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Resumo

As infecgdes do trato respiratorio sdo extremamente comuns sendo, o Virus
Sincicial Respiratorio Humano (hRSV) o principal agente etiologico das infec-
¢Oes virais agudas do trato respiratorio inferior, resultando mundialmente em
mais de 3 milhdes de casos muito graves de bronquiolite por ano. A infec¢ao
promove o influxo de células imunes populando o tecido predominantemente
com neutréfilos. Estimulado pelo epitélio infectado e por proteinas virais, 0s
neutrofilos secretam seu material genético imiscuido com enzimas granulares
que formam as armadilhas extracelulares neutrofilicas (NETs). Essas estrutu-
ras possuem ampla atividade microbicida, porém apresentam grande potencial
citotoxico, sendo comumente associadas a grande parte do dano tecidual, com
consequente agravamento do quadro clinico. Pacientes infectados com hRSV
apresentam grande quantidade de neutréfilos e elevado nivel de enzimas neu-
trofilicas nas secrecdes do trato respiratorio, entretanto pouco se sabe sobre a
capacidade anti-hRSV dessas proteinas. Intuindo contribuir na elucidacao do
papel das NETs na infeccdo por hRSV, propos-se avaliar o efeito de algumas
enzimas sobre a replicacdo do hRSV in vitro. Para tanto, o efeito da replicacao
do hRSYV, isoladamente ou na presenca de diversas concentragdes de enzimas das
NETs (Mieloperoxidase, Proteinase 3, Catepsina G e Elastase) foi caraterizado e
quantificado através de analises morfologicas, ensaios de viabilidade utilizando
células HEp-2, perfil eletroforético e ensaios de reducdo de placas de lise. A
presenca de Proteinase 3, Catepsina G e Elastase reduziu a morte celular e a
formacdo de placas de lise induzidas pela infec¢do, bem como a formacao de
sincicios, uma caracteristica da replicagdo in vitro. O perfil eletroforético sugere
que a proteina F viral, envolvida nos processos de adesdo e fusao, interage com
estas enzimas gerando pesados complexos ou mesmo clivagem da proteina viral.
O conjunto dos resultados, associado ao descrito na literatura, indica que as enzi-
mas das NETs possuem relevante efeito anti-hRSV, provavelmente via interacao

com as proteinas de superficie do virion, como a proteina de fusao F.

Palavras-chave: hRSV. Armadilhas Extracelulares Neutrofilicas. Antiviral.



Abstract

Respiratory infections are extremely common, and the Human Respiratory Syncy-
tial Virus (hRSV) is the main etiologic agent of acute viral infections of the
lower respiratory tract, resulting in more than 3 million very serious cases of
bronchiolitis worldwide each year. The infection promotes the influx of immune
cells populating the tissue predominantly with neutrophils. Stimulated by the
infected epithelium and viral proteins, neutrophils secrete their genetic material
intermingled with granular enzymes that form the neutrophil extracellular traps
(NETs). These structures have huge microbicidal activity, but have cytotoxic
potential, being commonly associated with a large part of tissue damage, with
consequent worsening of the clinical condition. Patients infected with hRSV
have a large amount of neutrophils and a high level of neutrophilic enzymes in
respiratory tract secretions, however little is known about the anti-hRSV capacity
of these proteins. Intending to contribute to the elucidation of the role of NETs in
hRSV infection, it was proposed to evaluate the effect of some enzymes of NETs
upon hRSV replication in vitro. Therefore, the effect of hRSV replication, alone
or in the presence of different concentrations of NETs enzymes (Myeloperoxi-
dase, Proteinase 3, Cathepsin G and Elastase) was characterized and quantified
through morphological analyzes, cell viability tests, electrophoretic profile and
reduction of lysis plates. The presence of Proteinase 3, Cathepsin G and Elastase
reduced cell death and the formation of lysis plaques induced by infection, as
well as the formation of syncytia, a characteristic of in vitro replication. The
electrophoretic profile suggests that the viral F protein, involved in the adhesion
and fusion processes, interacts with those enzymes generating heavy complexes
or even cleavage of the viral protein. Our results, in association with literature,
indicates that NETs enzymes have a relevant anti-hRSV effect, probably via

interaction with virion surface proteins, such as the fusion protein F.

Keywords: hRSV. Neutrophil extracellular traps . Antiviral.
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Lista de 1lustracoes

Esquema da distribui¢do dos genes do hRSV. O hRSV possui
10 genes, destacado em tons de verde as proteinas transmem-
brana que medeiam as etapas iniciais do processo de adesao
e internalizacdo. Fonte: oautor. . . . . . . .. ... ... ..
Detalhe da estrutura da proteina F. A proteina F é traduzida
como precursor FO, o peptideo de sinal (SP) € clivado ainda
no transporte intracelular. A proteina passa ainda por mais
duas clivagens que culminam na liberacdo de um pequeno
peptideo soluvel (pep27), induzindo a transi¢do da conforma-
cao pré-fusao (PDB: 4JHW) para a pés-fusao (PDB: 3RRT)
que levam a aproximagao e fusdo do envelope viral com a
membrana do hospedeiro. Fonte: o autor. . . . . . . . .. ..
Esquema de distribui¢do das proteinas estruturais do hRSV.
As proteinas transmembrana (também denominadas protei-
nas de superficie) F, G e SH medeiam as etapas iniciais da
infeccao (adesdo e internalizacdo). Fonte: o autor. . . . . . .
Aspecto das Armadilhas Extracelulares Neutrofilicas (NETs).
Sob certos estimulos, neutréfilos iniciam o mecanismo de
liberacao das NETSs, formando estruturas capazes de capturar
e/ou inativar microorganismos. Fonte: adaptado de Brink-
mann et al.'"! ¢ Brinkmann e Zychlinsky[z] ...........
Principais tipos de liberacao das NETs. Sob determinados
estimulos, alguns neutrofilos desencadeiam alteragdes intra e
extracelulares, liberando parte do seu material genético imis-

cuido em contetudo granular. Fonte: adaptado de Burgener e
Schroder. . . ...
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Desenho experimental. Os ensaios com as proteinas prove-
nientes das NETs foram realizadas em trés etapas: efeito
dessas proteinas sob a morfologia e viabilidade de células
HEp-2 (destacado em azul); efeito dessas proteinas sob a
replicacdo in vitro do hRSV (destacado em vermelho); e se
as proteinas presentes nas NETs interagem diretamente com
a proteina viral de fusdo (destacado em verde). MTT, ensaio
de viabilidade celular inferido pela metabolizacao tetrdzolio;
CC50, concentragdao em que a viabilidade celular € reduzida

em 50%; PFU, do inglés plaque forming units (unidades

formadoras de placas). Fonte: oautor. . . . . . ... ... ..

Reducao do sal de tetraz6lio em formazana. O sal de MTT
penetra nas células onde é convertido em formazana por
enzimas associadas a membrana das mitocondrias. A viabili-
dade pode ser inferida como sendo diretamente proporcional
a formacao de formazada, quanto maior a intensidade da
coloracdo roxo escura, maior a viabilidade das células. O

dinucledtido de nicotinamida e adenina na forma reduzida

(NADH) e oxidado (NAD+). Fonte: o autor. . . . . . . . ..

Detalhes da Ribavirina. A Ribavirina possui estrutura seme-
lhante a dos nucleosideos, existem diversas versdes comerci-

ais, sendo as mais comuns as de uso oral. Possui comprovada

atividade contra diversos virus de DNA e RNA. Fonte: o autor. 61

Determinacdo da CC50 para a Ribavirina. Monocamadas
de HEp-2 foram incubadas com diversas concentracdes de
Ribavirina (8—64000 tmol/mL) por 72 horas, o metabolismo
celular foi mensurado pelo Ensaio de Viabilidade e os valores
das absorbancias foram normalizados pela média do controle
celular. O retangulo azul corresponde a média do controle

celular 4 o desvio padrao. Os dados do grafico constam na

Tabela 4. Fonte:oautor. . . . . . . . . . . .. .. . .....
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Estrutura do Palivizumabe. O Palivizumabe corresponde a
por¢ao Fab de um anticorpo IgG humanizado do tipo 1. Sua
estrutura tridimensional complexada com a proteina de fu-
sao foi determinada por Difrag¢do de Raios-X (PDB: 5J3D).
Embora seja a tnica droga aprovada para o tratamento pro-

filatico, sua producdo € restrita a poucos laboratérios e seu

custo considerado elevado. Fonte: oautor. . . . . . ... ..

Determinac¢do da CC50 do Palivizumabe. Monocamadas de
HEp-2 foram incubadas com diversas concentragdes de Pali-
vizumabe (0,06-675 pumol/mL) por 72 horas. O efeito citotd-
xico foi mensurado pelo Ensaio de Viabilidade e os valores
das absorbancias convertidos em porcentagem de viabilidade
pela Equagdo (5.1). Os valores ao lado dos simbolos corres-
pondem as médias e o retangulo azul corresponde a média

do controle celular + o desvio padrdo. Os dados do grafico

constam na Tabela 5. Fonte: oautor. . . . . ... ... ...

Estrutura da Mieloperoxidase. Aspecto geral do homodimero
Mieloperoxidase (PDB: 1CXP). Os mondmeros estdo marca-
dos em azul e vermelho, o sitio ativo estd destacado em ama-

relo e por ultimo, detalhes da estrutura da Fe-protoporfirina

IX. Fonte:oautor. . . . . . . . . . . . . . ... ...

Determinac¢do da CC50 da Mieloperoxidase. Monocamadas
de HEp-2 foram incubadas com diversas concentracdes de
Mieloperoxidase (0,5-32 umol/mL) por 72 horas. O efeito
citotoxico foi mensurado pelo Ensaio de Viabilidade e os
valores das absorbancias convertidos em porcentagem de via-
bilidade pela Equacgdo (5.1). Os valores ao lado dos simbolos
correspondem as médias e o retangulo azul corresponde a

média do controle celular + o desvio padrdao. Os dados do

grifico constam na Tabela 6. Fonte: o autor. . . . . . .. ..

Estrutura da Proteinase 3. Aspecto da superficie molecular
da Proteinase 3 (PDB: 1FUJ). As pontes dissulfeto estao

destacadas em rosa e o residuos que compdem a triade do

sitio ativo em amarelo. Fonte: oautor. . . . . . . . . . . ..


https://www.rcsb.org/structure/5j3d
https://www.rcsb.org/structure/1CXP
https://www.rcsb.org/structure/1FUJ

Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —

Figura 18 —

Determinacdo da CC50 da Proteinase 3. Monocamadas de
HEp-2 foram incubadas com diversas concentracdes de Pro-
teinase 3 (0,1-16 umol/mL) por 72 horas. O efeito citotoxico
foi1 mensurado pelo Ensaio de Viabilidade e os valores das
absorbancias convertidos em porcentagem de viabilidade
pela Equacao (5.1). Os valores ao lado dos simbolos corres-
pondem as médias e o retangulo azul corresponde a média

do controle celular £ o desvio padrdo. Os dados do grafico

constam na Tabela 7. Fonte: oautor. . . . . ... ... ...

Estrutura da Catepsina G. Aspecto da superficie molecular
da Catepsina G (PDB: 1AUS). As pontes dissulfeto estdao

destacadas em rosa e o residuos que compdem a triade do

sitio ativo em amarelo. Fonte: oautor. . . . . . . . .. . ..

Determinacao da CC50 da Catepsina G. Monocamadas de
HEp-2 foram incubadas com diversas concentragcdes de Ca-
tepsina G (0,1-16 umol/mL) por 72 horas. O efeito citoto-
xico foi mensurado pelo Ensaio de Viabilidade e os valores
das absorbancias convertidos em porcentagem de viabilidade
pela Equagdo (5.1). Os valores ao lado dos simbolos corres-
pondem as médias e o retangulo azul corresponde a média

do controle celular + o desvio padrdo. Os dados do grafico

constam na Tabela 8. Fonte: oautor. . . . . ... ... ...

Estrutura da Elastase. Aspecto da superficie molecular da
Elastase (PDB: 3Q76). As pontes dissulfeto estdo destacadas

em rosa e o residuos que compdem a triade do sitio ativo em

amarelo. Fonte: oautor. . . . . ... ... ... .......


https://www.rcsb.org/structure/1AU8
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Determinacdo da CC50 da Elastase. Monocamadas de HEp-2
foram incubadas com diversas concentragdes de Elastase (0,1—
32 umol/mL) por 72 horas. O efeito citotoxico foi mensurado
pelo Ensaio de Viabilidade e os valores das absorbancias con-
vertidos em porcentagem de viabilidade pela Equacgdo (5.1).
Os valores ao lado dos simbolos correspondem as médias e
o retangulo azul corresponde a média do controle celular +
o desvio padrdo. Os dados do grafico constam na Tabela 9.
Fonte:oautor. . . . .. . ... ... Lo
Determinacdo da TCID50 do estoque viral. Monocamadas
confluentes de HEp-2 foram inoculadas por 2 horas com
vérias concentragdes do estoque viral com volume final de
20ulL/poco (exceto o grupo de 32ul.), o sobrenadante foi
substituido por meio de cultivo e as células incubadas por
72 horas. O efeito citotoxico foi mensurado pelo Ensaio de
Viabilidade e os valores das absorbancias convertidos em
porcentagem de viabilidade pela Equagao (5.1). Os dados do
grafico constam na Tabela 3. Fonte: o autor. . . . . ... ..
Aspecto da monocamada de HEp-2 infectada por hRSV. A
fusao de células adjacentes é uma das principais caracteris-
ticas da infeccao por hRSV. Monocamadas confluentes de
HEp-2 ndo infectadas, células justapostas e com tamanho
semelhante (hRSV -, A e B). Monocamadas infectadas, as
setas indicam a presenca de sincicios (hRSV +, A-C). Fonte:
adaptado de Huong et al."" Bitko et al.”! e Tian et al.l®’. . . .
Aspecto da monocamada de HEp-2 infectadas com hRSV.
Células HEp-2 foram infectadas com diferentes concentra-
coes de estoque viral por 2 horas e incubadas por 72 horas.
Imagens destacadas em azul correspondem ao grupo controle

celular. Microscopia de campo claro, objetiva de 4X. Fonte:

75



Figura 23 —

Figura 24 —

Figura 25 —

Figura 26 —

Figura 27 —

Detalhe de Sincicios em Células HEp-2. Registro das alte-
ragOes na estrutura da monocamada (formagao de sincicios)
induzidas pela propagacdo hRSV durante a determinacdo da

TCIDSO0 (setas). Microscopia de campo claro, objetiva de

10X. Fonte: oautor. . . . . . . . . . . . . . . ... ... ..

Esquema de construg¢io das panoramicas. Dezenas de fotos
com sobreposicdo minima de 40% foram registradas percor-
rendo o didmetro do pogo. As imagens foram padronizadas
(correcao e dessaturacao) e a deteccao dos pontos de colagem
fo1 feita pelo algoritmo AutoStitch. A imagem final mostra

o aspecto da monocamada ao longo do didmetro do pocgo,

cobrindo cerca de 30% da area total. Fonte: o autor. . . . . .

Aspecto da monocamada no ensaio de CC50. Células HEp-2
foram incubadas por 2 horas com diferentes concentracoes
de Proteinase 3 (azul), Catepsina G (verde) e Elastase (ver-

melho). Apos 72 horas, o aspecto foi registrado utilizando a

técnica de imagem panoramica. Fonte: o autor. . . . . . . . .

Aspecto da monocamada Mieloperoxidase. Células HEp-2
foram tratadas de acordo com o ensaio de Prote¢do Celular
até a etapa de incubacgdo de 72 horas. A pré-incubacdo do
hRSV com Mieloperoxidase por 2 horas nao foi capaz de

reduzir visualmente a formac¢do de sincicios em nenhuma das

concentracdes testadas. Fonte: oautor. . . . . . .. ... ..

Aspecto da monocamada Proteinase 3. Células HEp-2 foram
tratadas de acordo com o ensaio de Prote¢do Celular até a
etapa de incubacdo de 72 horas. O aspecto da monocamada
foi registrado como o descrito na Figura 24. A pré-incubagdo
do hRSV com Proteinase 3 por 2 horas reduziu visualmente

a formacao de sincicios nas maiores concentragdes testadas.

Fonte:oautor. . . . . . . . . . . . . . ...


https://uilo.ubc.ca/autostitch%E2%84%A2
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Aspecto da monocamada Catepsina G. Células HEp-2 foram
tratadas de acordo com o ensaio de Prote¢ao Celular até a

etapa de incubacdo de 72 horas. O aspecto da monocamada

foi registrado como o descrito na Figura 24. A pré-incubagdo

do hRSV com Catepsina G por 2 horas reduziu drasticamente

a formacao de sincicios nas concentragdes de 2—4 pumol/mL.
Fonte:oautor. . . . . .. .. ... ... 86
Aspecto da monocamada Elastase. Células HEp-2 foram
tratadas de acordo com o ensaio de Protecdo Celular até a

etapa de incubacdo de 72 horas. A pré-incubagdo do hRSV

com Elastase por 2 horas reduziu drasticamente a formagao

de sincicios em vdrias concentracdes testadas. Fonte: o autor. 88
Processo de determinacao do Thresholding. O controle viral

foi utilizado para calibrar, via inspec¢ao visual da sobrepo-
sicao, o nivel de Thresholding que melhor representasse os
sincicios da monocamada. O Thresholding foi realizado com
auxilio do IMAGEJ e a sobreposicdo da quantificagdo com a
panoramica original foi realizada no GIMP. Fonte: o autor. . 90
Processo detalhado da quantificacdo dos sincicios. Etapas em-
pregadas na conversao das imagens panoramicas (dados qua-
litativos) em tabelas com o ndmero e tamanho dos sincicios
(dados quantitativos). Os ajustes de contraste e Thresholding
foram realizados manualmente com auxilio dos softwares
GIMP e IMAGEJ. Fonte: oautor. . . . . ... ... ..... 92
Quantificacao dos sincicios formadas pelo hRSV pré-incubado

em Mieloperoxidase. As panoramicas foram processadas e

os objetos identificados foram sobrepostos a imagem original

com auxilio do GIMP. As monocamadas foram quantificadas

como descrito na se¢do 6.3.2, os dados constam na Tabela 16.

Fonte:oautor. . . . . . . . . . . . . . ... 94


https://imagej.nih.gov/ij/index.html
https://www.gimp.org/
https://www.gimp.org/
https://imagej.nih.gov/ij/index.html
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Quantificacao dos sincicios formadas pelo hRSV pré-incubado

em Proteinase 3. As panoramicas foram processadas e os
objetos identificados foram sobrepostos a imagem original

com auxilio do GIMP. As monocamadas foram quantificadas

como descrito em 6.3.2, os dados dos graficos constam na
Tabela 17. Fonte: oautor. . . . . . .. ... ... ...... 96
Quantificacao dos sincicios formadas pelo hRSV pré-incubado

em Catepsina G. As panoramicas foram processadas e os
objetos identificados foram sobrepostos a imagem original

com auxilio do GIMP. As monocamadas foram quantificadas

como descrito na se¢do 6.3.2, os dados do gréfico constam

na Tabela 18. Fonte: oautor. . . . . . . ... ... ... ... 98
Quantificacdo dos sincicios formadas pelo hRSV pré-incubado

em Elastase. As panoramicas foram processadas e os objetos
identificados foram sobrepostos a imagem original com au-

xilio do GIMP. As monocamadas foram quantificadas como
descrito na se¢do 6.3.2, os dados do gréafico constam na Ta-

bela 19. Fonte: oautor. . . . . . ... ... ... ...... 100
Detalhes do gréafico de Protecao Celular. Apds o protocolo

de de Protecado Celular (se¢cdo 5.7.2) as absorbancias foram
convertidas em indice de Protecdo Celular (Equagao 5.2),

a média aritmética dos controles £ o desvio padrdao foram
convertidos em faixas (Azul para CC e cinza para CV). Fonte:
0aUIOL. . . . . . . v e e e e e 102
Principais mecanismos de acdo da Ribavirina. A substituicao

da Guanosina pela Ribavirina aumenta expressivamente a

taxa de mutacdo do mRNA, alterando a estrutura das protei-

nas virais, concomitantemente, devido a alta afinidade com

a Inosina Monofosfato Desidrogenase, a presenca de Riba-
virina no citosol reduz a produgdo de guanosina. Fonte: o

QUIOT. . . . . . o o e e e e 103
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Protecao Celular da Ribavirina. Monocamadas de HEp-2 fo-

ram inoculadas com hRSV e em seguida pds-tratadas com
diversas concentracoes de Ribavirina (8—640 gmol/mL). A
viabilidade foi mensurada 72 horas pos-infeccdo e as ab-
sorbancias conforme a Equagdo 5.2. Os dados do grafico
constam na Tabela 10. Fonte: o autor. . . . . . . .. ... .. 104
Interacdo entre o Palivizumabe e a Proteina de Fusdo do
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1 Introducao

1.1 Epidemiologia

As infecgdes do trato respiratorio de etiologia viral sdo extremamente
comuns. Ao respirar, internalizamos um grande volume de ar, expondo as c€lulas
epiteliais do trato respiratério a particulas em suspensao que podem carregar

agentes patogénicos (fomites).

O hRSV ¢€ o principal agente etioldgico de infec¢des agudas do trato
respiratorio inferior, estima-se que praticamente todas as criangas com até 2 anos
de idade tenham sido infectadas pelo menos uma vez. O hRSV infecta também
adultos de todas as idades, principalmente idosos e individuos imunocomprome-
tidos. Na maioria dos casos, o individuo imunocompetente consegue resolver a

infec¢do sem maiores complicagdes em menos de uma semana 1,

O hRSV geralmente infecta através do contato direto dos aerossois expeli-
dos durante a tosse ou expiro de um individuo contaminado, com as mucosas
nasais, bucais e oculares de outras pessoas [ Criancas com até 2 anos de idade
ou adultos com hébitos onicofdgicos sdo especialmente susceptiveis ao contagio
de diversas doencas, incluindo o hRSV, devido ao constante contato das maos

com a mucosa bucal'?,

Os dois subtipos de hRSV tem distribuicdo mundial e sdao altamente
contagiosos, sendo comum encontrar um individuo concomitantemente infectado
pelo subtipo A e B!l Virios estudos relacionam as formas mais graves de
infec¢do respiratoria aguda com o subtipo AL A infec¢des por hRSV
ocorrem o ano todo, entretanto, € nos meses de inverno que costumam Ocorrer os

surtos epidémicos e o maior nimero de casos graves que requerem hospitaliza¢io
[16]

Segundo dados da Organiza¢do Mundial da Saide (OMS), estima-se que
todo ano ocorram mais de 64 milhdes de novos casos de infec¢des por hRSV
ao redor do mundo e cerca de 5% deles requerem hospitalizacao, resultando em

mais de 150 mil mortes anuais! .
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1.2 O Virus Sincicial Respiratorio Humano (hRSV)

1.2.1 Historico

Em 1955, pesquisadores do Walter Reed Army Research Institute (Washing-
ton, US) relataram sintomas de infec¢do do trato respiratorio superior (tosse,
espirros e coriza) em dezenas de chimpanzés do instituto. O agente etiologico
foi 1solado e denominado Chimpanzee Coryza Agent (CCA). Alguns meses
depois, trabalhadores do instituto que tiveram contato direto com os animais
diagnosticados com CCA, apresentaram sintomatologia semelhante a descrita
pelos chimpanzés infectados!'®!.

“upper respiratory infection occurred in a laboratory worker who
was working with CCA and who had had intimate contact with the
experimentally infected chimpanzees”, (Morris et al., 1956).

No ano seguinte, pesquisadores isolaram um virus a partir de criangas com
pneumonia com as mesmas caracteristicas citopatologicas do CCA" . Embora
tenha sido identificado somente nos anos 50, outros pequisadores ja haviam
descrito sintomatologia e achados histolégicos semelhantes aos apresentados

por humanos e animais infectados com CCA em criancas e idosos desde os anos
3020

1.2.2 Taxonomia e nomenclatura

O Human orthopneumovirus, também conhecido como Virus Sincicial
Respiratério Humano (hRSV) foi durante muitos anos considerado membro da
familia Paramyxoviridae, entretanto, sua classificacdo e nomenclatura sofreram

varias alteragOes recentes.

A classificagdo vigente estabelecida pelo International Committee on
Taxonomy of Viruses agrupa trés espécies no Género Orthopneumovirus (Vi-
rus Sincicial Respiratério Humano, Murino e Bovino), entretanto, outras trés

espécies sdo apontadas como possiveis integrantes desse género.


https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_online_report/negative-sense-rna-viruses/mononegavirales/w/pneumoviridae/738/genus-orthopneumovirus
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1.2.3 Genoma e estrutura

O hRSV € um virus de RNA fita simples de sentido negativo e seu genoma
possui cerca de 15,2 kb (kilobase pair) distribuidos em 10 genes que codificam
11 proteinas devido a fase de leitura aberta no gene M2. As proteinas virais
podem ser classificadas em estruturais, quando constituem alguma parte da
particula viral infectante (virion), ou nao estruturais, quando nao compdem a
estrutura do virion (Figura 1). O hRSV possui duas proteinas ndo estruturais
(NS1 e NS2) e 9 proteinas estruturais (N, P, M, SH, G, F, M2 e L)m].

Ndo estruturais Protefnas de Superficie

1 [
G M! L 75’

3’,

Figura 1 — Esquema da distribui¢do dos genes do hRSV. O hRSV possui 10
genes, destacado em tons de verde as proteinas transmembrana que
medeiam as etapas iniciais do processo de adesdo e internalizacao.
Fonte: o autor.
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Os genes mais proximos da regido promotora e, portanto, os primeiros a
serem codificados, originam duas pequenas proteinas ndo estruturais denomina-
das NS1 e NS2, que, nos diversos estagios da replicacdo, auxiliam na transcri¢ao
do restante do genoma, além de inibirem a sinaliza¢@o de interferons do tipo 1
(IFN1) e de apoptose[zz].

A primeira proteina estrutural a ser transcrita (N) origina capsdmeros que,
quando agrupados ao redor do genoma, formarao o capside. No hRSV a associa-
¢do do capside ao genoma forma um complexo de simetria helicoidal conhecido
como nucleocapsideo, que confere estabilidade e resisténcia as RNAses, além de

e atuar na regulacao da transcrigdo do RNA viral 221,

A fosfoproteina P (Phosphoprotein) atua como cofator na sintese de RNA,
interage com as proteinas N e L mantendo-as na forma soluvel, aumentando sua
disponibilidade e favorecendo a formagdo de complexos como os nucleocapsi-

deos, além de auxiliar o encapsulamento do RNA viral®?,

O envelope viral € constituido majoritariamente pela proteina M (Ma-
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trix), que, nos estagios iniciais da infec¢ao, pode atuar inibindo a transcri¢ao
das moléculas da célula hospedeira, priorizando a transcrigcdo das moléculas
virais?¥. A proteina M desempenha papel crucial no brotamento da particula
viral, interagindo com a actina e atuando no complexo ribonucleoprotéico (RNP),
facilitando a montagem e inibindo atividade transcricional do nucleocapsideo

antes da encapsulag;ﬁo[25 I,

A menor proteina estrutural SH (Small Hydrofobic) ainda nao tem fun-
cdo claramente definida. Alguns trabalhos indicam que a proteina SH atua em
conjunto com a proteina G melhorando a atividade da proteina F *°!. Outros
estudos suscitam que a proteina SH possa inibir a apoptose em diferentes linha-
gens celulares de mamiferos pelo bloqueio do TNF-o mediado pela sinalizagcdo

apoptotica, ou, ainda, que a proteina SH altere a permeabilidade da membrana
[27]

Existe somente um sorotipo de hRSV subdividido em dois principais
grupos antigénicos[zg]. Dentre as particularidades de cada subtipo, as variagoes
na glicoproteina G sao utilizadas atualmente na determinac¢do de qual subtipo
um isolado de hRSV pertence, geralmente através de ensaios de neutraliza-
¢do in vitro e pela reatividade a anticorpos monoclonais®”. A glicoproteina G
(Glycosylated) provavelmente interage com um receptor heparina e/ou outro
glicosaminoglicano, aderindo o virion a membrana da célula hospedeira, estabi-

[30

lizando sua posi¢ao e dando inicio a etapa de internalizacdo | Essa interacao

inicial ndo € essencial para que ocorra a infec¢do in vitro, entretanto, sem a ela a

replicacdo é reduzida"'l.

A proteina transmembrana mais estudada é a proteina F (Fusion), res-
ponsavel pela fusdo do envelope viral a membrana citoplasmaética, liberando o
nucleocapsideo no citosol 301 A proteina F do hRSV apresenta estrutura seme-
lhante a proteina de fusio de outros virus respiratorios como o influenza, o que a
torna um alvo interessante para o desenvolvimento de vacinas e drogas antivirais
de amplo espectro (Figura 2)%21 Além disso, trabalhos realizados com mutantes
deficientes em proteina G e/ou SH demonstram que a proteina F isoladamente
€ capaz de realizar todas as etapas iniciais que culminam na fusao do virion a

célula hospedeira in vitro [33-35]

Devido a uma fase de leitura aberta, o gene M2 codifica duas proteinas:
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Estrutura do mon6émero da proteina de Fusao do hRSV
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Figura 2 — Detalhe da estrutura da proteina F. A proteina F é traduzida como

precursor FO, o peptideo de sinal (SP) € clivado ainda no transporte
intracelular. A proteina passa ainda por mais duas clivagens que
culminam na liberacdo de um pequeno peptideo soluvel (pep27),
induzindo a transicdo da conformagao pré-fusao (PDB: 4JHW) para a
pos-fusdo (PDB: 3RRT) que levam a aproximacao e fusdo do envelope
viral com a membrana do hospedeiro. Fonte: o autor.
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M2-1 e M2-2. A proteina M2-1 € essencial para a replicacao viral, pois promove
a transcricdo do mRNA viral, prevenindo a parada precoce da transcricao por
um mecanismo ainda em estudo %37, Acredita-se que a proteina M2-1 interaja
com o mRNA em formacgao, estabilizando o complexo de transcri¢do (RNP) e/ou
que a M2-1 melhore a atividade da polimerase, aumentando sua afinidade pelo

RNA gendmico %,

O balancgo entre a transcri¢do e replicacdo € mediado pela proteina M2-2,
que atua em conjunto com as proteinas nao estruturais (NS1 e NS2), princi-
palmente nos estdgios finais da infec¢ao, auxiliando na etapa de montagem do
virion %,

A maior proteina viral é denominada L (Large), com cerca de 250 kDa,
apresenta seis regides conservadas entre a familia dos virus de RNA com polari-
dade negativa de fita simples, o que a torna um alvo promissor para as pesquisas
de compostos com atividade antiviral de amplo espectro 401 A proteina L €
essencial para a replicacdo do hRSV, atua como uma RNA-polimerase-RNA-
dependente (expansdo do genoma), auxilia na formacgdo da estrutura do cap e no

processo de poliadenilacao [41.42]

O hRSV € um virus envelopado (possui bicamada lipidica oriunda da
célula hospedeira) de RNA de fita simples e sentido negativo nao segmentado.
Os virions sdo pleomorficos, entretanto, as formas mais comumente descritas
sdo as esféricas e as cilindricas (filamentosas). O tamanho do virion pode variar

431 em um trabalho

de 120-350 nm, em culturas de células HEp-2, Tiwari et al.l
que registrou a morfologia dos virions via microscopia atdmica, os descrevem

como protusdes citoplasmaticas com diametro de 150-200 nm.

As proteinas transmembrana (SH, G e F) sdo ligadas ao envelope viral
(M) e se estendem através da bicamada lipica formando picos superficiais de
8-12 nm **!. No interior do envelope, as proteinas M2-1 e M2-2 ficam dispersas
enquanto que as demais proteinas (N, P e L) associam-se ao RNA, formando o

complexo RNP (Figura 3).
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Detalhe da estrutura do hRSV

Figura 3 — Esquema de distribui¢do das proteinas estruturais do hRSV. As pro-
teinas transmembrana (também denominadas proteinas de superficie)
F, G e SH medeiam as etapas iniciais da infec¢do (adesdo e internali-
zagdo). Fonte: o autor.

1.2.4 Ciclo replicativo

Embora o mecanismo de infec¢cdo do hRSV nio seja totalmente descrito,
sabe-se que ele compreende basicamente as mesmas etapas do ciclo replicativo

dos demais virus respiratorios: adesdo, internalizacdo, prolifera¢do e brotamento.

O virus adsorve nas proteinas da membrana da célula hospedeira sendo
o contato inicial mediado principalmente pela proteina G, que interage com
receptores celulares, aproximando e estabilizando o virion na superficie da mem-
brana celular. Diversos trabalhos descrevem os provaveis receptores celulares
envolvidos nessa fundamental etapa da replicacao do hRSV e, até o momento
sabe-se apenas quais sdo os provaveis candidatos. Um estudo recente descreveu
uma co-localiza¢do entre virions aderidos e a presenca superficial da nucleolina

A . < - 1,44,4
na membrana celular, porém, isoladamente as proteinas ndo interagiram °"*+%1,

Ap6s a adesdo a proteina F € clivada por uma protease celular, liberando
um pequeno peptideo solivel (p27) e expondo o peptideo de fusdo. O peptideo de
fusdo interage com as membranas celulares do hospedeiro, criando perturbagdes
que culminam na fusdo entre o envelope viral e a membrana celular, liberando o

complexo RNP e as proteinas da matriz no citosol ],
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Ao atravessar a membrana celular, as proteinas virais iniciam a transcri¢ao
do mRNA e do antigenoma. Os mRNA recém-transcritos sio traduzidos em
novas proteinas virais pelo maquinario celular e o antigenoma € transcrito nova-
mente dando origem a uma cépia do genoma, ampliando o nimero de genomas

disponiveis para a transcrigﬁo[36].

O ciclo de transcri¢ao/tradu¢ao permanecera ativo durante todo o curso
da infeccao, amplificando o numero de proteinas virais no citosol, formando os
corpusculos de inclusdo. As proteinas M2-1, M2-2, NS1 e 2 regulam a atividade
do complexo RNP estabelecendo um equilibro entre a producdo de proteinas

.. L. 4
virais e da montagem e brotamento dos virions 461

A montagem do envelope viral acontece em regides especificas da super-
ficie celular onde a proteina M interage com o complexo RNP e as proteinas
SH, G e F, encapsulando o RNP e herdando uma bicamada lipidica da célula

hospedeira durante o processo de brotamento™”.

1.2.5 Patologia

O hRSV normalmente entra pelas mucosas do trato respiratorio superior
onde infecta via por¢ao apical majoritariamente células do epitélio nasofaringeo.
O periodo de incubagdo extende-se por cerca de 5 dias (intensa replicagdo viral

assintomatica) e o pico de titulo viral geralmente é atingido logo apds essa fase
[48]

As células epiteliais infetadas sofrem alteracdo da expressao de receptores
de superficie envolvidos na ativacdo da resposta imune, aumentando a expressao
de Toll-like receptors e Proteina Quinase R. No contexto de replicagdo viral, o
lavado nasal de criangas com bronquiolite causada por hRSV apresenta niveis
elevados de diversos mediadores pro-inflamatorias de citocinas e quimiocinas,
como: IL 8, 10, 12, TNF-a e IFN-y**!,

A presenca viral favorece, ainda, a expressao de moléculas de adesao
intercelular (ICAM), aumentando a interacao de leucdcitos circulantes com o
endotélio pulmonar e, consequentemente, contribuindo para o influxo e ativacao

leucocitarial®”,

No decorrer da infec¢do, algumas proteinas virais passam a ser expressas
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na superficie das células infectadas, incluindo a proteina de fusdo F e, conse-
quentemente, a intensa replicacdo viral culmina na fusao de células epiteliais
adjascentes, formando massas multinucleadas de citoplasma (sincicios), o que

leva a disfuncao e necrose tecidual®!’.

No trato respiratOrio superior, os principais sintomas relatados em criancas
infectadas por hRSV sdo rinorreia, febre baixa, prostracao, tosse e respiracao
ofegante. Em adultos infectados sdo relatados faringite, rinorreia, fadiga, tosse,

cefaleia, mal-estar e febrel>?).

A maioria das infeccoes por hRSV se restringem ao trato respiratorio
superior, com duracdao média de até 8 dias. Os fatores envolvidos e a forma
como a infeccao transita do trato respiratétio superior para o inferior ainda nao
sao completamente descritos, porém, presume-se que particulas virais sejam
aspiradas durante a respiragao e/ou que a infeccao se alastre pelo epitélio até os

pulmées[48].

No trato respiratorio inferior, a replicagdo viral associada a co-infec¢oes
bacterianas induz intenso influxo leucocitério, causando pneumonia e/ou bron-
quiolite severa, o que bloqueia as as vias aéreas pela producdo excessiva de
muco, edema e debris celulares. Nesse contexto a infeccdo pode durar meses, a
respiracdo torna-se ofegante, dificil e dolorosa, agravando o quadro clinico do

paciente, que pode vir a 6bito por faléncia respiratdria 531,

1.3 Neutroéfilos e a infeccao por hRSV

Ao longo da infec¢do, os mediadores inflamatoérios secretados pelas cé-
lulas epiteliais chegam a corrente sanguinea, onde sdo detectados pelas células
efetoras do sistema imune, induzindo os processos de adesao e transmigracgao.
Os neutrofilos sao células da imunidade inata encontrados predominantemente
na corrente sanguinea que reagem prontamente aos estimulos, migrando via

quimiotaxia pelos tecidos até o sitio inflamatério! 4,

Durante a infec¢do por hRSYV, os neutréfilos correspondem a cerca de 70%
do infiltrado celular decorrente da resposta imune inata induzida pela replicagdo

do hRSVP?, atuando em conjunto com as barreiras fisicas como linha de defesa
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inicial, reconhecendo patégenos via Pathogen-associated molecular pattern

(PAMPs) e secretando mediadores inflamatérios!>.

Neutroéfilos circulantes (inativos) sao células de vida curta, durando cerca
de 7 horas. Contudo, quando estimulado pela presenga de patdgenos e mediadores
inflamatodrios (ativos), podem durar at€ uma semana ou mais. Co-infecgdes
bacterianas estdao normalmente associadas a inflamacdo aguda cronica causada
pelo hRSV e, nesse sentido, os neutrofilos exercem papel fundamental na defesa

inata do epitélio respiratériol™.

O mecanismo cldssico de eliminacdo de microrganismos pelos neutrofilos
¢ a fagocitose. Durante a fagocitose, prolongamentos citoplasméticos envolvem
o patdgeno, internalizando-o e formando o fagossomo. No citosol, o fagossomo
se funde aos granulos neutrofilicos, expondo o patégeno a um arsenal de enzimas
microbicidas e a altas taxas de espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxygen
Species, ROS)P%.

ApOs a inativacdo e/ou degradacao do patégeno, o neutrofilo geralmente
entra em processo apoptotico, fragmentando seu DNA sem ruptura do envelope
nuclear e formando vacuolos autofdgicos. Os corpos apoptoticos, entdo, sao
removidos do tecido pelos macréfagos, prevenindo a exposi¢ao dessa estruturas

citotéxicas ao sitio inflamatériol®®,

Esse ciclo (ativagdo, migragdo, fagocitose e apoptose) permanece ativo até
a resolucdo e/ou normalizacdo dos mediadores inflatorios no tecido. Entretanto, a
caracteristica resposta do epitélio infectado, associada ao elevado influxo de neu-
trofilos observado nos casos mais graves de hRSV, induz a producao exacerbada
de mediadores inflamatorios, atuando como uma al¢a de retroalimentagdo posi-

[57

tiva, que mantém o tecido inflamado I De fato, a presenca deste tipo celular e

seus produtos atingem niveis considerados elevados durante a bronquiolite aguda,

podendo causar dano tecidual e agravamento do quadro clinico do paciente[5 1

1.3.1 Armadilhas Extracelulares Neutrofilicas (NETSs)

Os neutréfilos sao células versateis, com dezenas de mecanismos anti-
microbianos descritos. Em determinadas condicdes e sob certos estimulos, os

neutréfilos sdo capazes de projetar seu conteddo intracelular, incluindo seu pro-
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prio DNA, formando uma espécie de rede que captura e/ou inativa patdgenos.
Esse processo foi descrito em 2004 por Brinkmann et al., que registrou a forma-
cdo das NETs (Neutrophils Extracellular Traps) e seu efeito bactericida (Figura
4,

Armadilhas Extracelulares Neutrofilicas (NET's)

Figura 4 — Aspecto das Armadilhas Extracelulares Neutrofilicas (NETs). Sob
certos estimulos, neutréfilos iniciam o mecanismo de liberagdo das
NETs, formando estruturas capazes de capturar e/ou inativar micro-
organismos. Fonte: adaptado de Brinkmann et al.'! e Brinkmann e
Zychlinskym.

A formacgao das NET's € um processo ativo e distinto da necrose e apop-
tose, que envolve o rearranjo da arquitetura nuclear (com descondensacao da
cromatina), citoplasmastica e granular do neutrofilo 2o processo de liberagao
das NETs ndo envolve a exposicado extracelular de fosfatidilserina na membrana

e nem fragmentacao do DNAP®,

A descri¢do e caracterizagdo dos processos celulares que culminam na
projecdo do material genético avangou muito na ultima década, entretanto, esse

ainda € um campo em ampla expansdo, recheado de perguntas ainda sem res-
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postas. Dentre os processos ja descritos para a liberacdo das NETs, podemos

destacar os dois principais: mecanismo suicida € mecanismo vitall!%,

O mecanismo suicida foi o primeiro a ser descrito e recebeu esse nome
justamente porque o neutréfilo perde a viabilidade durante o processo que en-
volve a producio de espécies reativas de oxigénio (ROS). E o mecanismo mais
bem descrito, marcado pelo comprometimento das membranas mediado pela
Gasdermina D (GSDMD), pela mistura dos componentes nucleares e citoplasma-
ticos, seguido de desintegracdo da membrana plasmética e liberacdo das NETs

(Figura 5)[59].

No mecanismo vital os neutréfilos permanecem viaveis, capazes de fago-
citar patdgenos, e sua vida ttil ndo € reduzida pela perda de material genétic0[60].
E um processo independente da ativacio da GSDMD, portanto, nio hd com-
prometimento da membrana plasmadtica ou nuclear, o material genético a ser
liberado pode ser oriundo do nucleo celular via liberagdo de vesiculas “blebs”,

ou de origem mitocondrial (Figura 5)51,
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Figura 5 — Principais tipos de liberacao das NETs. Sob determinados estimulos,
alguns neutréfilos desencadeiam alteracdes intra e extracelulares,
liberando parte do seu material genético imiscuido em conteudo
granular. Fonte: adaptado de Burgener e Schroder®!.
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As NETs podem ser produzidas frente a varios estimulos como: bactérias,
fungos, protozodrios entre outros'"°"?l. In vitro, diversos estimulos indutores
de NETs foram descritos, sendo o Acetato de Forbol Miristato (PMA) e o
Lipopolissacarideo (LPS) os mais comumente empregados. Além disso, alguns

trabalhos descrevem, ainda, a producdo espontanea de NET's [63-65]

As NETs sd@o compostas basicamente por filamentos de cromatina descon-
densada e, associadas a essa estrutura basica, € possivel encontrar praticamente
todo o arsenal de enzimas contidas nos granulos neutrofilicos. Essas enzima

atuam em vdrias etapas essenciais para que ocorra a formacao e liberagao das
NETs.

1.3.2 Enzimas Granulares

Em condi¢des de repouso, a maior parte das enzimas neutrofilicas ficam
armazenadas dentro dos granulos, porém, quando o neutréfilo é ativado, essas
enzimas passam a desempenhar diversas atividades que vao muito além da sua
capacidade microbicida, alterando a expressao de receptores celulares, ativando
e inativando citocinas e quimiocinas, além de atuar nas vias de apoptose € nos

mecanismos de liberacdo de NETs!®®),

Embora as NETs sejam predominantemente compostas por DNA, o perfil
das proteinas imiscuidas a essa estrutura varia de acordo com o tipo de meca-

nismo de liberagdo de NETSs e, consequentemente, do estimulo indutor'”',

A Tabela 1.3.2 relaciona a presen¢a (marcadas com o sinal "+") nas NETs
de proteinas associadas a cromatina e de enzimas granulares, formadas frente a

diferentes estimulos"'?,

Algumas enzimas granulares desempenham papel crucial para que haja
a formacao de NETs. Neutréfilos estimulados por PMA induzem a producao
de Espécies Reativas de Oxigénio pelo complexo NADPH oxidase, ativando
a proteina Mieloperoxidase e promovendo sua dissociagdo, juntamente com a
dissociacao da Elastase dos granulos primdarios, em um processo parcialmente

descrito'®”,

No citosol, a Elastase interage com um dos elementos essenciais do cito-

esqueleto, degradando a actina filamentosa e, consequentemente, imobilizando
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Tabela 1 — Proteinas encontradas nas NETs. A composicao das NETs pode variar
de acordo com o estimulo indutor e, embora seja composta predo-
minantemente de DNA, diversos componentes celulares associados
participam ativamente do processo e sdo liberados durante o me-
canismo de liberacdo das NETs. Fonte: modificado de Petretto et

al. 1%,
Estimulo
Proteina Gene UniProt PMA LPS Espontaneo
Histona H1 HISTIHID P16402 +
Histona H2A1J HIST1H2AJ Q99878 + + +
Histona H2A2B HIST2H2AB QSIUE6 +
Histona H3 H3F3B K7EKO07 + + +
Histona H4 HISTIH4A  P62805 + + +
Mieloperoxidase MPO P0O5164 + + +
Catepsina G CTSG PO8311 + + +
Elastase ELANE P08246 + +
Proteinase 3 PRTN3 P24158 + +
Lisozima LYZ F8VV32 + +

o neutrofilo. No nucleo celular a proteina Mieloperoxidase e a Elastase atuam
sinergicamente mediando a descondensagdo da cromatina via clivagem das his-
tonas (H4 e H2B)!°®. Além disso, diversas enzimas granulares como a Catepsina
G, Proteinase 3 e Elastase interagem com a Gasdermina D, clivando-a em um

processo fundamental para a formacao dos poros de GSDMDP?.

A presenca recorrente das proteinas granulares nas NETSs, secretadas via
diferentes estimulos, evidencia o importante papel dessas enzimas no mecanismo
de liberacdo das NETs (Tabela 1.3.2). A auséncia de expressdo de Elastase
e/ou Mieloperoxidase reduzem drasticamente a formagdo de NETs no modelo

murino'®®.

Apesar da imensa atividade bactericida, imunomodulatoria e angiogénica,
exercida pelas enzimas granulares, a producao excessiva de NETs em tecidos
sensiveis € associada a diversas patologias graves, além de ser apontada como
responsavel pelo agravamento do quadro clinico de pacientes com inflamagdes

cronicas!®”.

Lavados bronquicos de pacientes com infeccao respiratoria aguda contém


https://www.uniprot.org/uniprot/P16402
https://www.uniprot.org/uniprot/Q99878
https://www.uniprot.org/uniprot/Q8IUE6
https://www.uniprot.org/uniprot/K7EK07
https://www.uniprot.org/uniprot/P62805
https://www.uniprot.org/uniprot/P05164
https://www.uniprot.org/uniprot/P08311
https://www.uniprot.org/uniprot/P08246
https://www.uniprot.org/uniprot/P24158
https://www.uniprot.org/uniprot/F8VV32
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elevada quantidade de NETSs. Nesse contexto, as fibras das NETs podem atuar
como um espessante de muco, dificultando a expectoragdao e comprometendo a
fisiologia pulmonar[sz]. Certamente a liberacao excessiva ou acimulo de NETs
provoca dano tecidual devido a natureza de sua composicdo (DNA, histonas e
proteases) e pela sua capacidade de induzir processos inflamatoérios, causando

4,7
doencgas vasculares como trombose e aterosclerose!>* 71,

Diversos autores relatam a elevada quantidade de NETs nos pulmdes como
uma caracteristica da infec¢ao causada pelo hRSV. De fato, em 2015, Funchal et
al. demonstraram que o contato de neutréfilos com particulas virais pode induzir

a formacdo de NETs via mecanismo dependente de ROS!!+72.

Durante a infeccdo por hRSV, neutréfilos sdo macicamente recrutados para
as vias respiratdrias e produzem NETs em contato com o hRSV, promovendo
inflamac¢do, dano tecidual e comprometimento da fun¢ao respiratéria, como
consequéncia do especamento do muco. Apesar disso, o efeito das NETs sobre

as particulas do hRSV ainda ndo foi1 esclarecido.

1.4 Tratamento das Infec¢oes Causadas por hRSV

Desde sua descoberta nos anos 50, foram testados centenas de abordagens
para combater as infe¢oes do trato respiratério causadas pelo hRSV. A despeito
disso, as atuais op¢Oes de tratamento sao escassas € insuficientes e, na maior parte
dos casos, medidas de alivio dos sintomas, suporte ventilatorio € manutengdo do

estado geral sdo indicadas!”!.

Existem somente dois medicamentos aprovados pelo Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento das infec¢des por hRSV, o Palivizumabe
e a Ribavirina.

As proteinas de superficie viral do hRSV tem sido alvo de diversos estudos
que visam neutralizar a infec¢ao viral pela inativagdo dessas protel’nas[74’75 I,
Mutantes sem as demais proteinas de superficie (G e SH) sdo capazes de replicar
in vitro, o que indica que a proteina F e a tinica indispensdvel para que ocorra a
infecgéo[34]. Essa, dentre outras caracteristicas, torna a proteina hRSV F um alvo

ideal para o desenvolvimento de vacinas e drogas mais eficazes.
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Nesse sentido, ja foi demonstrado que o anticorpo monoclonal Palivizu-
mabe € um neutralizante especifico para a proteina F, oferecendo uma protecao
passiva as criangas pertencentes aos grupos de risco, o que evita o aparecimento
de doengas mais severas [76.7711 'O Palivizumabe interage em sitio conservado
(presente conformagdes pré e pds-fusdo) e inativa a proteina F, reduzindo a capa-
cidade do virion de fundir seu envelope com a membrana da célula hospedeira
e, consequentemente, reduzindo a formagdo de sincicios e a replicagao viral”®],
Entretanto, a profilaxia com Palivizumabe € recomendada apenas a individuos
pertencentes aos grupos considerados de risco, como 0s neonatos prematuros € as
criangas com doengas cardiacas cronicas e/ou imunocomprometidos. Além disso,
o custo do tratamento com o Palivizumabe € considerado elevado, restringindo

ainda mais sua aplicabilidade 7% "]

A Ribavirina € andlogo nucleosideo de guanina com atividade antiviral
de amplo espetro contra hepatites A, B e C, influenza A e B, parainfluenza e
herpes, que tem sido usado no tratamento de casos graves de infec¢des do trato
respiratorio inferior causadas por hRSV desde a década de 80. Entretanto, os
mecanismos pelos quais a Ribavirina exerce sua atividade antiviral nunca foram

891 Pode ser administrado por via oral, intra-venosa

completamente elucidados
e na forma de aerosol, entretanto, a eficicia desse tratamento aparenta estar
relacionada a um diagndstico precoce da infec¢do por hRSV, o que geralmente

- . . <« . . . . L. . - 1
ndo é possivel devido 2 similaridade sintomdtica com outras infeccoes'®'.

Novos anticorpos monoclonais e diversas vacinas estdo em desenvolvi-
mento. Apesar disso, ao longos dos mais de 60 anos, dezenas de candidatos com
promissora atividade anti-hRSV ndo apresentaram resultados satisfatérios em
estudos clinicos de fase 2 e 3%, Concomitantemente, novas estratégias tem sido
propostas como forma alternativa de reduzir a infecdo viral utilizando molécu-
las de baixo peso molecular, descrevendo diversos inibidores com promissora
atividade anti-hRSV'®>%¥,

Além disso, baseadas na elevada quantidade de NETs reportadas pela
andlise de lavados bronquicos de pacientes com casos graves de bronquiolite
causada por hRSV, terapias focadas na administragdo de Desoxirribonuclease
aerolizada (DNAse) tém sido propostas. Entretanto, até o presente, a eficicia

desse tratamento tem sido questiona’wel[85 -86]
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A amplificag¢do do espectro de estudos que desenvolvam compostos e/ou
novas estratégias de combate ao hRSV € fundamental para reduzir as infecc¢oes e
controlar a doenca, principalmente em locais com grande fluxo de individuos
suscetiveis, tais como hospitais e creches. As infec¢Oes causadas pelo hRSV sdo
um problema mundial ainda sem solugdo, gerando grande impacto nos sistemas

de saude publica e interrompendo a vida de criangas e idosos.

Nesse sentido, o atual desafio € produzir uma vacina eficaz e de ampla
protecdo, capaz de induzir a imunidade para os dois subtipos de hRSV (A e
B), especialmente em idosos, criangas e recém-nascidos, nos quais o indice de
reinfec¢do € alto devido a imaturidade do sistema imunoldgico, ou descrever
uma droga capaz de minimizar as complica¢des decorrente da infec¢ao e, con-
sequentemente, reduzir os indices de hospitalizacdes e mortes associadas as

infeccdes agudas do trato respiratdrio inferior, causadas pelo hRSV.
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8 Conclusao

Nesse trabalho demonstramos que enzimas provenientes das NETs pos-
suem atividade anti-hRSV in vitro. As infec¢des do trato respiratorio sao um
grave problema de satde publica mundial, resultando em milhdes de casos graves
de bronquiolite anualmente, sendo o hRSV o principal agente etioldgico das infe-
coes respiratorias agudas do trato inferior. O hRSV promove o influxo de células
imunes, populando o tecido predominantemente com leucdcitos polimorfonu-
cleares cuja (neutréfilos), células versateis, com intensa atividade microbicida e
imunomodulatdria. No contexto da inflamacgao causada pelo hRSV, os neutrofilos
produzem NETs, estruturas compostas principalmente por DNA e enzimas gra-
nulares. Embora a capacidade anti-hRSV das NETs seja ainda pouco conhecida,
€ certo que a secrecdo ou acumulo dessas estruturas nos tecidos causa danos e
compromete a fisiologia pulmonar. O aprofundamento desse e de outros estudos
envolvendo as NETSs e suas enzimas, certamente contribuirdo na elucidagao do
papel dassas estruturas no contexto inflamatorio, principalmente nas infe¢oes

agudas do trato respiratorio inferior de etiologia viral.
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