ml), observa-
se grande diminuicdo do numero de sincicios em relagdo ao controle viral, sendo que os
sincicios nestas condi¢cdes apresentaram um tamanho reduzido. Nas concentragfes mais
elevadas de NETs (=216 pg/ml) observa-se uma crescente auséncia de células aderentes no
poco e diminuicdo na formacdo de sincicios que apresentaram dimensdes maiores do que
aqueles observados até o momento.

O in6culo viral (MOI) foi aumentado com o intuito de aprofundarmos o efeito protetor
das NETS. Assim, verificamos resultados semelhantes aqueles obtidos com MOI 0.1 ao
testarmos um in6culo 5x maior (MOI 0.5) (Figura 5). NETs (1-8 pg/ml) mantiveram um
minimo de 50% de prote¢&o celular, incluindo redu¢éo no numero de sincicios (Figura 5C e

D). Concentragbes 216 pg/ml ndo foram consideradas efetivas, uma vez que reduziram o
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namero de sincicios em detrimento da reducdo do nimero de células viaveis e do tamanho
dos sincicios formados (Figura 7).

O aumento do indculo viral para MOl 1 (10 vezes maior) resultou em reducdo
acentuada dos efeitos anti-hRSV das NETs. Nenhuma das concentracdes de NETs testadas
foi capaz de evitar ou reverter os danos celulares causados pela infeccédo viral, ndo
apresentando nenhuma protecdo estatisticamente significativa (Figura 5E). A falta de
protecdo celular em MOI 1 pode indicar um efeito inibitorio limitado das NETs em situacdes
em que a carga viral se encontra elevada. Apesar de ndo ter sido observada protecdo
celular de acordo com o ensaio de viabilidade, a contagem de sincicios nesta condi¢do
apresentou valores significativos na diminuicdo dos focos virais em relagcdo ao controle viral,
sendo que as concentragdes de 2 e 4 pyg/ml foram as mais efetivas nessa reducéo (Figura
5F). No entanto, a andlise morfolégica das células (Figura 8), demonstra que em todas as
concentragdes houve grande reducdo no namero de células aderentes ao pogo, presenca
de células alongadas, além de uma grande presenca de sincicios, sendo que nas
concentragdes mais elevadas de NETs (32 e 64 pg/ml) os sincicios apresentaram tamanho
extenso. A presenca simultanea do virus e das NETs na cultura celular parecem agravar o
efeito citotoxico individual de cada um, resultando em um numero menor de células e
consequentemente um ndmero menor de sincicios mas que apresentam dimensdes
aumentadas.

Os dados obtidos indicam acdo anti-hRSV das NETs, em determinadas
concentracdes (2-8 pg/ml), com efeito direto sobre as particulas virais, sugerindo que haja
interacao fisica entre o virus e a estrutura de DNA/proteinas. O efeito observado na reducdo
de sincicios nas concentracdes de 2-4 ug/ml, sem aumento da morte celular, pode indicar
alguma interferéncia das NETs na fusdo celular proporcionada pela proteina viral F, mas
sem inibir diretamente a replicacao viral, mas sim a disperséo do virus, uma vez que a fuséo
celular proporcionada pela proteina F se apresenta como um dos mecanismos efetivos na
sua dispersao.[48]. O efeito virucida das NETs se mostrou fortemente dependente da carga
viral. Cortjens et al., 2015 [15] demonstraram que particulas virais de hRSV (MOI 0.03-0.4),
na presenca de neutrdfilos ativados, sé@o capturadas pelas NETs prevenindo assim a
infeccdo viral de células. Os beneficios observados quanto a presenca das NETs com
relacdo ao virus hRSV devem ser analisados com cuidado ja que uma intensa resposta
neutrofilica pode contribuir para a patologia desta infec¢éo viral. Durante nossas analises, a
presenca das NETs (> 16 pg/ml), mesmo que em concentragcdes menores que a CCsx (67
pg/ml), resultou em maior dano celular quando na presenca do virus. A presenca das NETs
no tecido pulmonar de individuos infectados pelo hRSV tem sido apontada como um dos

mecanismos imunopatolégicos envolvidos na obstrucdo e dano tecidual das vias aéreas.
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Estes mecanismos contribuem para a diminuicdo da capacidade de ventilacdo do individuo,
reacdo ao tratamento e qualidade de vida [15, 16].

Componentes das NETs interagem em sitios conhecidos da proteina F viral

Docking molecular foi utilizado na complementariedade da investigacdo e
interpretacdo dos dados experimentais in vitro, sendo avaliada a interacdo entre algumas
proteinas que compdem as NETs (elastase e histonas) com a proteina F do hRSV. A
proteina F foi utilizada em seus ambos estados conformacionais, de pré- e pos-fuséo, pois
ambos se encontram presentes na superficie da particula viral, compartilhando cerca de
50% da superficie do virus [49, 50]. A proteina F do hRSV é descrita como fundamental para
a infeccdo viral [51, 52, 53], e recentemente foi descrita pela sua capacidade em estimular a
liberacdo das NETs [16]. Dentre as moléculas componentes das NETs, o DNA apresenta
alto poder de captura de patdégenos em virtude do seu tamanho e caracteristicas fisico-
guimicas. Tal efeito é aumentado e melhorado pela presenca de varias proteinas como
elastase e histonas. As histonas séo as proteinas em maior abundancia presentes nas NETs
e juntamente com a elastase regulam a formacdo das NETs, exercendo posteriormente
papel microbicida [11, 54, 55].

A estrutura do anticorpo motavizumab (PDB ID 3IXT), de interacéo ja conhecida com
a proteina F, foi obtida para servir de comparagcdo com outros complexos gerados. O
docking molecular entre o motavizumab e o trimero da proteina F, resultou em interacédo do
anticorpo no sitio A da proteina F em ambas as conformag¢fes, como descrito na literatura
[56] (Figura 9). O anticorpo motavizumab interage com o sitio A (sitio Il) da proteina F que
neutraliza a fusao do virus com a célula [57]. A energia obtida nas interacdes foi de -11.31
kcal/mol, na conformacéo pré-fusédo, e de -29.4 kcal/mol na conformagédo pds-fusdo. O

modelo gerado apontou um alto score (14170), pré-fusédo, e score (15372), pos-fusao.

Os resultados de docking molecular entre proteina F, em ambas as conformacdes, e
elastase, demonstram interacdes entres estas proteinas, com uma energia de ligacdo de -
34,08 kcal/mol, pré-fusdo, e de -36,01 kcal/mol, para pds-fusdo (Figura 10 e 11). A energia
obtida demonstra alta estabilidade do complexo gerado em comparagdo com o complexo
proteinaF-motavizumab. Os scores (16330) e (15152), pré e pdés—fusdo respectivamente,
dos modelos gerados também foram superiores, indicando grande probabilidade dos
complexos formados serem viaveis. Apesar dos complexos em ambas as conformacdes
terem resultados com valores similares, os sitios de interagdo obtidos foram em diferentes
regides. A regido de interacdo, apontada pelos resultados obtidos de docking da elastase

com a proteina F pré-fusdo (Figura 10) se localiza muito préxima do sitio A (1) (sitio de
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interacdo para o motavizumab), e do sitio C (IV e V) (sitios de interacdo com o anticorpo
101F) [56], indicando que o complexo gerado pode resultar em inibicdo da atividade de
fusdo da particula viral contribuindo assim na acdo antiviral das NETs. A interagdo da
elastase com a proteina F pés-fusdo (Figura 11) se localiza no sitio | da proteina viral, um
sitio de interacdo conhecido por se ligar ao anticorpo 131-2a, entre outros anticorpos, mas
que gera uma fraca neutralizacdo da atividade viral e preferencialmente no estado de pds-
fuséo [50].

A neutralizacdo da proteina F pelo sitio A e pelo sitio C pode levar a inibicdo da
atividade de fusdo do virus com a célula do hospedeiro, ao passo que a neutralizacdo da
proteina F pelo sitio | pode levar a inativacdo de fusdo célula-célula em células infectadas.
Todas as interagdes, nos sitios A, C e |, foram similarmente proximas e estaveis, de acordo
com os valores gerados pelo docking molecular. Se a elastase realmente age nesses sitios,
ela poderia ser uma das responsaveis pela protecao celular observada no ensaio virucida ao
inibir a formacgao de sincicios e a disseminagéo do virus. A elastase &€ uma das proteinas
das NETs com maior potencial citotoxico [55, 58]. A presenca aumentada de NETs no tecido
e consequentemente de elastase poderia auxiliar na redugéo da carga viral e da formagéo
dos sincicios, mas isso também poderia implicar em maior dano celular.

Os resultados de interacdo entre as histonas e a proteina F pré-fusdo também gerou
resultados promissores (Figura 12), com uma energia de -27.68 kcal/mol e score (10116),
indicando que possa existir uma forte interacdo entre estas proteinas (Figura 21A-C). A
interagdo entre histonas e proteina F pos-fusdo (Figura 13) resultou em uma energia de -
17,01 kcal/mol e score (9426). A maior energia observada nesta interacao (p6s-fusao) indica
uma maior estabilidade do complexo histonas-proteina F na conformacdo pré-fuséo,
sugerindo uma melhor acdo das histonas sob o virus nessa situagdo. A regido mais proxima
de interacdo do complexo nucleossomo-proteina F pré-fusdo ocorreu em uma regido de
glicosilacdo (n500) da proteina F, de grande importancia para a acéo de fusdo do virus [59].
Quando esta regido sofre mutacdo, a atividade de fusé@o do virus, assim como a formacgéo
de sincicios cai em aproximadamente 90% [59]. A interagdo do complexo nucleossomo-
proteina F pés-fus@o ocorreu no sitio C, assim como na interagcdo com elastase. A exemplo
do complexo elastase-proteina F, a interacdo das histonas na regido n500 e no sitio C,
juntamente com o DNA, poderia resultar em ac¢&o antiviral das NETs por interferir em fases
iniciais do ciclo viral (adesaol/internalizacao), na formacdo de sincicios, ou na criagdo de
barreiras fisicas que impediriam a interagdo da proteina F com a membrana plasmética da

célula

104



A presenca das NETs nas vias aéreas resulta em um delicado equilibrio entre
beneficios e prejuizos ao processo infeccioso em curso. Concentragfes elevadas de NETs
resultam em dano tecidual, ao passo que a presenca reduzida delas pode promover a
captura e a inibicdo da infeccdo pelo hRSV através da interacdo da proteina F viral com
proteinas das NETs (elastase e histonas). Estas intera¢des bloqueariam as fun¢bes da
proteina F viral, afetando assim etapas iniciais do ciclo viral, como adesé&o e internalizacéo,
bem como na disseminacgéo viral por inibir a fusdo célula-célula, e, consequentemente, a

formacédo de sincicios.

CONCLUSAO

Em concluséo, demonstramos que em baixas concentragdes as NETs possuem uma
promissora atividade anti-hnRSV por agir em protocolo virucida, apresentando um alto indice
de seletividade (IS = 66), e reduzindo o dano celular e a formagao de sincicios causada pelo
virus. As interagdes entre proteina F do virus e algumas proteinas encontradas nas NETSs,
elastase e histonas, podem ser, a0 menos parcialmente, responsaveis por tais efeitos
agindo na neutralizacdo do virus. Entretanto, nossos estudos e outros recentes sugerem
que as vias aereas de individuos infectados pelo virus hRSV, encontram-se obstruidas por
uma grande quantidade de NETSs, as quais foram estimuladas pelo proprio virus, podendo
contribuir com a imunopatologia observada em criancgas infectadas com hRSV [15, 16]. Além
de ampliar o entendimento sobre o papel das NETs durante uma infec¢édo viral e sua relacdo
com o hRSV, esses resultados demonstram que ha a necessidade de abordagens
experimentais e clinicas para modular os efeitos prejudicais das NETs em doencas
pulmonares. A amplificagdo desses estudos pode contribuir para o desenvolvimento de
novos tratamentos e estratégias de combate ao hRSV, ajudando a reduzir as infeccdes e a

controlar a doenga, principalmente em imunocomprometidos

105



REFERENCIAS

10.

12.

HALL, C.B.; WALSH, E.E.; LONG, C.E.; SCHNABEL, K.C. Immunity to and frequency
of reinfection with respiratory syncytial virus. J Infect Dis., 1991, 163, 693-8.
VOLLING, C; HASSAN, K; MAZZULLI, T, et al. Respiratory syncytial virus infection-
associated hospitalization in adults: a retrospective cohort study. BMC Infect Dis.,
2014, 14, 665.

HUANG, k. et al. Respiratory Syncytial Virus-Neutralizing Monoclonal Antibodies
Motavizumab and Palivizumab Inhibit Fusion, 2010, 84(16), 8132-8140.

YU, K.L. et al. Respiratory syncytial virus fusion inhibitors. Part 3: Water-soluble
benzimidazol-2-one derivatives with antiviral activity in vivo. Bioorg Med Chem Lett,
2006, 16, 1115-1122.

OLSZEWSKA-PAZDRAK, B. et al. Cell-specific expression of RANTES, MCP-1, and
MIP-lalpha by lower airway epithelial cells and eosinophils infected with respiratory
syncytial virus. J Virol, 1998, 72(6), p. 4756-64.

ARNOLD, R.; KONIG, W. Respiratory syncytial virus infection of human lung
endothelial cells enhances selectively Intercellular Adhesion Molecule-1 expression.
J. Immunol., 2005, 174. 7359.

RZEPKA, J. P.; HAICK, A. K.; MIURA, T. A. Virus-Infected Alveolar Epithelial Cells
Direct Neutrophil Chemotaxis and Inhibit Their Apoptosis. Am J Respir Cell Mol Biol,
2012, 46. 833-841.

TERAN, L. M. et al. Role of nasal interleukin-8 in neutrophil recruitment and activation
in children with virus-induced asthma. Am. J. Respir. Crit. Care. Med., 1997, 155,
1362.

VAN SCHAIK, S. Respiratory syncytial virus affects pulmonary function in BALB/c
mice. J. Infect. Dis., 1998, 177. 269.

HORNSLETH, A.; LOLAND, L.; LARSEN, L.B. Cytokines and chemokines in
respiratory secretion and severity of disease in infants with respiratory syncytial virus
(RSV) infection. Journal of clinical virology : the official publication of the Pan
American Society for Clinical Virology, 2001, 21(2), 163-170.11. BRINKMANN, V. et
al., Neutrophil extracellular traps kill bacteria. Science, 2004, 303(5663), p. 1532-5.
SAITOH T, KOMANO J, SAITOH Y, MISAWA T, TAKAHAMA M, et al. (2012)
Neutrophil extracellular traps mediate a host defense response to human
immunodeficiency virus-1. Cell Host Microbe 12: 109-116. 16.

106



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

JENNE CN, WONG CH, ZEMP FJ, MCDONALD B, RAHMAN MM, et al. (2013)
Neutrophils recruited to sites of infection protect from virus challenge by releasing
neutrophil extracellular traps. Cell Host Microbe 13: 169-180.

PORTO BN, STEIN RT. Neutrophil Extracellular Traps in Pulmonary Diseases: Too
Much of a Good Thing? Frontiers in Immunology. 2016;7:311.

CORTJENS, B.; DE BOER, 0.J.; DE JONG, R.; ANTONIS, A.F.G.; SABOGAL
PINEROS, Y.S.; LUTTER, R. et al. Neutrophil Extracellular Traps Cause Airway
Obstruction During Respiratory Syncytial Virus Disease. J Pathol, 2016.

FUNCHAL, G.A., et al. Respiratory Syncytial Virus Fusion Protein Promotes TLR-4—
Dependent Neutrophil Extracellular Trap Formation by Human Neutrophils. PLoS
One, 2015, 10(4): e0124082.

COLLINS, P.L.; CHANOCK, R.M.; AMURPHY, B.R. Respiratory syncytial virus. In
Fields virology. 4th edition, 2001, Philadelphia, Pennsylvania, USA. 1443-1486.]
DRESCHER, B.; BAI, F. Neutrophil in Viral Infections, Friend or Foe? Virus research,
2013, 171(2), 1-7.

THOMAS, P.G.; DASH, P.; ALDRIDGE, J.R. et al. NLRP3 (NALP3/CIAS1/Cryopyrin)
mediates key innate and healing responses to influenza A virus via the regulation of
caspase-1. Immunity, 2009, 30(4), 566-575.

PANG, I.K; IWASAKI, A. Inflammasomes as mediators of immunity against influenza
virus. Trends in immunology, 2011, 32(1):34-41.

GUPTA, C.K.; LESZCZYNSKI, J.; GUPTA, R.K.; SIBER, G.R. Stabilization of
respiratory syncytial virus (RSV) against thermal inactivation and freeze-thaw cycles
for development and control of RSV vaccines and immune globulin. Vaccine, 1996,
14(15):1417-1420.

MCKIMM-BRESCHKIN, J.L. A simplified plague assay for respiratory syncytial virus—
direct visualization of plaques without immunostaining. Journal of virological methods,
2004, 120(1):113-117.

RASMUSSEN, L.; MADDOX, C.; MOORE, B.P. et al. A high-throughput screening
strategy to overcome virus instability. Assay and drug development Technologies,
2011, 9(2):184-190.

BRINKMANN, V.; LAUBE, B.; ABU ABED, U. et al. Neutrophil Extracellular Traps:
How to Generate and Visualize Them. J. Vis., 2010; Exp., e1724.

NAJMEH, S.; COOLS-LARTIGUE, J.; GIANNIAS, B. et al. Simplified Human
Neutrophil Extracellular Traps (NETs) Isolation and Handling. J. Vis., 2015; Exp.,
e52687.

107



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

SAFFARZADEH, M.; JUENEMANN, C.; QUEISSER, M.A. et al. Neutrophil
Extracellular Traps Directly Induce Epithelial and Endothelial Cell Death: A
Predominant Role of Histones. PLoS ONE, 2012; 7: e32366.

VON KOCKRITZ-BLICKWEDE, M.; CHOW, A.O.; NIZET, V. Fetal calf serum contains
heat-stable 515 nucleases that degrade neutrophil extracellular traps. Blood., 2009,
114: 5245-5246.

GREEN, M.R.; SAMBROOK, J. Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 4th ed. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 2012.

SOUSA-ROCHA, D.; THOMAZ-TOBIAS, M.; DINIZ, L.F.A. et al. Trypanosoma cruzi
and Its Soluble Antigens Induce NET Release by Stimulating Toll-Like Receptors.
PLoS ONE, 2015, 10(10): e0139569.

PETRICEVICH, V.L.; MENDONCA, R.Z. Inhibitory potential of Crotalus durissus
terrificus venom on measles virus growth. Toxicon : official journal of the International
Society on Toxinology, 2003, 42(2):143-153.

DUHOVNY, D.; NUSSINQV, R.; WOLFSON, H.J. Efficient Unbound Docking of Rigid
Molecules. In Gusfield et al., Ed. Proceedings of the 2'nd Workshop on Algorithms in
Bioinformatics(WABI) Rome, Italy, Lecture Notes in Computer Science, 2002, pp.
185-200, Springer Verlag.

MASHIACH, E.; SCHNEIDMAN-DUHOVNY, D.; ANDRUSIER, N. et al. FireDock: a
web server for fast interaction refinement in molecular docking. Nucleic Acids Res.,
2008, 36 (Web Server issue):W229-32.

ANDRUSIER, N.; NUSSINOV, R.; WOLFSON, H.J. FireDock: Fast Interaction
Refinement in Molecular Docking. Proteins, 2007, 69(1):139-159.

HALVERSON, T.W.R; WILTON, M.; POON, K.K.H. et al. DNA Is an Antimicrobial
Component of Neutrophil Extracellular Traps. Weiss D, ed. PLoS Pathogens, 2015,
11(1):e1004593.

MANDA, A.; PRUCHNIAK, M.P.; ARAZNA, M., DEMKOW, U.A. Neutrophil
extracellular traps in physiology and pathology. Cent Eur J Immunol., 2014; 39: 116—
121.

BARRIENTOS L, MARIN-ESTEBAN V, DE CHAISEMARTIN L, et al. An Improved
Strategy to Recover Large Fragments of Functional Human Neutrophil Extracellular
Traps. Frontiers in Immunology. 2013;4:166. doi:10.3389/fimmu.2013.00166.
WEISCHET WO, TATCHELL K, VAN HOLDE KE, KLUMP H. Thermal denaturation of

nucleosomal core particles. Nucleic Acids Research. 1978;5(1):139-160.

108



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

BYLER, D.M.; LEE, D.L.; RANDALL, C.S. Thermal Denaturation of Elastase in the
Presence and Absence of Guanidinium Chloride: An IR Spectroscopic and DSC
Investigation. ACS Symposium Series, 1999, 7:145-158.

BANERJEE, S.; STAMPLER, J.; FURTMULLER, P.G.; OBINGER, C. Conformational
and thermal stability of mature dimeric human myeloperoxidase and a recombinant
monomeric form from CHO cells. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins and
Proteomics, 2011, 1814: 375-387.

Wallace RB, Shaffer J, Murphy RF, Bonner J, Hirose T, Itakura K. Hybridization of
synthetic oligodeoxyribonucleotides to phi chi 174 DNA: the effect of single base pair
mismatch. Nucleic Acids Res 1979;6(11):3543-3557

Wang X, Lim HJ, Son A. Characterization of denaturation and renaturation of DNA for
DNA hybridization. Environmental Health and Toxicology. 2014;29:e2014007.
doi:10.5620/eht.2014.29.e2014007.

SIDWELL, RW, Overview of viral agents in pediatric enteric infections. Pediatr Infect
Dis., 1986; 5: S44-5.

LYU, S.Y.; HIM, J.Y.; PARK, W.B. Antiherpetic activities of flavonoids against herpes
simplex 525 virus type 1 (HSV-1) and type 2 (HSV-2) in vitro. Arch Pharm Res., 2005;
28: 1293-526 301.

Jenne CN, Kubes P. Virus-Induced NETs — Critical Component of Host Defense or
Pathogenic Mediator? Spindler KR, ed. PLoS Pathogens. 2015;11(1):e1004546.
doi:10.1371/journal.ppat.1004546.

Salvatore M, Garcia-Sastre A, Ruchala P, Lehrer RI, Chang T, et al. (2007) alpha-
Defensin inhibits influenza virus replication by cell-mediated mechanism(s). J Infect
Dis 196: 835-843. 21. Doss M, White MR, Tecle T, Gantz D, Crouch EC, et al. (2009)
Interactions of alpha-, beta-, and theta-defensins with influenza A virus and surfactant
protein D. J Immunol 182: 7878-7887.

Hoeksema M, Tripathi S, White M, Qi L, Taubenberger J, Van Eijk M, et al. Arginine-
rich histones have strong antiviral activity for influenza A viruses. Innate Immun
(2015) 21:736-45

PASTEY, M.K.; CROWE, JR. J.E.; GRAHAM, B.S. RhoA interacts with the fusion
glycoprotein of respiratory syncytial virus and facilitates virus-induced syncytium
formation. J Virol, 1999; 73: 7262-70

LILJEROOS, L.; KRZYZANIAKB, M.A.; HELENIUSB, A.; BUTCHERA, S.J.
Architecture of respiratory syncytial virus revealed by electron cryotomography.
PNAS, 2013, 110, 27, 11133-11138.

109



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

S7.

58.

59.

KILLIKELLY, A.M.; KANEKIYO, M.; GRAHAM, B.S. Pre-fusion F is absent on the
surface of formalin-inactivated respiratory syncytial virus. Sci. Rep. 6, 2016, 34108.
MCLELLAN, J.S.; CHEN, M.; JOYCE, M.G. et al. Structure-Based Design of a Fusion
Glycoprotein Vaccine for Respiratory Syncytial Virus. Science, 2013, 592-598.
GRAHAM, B.S. Vaccines against respiratory syncytial virus: The time has finally
come Vaccine, Volume 34, Issue 30, Pages 3535-3541.

CHEN, Z.; ZHANG, L.; TANG, A. et al. Discovery and Characterization of Phage
Display-Derived Human Monoclonal Antibodies against RSV F Glycoprotein. PLoS
ONE, 2016, 11(6):

HIRSCH, J.G. Bactericidal action of histone. The Journal of Experimental Medicine,
1958, 108(6):925-944.

PAPAYANNOPOULOS, V.; METZLER, K.D.; HAKKIM, A.; ZYCHLINSKY, A.
Neutrophil elastase and myeloperoxidase regulate the formation of neutrophil
extracellular traps. The Journal of Cell Biology, 2010, 191(3), 677-691.

McLellan JS, Yang Y, Graham BS, Kwong PD. Structure of Respiratory Syncytial
Virus Fusion Glycoprotein in the Postfusion Conformation Reveals Preservation of
Neutralizing Epitopes. Journal of Virology. 2011;85(15):7788-7796.
doi:10.1128/JVI1.00555-11.

MCLELLAN, J.S.; CHEN, M.; KIM, A. et al. Structural basis of respiratory syncytial
virus neutralization by motavizumab. Nature structural & molecular biology, 2010,
17(2):248-250.

WEINRAUCH, Y.; DRUJAN, D.; SHAPIRO, S.D. et al. Neutrophil elastase targets
virulence factors of enterobacteria. Nature, 2002, 417, 91-94.

ZIMMER, G.; TROTZ, I.; HERRLER, G. N-Glycans of F Protein Differentially Affect
Fusion Activity of Human Respiratory Syncytial Virus. Journal of Virology, 2001,
75(10):4744-4751

110



.LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. NETs induzidas pela estimulacdo por PMA. Neutrdfilos (2x10°) (seta branca) foram
incubados (3 horas) apenas com meio DMEM-F12 livre de SFB, como controle negativo (A)
ou com PMA 50 nM (B). As laminulas foram montadas em Prolong Gold contendo DAPI e as
imagens capturadas em camera acoplada a um microscopio invertido de fluorescéncia. A
NETs podem ser observadas pela coloragdo azul, como fibras longas extracelulares (ponta
da seta branca). As imagens sao representativas de dois ensaios independentes realizados

em triplicata.

Figura 2. Andlise eletroforética dos componentes das NETs. O tamanho e a homogeneidade
do DNA nas NETs (134 ug/ml) foram avaliados em gel de agarose 1.5% (A) M1 = Marcador
molecular de DNA (1kb DNA ladder) . As amostras foram coradas com GelRed e as
imagens visualizadas e capturadas em transiluminador ultravioleta com fotodocumentador. A
composicao proteica das NETSs (setas pretas) foi avaliada em gel de poliacrilamida 12% (B)
e 20% (C) ap0s coloragédo com Nitrato de Prata. M2 = Marcador molecular de proteina (10 —
250 kDa). 1 — 3 = Aliquotas de NETs (12.5 — 50 ug/ml) As imagens séo representativas de 3

experimentos.

Figura 3. Avaliacdo da Atividade de Mieloperoxidase. NETs que passaram por etapa de
banho-maria a 37°C, 40°C e NETs fresca (sem aquecimento) foram incubadas com
substrato de mieloperoxidase (100 pl/poc¢o) por 1 hora. A leitura da absorbancia gerada foi
realizada em aparelho de espectofotometria & 405nm. Meio de cultura (DMEM F12) foi
usado como controle negativo e NETSs fresca foi assumida como controle positivo (100% de
atividade). O gréfico é representativo de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. O resultado é a média dos valores obtidos + desvio padréo.

Figura 4. Determinacdo da CC50 das NETs em células Hep-2. Células HEp-2 (5x10") foram
cultivadas na presenca de diferentes concentragbes de NETs (0-67 pg/ml) durante 4 dias a
37 °C. A viabilidade das células foi avaliada atraveés do ensaio de MTT. A absorbancia obtida
em 560nm foi convertida em porcentagem de células vidveis assumindo o controle celular
(NET 0 pg/ml) como 100% de viabilidade. O grafico é representativo de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. A curva € o resultado da média dos valores obtidos +

desvio padrao.

Figura 5. Determinacéo da CE50 das NETs sobre hRSV. Efeito virucida das NETs (0.5-64
pg/ml) sobre hRSV (MOI's 0.1,0.5 e 1) pela avaliagédo da % de protecéo celular (A, C, E)
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e da formacdo do numero de sincicios (B, D, F). O grafico é representativo de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. A curva é o resultado da média dos
valores obtidos + desvio padréo.

Figura 6. Morfologia de células HEp-2 infectadas por hRSV (MOI 0.1) com diferentes
tratamentos de NETs (0.5-64 pg/ml), avaliada e documentada por microscépio de luz branca
em aumentos de 40X.

Figura 7. Morfologia de células HEp-2 infectadas por hRSV (MOI 0.5) com diferentes
tratamentos de NETs (0.5-64 pg/ml), avaliada e documentada por microscépio de luz branca

em aumentos de 40X.

Figura 8. Morfologia de células HEp-2 infectadas por hRSV (MOI 1) com diferentes
tratamentos de NETs (0.5-64 pg/ml), avaliada e documentada por microscépio de luz branca

em aumentos de 40X.

Figura 9. Interacdo entre a proteina F e motavizumab, gerado pelo servidor PatchDock. (A)
Modelo da interacdo entre proteina F pré-fusdo e motavizumab. A regido de interacdo (roxo)
ocorre no sitio A da proteina F. Modelo de superficie onde é possivel ver o complexo
formado pelas duas proteinas. (B) Distancias (A) entre as regides de interacdo entre a
proteina F pré-fusdo e motavizumab, mensuradas pelo visualizador PyMol. (C) Modelo da
interacdo entre proteina F pos-fusdo e motavizumab. A regido de interagdo (roxo) ocorre no
sitio A da proteina F. Modelo de superficie onde é possivel ver o complexo formado pelas
duas proteinas. (D) Distancias (A) entre as regifes de interacéo entre a proteina F pos-fuséo

e motavizumab, mensuradas pelo visualizador PyMol.

Figura 10. Modelo da interacdo entre a proteina F pré-fuséo e elastase, gerado pelo servidor
PatchDock. (A) As regides de interacdo (roxo) (vermelho) ocorrem nos sitios A e C da
proteina F, respectivamente. (B) Modelo de superficie onde é possivel ver o complexo
formado pelas duas proteinas. (C) Distancia entre as regifes de interacdo entre a proteina F

pré-fuséo e a elastase, mensuradas pelo visualizador PyMol.
Figura 11. Modelo da interacdo entre a proteina F pos-fusdo e elastase, gerado pelo

servidor PatchDock. (A) A regido de interacédo (laranja) ocorre no sitio | da proteina F. (B)

Modelo de superficie onde é possivel ver o complexo formado pelas duas proteinas. (C)
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Distancia entre os backbones das regides de interacdo entre a proteina F pos-fusdo e
elastase, mensurada pelo visualizador PyMol.

Figura 12. Modelo da interacdo entre a proteina F pré-fusdo e histonas (nucleossomo),
gerado pelo servidor PatchDock. (A) A regido de interacédo (vermelho) ocorre na regidao de
glicosilagcdo n500 da proteina F. (B) Modelo de superficie onde € possivel ver o complexo
formado pelas proteinas. (C) Distancia entre os backbones das regides de interacdo entre a

proteina F e o nucleossomo, mensurada pelo visualizador PyMol.

Figiura 13. Modelo da interacdo entre a proteina F pés-fusdo e histonas (nucleossomo),
gerado pelo servidor PatchDock. (A) A regido de interagdo (vermelho) ocorre no sitio C da
proteina F. (B) Modelo de superficie onde é possivel ver o complexo formado pelas
proteinas. (C) Distancia entre os backbones das regides de interagdo entre a proteina F pos-

fusdo e o nucleossomo, mensurada pelo visualizador PyMol.
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FIGURA 3
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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