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RESUMO

O Virus Sincicial Respiratério (hRSV) € o principal agente etiologico das infeccbes
virais agudas do trato respiratério inferior, resultando em mais de 3 milhdes de casos
muito graves de bronquiolite todo o ano. Durante a infec¢do, os neutréfilos sdo
massivamente recrutados ao local infeccioso, onde s&o estimulados a liberarem as
NETs. Estas estruturas sdo compostas por DNA complexado a diferentes proteinas
e enzimas. O hRSV é capaz de induzir a formacdo das NETs através da sua
proteina F. Embora ainda ndo esteja claro qual seria o ligante das NETs para o RSV,
estas estruturas apresentam acao virucida sobre o referido microrganismo. Neste
trabalho, procuramos identificar um ligante das NETs para o hRSV, bem como,
expandir o entendimento do impacto de diferentes proteases no curso da infecgéo in
vitro para isolados clinicos e laboratoriais. Ensaios de Western blotting e
imunoprecipitagdo apontaram interacdo do hRSV com uma banda de 50-75kDa
presente nas NETSs, identificada como mieloperoxidase (MPO) através de analises
de sequenciamento de peptideos e Western blotting. MPO purificada foi capaz de
interagir com hRSV e o inibidor enziméatico de MPO (PF-06281355) foi capaz de
inibir sua ac&o virucida frente a isolados laboratoriais e clinicos do virus. A exemplo
de MPO, a atividade virucida de elastase e catepsina-G, bem como das NETS, foi
estendida aos isolados clinicos. Os inibidores enzimaticos de todas as enzimas
citadas acima bloquearam a acdo virucida das enzimas e das NETs. Estes
resultados, em conjunto com aqueles previamente descritos na literatura,
demonstram que o efeito virucida das NETs se aplica a isolados laboratoriais e
clinicos do hRSV, e que os mecanismos moleculares desta atividade envolvem a
interacdo de hRSV com MPO, bem como a acdo enzimatica dela e de outras
enzimas como elastase e catepsina G. O avanco dos estudos sobre a interacao das
NETs com o hRSV contribui para o entendimento dos efeitos benéficos ou deletérios
das NETs no curso da infecgéo, possibilitando assim o desenvolvimento de novas

estratégias que visem o bem estar e a qualidade de vida do paciente infectado.

Palavras—chave: hRSV. NETs. Imunidade Inata. Antivirais. Proteases.



ABSTRACT

Respiratory Syncytial Virus (hRSV) is the primary etiological agent of acute viral
infections in the lower respiratory tract, resulting in over 3 million severe cases of
bronchiolitis every year. During infection, neutrophils are massively recruited to the
infectious site, where they are stimulated to release NETs. These structures are
composed of DNA complexed with various proteins and enzymes. hRSV can induce
the formation of NETs through its F protein. Although it is not yet clear what the
NETs' ligand for RSV would be, these structures exhibit virucidal action against the
mentioned microorganism. In this study, we sought to identify a ligand for NETs in
hRSV, as well as expand the understanding of the impact of different proteases
during in vitro infection for clinical and laboratory isolates. Western blotting and
iImmunoprecipitation assays indicated an interaction between hRSV and a 50-75kDa
band present in NETs, identified as myeloperoxidase (MPO) through peptide
sequencing and Western blotting analyses. Purified MPO was able to interact with
hRSV, and the enzymatic inhibitor of MPO (PF-06281355) was able to inhibit its
virucidal action against laboratory and clinical isolates of the virus. Similar to MPO,
the virucidal activity of elastase and cathepsin-G, as well as NETSs, was extended to
clinical isolates. Enzymatic inhibitors of all the mentioned enzymes above blocked the
virucidal action of the enzymes and NETs. These results, in conjunction with those
previously described in the literature, demonstrate that the virucidal effect of NETs
applies to both laboratory and clinical isolates of hRSV, and the molecular
mechanisms of this activity involve the interaction of hRSV with MPO, as well as its
enzymatic action and that of other enzymes like elastase and cathepsin G.
Advancing studies on the interaction of NETs with hRSV contributes to the
understanding of the beneficial or deleterious effects of NETs during infection, thus
enabling the development of new strategies aimed at the well-being and quality of life

of infected patients.

Keywords: hRSV. NETs. Innate Immunity. Antivirals. Proteases.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Virus Sincicial Respiratério Humano (hRSV)

1.1.1. Epidemiologia e Patologia

As infeccbes respiratérias agudas (ARI), sdo as principais patologias que
acometem pessoas de todos os continentes. Em especial, as infec¢cGes virais do
trato respiratorio superior e/ou inferior, tém sido um problema persistente de saude
publica mundial (FIGUEIREDO, 2009).

O hRSV, é um dos principais agentes etioldgicos dentre as infeccbes
respiratorias (MIZGERD et al., 2008). Em casos mais severos, 0 agravamento do
quadro devido a pneumonia e/ou bronquiolite aguda, pode levar o paciente a 6bito.
Possui alta taxa de morbitalidade em grupos suscetiveis sendo estes, idosos,
imunocomprometidos e, principalmente, criangas. (JHA, AKHILESH, et al., 2016;
CLARK et al., 1978).

Ao redor de todo o planeta, estima-se que a incidéncia da infec¢do por hRSV
€ de 33 milhdes de novos casos ao ano em criancas de até 5 anos de idade. De
todas elas, 10% necessitam de internacdo hospitalar, destas, 199,000 mil casos
acabam em morte (JHA, AKHILESH, et al., 2016). Dados apontam que 0 virus
sincicial respiratorio, acomete 70% de todas elas antes do sexto ano de idade, aos 2
anos quase todas as criancas podem ter contraido a infeccdo ao menos uma vez
(FALSEY et al., 2005; CANE, 2001).

Criancas nascidas prematuras, com doenca pulmonar crénica ou cardiopatias,
apresentam maior vulnerabilidade a infeccdo, resultando em aumento da
mortabilidade (AUJARD et al., 2012; BOYCE et al., 2000). Paises que estdo em
desenvolvimento, apresentam maior incidéncia do virus e devido a falta de recursos
clinicos, a taxa de mortalidade torna-se maior (NAIR H. et. al., 2010).

Em adultos, a incidéncia do hRSV € semelhante ao virus influenza néo
pandémico (FALSEY et al.,, 2000). Estudos sugerem que o risco de casos mais
graves aumenta entre 0os mais vulneraveis: cardiopatas, imunocomprometidos e
idosos (CHEMALY et. al., 2006; ENGLUND et. al., 1988; FALSEY et. al., 2005)

O virus sincicial respiratorio humano (hRSV), é datado desde o ano de 1956,

como sendo a primeira vez em que uma amostra foi isolada através de um
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chimpanzé, pois o animal apresentava sintomas respiratorios. Porém, o virus foi
nomeado somente na década de 60 (MORRIS et al., 1956).

A memoria imunologica para o hRSV € incompleta, sem a memoria
permanente, € natural que haja reinfeccbes em uma mesma pessoa ao longo de
toda vida (CHANOCK et al., 1961; FALSEY et. al., 2005). As altas taxas de infeccéo
séo ciclicas, tal fato ocorre devido a sazonalidade. Em paises temperados, o pico da
doenca esta relacionado as estacdes com temperaturas mais frias, outono, inverno e
inicio de primavera (JANET et al., 1998). Enquanto que nos trépicos, a amplitude da
patologia ocorre em periodos chuvosos (WEBER et. al., 1998).

O processo infeccioso pode ser iniciado por meio do contato direto com
particulas virais, que podem estar dispersas em aerossois e/ou superficies
contaminadas, inoculando o nariz, olhos e/ou boca do individuo (JENSEN et al.,
1994). Estudos sugerem que a particula viral pode permanecer vidvel em tempos
que variam de 20 minutos chegando até 6 horas, em superficies como roupas e
pele, dessa forma a propagacdo do virus é viabilizada (WRIGHT et al., 2011; HALL
et al., 1983).

A infeccdo causada por hRSV, pode levar ao desenvolvimento de sintomas
como: tosse, dificuldade respiratoria, dificuldade de alimentag&o, hipoxemia e sibilos
(MIZUTA et al., 2013). Estudos pontuais mostraram que componentes proteicos e
RNA do virus foram detectados no SNC de individuos infectados, portanto sugere-se
que possa haver relacdo com neuropatologias, tais como: convulsées,
encefalopatias e esotropia (BOHMWALD et al.,, 2018; ESPINOZA et al., 2013;
SWEETMAN et al., 2005).

Segundo a OMS, o alto risco para lactentes e criancas torna-se uma
preocupacao mundial, pois mesmo com estudos voltados para o desenvolvimento de
estratégias para conter o virus, ainda ndo se tem uma vacina autorizada. A Unica
profilaxia eficaz, porém, de alto custo e dificil acesso, é realizado através da

administracdo de um anticorpo monoclonal especifico para o virus, o Palivizumabe.
1.1.2. Estrutura e genoma
O hRSV pertence a familia Paramyxoviridae do género Pneumovirus,

conhecido como virus sincicial respiratorio humano. Normalmente se apresentam na

forma esférica, com bicamada lipidica herdada da célula alvo do hospedeiro, através
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de brotamento no processo de replicacdo viral. Formas filamentosas podem ser
encontradas, da mesma maneira que virions esféricos, estes também sao
infecciosos. Quanto ao tamanho, podem variar de 120nm a 350nm, caracterizado
por ser envelopado, com nucleocapsideo helicoidal, RNA gendmico, fita simples nao
segmentada de sentido negativo. Seu genoma tem aproximadamente 15,2kb
distribuidos em 10 genes que codificam 11 proteinas devido a fase de leitura aberta
no gene M2 (BORCHERS et al., 2013).

As proteinas virais podem ser classificadas em estruturais, quando constituem
alguma estrutura da particula viral infectante, denominada virion, ou ndo estruturais,
quando ndo podem ser observadas na estrutura no virion, estas sdo traduzidas
durante o processo de replicacao viral (OJWANG et al., 2005).

NS1 e NS2 sdo proteinas ndo estruturais, localizadas proximo a regiao 3’ do
genoma viral, sdo de tamanho reduzido, expressas em grandes quantidades por
células infectadas (PEI et al.,, 2021). Além de auxiliarem durante o processo de
transcricdo dos genes, apresentam acao de supressdo a producéo de interferon do
tipo-1 (IFN-1), visando moléculas envolvidas na cascata de sinalizacdo, de maneira
modulatéria, levando ao amortecimento da resposta imune inata do hospedeiro
(SEDEYN et al., 2019; THORNHILL et al., 2020).

A nucleoproteina N, envolvida na formagdo do capsGmero, € a primeira
proteina estrutural a ser transcrita (GARCIA et al., 1993). O RNA viral esta envolvido
pelo capsdmero, formando o nucleocapsideo helicoidal. Tal estrutura possibilita
maior resisténcia impedindo que o RNA viral seja degradado (RINCHEVAL et al.,
2013). Estudos sugerem que o nucleocapsideo possa dificultar ou até mesmo
impedir o reconhecimento do RNA por receptores TLRs, impactando na resposta
imune inata do hospedeiro (BAKKER et al., 2013; TAWAR et al., 2009).

Durante a sintese de RNA, a fosfoproteina P atua como cofator interagindo
com as proteinas N e L. Através disso, forma-se o complexo ribonucleoproteico
(RNP), atuando no processo de encapsulamento do genoma viral, apresentado na
figura 1 (COLLINS et al., 2008).

Quanto a proteina L se apresenta como sendo a principal subunidade da
polimerase. Com relacdo ao seu papel, atua como uma RNA polimerase mediando a
formacao do capsideo e, agindo na poliadenilacdo (MENGJIE HU et al., 2020).

Durante a sintese do RNA, a fosfoproteina P apresenta papel essencial,

funcionando de forma similar a chaperona, mediando proteinas virais a alcangarem
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conformacdo de maneira correta. Além disso, o aumento da especificidade de
encapsulamento do RNA viral, impede que a proteina M se ligue aos RNAs
celulares.

A proteina de matriz M, caracterizada por ser estrutural, se encontra
localizada abaixo da bicamada lipidica, ao redor do nucleocapsideo formando uma
camada de matriz (GHILDYAL et al.,, 2006). Nas primeiras horas poés-infeccdo, a
proteina M é translocada para o nucleo, resultando na inibicdo da transcricdo do
genoma da célula hospedeira, priorizando a transcricdo de genes virais (LI et al.,
2021). Além disso, estudos recentes de cristalografia, mostram que o processo de
montagem e brotamento de particulas virais, € viabilizado por meio da dimerizagéo e
oligomerizacao desta proteina (BATTISTI et al., 2012; FOSTER et al., 2015).

M2-1 e M2-2 sdo essenciais aos processos de transcricdo e replicacdo do
RNA, além disso, durante a montagem de novos virions, a proteina M2-2 atua em
conjunto com NS1 e NS2. No interior do envelope as proteinas M2-1 e M2-2 ficam
dispersas, enquanto que as proteinas N, P e L associam-se ao RNA originando o
complexo ribonucleoproteico (RNP), como apresentado na figura 1 (BAKKER et al.,
2013; TAWAR et al., 2009; TIWARI et al., 2014).

As glicoproteinas transmembrana (SH, G, F) séo ligadas ao envelope viral e
se estendem através da bicamada lipidica formando picos superficiais de 8 a 12nm
(TIWARI et al., 2014). A proteina G, € uma proteina de membrana do tipo Il, esta
associada a mediacao da ligacao do virion as células do hospedeiro (MENGJIE HU
et al., 2020). Estas proteinas tem afinidade por células epiteliais ciliadas do trato
respiratério humano, interagindo através de receptores CX3CR1, TLR-4 e heparina
sulfatada, iniciando a etapa de internalizacdo. Muitos trabalhos sugerem que, a
glicoproteina G possa estar relacionada com o escape do virus a imunidade inata do
hospedeiro (ARNOLD et al., 2004; POLACK et al.,, 2005; SHINGAI et al., 2008;
KONIG et al., 1996).

O hRSV apresenta apenas um sorotipo subdividido em dois principais grupos
antigénicos, A e B. Ambas as cepas destes grupos sdo contagiosas e circulantes,
porém de forma recorrente, apenas uma se torna predominante (MENGJIE HU et al.,
2020). A glicoproteina G & pouco conservada dentre os subtipos de hRSV, o que
possibilita sua utilizacdo para a classificacdo do grupo antigénico (SHINGAI et al.,
2008; J. WALSH et al., 1983).
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Com tamanho pequeno, a proteina SH é classificada como transmembrana
do tipo Il, atuando na formacéo de canais ibnicos, como uma viroporina (ARAUJO et
al., 2016). Trabalhos pontuais sugerem potencial atividade imunomoduladora para
SH, no entanto, faltam estudos que completem o esclarecimento quanto ao seu

papel durante o ciclo replicativo do virus (GAN et al., 2012).
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Figura 1. Proteinas estruturais e ndo estruturais do hRSV. A) Representacao
esquematica do processo de traducdo de proteinas do hRSV a partir de genes na fase de
leitura. B) Em verde, laranja e preto as proteinas transmembrana responsaveis pelas etapas
iniciais de infeccdo (SH, G e F). O complexo ribonucleoproteico (RNP) é responsavel pelo
armazenamento e transcricdo inicial do genoma (N, P e L). O envelope é formado pela
proteina M e as proteinas M2-1 e M2-2 auxiliam no controle do ciclo infeccioso. Fonte: Adap
tado de MENGJIE HU et al., 2020.

A proteina F, uma glicoproteina do tipo I, apresenta estrutura relativamente
conservada entre os Pneumovirus o que a torna um alvo interessante para o
desenvolvimento de vacinas e drogas antivirais (MELERO, JOSE et al., 2015;
MODJARRAD et al., 2016). Sua funcdo € essencial quanto a infeccdo, pois ela
realiza a fusdo do envelope viral com a membrana da célula alvo, internalizando o
nucleocapsideo no citosol celular (COLLINS, 1993). Além disso, a caracteristica
morfolégica do hRSV é fazer com que células vizinhas se fundam umas as outras,
formando grandes células multinucleadas denominadas de sincicios, processo no
qual é mediado através da proteina F (GONZALEZ-REYES et al., 2001). Inicialmente
sintetizada como um precursor (FO) de aproximadamente 72 kDa que, para tornar-se
competente a fusdo, deve passar por processo de clivagem através de proteases

semelhantes a furina, originando duas subunidades F1 (~50 kDa), F2 (~15 kDa) e o
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peptideo soluvel p27, que se apresentam ligados de forma covalente por meio de
pontes de dissulfeto (GONZALEZ-REYES et al., 2001; ZIMMER et al., 2001).

A juncdo de trés estruturas monomeéricas idénticas origina uma proteina
trimérica. Uma vez clivado, o trimero é totalmente ativado e expresso na superficie
de células infectadas, bem como em virions. Assim, a proteina F se faz necessaria
em trés formas conformacionais: pré-fuséo, intermediaria e pés-fusdo (SWANSON et
al., 2011; MCLELLAN et al., 2011; MCLELLAN et al., 2013)

No estado de pré-fuséo, caracterizado por ser estavel, o trimero se encontra
na superficie de virions e células infectadas. Conforme a proteina (F) interage com
receptores celulares de células alvo do hospedeiro, esta sofre modificacdes
conformacionais, os peptideos da regido N-terminal de (F) sdo inseridos na
membrana citoplasmatica da célula alvo, caracterizando o estado intermediario, pre-
hairpin (BEGONA RUIZ-ARGUELLO et al., 2002; MCLELLAN et al., 2013). Ao final
deste processo, ha juncdo da membrana citoplasmatica com o envelope viral, o
trimero se apresenta como uma estrutura muito estavel, correspondente ao estado
de pds-fusdo. Para que aconteca fusao do virus a célula alvo, necessita-se de varias
moléculas de proteina (F) envolvidas durante o processo (MELERO JOSE et al.,
2015).

Trabalhos realizados com mutantes deficientes em proteina G e SH mostram
gue a proteina (F) € a Unica proteina transmembrana essencial a infec¢cdo do virion
in vivo e in vitro (BENNETT BL et al., 2007; KARRON et al., 1997).

1.1.3. Profilaxia e tratamento

N&o existe tratamento especifico para a doenca causada pelo hRSV. Frente a
infeccdo aguda necessita-se de hospitalizacdo, algumas medidas de suporte séo
utilizadas para o alivio dos sintomas. Quanto ao uso de broncodilatadores, é
relatado como uma pratica comum, porém sem apresentar resultado positivo ao
desfecho da patologia (LIEBERTHAL et al., 2006).

A ribavirina é um agente antiviral de amplo espectro, analogo de nucleosideo,
aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration), utilizada para lactentes e
criangas com bronquiolite aguda (VENTRE AND RANDOLPH, 2007). Alguns estudos
indicam que o tratamento com esta droga seja eficaz no inicio da infeccgéo,

resultando na diminuicdo do tempo de hospitalizagédo e suporte de ventilagdo, porém
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estes estudos ainda sdo inconclusivos, visto que a eficdcia deste tratamento
depende do diagnéstico precoce da infec¢cdo, o que geralmente ndo é possivel
devido a similaridade sintoméatica com outras infeccbes e, devido ao risco
mutagénico para o paciente causado pela ribavirina (HAN et al., 1990; MEJIAS AND
RAMILO, 2008; WELLIVER, 2003).

A medida profilatica atual recomendada pelo érgdo competente consiste na
administracdo de Palivizumab, um anticorpo monoclonal que tem como alvo a
proteina F do hRSV. Estudos demostraram que a partir da profilaxia utilizando este
anticorpo, houve reducéo significativa de hospitalizagdes de criangas e lactentes.
Durante o periodo antecedente a circulacdo do virus, recomenda-se a aplicacao de
doses mensais necessarias. Portanto, devido ao custo elevado, a profilaxia com
Palivizumabe torna-se inacessivel, principalmente em paises em desenvolvimento
como no Brasil (FELTES et al., 2003; ZAAIJER et al., 2002).

1.2. Armadilhas Extracelulares de Neutréfilos (NETS)

1.2.1. Imunidade Inata e o hRSV

Durante a infeccdo pelo virus sincicial respiratério humano (hRSV), as células
epiteliais que revestem o trato respiratorio tornam-se alvos primarios para o virus,
desencadeando assim o0 processo infeccioso. Essas células sdo responsaveis por
expressar uma ampla gama de mediadores inflamatérios, que incluem diversas
classes de citocinas e quimiocinas, tais como CCL2, CCL3, CCL5, CCL7, CXCL10,
CXCL11, IL-8 e IL-15. Além disso, elas também apresentam a expressdo de
receptores do tipo Toll Like Receptor, como o TLR-3, e a proteina quinase R, o0 que,
por sua vez, induz a ativagcdo de uma resposta imune inata e antiviral (BECKER et
al., 1991; MAYER et al., 2007; OGRA, 2004).

Os receptores de reconhecimento padrdo (PRR) interagem com padrbes
moleculares associados aos patdogenos (PAMPSs), com a finalidade de reconhecer a
infeccdo por hRSV, que, na maioria das vezes ocorre por meio de RNAs virais
produzidos durante a replicacdo. Os PRR de células epiteliais envolvidos na infec¢ao
viral, sdo os receptores do tipo RIG-1 e Toll Like Receptor (TLR), que sao capazes

de ativar fatores de transcricdo como NF-kB e fatores de regulacdo do interferon 1 e
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7(IFN 1/7). Tais fatores desencadeiam a ativacdo de interferon do tipo 1 (IFN-1),
citocinas e quimiocinas (TULIC et al., 2007; HAEBERLE et al., 2002).

Durante a infeccdo pelo virus sincicial respiratério humano (hRSV), um
complexo mecanismo envolvendo células do sistema imune inato e adaptativo é
desencadeado, com a participacdo ativa de diversos tipos celulares, tais como
mondcitos, eosinofilos, células T de memoria e neutréfilos, que séo recrutados para
o local da infeccdo com o proposito de conter a disseminacdo do hRSV (MENGJIE
HU et al., 2020). Estudos cientificos tém evidenciado um aumento na expressao de
integrinas, como a ICAM-1, por células epiteliais infectadas durante a infec¢ao, o que
promove a adesdo celular e resulta na acumulacao significativa de neutréfilos nos
tecidos infectados (RUDD et al., 2007; KURT-JONES et al., 2000).

Em lactentes que desenvolvem bronquiolite, observa-se um marcante
aumento no influxo de neutréfilos tanto nas vias aéreas superiores quanto nas
inferiores. Adicionalmente, produtos derivados destes leucocitos, como a
mieloperoxidase e a elastase, podem ser detectados em niveis elevados nestes
locais afetados (SMITH, et al., 2001). Esses achados refletem a complexa resposta
inflamatoéria que ocorre durante a infeccdo por hRSV e destacam a importancia dos
neutroéfilos e de outras células do sistema imune na tentativa de combater a infeccéo

e mitigar seus efeitos nos tecidos respiratérios (SMITH, et al., 2001).

1.2.2. Os neutroéfilos na infecgdo por hRSV

Os neutréfilos constituem a classe de leucécitos polimorfonucleares, sdo as
células mais abundantes circulantes no sangue, constituindo a primeira linha de
defesa do sistema imune inato, durante a infec¢cdo por hRSV sédo os primeiros a
chegarem no local infeccioso (AMULIC et al., 2012). A diminui¢éo significativa destes
leucocitos no sangue pode implicar em consequéncias graves, a exemplo,
denominada imunodeficiéncia grave em humanos (BRINKMANN et al., 2004; LEY et
al., 2007; MANTOVANI et al., 2011; PHILLIPSON et al., 2011; SADIK et al., 2011,
SOEHNLEIN AND LINDBOM, 2010; DOTTA et al., 2011; ZEIDLER et al., 2009).

Estas células apresentam tempo de meia vida relativamente curto, com
duracéo de aproximadamente 8-24 horas de vida em circulagdo (GALLI et al., 2011,
PILLAY et al., 2010). Alem do sangue, se encontram presentes em Orgdos como o

baco, figado, pulmédo e, medula 0ssea, este ultimo corresponde ao reservatério de
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maturacdo de neutrofilos, produzidos dentro de corddes hematopoiéticos nos seios
venosos da medula 6ssea. A populacdo destes leucdcitos no 6rgdo de maturacao é
divida de trés formas: células tronco, mitéticos e pos-mitéticos. O dltimo estagio
corresponde aos neutrofilos completamente diferenciados e maduros. O processo de
liberacdo destas células ocorre de forma coordenada mediante gradiente
quimiotatico. Vale ressaltar que durante infecgcbes e algumas patologias, a
quantidade de neutrdfilos circulantes aumenta. Estudos sugerem que a producéo
destes leucécitos seja de 10 x 10 *° células/dia (PETERS, 1998; SUMMERS et al.,
2010).

Os neutrdfilos apresentam diversos mecanismos de defesa, com potente acéo
microbicida contra microrganismos oportunos, efeitos estes que podem ser
deletérios até mesmo para células do hospedeiro (PANG AND IWASAKI, 2011). No
ambiente inflamatdrio, o processo de ativacdo destes leucdcitos é cuidadosamente
coreografado através de uma cascata de sinalizagdo, mediante aos diferentes
estimulos indutores (KOLACZKOWSKA AND KUBES, 2013). Uma vez ativado, seu
tempo de vida é prolongado em funcdo dos mediadores secretados, o que garante
sua atividade no local da infec¢ao (TOFTS et al., 2011).

Em resposta a infeccao causada por hRSV, os mediadores inflamatorios
secretados (quimiocinas e citocinas), induzem células endoteliais a expressarem
moléculas que promovem adesdo (NAUMENKO, et al.,, 2018; PHILLIPSON AND
KUBES, 2011). Através do reconhecimento destes sinais inflamatorios, os neutrofilos
iniciam o movimento de “rolamento”, mediado pela expressdo de moléculas de
selectinas e integrinas em direcdo ao gradiente quimiotatico, resultando em
transmigracdo do limem endotelial para o sitio infeccioso (LEY et al., 2007).

O mecanismo efetor classico dos neutrofilos é a fagocitose, o0s
microrganismos engolfados sdo expostos a diversos peptideos microbicidas,
enzimas proteoliticas e espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando, na maior
parte das vezes, em morte de patdogenos (SEGAL et al, 1981). Alguns
microrganismos desenvolveram estratégias para sobreviver em um ambiente hostil,
dentro destas células inatas (LUONG AND LEE, 2002).

A fagocitose pode culminar em apoptose, neutrofilos apoptéticos apresentam
condensacao da cromatina, fragmentacdo do DNA com membrana nuclear intacta,
vacuolizacdo do citoplasma, organelas citoplasmaticas integras, seguido pela
expressdo de fosfatidilserinas (JANKOWSKI et al., 2002). Além disso, também
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podem sofrer o processo de necrose, caracterizado por apresentar perda da
estrutura celular e deterioragcdo da membrana citoplasmatica (VAN DEN BERG et al.,
2001).

Estas atividades dos neutrdfilos séo recorrentes, resultando em um looping,
durante a infeccao por hRSV. O epitélio infectado induz a producéo exacerbada de
mediadores inflamatoérios, culminando no aumento consideravel de neutrofilos e seus
produtos no sitio infeccioso, corroborando com a inflamacdo e agravamento do
quadro clinico de pacientes (BROWN et. al., 2015).

1.2.3. Geragao de NETs e o hRSV

Além de mecanismos de defesa contra patdogenos tradicionalmente
conhecidos dos neutréfilos, como a fagocitose, desgranulacdo, e geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), eles ainda podem liberar as armadilhas
extracelulares de neutréfilos (NETs) (BRINKMANN et al., 2004). S&o estruturas que
apresentam eixo central, formado por DNA neutrofilico cravejado por proteinas
nucleares, granulares e citoplasmaticas tais como, mieloperoxidase, histonas, serino
proteases (elastase, catepsina G e proteinase 3), entre outras (FUNCHS et al., 2007,
URBAN et al., 2009).

Através de diferentes estimulos indutores (IL-8, IL-17, bactérias, fungos,
protozoarios, plaquetas ativadas e PMA-forbol 12 miristato 13-acetato), os neutrofilos
sdo ativados, dependente de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
processo pelo qual culmina em morte, seguido de liberagdo das NETs, nomeado
mecanismo suicida (SOLLBERGER et. al., 2018). Estudos mostraram que estas
células inatas ativados podem produzir NETs, de forma rapida, a partir de outro
mecanismo sem producdo de ROS, pelo qual permanecem viaveis, denominado
mecanismo vital. Ambos os mecanismos de geracdo de NETs, séo diferentes
daqueles conhecidos por necrose ou apoptose, uma vez que ndo depende de
caspases, visto que nao ha similaridades morfolégicas com neutréfilos apoptéticos e
necroticos (BRANITZKI-HEINEMANN et al., 2016).

Durante a formagdo de NETs via mecanismo suicida, ha modificagdo
coordenada em toda estrutura neutrofilica, condensacdo da cromatina, perda do

envoltério nuclear, consequentemente o material se dispersa no citoplasma, seguido
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por desintegragdo da membrana citoplasmatica, por fim liberacdo das NETs
(SOLLBERGER et. al., 2018).

A geracdo de NETs por neutréfilos € amplamente caracterizada em estudos
voltados a patdgenos, em maioria, bactérias ou fungos. Entretanto, com relagdo aos
virus a pesquisa caminha em direcdo a elucidar esta interacdo. Pesquisas
demostraram que o0s virus podem induzir a liberacdo destas armadilhas de
neutrofilos, mediante receptores do tipo Toll like receptor (TLR) (FUNCHAL et al.,
2015; SAITOH et al., 2012).

De acordo com SAITOH et al., (2012) foi demonstrado que as NETs capturam
particulas virais de Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo-1 (HIV-1), inativando e
evitando ampla dissipacdo dos mesmos. A IL-10 produzida em resposta ao HIV-1,
suprime a geracdo de NETS, que, por sua vez, é dependente de ROS, induzida por
TLR-7 e TLR-8. Neste contexto, a geracdo de NETs é um mecanismo de resposta
antiviral neutralizada por HIV-1, inativado através de elevadas concentracfes de
mieloperoxidase e a-defensina (SAITOH et al., 2012). O Virus da Leucemia Felina
(FeLV), também estd associado ao mecanismo de geracdo de NETs no local
infectado, neste caso, considerada marcador de progresséo da doenca pela infeccao
viral (WARDINI et al., 2010).

Foi demonstrado, a partir de modelos experimentais, que neutrofilos isolados
de camundongos, quando incubados com o virus da CHIKV, foram capazes de gerar
NETs dependentes de ROS, através de receptores TLR-7. Portanto, em pacientes
infectados, os complexos mieloperoxidase-DNA apresentam correlagdo aos niveis
de NETs e carga viral total. Estes achados sugerem que, as redes de neutréfilos em
resposta a infeccédo por Chikungunya apresentam efeito de captura e neutralizacéao
de particulas virais (HIROKI et al., 2020)
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Figura 2. Mecanismos de geracdo de NETs. Principais mecanismos dos quais ha
formacdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos, NETs. De acordo com diferentes
estimulos indutores ha modificacfes intracelulares que atuam na liberacdo de parte do
contetdo para o meio extracelular. Fonte: adaptado de LOPES et al., 2022

Os efeitos descritos, com relagéo a interacdo das redes de neutréfilos com os
virus apresentados, sdo, em maioria, benéficos. Uma vez que capturam e/ou
neutralizam particulas virais limitando a dissipacdo da infeccdo em células alvo.
Assim como na infeccdo por Poxvirus, a liberacdo de NETs na vasculatura do figado
tem efeito protetor sob células hospedeiras a infeccdo (JENNE et al., 2013). Porém,
estudos apontam que no tecido infeccioso, principalmente em infeccdes
respiratérias, o excesso de neutrofilos e seus produtos, podem causar danos ao
hospedeiro (CORTJENS et al., 2016).

Durante a infec¢ao por influenza, os neutréfilos sdo massivamente recrutados
ao sitio infeccioso, os dados gerados mostram que, as NETs produzidas
apresentaram efeito na limitacdo da replicacdo viral, entretanto outros estudos
relataram que o excesso de NETs esta relacionadas ao efeito mortal de células
epiteliais (NARASARAJU et al., 2011).

Dados recentes voltados a infeccdo causada pelo virus SARS-CoV-2,
mostraram que houve liberacdo de NETs no trato respiratorio inferior, em resposta
ao novo coronavirus (LEPPKES et al.,, 2020; VERAS et al., 2020). Entretanto,

sugerem que a geragao de NETs seja modulada de acordo com a intensidade da
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replicacdo viral, mediante a expressao de receptores ACE 2 em células alvo, porém
este mecanismo ainda nao esta claro (SZTURMOWICZ et al., 2021). Além disso,
relataram a possibilidade de correlacédo da gravidade da doenca com o excesso de
NETs no tecido infecioso (ACKERMMAN et al., 2021; RADERMECKER et al., 2020;
LEPPKES et al., 2020; VERAS et al., 2020).

Neste contexto, pacientes acometidos pela infeccdo causada por hRSV,
neutrofilos e seus produtos foram encontrados no trato respiratério. Estudos
demonstraram que, a glicoproteina F do virus interage com receptores do tipo TLR-
4, estimulando a geracdo de NETs, dependente de producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), via NADPH oxidase (FUNCHAL et al., 2015). Além disso,
paralelamente, a proteina de fusdo pode ativar ERK e p38 MAPK induzindo a
liberacdo de NETs, com DNA cravejado por mieloperoxidase e elastase (FUNCHAL
et al., 2015). O excesso de neutrofilos e NETs no local da infeccéo, esta relacionado
com aumento da inflamacdo pulmonar, perda de sua capacidade respiratéria com
lesédo de células epiteliais e endoteliais. (CORTJENS et al., 2016; FUNCHAL et al.,
2015).

1.2.4. Enzimas granulares

A producdo de NETSs, cravejadas com mieloperoxidase e elastase, a partir de
neutroéfilos estimulados através da glicoproteina F do hRSV, se mostrou dependente
de receptores TLR-4 (FUNCHAL et al., 2015). Estudos apontam a importancia
destas proteinas no processo de liberacdo destas redes de neutréfilos (METZLER et
al., 2011; PAPAYANNOPQULOS et al., 2010)

Os neutrofilos sdo portadores de enzimas e proteinas antimicrobianas
previamente sintetizadas, e ao longo do seu processo de maturacdo, em resposta a
estimulos de infeccdo, ocorre uma transformacéao dessas biomoléculas em efetores
antimicrobianos. Esses efetores sdo entdo armazenados em compartimentos
intracelulares especializados conhecidos como granulos, categorizados em quatro
classes distintas: vesiculas secretoras, granulos azurofilicos, granulos especificos e
granulos gelatinase (AMULIC et al., 2012; BORREGAARD, 2010).

A medida que a pesquisa avancou, tornou-se evidente que a atividade
microbicida das NETs (Neutrophil Extracellular Traps) estd, ao menos em parte,

associada as enzimas e proteinas presentes nessas armadilhas liberadas por
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neutréfilos. Um exemplo notavel é a acdo microbicida da mieloperoxidase (MPO),
gue demonstrou ser eficaz contra o patégeno S. aureus, bem como exibiu efeito na
eliminacdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1). Além disso, a elastase
presente nas NETs desempenha um papel crucial na inibicdo do crescimento de A.
fumigatus, como documentado em estudos anteriores (PARKER et al., 2012,
SAITOH et al., 2012).

Além da funcédo descrita microbicida, as enzimas desempenham papeis
essenciais aos neutrofilos, como na alteracdo da expresséao de receptores celulares,
no mecanismo de liberacdo das NETs, no neutréfilo apoptético, na regulacdo de
citocinas e quimiocinas (FUNCHS et al., 2007).

Estudos realizados in vitro indicam que, apés a ativacdo dos neutrofilos,
mediada pelo sistema de espécies reativas de oxigénio (ROS) via NADPH oxidase,
induzida por agentes estimulantes como o PMA ou Candida albicans, ocorre um
fenbmeno conhecido como exPlosdo oxidativa, onde a mieloperoxidase (MPO) é
ativada e dissociada (WINTERBOURN AND KETTLE, 2013). A elastase também
passa pelo processo de ativacdo e dissociacdo, sendo influenciada pelo sistema
MPO/H202, o que resulta na degradacdo da proteina F-actina, permitindo que a
serino protease atravesse a membrana nuclear. Simultaneamente, tanto a elastase
quanto a MPO contribuem parcialmente para a clivagem das histonas, levando a
descondensacdo da cromatina. No entanto, 0 mecanismo exato pelo qual a serino
protease é translocada ainda ndo esta completamente elucidado
(PAPAYANNOPOULOS et al., 2010).

Estes achados sugerem que a MPO seja necessaria na liberacdo de elastase,
visto que o processo de descondensacdo da cromatina, bem como a degradacédo do
citoesqueleto de actina, é dependente de elastase. Estes processos corroboram
para a imobilizacdo do neutréfilo, conduzindo a geracdo de NETs no local da
infeccdo (METZLER et al., 2014; PAPAYANNOPOULOS et al., 2010).

Além disso, um complexo formado por enzimas neutrofilicas, das quais estéo:
proteinase 3, catepsina G, mieloperoxidase e elastase, foi denominado de
“azurossoma”. Apos ativacdo do neutrofilo, as proteases descritas sao dissociadas
através do sistema de exPlosdo oxidativa mediada por H202. Estudos propde que
estas e/ou mais proteases do complexo, estariam envolvidas no processo de
liberacdo de NETSs, ainda que este mecanismo nao seja totalmente evidenciado
(METZLER et al., 2014).
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Um estudo, in vitro, publicado recentemente por nosso grupo de pesquisa,
mostrou que as NETs podem interagir com particulas virais do hRSV. Este efeito
virucida, pode ser comprovado por meio de proteinases capazes de clivar a proteina
de fusdo do virus, comprometendo sua acdo infectante. Esta atividade foi
demonstrada para elastase e proteinase-3. Com excecdo para catepsina G, que
mostrou acgdo antiviral, porém sem clivagem de proteina F, sugerindo outro
mecanismo para inativacdo do virus, diferente deste apresentado (LOPES et al.,
2022).

Durante a infec¢éo por hRSV, neutrofilos migram massivamente em diregéo a
infeccéo, liberando as NETs (CORTJENS et al., 2016). Mesmo sugerindo que exista
efeito benéfico e que este seja, ao menos em parte, correspondente as enzimas das
NETs, seu excesso € responsavel por um efeito deletério ao hospedeiro. Em
pacientes com infeccdo aguda, foi detectado a partir de lavados brbénquicos,
concentragbes de fibras de DNA das NETSs, resultando na viscosidade do muco,
dificuldade de expectoracdo, resultando no aumento da resposta inflamatéria no
pulméo (ACKERMMAN et al., 2021; CORTJENS et al., 2016; FUNCHAL et al., 2015;
LEPPKES et al.,, 2020; MCNAMARA et. al.,, 2003; NARASARAJU et al.,, 2011;
RADERMECKER et al., 2020; VERAS et al., 2020).

Estudos demonstram ocorrer interacdo entre as NETs com as particulas
virais do virus respiratério sincicial humano (hRSV), embora a identificacdo das
moléculas que estariam envolvidas nessa interacdo, ainda ndo tenha sido
completamente esclarecida (CORTJENS et al, 2016). A compreensdao dos
mecanismos envolvidos desta interacdo pode representar um avang¢o na busca por
estratégias eficazes no combate ao hRSV, contribuindo assim para o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas eficazes na acao anti-hRSV.
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2. OBJETIVOS

Investigar a identidade e a interacdo entre macromoléculas das NETs com
particulas do hRSV, e se esta interacdo resulta na diminuicdo da infeccéo viral em

células HEp-2.

Objetivos especificos:

(@  Avaliar possiveis interacdes entre hRSV e proteinas das NETS;

(b) Identificac@o protedmica das proteinas ligantes de hRSV;

(c) Avaliar os efeitos destes ligantes no curso da infeccdo in vitro de
amostras laboratoriais e clinicas de hRSV;

(d) Avaliar o efeito virucida das NETs, elastase e catepsina-G sobre
amostras laboratoriais e clinicas de hRSV.
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3. MATERIAIS E METODOS

De acordo com os protocolos laboratoriais, para todos 0s ensaios que
oferecessem risco de contaminacao, foi utilizada a camara de fluxo laminar (NB2)
como medida de seguranca. As solucdes e vidrarias foram esterilizadas por

autoclavacao ou filtracédo através de poros de 0,22um.

3.1. Declaracéo de ética

Os procedimentos de coleta de sangue, envolvendo a participacdo de
voluntarios humanos, foram todos realizados de acordo com o protocolo
48107321.9.0000. 5401, analisado e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade
de Ciéncias e Letras de Assis, UNESP.

3.2. Materiais

3.2.1. Reagentes

As enzimas neutrofilicas foram isoladas de leucdcitos expectorados,
adquiridas comercialmente na forma liofilizada: Mieloperoxidase (EPC ref. MY167),
Catepsina-G (EPC ref. SG623) e Elastase (EPC ref. SE563). Para a solubilizacdo e
estocagem, seguiram-se as recomendagOes do fabricante (Sigma-Aldrich). Os
inibidores das enzimas neutrofilicas foram adquiridos comercialmente na forma
liofilizada, PF-06281355 (Sigma-Aldrich ref. PZ0277), M0398 (Sigma-Aldrich ref.
65144-34-5) e Chymostatin (Roche ref. 11004638001).

3.2.2. Cultura celular

Células derivadas de carcinoma de orofaringe (HEp-2) e adenocarcinoma
pulmonar (A549), obtidas a partir do Banco de Células do Rio de Janeiro (Brasil),
foram mantidas em garrafas de cultura de 25cm?2 com meio de cultura DMEM F12
(Sigma, D8900), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB — Cultilab,
Campinas SP) e acrescido de antibidtico-antimicotico (Thermo, 15240-062), em
estufa umedecida a 37° C e 5% de CO..
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3.2.3. Estoque viral

O virus hRSV, cepa Long A2, foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Eurico de
Arruda Neto (Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP, Ribeirdo Preto, Brasil).
Os isolados clinicos hRSV A - POA 43/2018 e hRSV B - POA 10/2018 foram um
presente da Dra. Ana Paula Duarte de Souza (PUCRS, Porto Alegre, Brasil). Todos
os isolados virais foram amplificados em culturas de células HEp-2. Em garrafas de
cultura de 75 cm?, contendo monocamadas de HEp-2, as aliquotas virais foram
inoculadas e incubadas em estufa a 37°C por 1 hora em agitacdo a cada 15 minutos
(etapa de adsorcao viral). Em seguida, retirou-se o indculo, a cultura foi mantida com
DMEM F12 incompleto (sem SFB), em estufa umedecida a 37° C e 5% de CO,. As
células inoculadas foram observadas com a ajuda de microscopio 6ptico,
diariamente, por cerca de 6 dias, até o aparecimento do efeito citopatico (ECP). O
sobrenadante, contendo o virus replicativo foi coletado, aliquotado e estocado em
DMEM F12 incompleto acrescido com 10% de trealose e 20% de SFB, para entdo
ser armazenado no ultrafreezer -80°C, até o momento do uso. A titulacdo viral foi
estabelecida através do método de reducdo de placas de lise (MCKIMM-
BRESCHKIN, 2004).

3.3. Métodos

3.3.1. Isolamento de neutro6filos

A partir de individuos declarados saudaveis, foi coletado 20 mL de sangue
periférico, em tubetes, contendo citrato de sodio (BD biosciences). No fluxo laminar,
foram praparados os gradientes de separagao com Histopaque 1119 e 1077 (Sigma-
Aldrich), 3 mL de cada densidade por falcon. Delicadamente, foi adicionado 6 mL de
sangue nos respectivos tubos.

As amostras foram submetidas a centrifugacdo por 30 minutos, 277 xg, 25°C,
sob aceleragéo e frenagem minimos. Apos a centrifugacado, formou-se um gradiente
delimitando 4 camadas de acordo com 0s constituintes sanguineos. A primeira

(plasma) e a segunda camadas (mondcitos) foram descartadas em hipoclorito (5%).
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Coletou-se a terceira camada (neutrofilos e gradiente de separacado) e a Ultima fase
(hemacias) foi descartada juntamente as outras. Para lavar os neutréfilos coletados
num falcon (50 mL), o qual foi preenchido com 45 mL de PBS (Phosphate Buffered
Saline) e novamente centrifugado (5 minutos a 800 xg). Na sequéncia, o0
sobrenadante foi descartado em hipoclorito e, o pellet ressuspenso em 1 mL de
PBS. Os neutrofilos foram diluidos 20 vezes em solugdo de Turk (20 mL &cido
glacial, 0,5 g azul de metileno e agua para 1L) para a contagem global de células,
realizada com o auxilio de uma camara de Neubauer (Neubauer Improved Bright-

Line, Loptik Labor, Germany).

3.3.2. Geracédo de NETs

Os neutrdéfilos isolados foram diluidos em DMEM F12 incompleto (6,0x
10°neutrofilos/mL). Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas 3 placas de
petri, previamente autoclavadas. Adicionou-se a suspenséao de neutrofilos 25 nM de
de PMA (phorbol 12-miristato 13-acetato, Sigma-Aldrich), com incubacédo de 3h em
estufa umedecida a 37° C e 5% de CO,. O sobrenadante foi gentilmente descartado,
e as NETs foram lavadas e coletadas com o auxilio de 1 mL de PBS. As amostras
utilizadas em eletroforese, foram submetidas a banho-seco por 20 minutos, com a
adicdo de DNAse (1 pug/mL, Sigma-Aldrich). O estoque de NETs foi armazenado no
freezer -20°C.

3.3.3. Quantificacao e caracterizacao das NETs

Para a quantificacdo do DNA das NETSs, foi utilizado o fluorimetro Qubit 2.0
(Invitrogen, Inc, Grand Island, NY, USA) através do kit PicoGreen® dsDNA Assay Kit
(Invitrogen), seguindo as recomendagdes do fabricante. Em adi¢cdo a quantificacao,
a presenca dos complexos de DNA-elastase e DNA-MPO foram verificados através
do ensaio de Elisa (RADA, 2019). Para tanto, uma placa de 96 pocgos ja
sensibilizada (overnight a 4°C) com anticorpos anti-elastase (1:1500; PA5-29659,
ThermoFisher Scientific) ou anti-MPO (1:1000; ref. PA5-16672, ThermoFisher
Scientific), foi bloqueada por 2h a temperatura ambiente com gelatina 5%, e entao
incubada com amostras de NETs ou PBS (overnight a 4°C). ApGs lavagem com

PBS-Tween 20, os poc¢os receberam anticorpo anti-DNA conjugado a peroxidase
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(1:500; Kit Cell Death Detection; Roche), seguido de incubacao por 1h a 37°C. A
presenca dos complexos foi revelada com a adicdo do substrato TMB peroxidase
para ELISA (ThermoFisher, Invitrogen). Ao final, a reacdo foi paralisada com a
adicdo de HCI 1 M e sua leitura de absorbancia foi realizada a 450 nm em
espectrofotometro.

Finalmente, o perfil eletroforético das NETs foi avaliado em gel de matriz de
poliacrilamida 12%, corado com Coomassie blue (Sigma-Aldrich, ref. B8647).

3.3.4. Identificacdo de ligantes das NETs para o hRSV

A interacéo entre particulas de hRSV com proteinas das NETs foi avaliada em
ensaios de Western Blotting e Imunoprecipitagao.

Para os ensaios de Western Blotting, as amostras de NET foram submetidas
a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12%, e entdo, transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Thermo Fisher Scientific) sob voltagem de 45 V durante
2h30. A membrana foi bloqueada com solucdo PBS-Tween20 0,05%, acrescido de
5% de leite desnatado, e incubada com hRSV (1:20) ou mock (1:20) (overnight,
4°C). No dia seguinte, a membrana foi mantida em solugéo de Palivizumabe (200
ug/ mL) por 1h30, para entdo ser incubada com anticorpo secundario conjugado a
peroxidase (1:4000 por 1 h). A presenca de interacdo foi avaliada com a adi¢cdo do
substrato TMB para western blotting (Thermo Fisher Scientific). Em paralelo,
amostras de NET, submetidas a eletroforese e néo transferidas, foram apenas
coradas com Coomassie blue para extracdo de bandas de interesse a serem
submetidas ao sequenciamento de peptideos.

Os ensaios de imunoprecipitacdo foram realizados de modo a verificar se
haveria precipitagdo do complexo RSV-NETs, mediada pela presenga do anticorpo
Palivizumab (anticorpo especifico para a proteina F do RSV). Para tal, foi utilizado o
kit Invitrogen™ Dynabeads™ Protein A for Immunoprecipitation seguindo as
recomendacgOes do fabricante. Em resumo, 50 pl das beads magnéticas foram
adicionadas em eppendorfs de 1,5 mL, juntamente com 5 ug do anticorpo especifico
para hRSV, o Palivizumab, na concentragdo de 1 mg/ml, acrescido de 200 pL da
solucdo Biding & Washing do kit. Apds 20 minutos de incubacdo, sob agitacéo
constante e delicada, as beads foram isoladas com o auxilio de um im&, e o

sobrenadante foi descartado. Ainda isoladas, as beads foram lavadas com a mesma
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solugcédo usada anteriormente, antes de receber 1 mL de hRSV para incubacéo de 1
hora sob agitacdo (as amostras-controle receberam apenas PBS ou Mock). Mais
uma vez, o sobrenadante foi descartado e as beads lavadas 3 vezes com solucao
Washing. Na sequéncia, as beads foram incubadas por 2 h com 700 uL de NET, na
concentracédo de 5,3 pyg/mL, quando o sobrenadante foi novamente descartado e as
beads lavadas. Para a recuperacdo do imunocomplexo, utilizamos o método
desnaturante indicado pelo fabricante, no qual as beads sao incubadas por 10
minutos a 70°C na presenca de 15 uL da solucdo Elution buffer juntamente com 15
ML de tampao de amostra Laemmli 2X. Por fim, as beads foram isoladas com auxilio

de um ima e o sobrenadante recuperado para andlise eletroforética.

3.3.5. Sequenciamento de peptideos

O gel de poliacrilamida corado com azul de coomassie foi utilizado para
extracado daquelas proteinas ligantes de hRSV, e identificadas pelo Western Blotting.
A banda correspondente ao peso molecular de 50kDa-75kDa foi extraida com o
auxilio de um bisturi e submetida ao sequenciamento de aminoacidos ap6s remoc¢ao
do corante, reducao e alquilacao, digestéo proteica e obtencéo dos peptideos.

A partir de entdo, todos os procedimentos envolvidos no sequenciamento de
peptideos foram realizados em colaboracdo com o Dr. Daniel Martins de Souza,
docente da Unicamp. Brevemente, a banda foi descorada com sucessivas lavagens
por metanol 50% em agua, contendo acido acético 5%. Em seguida, foram feitas
varias etapas de desidratacdo por acetonitrila e hidratacdo por bicarbonato de
amoénio 100 mM. As bandas foram reduzidas com DTT 5 mM (30 minutos a
temperatura ambiente) e alquiladas com iodoacetamida 50 mM (30 minutos a
temperatura ambiente, no escuro). Apds, amostras foram lavadas com bicarbonato
de amobnio 100 mM e submetidas a clivagem enzimatica por tripsina (20 pg/mL) por
18h. Os peptideos foram extraidos com as solugdes de acido formico 5% em agua, e
acetonitrila 50% em agua contendo acido formico 5%.

Os peptideos foram submetidos a andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, em fase reversa — RP-HPLC (20A Prominence, Shimadzu Co., Japéao),
acoplada a espectrometria de massas. Para isso utilizou-se uma coluna C18, com

um gradiente de 5 a 40% de solvente B em 40 minutos, sendo o solvente A &cido
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férmico / agua (1:1000) e solvente B acido formico / acetonitrila / agua (1:900:100),
sob fluxo constante de 0,2 mL/min.

Para espectrometria de massa tipo electrospray, as analises foram realizadas
em um instrumento IT-TOF (Shimadzu Co., Japao), em modo positivo, com obtencéo
dos espectros na faixa de 50 a 2000 m/z. A voltagem da interface foi utilizada em 4,5
kV e a voltagem do detector, 1,85 kV, com temperatura de 200°C. O controle do
equipamento e aquisicdo dos dados foi realizado pelo software LCMS Solution. O
espectro dos fragmentos foi processado apropriadamente para analise através do
Peaks Mass Spectrometry Software (Bioinformatics Solutions Inc., Canadd), sempre
com checagem manual para acuidade e correcdo dos dados e resultados.

3.3.6. Avaliagdo da identidade de MPO e de sua interagdo com o hRSV

A identidade de MPO em nossas amostras de NET e da sua interagdo com
particulas de hRSV foram avaliadas em ensaios de Western Blotting e Elisa,
respectivamente. Para tanto, amostras de NET (2,8 pg) e MPO purificada (320 ng)
foram submetidas a eletroferese em gel de poliacrilamida-SDS 12%, e entdo,
transferidas (45 V durante 2h30) para uma membrana de nitrocelulose (Thermo
Fisher Scientific). A membrana foi bloqueada com solu¢cdo PBS-Tween20 0,05%,
acrescido de 5% de leite desnatado (overnight, 4°C). No dia seguinte, as
membranas foram incubadas overnight (4°C), na presenca de hRSV (1:20), mock
(1:20) ou PBS. A presenca de MPO foi revelada com o uso de anticorpo especifico
anti-MPO (1:200; ref PA5-16672; Thermo Fisher Scientific). A presenca de hRSV foi
revelada com o uso de anticorpo especifico Palivizumabe (200 pg/mL; Sinagis).
Apo6s incubacdo por 1h30, as membranas receberam anticorpo secundario
conjugado a peroxidase (1:4000; Invitrogen™), incubadas por 1h. A presenca de
interacéo foi avaliada com a adicao do substrato TMB para western blotting (Thermo
Fisher Scientific).

Em complemento, a interacdo entre particulas de hRSV e MPO foram
avaliadas em ensaios de ELISA. Para tanto, pocos de uma microplaca foram
sensibilizados overnight a 4°C com MPO purificada (12 pg/mL). No dia seguinte, os
pocos foram bloqueados com gelatina (1%; 2h a 37°C), para entdo, receberem RSV,

PBS ou Mock. Apo6s incubacdo overnight & 4°, os pocos receberam anticorpo
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especifico Palivizumabe (200 pug/mL; 2h a 37°C), o qual foi revelado com a adicao de
anticorpo secundario conjugado a peroxidase (200 ng/mL; Invitrogen™ 45 minutos a
37°C). A presenca de interacao foi revelada com o uso de TMB para ELISA (Thermo
Fisher Scientific). A leitura de absorbancia foi realizada com o uso de

espectrofotometro em 450 nm, conforme recomendado pelo fabricante do TMB.

3.3.7. Avaliacdo da atividade antiviral das NETs, MPO, elastase e

catepsina-G

As andlises de atividade virucida foram realizadas em ensaios de viabilidade
celular com o uso do sal de MTT, em diferentes protocolos. Para tanto, uma vez
verificada a citotoxicidade de todos os compostos a serem avaliados, células HEp-2
ou A549 (5x10*/poco), ressuspensas em meio de cultvo DMEM F12, foram
semeadas em placas de 96 pocos (Corning ref. 3595), e incubadas em estufa
umedecida a 37°C e 5% de CO; por 24 horas. As monocamadas, em confluéncia de
80%, foram submetidas a diferentes protocolos de experimentacdo (descritos nas
legendas de cada figura), mantendo o in6culo viral de hRSV (MOI 1,0). Apos 72
horas, a viabilidade celular da monocamada foi mensurada pelo ensaio colorimétrico
de MTT (SOLTAN-DALLAL et al.,, 2017). Os valores das absorbancias foram
convertidos em porcentagem de viabilidade ou de protecdo celular, e para tanto,
foram usadas as equactes 1.1 e 1.2, respectivamente. Células cultivadas apenas na
presenca de meio de cultivo (CC, controle) foram consideradas como 100% viaveis

(viabilidade maxima em condicdes de teste).

DO+
DOcc

(equacédo 1.1.)

Viabilidade celular (%) x100 =

DO Densidade Optica apds leitura do sal de MTT em 560 nm;
DO+ Densidade 6ptica do grupo teste

DOcc Densidade 6ptica do controle celular
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(equacédo 1.2.) . DOnc- DOcv
Protecéo celular (%) x100 =
DOcc - DOcy

DO ac Densidade 6ptica da amostra pos leitura do sal de MTT em 560 nm;
DOcv Densidade 6ptica do controle viral

DOcc Densidade 6ptica do controle celular

3.3.8. Andlise estatistica

Todos o0s testes estatisticos foram processados através do software
GraphPad Prism 6 e Microsoft Excel. A normalidade dos dados coletados foi aferida
através do teste de Shapiro Wilk, a variancia foi testada por one-way ANOVA, em
adicao pelo teste de Bonferroni. Quanto ao nivel de significancia, foi considerado
p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Caracterizacdo das NETs produzidas

Ainda que as NETs apresentem em maior quantidade DNA e histonas, fazem
parte de sua estrutura uma diversidade de proteinas, entre as quais estdo:
catepsina-G, calprotectina, catelicidinas, defensinas, elastase, lactoferrina, lisozima
C, mieloperoxidase (MPO), proteinase 3 e gelatinase (TAKEI et al., 1996; URBAN et
al., 2009). Os mecanismos pelos quais as NETs séo capazes de inativar patdgenos
ainda é um campo de estudo em expansdo. Diferentes trabalhos mostram que a
resposta microbicida a diferentes microrganismos oportunos, esta relacionada
principalmente, as proteinas das NETs (ACHOUITI et al., 2012; LAPPANN et al.,
2013).

A primeira etapa do nosso trabalho foi produzir, quantificar e caracterizar as
NETs que seriam utilizadas nos ensaios futuros. A quantificacdo de DNA-livre foi
realizada com o uso do Kit PicoGreen (Invitrogen). A presenca de complexos DNA-
elastase ou DNA-MPO, caracteristicos das NETSs foi avaliada por ELISA. Por fim, foi
também avaliado o perfil eletroforético de nossas preparacoes.

As amostras de NETSs, tratadas com DNAse (1 pg/mL) de forma a diminuir os
agregados gerados na coleta das NETs, apresentaram bandas de peso aparente
proximo a 15, 50 e 75 kDa (Figura 3A). Como forma de controle, observamos que
uma amostra contendo apenas DNAse, apresentou uma Unica banda proxima a 50
kDa. Os ensaios de ELISA confirmaram a presenca de complexos caracteristicos
das NETSs, ou seja, Elastase-DNA e MPO-DNA (Figura 3B). A quantificacdo de DNA

nestas amostras apontou uma variagéo de 1,86 — 5,3 pg/mL.
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Figura 3. Perfil eletroforético das NETs. (A) Corrida eletroforética em matriz de
poliacrilamida 12%, gel revelado em Coomassie blue, para estabelecer o perfil molecular proteico das
amostras de NET (4,2 pg/mL) e DNAse (1 pg/mL). Observou-se bandas proximas a 15, 50 e 75kDa.

(B) Reacdao colorimétrica do ELISA referente a deteccéo de complexos DNA-elastase e DNA-MPO.

4.2. Identificacéo de ligantes das NETs para o hRSV

Estudos mostram que, durante a infeccdo por hRSV, a liberacdo das
armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs), pode ser mediada através da
ativacdo dos neutréfilos, dependente dos receptores TLR-4, a proteina F viral
(FUNCHAL et al., 2015).

A proteina estrutural F do hRSV, é essencial para a fusdo do virus em
células-alvo e replicacdo tanto in vitro, quanto in vivo (KARRON et al., 1997). NETs
geradas por neutréfilos, apresentam mieloperoxidase e elastase neutrofilica, sendo
estas sempre presentes na estrutura de DNA neutrofilico (PAPAYANNOPOULOS et
al., 2010).

Mieloperoxidase e elastase, se mostram importantes para a geracao de
NETs, ambas com atividade antimicrobicida (MCCORMICK et al., 2011; METZLER
et al., 2011; SAITOH et al.,, 2012). MPO apresenta fungdo microbicida para S.
Aureus, bem como eficiente na eliminacdo do HIV-1 (PARKER et al., 2012; SAITOH
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et al., 2012). MCCORMICK et al. (2011), mostraram que a elastase das NETs foi
capaz de inibir o crescimento de A. fumigatus.

Com relacéo aos efeitos gerados por algumas proteinas presentes nas NETS,
a proteina quelante de zinco, calprotectina, possui acdo microbicida contra Candida
e Klabsiella (URBAN et al., 2006). A serino protease granular, catepsina-G, quando
inibida diminui a agdo microbicida das NETS, sugerindo que esta estaria relacionada
ao mecanismo de neutralizagdo contra patégenos (LAPPANN et al., 2013;
BRINKMANN et al., 2004).

O efeito benéfico destas proteinas para o hospedeiro é evidente. Durante a
infeccdo por hRSV, as NETs geradas no local infeccioso, impedem a disseminagao
de particulas virais ao longo do tecido pulmonar (CORTJENS et al., 2016; DINIZ,
L.F.A. et al.,, 2021). Porém, o excesso de NETs, tem como consequéncia lesédo
tecidual, o que pode comprometer a funcédo pulmonar, resultando no agravamento
da patologia. O efeito deletério das NETs € decorrente das proteinas nela aderidas
(LOPES et al., 2022).

Estudos anteriores demonstram que elastase e proteinase-3 interagem com
hRSV resultando em clivagem da proteina F viral, enquanto catepsina-G atua no
microorganismo sem mecanismo ainda definido. SOUZA et al., (2018), demonstrou
haver interacdo de hRSV com uma proteina de ~50kDa sem obter sucesso em sua
identificacdo. Para tentar esclarecer esta Ultima questdo, realizou-se ensaios de
western blotting e imunoprecipitacdo (Figura 4). Amostras de BSA (albumina), NETs
ou DNAse, transferidas para membrana de nitrocelulose, foram incubadas com
solucdo de hRSV long ou Mock, e entdo, submetidas ao reconhecimento especifico
por anticorpo anti-proteina F do hRSV, Palivizumab. De acordo com a figura 4,
qualquer uma das incubacfes realizadas com BSA ou DNAse nao evidenciou
qualguer banda que sustente uma hip6tese de interacdo entre estas proteinas e o
virus RSV. A incubacdo de NET com mock ou na auséncia de hRSV apresentou
resultado semelhante as amostras anteriores. Por outro lado, foi possivel observar o
destaque de uma banda com peso molecular entre 50 kDa e 70 kDa, quando
realizamos a incubacdo de hRSV com a membrana em que as NETs foram
imobilizadas. Este resultado, somado aos controles realizados, sugere uma
interacdo especifica entre as amostras de NET e hRSV, além de corroborar com

dados apresentados por nosso grupo de pesquisa (SOUZA et al., 2018), referentes a
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interacdo de moléculas das NETs de peso molecular de 50-75 kDa com o virus
sincicial respiratorio.

Considerando-se 0s principios que norteiam a técnica usada, a observacao
da banda de 50-75 kDa nos ensaios de Western blotting sugere que o hRSV
interage com tal molécula de forma estavel, na auséncia de clivagem, ou na
presenca de efeito enziméatico minimo, que possibilite a manutencéo e deteccdo de
complexos enzima-virus ha membrana de nitrocelulose.

A figura 4B apresenta o perfil eletroforético de diferentes amostras de NETS,
destacando-se a presenca constante de uma banda de 50-75 kDa em todas elas.

Com a finalidade de reavaliarmos a interacdo do RSV com as NETs, beads
magnéticas revestidas com proteina G foram incubadas com Palivizumab (anticorpo
especifico para proteina F do RSV). Na sequéncia, foram permitidos os contatos das
beads/Palivizumab com hRSV long ou mock seguidos de NETs. O produto da
eluicao foi avaliado por eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (Figura 4C). Ap6s
a coloracdo do gel com azul de coomassie, observamos um padrdo de bandas
semelhante entre todas as amostras. No entanto, a incubacdo das
beads/palivizumab com RSV e NETs evidenciou uma banda diferenciada, a qual
apresenta 0 mesmo peso molecular aparente (50-75 kDa) e caracteristico da
interacdo entre RSV e NETs encontrada pelos nossos ensaios de western blotting
(Figura 4A), e descrita por SOUZA et al., (2018).
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Figura 4. Interacdo das NETs com hRSV. (A) Diferentes amostras (BSA, DNAse ou NET)
foram submetidas a eletroforese e transferidas para membranas de nitrocelulose, as quais foram
incubadas com diferentes amostras-teste (NET, RSV ou mock). A ocorréncia de interacdo do RSV
com algum alvo nas membranas foi investigada através do uso de anticorpo especifico, Palivizumabe,
seguido por anticorpo secundario conjugado a peroxidase, e por fim, TMB. Observa-se o destaque
(retdngulo pontilhado) de uma banda de peso molecular aparente de 50-75kDa. (B) Eletroforese em
gel de poliacrilamida referente a diferentes amostras de NET e marcador molecular padrdo (MM).
Coloracédo em azul de comassie. A seta indica a banda de peso molecular aparente de 50-75kDa que
foi destacada no ensaio de western blotting. (C) Destaca-se mais uma vez a banda de peso aparente
de 50-75 kDa, obtida através de técnica de imunoprecipitagdo. As bandas de interesse foram

submetidas a identificagdo protedmica.

Para compreender a identidade da(s) molécula(s) de peso molecular de 50-
75kDa correspondente as NETS, e envolvidas na interagdo com o hRSV, utilizou-se
analise protebmica, por meio de sequenciamento a partir de espectrometria de
massa (3.3.7.).

As bandas correspondentes aquelas evidenciadas nos ensaios de western
blotting e imunoprecipitagdo, foram extraidas dos géis de poliacrilamida corados com
azul de comassie, e enviadas para sequenciamento em colaboracdo com o Dr. Daniel
Martins de Souza, professor docente da Unicamp.

Apés andlise protedbmica, identificaram-se as proteinas: mieloperoxidase,
catepsina G, lactoferrina, defensina-1, alfa-actina, histona 2A e actina (Tabela 1),
todas previamente descritas como moléculas que fazem parte da estrutura das NETs
(BRINKMANN et al., 2004; URBAN et al., 2009).
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Tabela 1- Resuldado do sequenciamento correspondente a banda de 50-75kDa

Proteina Peso molecular Possui atividade anti-RSV?
Mieloperoxidase Heterodimero de 60+12 kDa ~30%
Catepsina G 38 kDa ~65%
Lactoferrina 80 kDa N&o foi testada
Defensina-1 3,4 kDa N3o foi testada
Alfa-actina 42 kDa Nao foi testada
Histona 2A ~14 kDa N&o foi testada
Actina 42 kDa N&o foi testada

Fonte: autor, 05/09/2022

A mieloperoxidase (MPO) é um heterodimero com peso molecular de 140-155
kDa, estruturalmente formada por 4 cadeias, 2 leves com 12kDa e, 2 pesadas com
peso variavel (~60 kDa) de acordo com o nivel de glicosilacdo (KOCH et al., 2021).
Esta é a Unica proteina que apresenta em sua estrutura uma cadeia pesada de peso
molecular semelhante aquele encontrado em nossos ensaios de western blotting e
imunoprecipitagdo. Além disso, ela foi a Unica que repetidas vezes foi identificada
nas diferentes analises protedmicas realizadas.

De acordo com LOPES et al. (2022), em ensaios de avaliagao antiviral, MPO
foi capaz proteger células HEp-2 da morte celular causada pela infec¢éo in vitro por
hRSV. Esta protegao foi de aproximadamente 30%, e associada aos nossos dados,
sugere que MPO seja um dos ligantes de hRSV nas NETSs.

A mieloperoxidase humana é traduzida a partir de um gene de 14 kb que se
encontra localizado no cromossomo 17qg. Seu processo de sintese € complexo e
necessita de etapas como adicdo do grupo heme, eventos proteoliticos e
dimerizacdo (HANSSON et al., 2006). Esta proteina representa cerca de 5% do peso
seco proteico de neutrofilos (FURTMULLER et al., 2006).

Apesar de poucos trabalhos abordarem sua interagdo com virus, vale

ressaltar que um de seus principais mecanismos microbicidas € a producao de acido
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hipocloroso, o mais potente agente com agéo microbicida entre os mamiferos. Além
disso, como ja foi citado, ela desempenha papel importante quanto a liberacdo das
NETs (FURTMULLER et al., 2006; METZLER et al., 2011; PAPAYANNOPOQULOS et
al., 2010)

Para verificar a hipotese de que MPO corresponde a banda de 50-75 kDa,
ligante de hRSV, realizamos a identificacdo da enzima através do reconhecimento
de anticorpo especifico em ensaios de western blotting, e avaliamos sua interacao
com hRSV em ensaios de ELISA (Figura 5). Anticorpo especifico anti-MPO foi
eficiente em reconhecer MPO purificada, a qual foi imobilizada em membrana de
nitrocelulose (Figura 5A). O reconhecimento foi destacado por uma banda préxima a
50 kDa. Este mesmo anticorpo evidenciou banda de peso molecular semelhante nas
amostras de NET submetidas a eletroforese e imobilizacdo em membrana de
nitrocelulose (Figura 5A). Estes resultados, reforcam que a identidade da banda de
50-75 kDa observada anteriormente seja MPO.

Na sequéncia, avaliamos se MPO purificada seria capaz de interagir com
hRSV. Para isso, uma placa de 96 pocos teve alguns de seus poc¢os sensibilizados
(overnight, a 4°C) com PBS, MOCK ou hRSV. As interacdes ndo especificas foram
bloqueadas (2h, a 37°C) com gelatina a 1% antes de receberem MPO 12 pg/mL
durante a noite (a 4°C). Os pocos foram lavados com PBS, incubados (2h, a 37°C)
com Anti-MPO (200 pg/mL), lavados novamente e incubados (45min, a 37°C) com
anticorpo conjugado com peroxidase (200 ng/mL). Apdés nova lavagem, eles
receberam o substrato TMB (Thermo Fisher Scientific), especifico para ensaios de
ELISA. A reacdo colorimétrica foi interrompida usando HCI (1 M) e quantificada via
leitura de absorbancia a 450 nm.

Como resultado observamos que, nos pocos em gue houve adicdo de
hRSV, a reacdo colorimétrica foi de aproximadamente 2x maior, e
estatisticamente significativa, quando comparada aquelas verificadas na presenca
de PBS ou Mock (Figura 5B).

Em conjunto, os resultados apresentados até o presente momento neste
trabalho, e relacionados aos dados previamente descritos na literatura,
demonstram que MPO presente nas NETs captura particulas de hRSV,
promovendo uma protecao celular de aproximadamente 30% (Lopes et al. 2022),
na auséncia de clivagem da proteina F (Lopes et al., dados ainda nao

publicados).



44

A MM NET MPO B

100 kDa
75

50 *%k%*

- - N N
o L o W
L 1 1 J

o
o
1

Aumento relativo

e
o
1

PBS Mock RSV

Figura 5. Interacdo entre MPO e hRSV. (A) Anticorpo especifico anti-MPO foi capaz
de reconhecer MPO purificada e a banda de 50-75kDa presente nas NETs. (B) MPO
purificada promoveu interacdo com hRSV em ensaios de ELISA. Este resultado foi
estatisticamente significativo quando comparado com as amostras de PBS e Mock.

SOUZA et al. (2018) descreveram a atividade virucida das NETs. Na
sequéncia, Lopes et al. (2022) ao infectarem células HEp-2 com patrticulas virais pré-
tratadas com MPO, observaram protecdo de 30% da monocamada celular. Aqui,
tivemos por objetivo estender o conhecimento a cerca do impacto de MPO na
replicacdo do virus RSV, e para tanto avaliamos isolados laboratoriais e clinicos.

Em modelos experimentais in vitro, para compreender o efeito de compostos
em meio a diferentes concentracdes, faz-se o uso de cultura celular. Vale ressaltar
que, manter as condicdes essenciais de cultivo de células € imprescindivel, uma vez
gue sao sensiveis a temperatura, pH, umidade e CO,. Portanto, controlar as
condicbes experimentais favoraveis a cultura celular, é importante para obter
resultados mais robustos, sem que haja interferéncia das condicGes instaveis
(MOSMANN, 1983).

A exposicdo de determinados compostos as células pode comprometer a
integridade e/ou metabolismo celular delas, o termo referente a estas condicdes é
denominado citotoxicidade. Normalmente, utiliza-se a microscopia para acompanhar
os efeitos morfolégicos durante o periodo de teste, em adicdo ensaios colorimétricos
sdo empregados com o intuito de verificar células viaveis ou nédo (PATEL et al.,

2009).
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A atividade mitocondrial pode ser inferida por meio de sais de tetrazdlio,
somente as mitocondrias apresentam enzimas desidrogenases capazes de reduzir o
sal de tetrazdlio, portanto a reacdo ocorre somente em células metabolicamente
ativas (BUFALO et al., 2010).

Neste trabalho foi utilizado o sal de MTT, o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil tetrazélio (SOLTAN-DALLAL et al., 2017) em solugcédo se apresenta na
cor amarela, porém quando € reduzido pela succinato desidrogenase produz o sal

de formazana, correspondente a cor roxa, como demonstrado na figura 6.

Conversao do MTT em Formazana pela NADH desidrogenase

MTT Formazana

Figura 6. Metabolizagdo do sal de tetrazélio em formazana. O sal penetra nas células
onde é reduzido por enzimas associadas & membrana de mitocondrias. A viabilidade celular pode ser
inferida proporcionalmente a formacao de formazana, quanto maior a intensidade da cor roxa, maior &
a viabilidade celular. Fonte: adaptado de LOPES et al., 2022

O ensaio de MTT é amplamente utilizado para inferir a viabilidade celular,
devido a sua simplicidade, custo-beneficio e robustez na entrega de dados. A
quantidade de formazana produzida na reacdo é proporcional ao nivel de atividade
das células. Em uma determinada linhagem celular, é possivel correlacionar a
densidade de cristais de formazana produzidos em condi¢cdo controle, de acordo
com os niveis de formazana da monocamada exposta ao composto testado, dessa

forma € possivel tracar um comparativo e estabelecer o efeito citotoxico do
composto a linhagem celular testada (SOLTAN-DALLAL et al., 2017).
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O inibidor PF-06281355 [6-(2,5-Dimethoxyphenyl)-3,4-dihydro-4-oxo-2-thioxo-
enzimas peroxidases, a exemplo de mieloperoxidase. Em um trabalho utilizando
modelos in vivo tratados com LPS, demonstrou que o inibidor foi capaz de diminuir a
atividade de MPO do plasma de forma significativa, sugerindo seletividade no
processo de inibicdo (RUGGERI et al., 2015). A atividade in vitro de mieloperoxidase
foi reduzida em células de leucemia promielocitica (HL60) (BACHMANN et al., 2018;
ZHENG et al., 2015).

A mieloperoxidase é um importante alvo terapéutico, por ser essencial na
modulagéo da resposta inflamatoria, incluindo a liberagdo de citocinas, em diversas
patologias (YASUAKI, 2018). De forma distinta as outras enzimas utilizadas neste
trabalho, esta peroxidase apresenta capacidade em catalisar gerando espécies
reativas de oxigénio, como 0z0nio e oxigénio singleto, embora apresente potencial
em produzir compostos altamente toxicos, foi demonstrado por LOPES et al., (2022)
gue seu efeito ndo foi citotoxico para a linhagem celular HEp-2, mesmo em doses
elevadas.

Neste trabalho, utilizamos o inibidor PF-06281355 de maneira direcionada a
reduzir a atividade enzimatica de MPO, de forma a avaliar se tal atividade estaria
relacionada ao seu efeito anti-RSV. As concentra¢cdes testadas foram baseadas de
acordo com o levantamento de dados na literatura e sugestdo de concentracdo para
trabalho fornecida de acordo com o fabricante (SIGMA-ALDRICH, ROCHE,
BACHMANN et al., 2018; RUGGER:I et al.,2015; SMEDLY et al., 1986; STEIN, 1986;
TATSUTA, 1973; ZHENG et al., 2015).

Inicialmente, verificamos que o inibidor PF-06281355, incubado em diferentes
concentracdes (2,42-155,7 uM) na cultura de células HEp-2 ou A549, ndo resulta em
perda significativa da viabilidade celular daquelas culturas (Figura 7). Em paralelo,
células HEp-2 foram infectadas com hRSV (Long e isolados clinicos hRSV-A e
hRSV-B; MOI 1.0) previamente tratado com diferentes concentragdes de MPO (1-32
pM) (Figura 8, coluna da esquerda). A acdo antiviral de MPO se mostrou
significativamente dose-dependente, uma vez que o aumento da viabilidade celular
acompanhou as crescentes concentracdes testadas da enzima. Estes dados
corroboram com aqueles achados por LOPES et al.,, (2022) e se demonstram
consistentes também para isolados clinicos. Além disso, o blogueio dose-

dependente do efeito virucida de MPO (32 uM), quando incubada na presenca do
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inibidor PF-06281355 (3,04-389,25 uM), demonstra que sua atividade enzimatica faz
parte do mecanismo molecular envolvido na neutralizacdo da particula viral estudada

(Figura 8, coluna da direita).
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Figura 7. O inibidor de MPO (PF-06281355) nédo interfere na viabilidade celular e na
infectividade do hRSV. Monocamadas de HEp-2 (A) ou A549 (C) foram incubadas por 2h com PF-
06281355 (2,42-155,7 uM), seguindo-se cultura de 3 dias. Em paralelo, células HEp-2 (C) ou A549
(D) foram inoculadas com hRSV long (MOI 1,0) previamente incubado (1h; 4°C) com PF-06281355
(2,42-155,7 uM), seguindo-se cultura de 3 dias. A viabilidade celular foi mensurada através do ensaio
de MTT. Os dados representativos de 3 ensaios independentes, sdo representados como
porcentagem da viabilidade celular, considerando células néo infectadas e néo tratadas (CC) como
100%. CC= controle celular; CV controle viral, onde as células foram infectadas, mas néo tratadas.
Os dados gerados foram tratados e convertidos para viabilidade celular (%), onde representa a média

dos valores obtidos + desvio padréo, utilizando p<0,05.
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Figura 8. Acdo de MPO e inibicdo desta utilizando PF-06281355. Na coluna da esquerda,
monocamadas confluentes de HEp-2 receberam o in6culo (MOI 1,0) de hRSV Long (A), hRSV-A (B)
ou hRSV B (C) tratado com MPO (1-32 uM). Na coluna da direita, monocamadas de HEp-2
receberam o in6cuo (MOI 1,0) tratado com MPO (32 uM), previamente incubada ou ndo com PF-
06281355 (3,04-389,25 uM). Apos 3 dias de incubacao em estufa umedecida, a viabilidade celular foi
mensurada via adicdo do sal de MTT. Os dados gerados foram tratados e convertidos para protecao
celular (%), onde representa a média dos valores obtidos + desvio padrdo, utilizando p<0,05. A, B e
C, coluna da esquerda, (*) para p<CV quando comparado com 1, 2 e 4 uM; (**) para p<CV quando
comparado com 8, 16 e 32 uM. Coluna da direita, (**) para p<MPO quando comparado com 389,25,
194,6 e 97,3 uM; (*) para p<MPO quando comparado com 48,65 pM; (ns) para p<MPO quando
comparado com 24,32, 12,16, 6,08 e 3,04 uM.

Por fim, avaliamos a contribuicao do efeito virucida de MPO na atividade anti-

hRSV das NETSs sobre isolados clinicos do virus (Figura 9). Para tanto, células HEp-
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2 ou A549 foram inoculadas com hRSV (MOI 1,0), previamente incubados com
NETs (0,4 png/mL), associadas ou ndo ao inibidor de MPO (PF-06281355 - 48,65
HUM). A protecéo celular foi avaliada apos 3 dias de cultivo celular mensurando-se a
absorcdo do sal de MTT metabolizado pelas células vivas. Primeiramente, PF-
06281355, de forma isolada, ndo foi capaz de interferir com a infectividade viral.
Demonstramos ainda, que as NETs apresentam efeito virucida sobre todos os
isolados virais testados, incluindo os isolados clinicos. O tratamento das NETs
utilizando o inibidor direcionado a MPO (PF-06281355 - 48,65 uM) resultou em
reversdo da sua atividade virucida para todas as cepas testadas em ambas as
linhagens celulares (HEp-2 e A549), indicando que pelo menos parte do efeito
virucida observado nas NETs estd atribuido a acdo da MPO. Além disso, esses
dados, em conjunto com os resultados previamente apresentados, indicam que
durante a infeccdo, a modulacdo finamente coordenada desta enzima pode
desempenhar um papel protetor tanto para as células epiteliais quanto para as
células endoteliais do tecido pulmonar, que séo alvos do hRSV.

Em conjunto, estes dados demonstram que MPO contribui para a atividade
virucida das NETs contra ao hRSV, por se tratar de um ligante para este virus, e por
agir enzimaticamente contra particulas virais de laboratorio ou mesmo isolados

clinicos.
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Figura 9. Inibicdo do efeito das NETs. A. B. e C. Monocamadas confluentes de HEp-2 ou
A549 receberam o indculo (20 pL/pogo) de hRSV Long, hRSV A ou hRSV B (MOI 1,0) tratado com
NETs (0,4 ug/mL) previamente tratadas ou ndo com PF-06281355 (48,65 uM). Apds 3-5 dias de
incubacdo em estufa umedecida, a viabilidade celular foi mensurada via adi¢cédo do sal de MTT. Os
dados gerados foram tratados e convertidos para viabilidade celular (%), onde representa a média

dos valores obtidos + desvio padrao, utilizando p<0,05.

4.3. Elastase e Catepsina-G também atuam em isolados clinicos de hRSV

Como mencionado anteriormente, Souza et al (2019) demonstrou o efeito
virucida das NETs sobre hRSV da cepa Long. Na sequéncia, Lopes et al (2022)
esclareceu que este efeito virucida ocorria, ao menos em parte, ao efeito virucida de
elastase e Catepsina-G contra a mesma cepa Long. Aqui, tivemos por objetivo
estender tal conhecimento para isolados clinicos do hRSV. Para tanto, iniciamos
nossa investigacao pelos inibidores enzimaticos de elastase e catepsina-G, M0398 e
Chymostatin, respectivamente.

O Chymostatin € um potente inibidor de muitas proteases, incluindo

guimotripsina, serino proteases semelhantes a quimotripsina, quimases e
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proteinases de cisteina lisossomal (catepsinas A, B, C, B, H e L). Na literatura, h4
relatos de inibicdo de forma fraca para a elastase de neutréfilos humanos, pois
apresentam sitios ativos similares ao mesmo substrato, 0 que pode resultar em
reducao da atividade (TATSUTA et al., 1973).

Trés componentes fazem parte da composicao estrutural do inibidor, os quais
chamaremos de A, B e C. Sendo A N-[((S)-1-carboxy-2-phenylethyl)-carbamoyl]-a-
[2-iminohexahydro-4(S)-pyrimidyl]-L-glycyl-L-leucyl-phenylalaninal.  Quanto  aos
outros dois componentes, B e C diferem na medida em que o residuo de L-leucila é
substituido por L-valina e L-isoleucina, respectivamente (STEIN, et al., 1987).

O N-(Methoxysuccinyl)-L-alanyl-L-alanyl-L-prolyl-L-valine chloromethylketone
(M0398) tem sido relatado como o inibidor mais eficaz para a elastase. Em um
estudo, ele foi capaz de reagir com a protease de forma mais rapida, comparado a
outros inibidores testados, sem haver inibicdo de catepsina G, sugerindo que héa
possibilidade em construir inibidores cada vez mais reativos e seletivos para
situacgoes fisiolégicas (POWER et al., 1977). Durante o choque séptico, a elastase da
rede de neutrdfilos degrada o plasminogénio, atividade esta que M0398 foi capaz de
bloquear (CRUZ et al., 2019).

Para elucidar o efeito dos referidos inibidores, na presenca ou auséncia de
hRSV, bem como seu efeito citotoxico, estes foram testados em monocamadas
confluentes de células HEp-2 e A549. A viabilidade celular foi mensurada através do
ensaio de MTT. De acordo com as figuras 10A e 10C, Chymostatin (2,57-164,5 uM)
e M0398 (0,007-0,5 uM) néo alterou a viabilidade das linhagens celulares testadas,
se mostrando néo citotoxicos para as concentracdes utilizadas. Em paralelo, células
HEp-2 e A549 foram infectadas com hRSV long (MOI 1,0) que foram ou ndo pré-
incubados com Chymostatin (2,57-164,5 uM) e M0398 (0,007-0,5 uM). Em nenhuma
das concentracdes testadas, os inibidores de catepsina-G (chymostatin) e elastase
(M0398) interferiram na infectividade viral, como demonstram as figuras 10B e 10D,
respectivamente.

Cabe lembrar que, as concentragbes dos inibidores aqui testadas foram
baseadas de acordo com o levantamento de dados na literatura e sugestdo de
concentracéo para trabalho fornecida de acordo com o fabricante (SIGMA-ALDRICH,
ROCHE, BACHMANN et al., 2018; RUGGER:I et al.,2015; SMEDLY et al., 1986;
STEIN, 1986; TATSUTA, 1973; ZHENG et al., 2015).
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Figura 10. Inibidores de catepsina-G e elastase néo interferem na viabilidade celular e

na infectividade do hRSV. Monocamadas de HEp-2 (A) ou A549 (C) foram incubadas por 2h com
chymostatin (2,57-164,5 pM) ou M0398 (0,007-0,5 uM), seguindo-se cultura de 3 dias. Em paralelo,
células HEp-2 (C) ou A549 (D) foram inoculadas com hRSV long (MOI 1,0) previamente incubado (1h;
4°C) com chymostatin (2,57-164,5 uM) ou M0398 (0,007-0,5 uM), seguindo-se cultura de 3 dias. A

viabilidade celular foi mensurada através do ensaio de MTT. Os dados representativos de 3 ensaios

independentes, sdo representados como porcentagem da viabilidade celular, considerando células

nao infectadas e ndo tratadas (CC) como 100%. CC= controle celular; CV controle viral, onde as

células foram infectadas, mas néo tratadas.
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As proteases sdo essenciais para a regulacdo de varios processos
fisiologicos: modulagdo de interacbes proteicas, processamento de sinalizagcdo
molecular, resposta imune e, eliminagdo de patégenos (OHLSSON AND OHLSSON,
1974). A elastase € uma serino protease com peso molecular de aproximadamente
29 kDa, pertencente a familia das quimotripsinas, madura, se encontra armazenada
nos granulos azurofilicos, sendo esta principal fonte, entretanto pode ser encontrada
na superficie do neutréfilo (BIETH et al.,, 1986). Além das funcbes previamente
descritas, ela detém uma variedade de substratos hidrolisaveis, em especial elastina,
0 que pode favorecer a acédo de protedlise (LEE AND DOWNEY, 2001). Evidéncias
de altas concentragdes no local da infeccdo sugerem que sua atividade possa estar
correlacionada a lesdo pulmonar aguda. Por isso, uma vez expressa durante
processo infeccioso, sua regulacdo deve ser cuidadosamente orquestrada em
conjunto aos inibidores enddégenos, para ndo haver danos extensivos ao hospedeiro
(KORKMAZ et al., 2008). De maneira homologa, catepsina G € uma serino protease
armazenada nos granulos azurofilicos, também encontrada na superficie de
neutréfilos ativos, apresenta peso molecular de aproximadamente 24 kDa, sua
estrutura corrobora para afinidade de moléculas positivamente carregadas.
Desempenha fungcbes imunoldgicas importantes como a modificacdo estrutural de
guimiocinas e citocinas, ativacdo do sistema complemento e interacdo com
receptores celulares (LINDMARK et al., 1994; MCGUIRE et al., 1993).

A dependéncia de atividade enzimatica sobre o efeito anti-hRSV de elastase e
catepsina-G foi testada na presenca de seus inibidores, M0398 (0,25 mM) e
Chymostatin (82,2 pM), respectivamente. Para tanto foram utilizadas enzimas
purificadas (1 uM) em células HEp-2 e A549, testadas em diferentes linhagens de

hRSV, de origem clinica e laboratorial, como mostra a figura 11.
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Figura 11. Atividade anti-hRSV. Monocamadas confluentes de HEp-2 ou A549 receberam o
in6culo (MOI 1,0) de hRSV Long, hRSV A ou hRSV B (colunas A, B e C) tratado com elastase (1 uM)
ou catepsina-G (1 pM), previamente incubadas ou ndo com M0398 (0,25 mM) ou Chymostatin (82,2
pUM). Apés 3 dias de cultivo em estufa umedecida, a viabilidade celular foi mensurada via adicdo do
sal de MTT. Os dados gerados foram tratados e convertidos para protecdo celular (%), onde
representa a média dos valores obtidos + desvio padrédo, utilizando p<0,05. A, B e C, (*) para p<CV
quando comparado com elastase; (**) para p<CV quando comparado com catepsina-G; (A) para

p<CV quando comparado com elastase/M0398; (ns) para p<CV quando comparado com catepsina-
G/chymostatin.

A utilizacdo do inibidor (M0398, 0,25 mM) direcionado a elastase (1 uM)
resultou em significativa reducdo dos efeitos correspondentes a protease, uma vez
gue a infeccao viral se mostrou efetiva para todas as cepas de hRSV testadas. Estes
dados sugerem que a inativacdo das particulas virais ocorra via acdo enzimatica,
com clivagem da proteina F pela elastase, como sugerido por LOPES et al., 2022.

Células inoculadas com particulas virais, previamente tratadas com Catepsina
G, exibiram significativa viabilidade celular, semelhante aquela apresentada por
células ndo infectadas. Além disso, a inibicdo da atividade enzimatica de catepsina-

G por chymostatin (82,2 uM) nao interferiu em seu efeito virucida. Estes dados
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corroboram com aqueles apresentados por LOPES et al., 2022, em que catepsina-G
néo foi capaz de clivar a proteina F do virus. O mecanismo anti-hRSV apresentado
por Catepsina-G continua ndo esclarecido e demanda maiores investigacoes.

Dados da literatura demonstram que, ao menos parte da acdo anti-hRSV
exibida pelas NETs, esta relacionada as enzimas encontradas nas redes de
neutrofilos (CORTJENS et al., 2016; FUNCHAL et al., 2015).

A presenca de elastase e mieloperoxidase em lavados brénquicos, sugere
importancia para infeccdo (MCNAMARA et. al.,, 2003). Além disso, in vitro, a
catepsina G apresentou reducdo da quantidade e tamanho dos sincicios, com
capacidade de protecdo de maneira consideravel da monocamada de HEp-2
(LOPES et al.,, 2022). De forma semelhante, a elastase foi capaz de reduzir o
namero de sincicios, porém sem alteracdo no tamanho deles, protegendo a maior
parte da camada celular (LOPES et al., 2022). Estes dados somados a reducao da
acdo antiviral através de inibidores direcionados as enzimas isoladas, nos leva a
avaliar a atividade anti-hRSV das NETs, por meio da utilizacdo daqueles mesmos
inibidores.

Conforme representado na figura 12, e corroborando com dados
anteriormente aqui demonstrados, observou-se que os inibidores Chymostatin e
M0398 nédo afetaram a infectividade do hRSV em células HEp-2 e A549. Por outro
lado, assim como demonstrado por SOUZA et al.,, (2018), NETs apresentaram
atividade virucida ao elevar a viabilidade de células infectadas com particulas virais
pré-incubadas com NETs. Ambos os inibidores, direcionados a Elastase (M0398 —
0,25 mM) e Catepsina-G (Chymostatin — 82,2 uM) foram capazes de reverter aquele
mesmo efeito observado nas NETs. Estes dados apontam para o fato de que,
enzimas presentes nas NETs sdo, ao menos em parte, responsaveis por seu efeito
antiviral. Por outro lado, este resultado sugere também que o inibidor Chymostatin
direcionado a Catepsina-G, deve ser melhor avaliado. Tal conclusao ocorre, uma vez
gue, Chymostatin foi incapaz de inibir o efeito virucida de catepsina-G purificada
(Figura 12), corroborando com os dados de LOPES et al., (2022), que demonstrou a
atividade anti-hRSV de catepsina-G na auséncia de clivagem da proteina F viral.

Uma das hipoéteses levantadas por nos é de que o inibidor Chymostatin possa
ter agido sobre outras enzimas presentes nas NETs, e que também apresentam

acao anti-hRSV. Dentre elas, podemos citar elastase e proteinase-3, que por serem
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guimiotripsinas compartilham sitios ativos semelhantes a catepsina-G (KORKMAZ et
al., 2008).

A hRSV-Long B hrRsv-A C hRrsv-B
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Figura 12. Reducédo da acéo virucida das NETs. A. B. e C. Monocamadas de HEp-2 ou
A549 foram inoculadas com hRSV (MOI 1,0) pré-tratado ou ndo com NETs (0,4 pug/mL) e/ou
inibidores enzimaticos direcionados a elastase (M0398/ 0,25 mM) e catepsina G (chymostatin/ 82,2
pM). A viabilidade celular foi mensurada através da revelagdo por MTT, apds 3-5 dias de infec¢édo. Os
dados gerados foram tratados e convertidos para viabilidade celular (%), onde representa a média
dos valores obtidos + desvio padrao, utilizando p<0,05.

Em conjunto, estes dados demonstram que NETs apresentam efeito virucida
contra isolados laboratoriais e clinicos de hRSV, e que este efeito se deve, ao
menos em parte, a acdo enzimatica de elastase sobre o virus e catepsina-G, quem

ainda nao teve seu mecanismo descrito.
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5. CONCLUSOES

O efeito virucida das NETs se deve, a0 menos parcialmente, a interacdo de
MPO, elastase e catepsina-G com particulas de hRSV. Onde, MPO e elastase
danificam a particula viral por agirem enzimaticamente, enquanto que catepsina-G

ainda ndo teve seu mecanismo descrito.

A luz da literatura atual, em resposta a infeccdo por hRSV, os neutréfilos
migram para o local infeccioso onde liberam as NETS, e seus efeitos benéficos ou
deletérios estardo sob um delicado controle em funcdo de sua concentracdo. Neste
trabalho, nossos resultados demonstram que MPO presente nas NETS se apresenta
como ligante de particulas de hRSV. Além disso, a utilizacdo de inibidores
direcionados as enzimas reduziram o efeito antiviral das NETSs, sugerindo que, de
fato, a0 menos em parte, esta atividade esteja relacionada ao papel enzimatico de
proteases.

Os mecanismos pelos quais ocorre inativacdo do virus, ainda ndo esta
totalmente claro. Elastase e Proteinase-3 sdo capazes de inativar a particula viral
por clivagem da proteina F viral, enquanto que MPO ainda ndo teve seu alvo
identificado. Por outro lado, catepsina G reduz a infectividade viral na auséncia de
acao enzimatica.

Em adicdo aos dados aqui apresentados, ha necessidade de mais estudos
acerca de MPO e Catepsina — G para esclarecer seu papel quanto ao efeito anti-
hRSV, de maneira a contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias,

auxiliando no controle da infeccao pelo hRSV.
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