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Dedico esta dissertacdo a minha mae,

por ndo me deixar desistir de ir atras dos meus objetivos.
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RESUMO

A infeccdo pelo virus sincicial respiratério (VSR) é a principal causa de
hospitalizacéo infantil, bem como um grande problema de saude e dos custos
econdmicos no mundo inteiro. VSR causa infeccdo do trato respiratorio (RTI) em
adultos e doenca do trato respiratorio inferior (ITRI), incluindo bronquiolite aguda
€ pneumonia, em criangas e criangas jovens. Infelizmente, a infeccdo por RSV
fornece uma protecdo imune limitada a uma reinfeccéo, principalmente devido a
mem©éria imunoldgica insuficiente, o que conduz a uma resposta inflamatoria
exacerbada no trato respiratorio promovendo dano nas vias aéreas durante a
liberacdo do virus. Com todos os estudos ja feitos, vacinas seguras e eficazes
contra RSV estdo atualmente indisponiveis. Mesmo assim, uma estratégia
profilatica com base em um anticorpo humanizado neutralizante contra RSV é
amplamente utilizado em recém-nascidos de alto risco, tais como recém-
nascidos prematuros e aqueles que sofrem de doencas cardiovascular e
imunossupressao. As células epiteliais alveolares sao a primeira linha de defesa
contra o virus, sendo o local mais associado com a inflamag&o na doenca. A
entrada do virus sincicial respiratorio para as células epiteliais alveolares (CEAS)
€ um passo importante para o processo de infeccdo, envolvendo a ligacdo das
proteinas G e F do VSR a moléculas ligadas na superficie da célula hospedeira.
A infeccdo por virus sincicial respiratorio esta associada com a morte celular
epitelial e inflamacédo vigorosa, a morte apoptoética das células infectadas € um
mecanismo para reduzir a replicacdo do virus. E neste estudo mostramos a
infeccdo induzida pelo virus sincicial respiratério ativo em células epiteliais da
linhagem Ab49, mostrando a via de morte celular induzida pelas células
hospedeiras, nossos resultados mostram a via da apoptose induzida a partir da
ativacao de caspase-3 e ndo dependéncia da producao da producéo de espécies

reativas de oxigénio.



ABSTRACT

Infection by respiratory syncytial virus (RSV) is the leading cause of childhood
hospitalization as well as a major health and economic burden worldwide. RSV
causes RTI in adults and lower respiratory tract illness (LRTI), including acute
bronchiolitis and pneumonia, in infants and young children. Unfortunately, RSV
infection provides only limited immune protection to reinfection, mostly due to
inadequate immunological memory, which leads to an exacerbated inflammatory
response in the respiratory tract promoting airway damage during virus
clearance. Despite extensive research efforts, safe and effective vaccines
against RSV are currently unavailable. Nevertheless, a prophylactic strategy
based on a humanized neutralizing antibody against RSV is widely used in new
born at high-risk, such as preterm infants and those suffering from cardiovascular
diseases and immunosuppression. The alveolar epithelial cells are the first line
of defense against the virus, most associated with the local inflammation in the
disease. The entry of respiratory syncytial virus to alveolar epithelial cells (AECSs)
IS an important step in the infection process involving binding of the RSV G and
F protein molecules bound to the surface of the host cell. Infection with respiratory
syncytial virus is associated with the epithelial cell death and vigorous
inflammation, apoptotic death of infected cells is a mechanism to reduce virus
replication.

And this study showed infection induced by active respiratory syncytial virus in
the epithelial cells of the A549 line showing the pathway of cell death induced by
the host cells, our results show the pathway of apoptosis induced from the
caspase-3 activation and no dependence production of the production of reactive

oxygen species.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1.SITUANDO A PROBLEMATICA

Os virus mais frequentemente envolvidos nas infec¢gdes respiratérias sao
rinovirus, virus sincicial respiratério (VSR), coronavirus, adenovirus,
parainfluenza e influenza (DOLIN, 2007). Os virus respiratorios sdo importante
causa de pneumonia, tanto em criangas quanto em adultos. As pneumonias
virais ocorrem mais frequentemente em criangas pequenas e idosos. Em adultos,
0 virus da influenza é o principal agente etiolégico. Em criangas, os principais
agentes etioldgicos envolvidos sdo VSR, virus parainfluenza, adenovirus e virus
da influenza (TREANOR; HAYDEN, 2000; FALSEY, 2007).

A infeccdo pelo VSR pode se manifestar na forma de uma rinite, coriza ou
otite enquanto abrange apenas o trato respiratério superior. Podendo progredir
para uma bronquiolite ou pneumonia ao se estabelecer no trato respiratorio
inferior, exigindo hospitalizacdo, oxigenoterapia, ventilacdo mecéanica e podendo
levar a morte (TREGONING & SCHWARZE, 2010).

A bronquiolite € uma doenca inflamatéria aguda das pequenas vias
aéreas, caracterizada por obstrucdo bronquiolar, alcaponamento aéreo,
hiperinsuflacdo pulmonar e atelectasias. O agente etiologico mais frequente é o
VSR, isolado em mais de 75% das criancas menores de dois anos com
bronquiolite. Outros agentes etioldgicos incluem o parainfluenza virus tipo 1 e 3,
influenza B, adenovirus tipo 1, 2 e 5, Mycoplasma pneumoniae, rinovirus,
enterovirus e herpes simplex virus (TREANOR; HAYDEN, 2000; SHAH;
SHARIEFF, 2007).

Bronquiolite aguda causada por virus respiratérios € a doenca mais
prevalente em criancas nos dois primeiros anos de vida, com grande impacto em
hospitalizacbes e custos para o sistema de saude. Aproximadamente 30 em
cada 1000 criancas hospitalizam por bronquiolite em todo o mundo (STEIN,
2008). Vinte por cento de todas as criancas apresentam ao menos um episédio
de sibilancia no primeiro ano de vida, sendo que a maioria € diagnosticada com
infeccdo por virus. O Virus Sincicial Respiratorio (VSR), identificado pela primeira
vez em 1956, é considerado a principal causa isolada de infec¢cao respiratoria na
infancia (BLOUNT et al., 1956; CHANOCK et al., 1962).
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Com excecdo da influenza, as infeccOes respiratérias virais do trato
respiratorio ndo sdo a maior causa de mortalidade direta nos paises
desenvolvidos, estima-se que contribuem com 20% - 30% dos 4,5 milhdes de
morte anuais por infeccédo respiratoria (PEIRIS, 2003). A Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) estima que ocorram em todo o mundo 64 milhdes de casos e
160 mil mortes por infec¢cdo respiratdria causada por VSR a cada ano (WHO,
2009). Devido a prevaléncia do VSR, quase todas as criancas ja foram infectadas
pelo virus ao alcancarem os 2 anos de idade. Os maiores indices de infeccao
ocorrem no terceiro e quarto meses de vida. O VSR ndo provoca uma resposta
imune duradoura e por isso € comum a reinfeccdo (GARENNE; RONSMANS;
CAMPBELL, 1992).

Dados epidemiolégicos de paises em desenvolvimento mostram que o
VSR é uma importante causa de ITRI em criancas, responsavel por
aproximadamente 70% de todos os casos. Provavelmente devido a presenca de
fatores agravantes, como superpopulacéo, poluicdo e desnutricdo, a taxa de
mortalidade apds ITRI por VSR pode chegar a 7% nas criangcas com menos de
2 anos de idade. Essa taxa € consideravelmente maior que a dos paises
desenvolvidos (0,5 — 2,0%), o que torna essa infeccao viral um importante
problema de salde publica nessas regifes (BRICKS, 2001; GARENNE;
RONSMANS; CAMPBELL, 1992).

1.2.VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (VSR)

Este virus foi primeiramente isolado em 1955, a partir de um chimpanzé
em cativeiro com problemas nas vias respiratérias superiores, e logo se
descobriu ter origem humana (COLLINS, 2011).

Pertencendo a familia Paramyxoviridae, VSR € um virus envelopado, com
RNA de fita simples, contendo 15.200 nucleotideos, no sentido negativo (3’-5’),
podendo codificar 11 proteinas, dentre essas proteinas, duas estdo presentes
na superficie do virion: a proteina de adesao (G) e a proteina de fusao (F), como
representado na figura 1, (BUENO et al., 2008; LAY et al., 2013; OGRA, 2004).
As proteinas nado-estruturais, NS1 e NS2, junto com as proteinas G e F,
constituem os componentes-chave para o ciclo infeccioso e para a evasao da
resposta imune do hospedeiro. (BUENO et al., 2008; HARRIS; WERLING, 2003).
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Figura 1: Estrutura do virus sincicial respiratorio.
Fonte: Lay et al., 2013

A proteina F tem como funcéo principal dirigir a entrada do virus pela
fusdo do virion com a membrana celular hospedeira, podendo ainda mediar a
fusdo com outras células vizinhas formando um sincicio. A glicoproteina G € a
principal proteina de ligacdo ao hospedeiro do VSR e possui uma Unica regiao
hidrofébica que atua como peptideo sinal e ainda como ancora membranar.
Quatro proteinas do nucleocapsideo sdo responsaveis pela replicacdo e
transcricdo do genoma viral: a proteina da nucleocapsideo N; a fosfoproteina P,
o fator anti-terminacdo M2-1 e a grande subunidade da polimerase L. A proteina
N liga RNA gendmico e anti-gendmico originando a nucleocapsideo resistente a
RNAses, fato que protege o genoma de TLRs e helicases que desencadeiam a
resposta imune. O virus entra na célula por fusdo com a membrana celular,
resultante da ligacdo da proteina G a glicosaminoglicanos (GAGS). A expressao
e replicagdo do genoma viral ocorrem no citoplasma. O gene M2-2 governa a
transicao entre a transcricéo e sintese de RNA viral, sendo que a polimerase ir4
iniciar a replicacdo do RNA viral por ligagado a sua extremidade 3’. A replicagao
origina uma cadeia de RNA (+) complementar ao genoma (antigenoma) que
servird de molde para a sintese do genoma viral. Ambos serao revestidos pela
proteina N e, por fim, a proteina M irA promover a montagem do virion,

interagindo com as proteinas do envelope e da nucleocapsideo (CHANG, 2011;



17

COLLINS, 2011; COLLINS; GRAHAM, 2008; COWTON; MCGIVERN; FEARNS,
2006; HACKING; HULL, 2002).

Embora seja altamente infectivo, o VSR nao induz uma memoéria
imunologica efetiva e infecgcdes repetidas sdo frequentes. Os sintomas da
infeccdo por VSR em adultos normalmente se manifestam como uma rinite, mas
em bebés prematuros, em criangas com menos de 2 anos e em idosos é comum
uma infecgdo grave. Levando em consideracdo os dados epidemiolégicos, o
VSR é responsavel por causar um problema de saude que € extremamente caro
para o0s pacientes, governos e sistemas de saude (BUENO et al., 2008).

Infelizmente, até os dias de hoje ndo existe uma vacina comercialmente
disponivel contra esse patégeno. Os primeiros testes para desenvolver uma
vacina contra VSR foram realizados com uma formulacao de VSR inativado com
formalina (VSR-IF) na década de 1960. Entretanto, as crian¢cas vacinadas
desenvolveram uma doenca pulmonar exacerbada e precisaram de
hospitalizagdo sob infeccdo por VSR, enquanto as criangas nao vacinadas
apresentaram sintomas significativamente mais leves (KIM et al., 1969). Durante
muito tempo o fracasso da vacina com VSR-IF permaneceu sem explicagdes,
principalmente devido ao pouco entendimento das respostas imunes disparadas
por infec¢des virais. Porém, estudos recentes sugeriram que a vacina com VSR-
IF falhou devido a sua habilidade em induzir uma resposta imune tipo Th2 contra
o virus (MOGHADDAM et al., 2006; WARIS et al., 1996). A resposta tipo Th2 é
caracterizada pela ativacdo e proliferacao de células T CD4+ que secretam um
padrdo de citocinas que promovem a infiltracdo de eosindfilos e neutrdéfilos no
tecido pulmonar. Esse microambiente celular alérgico diminui a ativacdo de
células T CD8+ e suas func¢des efetoras, como a producéo de IFN-y (BUENO et
al., 2008). Assim, a remocdo do virus € diminuida e a sua propagacao,
promovida. Estudos com o soro obtido de criancas imunizadas com a vacina
VSR-IF mostraram que anticorpos contra as proteinas F e G foram gerados, mas
eles apresentaram uma capacidade neutralizante baixa (OPENSHAW;
TREGONING, 2005).

Sao conhecidos dois farmacos aprovados pela “Food and Drug
Administration” (FDA) para o tratamento de doencas relacionadas com infec¢des
por VSR — Palizumab e Ribavirina. O Palizumab é um anticorpo monoclonal

humano que tem como alvo a glicoproteina F do virus VSR e que previne a
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propagacdo do virus para as vias respiratorias inferiores. A sua prescricdo €
apenas indicada a criangas com elevado risco. O Ribavirina, um analogo
sintético da guanosina é atualmente usado no tratamento de infec¢des severas
por VSR embora as evidéncias de beneficios sejam limitadas, o risco de
toxicidade seja elevado e apresente elevados custos. Atua na deplecdo do
guanosine-5'-triphosphate (GTP) intracelular pela inibicdo da desidrogenase da
inosina-monofosfato (IMPDH), inibicdo da polimerase viral e ainda inducao de
erros/mutacdes no genoma viral letais para o mesmo (EMPEY; JR.; KOLLS,
2010; OLSZEWSKA; OPENSHAW, 2009).

1.3.INFECCAO DAS CELULAS EPITEILIAIS ALVEOLARES

As células epiteliais alveolares sdo a primeira linha de defesa contra o
virus, sendo o local mais associado com a inflamac&o na doenca. A entrada do
virus sincicial respiratorio para as células epiteliais alveolares (CEAS) € um passo
importante para o processo de infec¢ao, envolve ligacdo das proteinas G e F do
VSR a moléculas ligadas na superficie da célula hospedeira (LAMBERT et al.
1988).

Especificamente, VSR infecta o epitélio respiratério pela interacdo entre

os dominios de ligacdo-heparina da glicoproteina G e os glicosaminoglicanos da
superficie da célula (MARTINEZ; MELERO, 2000). Ambas glicoproteinas (F e G)
sdo capazes de ligar nos glicosaminoglicanos da célula hospedeira, mas a G
contribui para a maioria das ligacdes virais (BOURGEOIS et al., 1998).
Apoés a entrada na célula, o genoma viral pode ser liberado no citoplasma como
moléculas de acido nucléico livre, quanto como complexos de acido nucléico e
proteinas. Para entdo comecar o processo de desmontagem dos componentes
virais, levando a replicacdo do genoma viral, com a formacao de novas particulas
virais. A liberacéo destas particulas recém-formadas da célula hospedeira pode
ocorrer de diferentes formas. Virus envelopados podem sair da célula por
brotamento através da membrana plasmatica ou pela fusdo de vesiculas
secretoras contendo particulas virais com a membrana plasmatica. Os virus nédo
envelopados sdo geralmente liberados por lise da membrana celular (MARSH;
HELENIUS, 2006).
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Bloquear a entrada do virus € um mecanismo atrativo para terapias
antivirais e, por esta razao, a maioria dos trabalhos de investigagédo tem sido
dirigida para as fungbes das glicoproteinas de superficie F e G. A sua
importancia é realcada pela observacdo de que a imunidade humoral eficaz s6
€ conferida por anticorpos para estas proteinas (HACKING; HULL, 2002).

Entrada do RSV é percebida pelo epitélio respiratrio, sendo o primeiro
local de encontro entre os virus respiratorios e o hospedeiro. Como um resultado
desta interacdo inicial, uma resposta imune inata € induzida cedo no local da
infeccdo. Especificamente, os componentes do RSV sao detectados por AECs
em diferentes etapas da infeccao, através de receptores de reconhecimento de
padrao (PRRs). Dois principais PRRs sdo usados para detectar RNA viral e
induzir citocinas, incluindo interferons (IFNs), e respostas antivirais. Estes
receptores consistem de receptores Toll-like (TLRsS) e receptores tipo gene
induzido por acido retindico | (RIG-I); (RLR), sendo que ambos reconhecem
multiplas formas de RNA produzidos durante o ciclo de vida do virus. Apés a
deteccdo de RNA viral, ambos os TLRs e RLRs iniciam cascatas de sinalizacao
gue convergem para a ativacao nuclear e posterior ativacao das trés familias de
fatores de transcrigcao: NF-kB, fatores reguladores de interferon (IRFs), e ATF-2
/cJun. Entre todos os TLRs, TLR3 € um dos mais abundantes, sendo expresso
constitutivamente em AECs humanas (BAUM; GARCIA-SASTRE, 2010;
PICHLMAIR et al., 2006; SHA et al., 2004).

A infecgcdo por RSV induz o RIG-I a produzir IFN-B, por meio de uma
regulacdo positiva da expressdo paracrina de TLR3 (ASENJO; RODRIGUEZ;
VILLANUEVA, 2005). TLR3 expresso por AECs contribui para o reconhecimento
do VSR durante a infeccdo por ligacdo ao RNA viral gerado durante a replicacéo
de VSR. Como consequéncia, a ativacao de NF-kB desencadeia a expressao de
IFN de tipo | e a produgéo da quimiocina IL-8/CXCL8 (BUENO et al., 2011; RUDD
et al., 2005).

Além disso, a sinalizagdo via TLR3 é importante na resposta tardia contra
a infeccao pelo RSV, enquanto que RIG-1 medeia a ativagao de NF-kB e IRF- 3
nas fases iniciais da infeccdo por VSR, induzindo a expresséao de IFN-b, IP-
10/CXCL10 (proteina indutora de interferon-gamma de 10kDa), RANTES/CCL5
(regulada sob ativagéo, expressa e secretada por células T normais), e ISG15

(gene estimulado por interferon 15). Juntos, estes resultados sublinham fungdes
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temporais distintas para RIG-l e de TLR3 na mediacdo da imunidade inata
induzida por RSV, o qual é acoplado a vias distintas que controlam a ativacdo de
fatores de transcrigdo de IRF-3 e a NF-kB. Assim, o acoplamento de receptores
TLR e RIG-I levam ao inicio de uma resposta imune do hospedeiro, numa
tentativa de controlar a infec¢do por RSV (BUENO et al., 2011).

No entanto, a infeccdo por RSV detectada em AECSs, por RIG-1 e TLR3,
recentemente, tem sido mostrado por estar envolvida na producao da citocina
linfopoietina estromal timica (TSLP), a interleucina 7 (IL-7) derivada de células
epiteliais, envolvida no desenvolvimento de reacdes alérgicas e asma (LEE et
al., 2012; QIAO; LI; JIN, 2011). Este ultimo indica que PRRs ativados por RSV
podem induzir respostas imunes inapropriadas ao hospedeiro para limpar a
infeccédo viral em AECs. Apo0s a infeccdo de RSV, as alteracfes substanciais na
expressdo de TLR pode ser observada em AECs. A infeccdo por RSV é
significativamente regulada por TLR 1 E 10, a replicag&o e transcri¢cdo viral séo
dependentes da indugdo do RNAm das AECs humanas (XIE et al., 2009).

O TLR4 tem sido sugerido como um mediador chave da hiperreatividade
inflamatoria induzida por RSV no pulméo infectado, ja que a infeccdo com o virus
aumenta a expressao de TLR4, mas também afeta a localizagdo da membrana
de diferentes tipos de AECs humanas (MONICK et al., 2003).

A ligacdo de LPS para regular TLR4 (tendo em vista que o RSV aumenta
a ligacdo de LPS no epitélio) ativa MAP quinase e a producdo de citocinas
inflamatérias, tais como IL-8 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), sugerindo
que a infeccdo por RSV pode sensibilizar respostas epiteliais do pulmao para
alguns agentes inflamatorios. Assim, o RSV pode alterar a expressao do TLR4
e modular a via de sinalizacdo associada com este receptor para melhorar a
expressdo de moléculas pré-inflamatérias em AECs. TLR7 € capaz de
reconhecer componentes derivados de virus, parece controlar a remodelacdo
AEC e hiper/metaplasia de células caliciformes para induzir a superproducéo de
muco. O papel deste receptor na secre¢do de citocinas e a modulagdo da
patologia por RSV em AECs continua a ser determinado (LUKACS et al., 2010).

As alteracdes dos padrdes de expresséo dos TLR podem ser um processo
importante que contribui para a patologia e evolugcéo clinica de individuos
infectados. Os TLRs ativam vias que negligenciam uma infeccdo viral em

desenvolvimento. Assim, o VSR tem desenvolvido mecanismos moleculares
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que suprimem a imunidade inata, sem afetar a resposta inflamatéria do
hospedeiro (SPANN et al., 2004).

1.4. MORTE CELULAR

Em 2009, Nomenclature Comitte on Cell Death (NCCD) propds um
conjunto de recomendac0Oes para a definicdo de morfologias distintas de morte
celular e para o uso adequado de terminologia relacionada aos tipos de morte,
incluindo apoptose, necrose e catastrofe mitética. O NCCD prop0e critérios
unificados para a definicdo de morte celular e de suas diferentes morfologias,
formulando varias adverténcias contra o uso indevido de palavras e conceitos
gue retardam o progresso na area de pesquisa morte celular (GALLUZZI et al.,
2012).

1.4.1. APOPTOSE

Em 1964, foi proposto o termo "morte celular programada” para designar
um tipo de morte celular que ocorre de forma ndo acidental. (LOCKSHIN;
WILLIAMS, 1964). Em 1972, foi sugerido o termo apoptose para indicar esse
tipo de morte celular (KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972).

Apoptose, ou morte celular programada, € um processo essencial para a
manutencdo do desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante para
eliminar células supérfluas ou defeituosas. Organismos multicelulares séo
capazes de induzi-la como resposta a estimulos intracelulares ou extracelulares
(HENGARTNER, 2000). Ocorrendo nas mais diversas situacdes, como
organogénese, hematopoiese normal e patologica, na reposicao fisiolégica de
certos tecidos maduros, na atrofia dos érgados, na resposta inflamatéria e na
eliminacdo de células apos dano celular por agentes genotdéxicos (RANGANATH
et al. 2001).

A demonstracdo de que a apoptose € um mecanismo inato de defesa
antineoplasica e que varios agentes quimioterapicos agem através da inducéo
desse tipo de morte celular levou a uma intensa investigacdo dos mecanismos
moleculares da apoptose e sua aplicacdo no tratamento do céancer
(NICHOLSON, 2000).
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Podendo ser definida como um processo cuidadosamente regulado, ela é
caracterizada por possuir uma morfologia especifica e caracteristicas
bioquimicas. E iniciada por estimulos fisiolégicos e patoldgicos (as células nem
sempre responderdo aos mesmos estimulos), e a sua expressdo completa
requer uma cascata de sinalizacdo em que a ativacdo de caspases
desempenham um papel central. (ELMORE, 2007; ZEISS, 2003)

Ela também ocorre como mecanismo de defesa nas reac¢des imunes ou

guando as células sao danificadas por doencas ou agentes nocivos (NORBURY;
HICKSON, 2001).
As caracteristicas deste tipo de morte sdo o arredondamento celular, retracéo de
pseudopodes, reducdo do volume celular (picnose; picnose € o resultado da
condensacéo da cromatina e a maior caracteristica da apoptose), condensacéo
da cromatina, fragmentacao nuclear e separacdo dos fragmentos celulares em
corpos apoptoético (budding), pouca ou nenhuma modificacdo ultraestrutural de
organelas citoplasméticas e formacao de vesiculas pela membrana plasmatica.
(ELMORE, 2007; NARDACCI et al., 2015).

Corpos apoptéticos consistem de citoplasma com organelas embaladas
com ou sem um fragmento nuclear. A integridade da organela ainda é mantida e
tudo ocorre dentro de uma membrana plasmatica intacta. Esses corpos sao
fagocitados por macréfagos, células parenquimais ou células neoplasticas e
degradadas com o fagolisossomo. (ELMORE, 2007)

Os mecanismos de apoptose sao altamente complexos e sofisticados,
gue envolvem uma cascata dependente de energia de eventos moleculares.
Pesquisas mostram que ha duas principais vias apoptoticas: a via extrinseca ou
morte e da via intrinseca ou mitocondrial. Existem evidéncias de que as duas
vias estdo ligadas e que moléculas de uma via pode influenciar a outra (IGNEY;
KRAMMER, 2002).

As vias de sinalizagdo extrinsecos que iniciam a apoptose envolvem
interacbes mediadas pelo receptor transmembrana. Estes receptores de morte
envolvem membros que sdo receptores de gene da superfamilia do fator de
necrose tumoral (TNF), estes receptores formam o dominio de morte
(LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 2001). Este dominio desempenha um papel
fundamental na transmissédo do sinal de morte a partir da superficie da célula

para as vias de sinalizacdo intracelulares. Os ligantes e receptores mais bem
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caracterizados incluem FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/DR4 e
Apo2L/DR5, como podemos ver na figura 2 (ASHKENAZI, 1998;
CHICHEPORTICHE et al., 1997, PETER; KRAMMER, 1998; RUBIO-
MOSCARDO et al., 2005; SULIMAN et al., 2001).

A apoptose intrinseca envolve um conjunto diversificado de estimulos n&o
mediados por receptores que produzem sinais intracelulares que atuam
diretamente sobre os alvos dentro da célula e sdo acontecimentos mitocondriais.
Os estimulos que iniciam essa via produzem sinais negativos que envolvem a
auséncia de certos fatores de crescimento, hormonios e citocinas, que pode levar
a insuficiéncia de supressdo de programas de morte, desencadeando a
apoptose. Outros estimulos que atuam de forma positiva incluem, mas ndo estédo
limitados a radiacéo, toxinas, hipoxia, hipertermia, infec¢des virais, e os radicais
livres (ELMORE, 2007).

Todos estes estimulos causam alteracbes na membrana mitocondrial
interna, que resulta numa abertura da transicdo de permeabilidade mitocondrial
(MPT), perda de potencial mitocondrial transmembranar e libertacdo de dois
grupos principais de proteinas pré-apoptéticas normalmente isoladas do espaco
intermembranar para o citosol (SAELENS et al., 2004). O primeiro grupo consiste
de citocromo C, as proteases-serinas SMAC / DIABLO, e o HtrA2 / Omi (CAI;
YANG; JONES, 1998; DU et al., 2000; GARRIDO et al., 2006; VAN LOO et al.,
2002) Estas proteinas ativam a via mitocondrial dependente de caspase. O
citocromo C liga-se e ativa Apaf-1, bem como pro-caspase-9, formando uma
"apoptossomo”, conduzindo a ativagédo da caspase-9 (Figura 2) (CHINNAIYAN,
1999; HILL et al., 2004). SMAC/DIABLO e HtrA2/Omi promovem a apoptose
inibindo a atividade das proteinas inibidoras de apoptose (IAP)(SCHIMMER,
2004; VAN LOO et al., 2002).
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Figura 2: Vias que levam & ativagédo da caspase 3

Fonte:https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4b/Extrinsic_and_intrinsic_pathways_t
0_caspase-3_activation.jpg

A apoptose, além de desempenhar um papel importante no controle de
diversos processos vitais, estad associado a inimeras doencgas, como o cancer.
A compreensdo dos mecanismos apoptoticos permitiu o desenvolvimento de
novas estratégias no tratamento do cancer. Tais estratégias sdo embasadas na
inducao da morte nas células tumorais e em uma maior resposta aos tratamentos

com radiacéo e agentes citotoxicos (NICHOLSON, 2000).

1.5.INFECCAO POR VSR E MORTE CELULAR PROGRAMADA

Infecc@o por virus sincicial respiratério estd associada com a morte celular
epitelial e inflamacao vigorosa. A morte apoptotica das células infectadas & um
mecanismo para reduzir a replicacao do virus. A apoptose pode também ser um
fator importante para aumentar a apresentacdo de antigenos e a resposta imune
do hospedeiro. A infec¢do por VSR é fortemente regulada pela expressao do
fator de necrose tumoral, TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) e o seus

receptores de morte funcionais DR4 e DR5. As células infectadas com VSR
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tornaram-se altamente sensiveis a apoptose induzida por TRAIL exdgeno
(SULIMAN et al., 2001).

Infeccdo pelo VSR também induziu vérios fatores pré-apoptéticos da
familia Bcl-2 e caspases 3, 6, 7, 8, 9 e 10, representando tanto o receptor, quanto
as vias de morte apoptoticas dependente da mitocondria. RSV também mediava
a forte inducéo de fatores anti-apoptéticos da familia Bcl-2, especialmente de
Mcl-1, que podem ser responsaveis pela inducdo de apoptose tardia em células
infectadas com RSV na auséncia da inducéo da via exdgena TRAIL (SULIMAN
et al., 2001).

In vitro, 0 VSR se mostrou capaz de induzir a expressado de varias
proteinas nas células epiteliais, incluindo proteinas do RSV, como a proteina F,
guando sua expressdo € induzida desencadeia a apoptose, ICAM-1 e MHC
classe |, que podem potencialmente interagir com as células T CD8+ para iniciar
a apoptose da célula alvo. Um mecanismo de adesdo da célula T —célula
induzida a morte é a interacao de FasL nos linfocitos T CD8+ e Fas expresso na
célula alvo. A fim de determinar a capacidade do RSV induzir Fas no epitélio
respiratorio, estudou-se a infeccdo por VSR em uma linhagem de células
epiteliais humanas (A549). RNAm de Fas e os niveis de proteina aumentam de
duas a quatro vezes, apos infeccdo por RSV. As células em apoptose sofreram
varias alteracdes, incluindo fragmentacdo e degradacdo de DNA gendmico,
consistente com a ativacao do fator de fragmentacédo de DNA ou DNAase ativada
por caspases (DFF ou CAD) (BITKO; BARIK, 2001; ECKARDT-MICHEL et al.,
2008; O’'DONNELL; MILLIGAN; STARK, 1999).

1.6. OXIDACAO REATIVA

A oxidacgéo é parte fundamental da vida aerébica e do nosso metabolismo
e, assim, os radicais livres séo produzidos naturalmente ou por alguma disfuncéo
biolégica. No organismo, os radicais livres (ERO e ERN) encontram-se
envolvidos na produgcdo de energia, fagocitose, regulagdo do crescimento
celular, sinalizacao intercelular e sintese de substancias biologicas importantes.
No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidagcao
dos lipidios de membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das

membranas, as enzimas, carboidratos e DNA. O organismo humano sofre agédo
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constante de ERO e ERN geradas em processos inflamatoérios, por alguma
disfuncéo biolégica ou provenientes dos alimentos.

ERO séo capazes de danificar diversas estruturas celulares através de
reacoes de oxidacdo, quando esta reacdo ocorre na membrana celular, a
oxidacdo de lipidios interfere no transporte ativo/passivo normal através da
membrana, podendo ocasionar a ruptura dessas, levando a morte celular. Dentre
as diversas moléculas de ERO estd o peroxido de hidrogénio (H202),
extremamente permedavel, atravessa facilmente a membrana celular e nuclear
reagindo com metais presentes na célula, gerando o radical hidroxila (HO-)
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

O virus sincicial respiratério é o mais prevalente agente etiologico viral de
infecc@o aguda do trato respiratério (IATR) e a principal causa de hospitalizacdo
no mundo devido a doenca respiratéria, causando grande problema de salde
publica para sistemas de salude, segundo a organizacdo mundial de saude
(OMS) (MONTO, 2002; ROBINSON, 2008).

O VSR é a principal causa de pneumonia e bronquiolite viral em todo o
mundo, infectando mais do que 70% das criangas no primeiro ano de vida e
100% das criangcas com menos de 2 anos de idade (BUENO et al, 2008; WHO,
2009).

Estudos tém sido feitos em busca de um tratamento melhor para as
doencas causadas pelo virus, mas vacinas seguras e eficazes contra RSV estédo
atualmente indisponiveis. Contudo, uma estratégia profilatica com base em um
anticorpo humanizado neutralizante contra VSR é amplamente utilizado em
recém-nascidos de alto risco. Esta estratégia diminui a probabilidade de infeccdo
em recém-nascidos expostos ao virus. No entanto, esta abordagem é cara e
inacessivel para a maioria dos sistemas de saude publica no mundo (VILLAGE,
1998).

Tendo em vista as diversas patogéneses causadas pelo VSR, um bom
entendimento sobre os mecanismos de morte que as células afetadas utilizam é
de extrema importancia, ja que assim é possivel visar uma forma eficaz para o
desenvolvimento de novas terapias que tenham um custo mais baixo e que

possa estar acessivel a todos.
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL:

Caracterizar os mecanismos de morte celular utilizada pelas células

epiteliais quando infectadas pelo virus sincicial respiratério.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS:

3.2.1. Analisar a viabilidade celular nas células epiteliais infectadas com
0 VSR;

3.2.2. Buscar a via de morte utilizada pelas células epiteliais, quando as
mesmas estao infectadas pelo VSR;

3.2.3. Verificar a producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelas
células epiteliais infectadas pelo VSR;

3.2.4. Analisar o efeito da inibicdo da producéo de ROS por sobre a morte

das células epiteliais infectadas por VSR.
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RESUMO

Objetivos: Caracterizar os mecanismos de morte celular utilizada pelas
células epiteliais quando infectadas pelo virus sincicial respiratorio.

Métodos: O ensaio de MTT foi utilizado para determinar o efeito citotdxico
do VSR em células epiteliais alveolares da linhagem A549, além de sua
viabilidade quando infectadas. Utilizou-se Anexina X Pl e caspase -3 para avaliar
o tipo de morte celular. Foram analisadas a producdo de ERO nas células
infectadas e seu envolvimento com a morte celular.

Resultados: Células epiteliais alveolares quando infectadas com virus
inativado por ultravioleta, permanecem viaveis, ja quando infectadas com o virus
ativo sofrem morte apoptotica, que é resultado da expressédo de caspase 3 por
estas células e ndo depende de espécies reativas de oxigénio, apesar de
produzirem ERO induzidas pelo VSR.

Conclusao: Foi demonstrado que as células epiteliais alveolares quando
infectadas pelo VSR recebem uma cascata de sinalizacdes que levam a morte
por apoptose e o virus necessita ser ativo para a entrada na célula hospedeira,
esta morte acontece por meio da ativacdo da caspase 3 nas células, nao sendo

dependente da producado de espécies reativas de oxigénio.
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INTRODUCAO

A infeccdo pelo virus sincicial respiratério (VSR) é a principal causa de
hospitalizagé@o infantil, bem como um grande problema de saude e dos custos
econdmicos no mundo inteiro (MONTO, 2002; ROBINSON, 2008).

Devido a prevaléncia do VSR, quase todas as criangas ja foram infectadas
pelo virus ao alcancarem os 2 anos de idade. Os maiores indices de infec¢édo
ocorrem no terceiro e quarto meses de vida. A maior parte das criangas abaixo
dos 2 anos infectadas pelo VSR apresenta doenca leve do trato respiratério
superior; entretanto, algumas criancas estéao sujeitas ao risco de infeccao grave
do trato respiratério inferior (ITRI), que exige hospitalizacdo, oxigenoterapia,
ventilacdo mecéanica e pode levar a morte. Infelizmente, a infecgdo por RSV
fornece uma protecdo imune limitada a uma reinfeccao, principalmente devido a
memdéria imunoldgica insuficiente, o que conduz a uma resposta inflamatoria
exacerbada no trato respiratério promovendo dano nas vias aéreas durante a
liberacdo do virus (GARENNE; RONSMANS; CAMPBELL, 1992).

As células epiteliais alveolares s&o a primeira linha de defesa contra o
virus, sendo o local mais associado com a inflamacé&o na doenca. A entrada do
virus sincicial respiratério para as células epiteliais alveolares (CEAS) € um passo
importante para o processo de infeccéo, envolvendo a ligacdo das proteinas G
e F do VSR as moléculas ligadas na superficie da célula hospedeira (VAN
DIEPEN et al., 2010).

A infeccdo por virus sincicial respiratorio estd associada com a morte
celular epitelial e inflamacé&o vigorosa, a morte apoptética das células infectadas

€ um mecanismo para reduzir a replicacao do virus (SULIMAN et al., 2001).
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METODOLOGIA UTILIZADA

ASPECTOS ETICOS
Esse estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul (PUCRS) com

o protocolo de numero: CEP 821.858.

CULTURA DE CELULAS

Células epiteliais alveolares da linhagem A549 cresceram e foram
mantidas em DMEM suplementado com 10% SFB e 0.1 mg/mL de gentamicina.
Todas as células foram incubadas em 37°C, com 5% de CO2 em uma estufa

umidificada, tendo seu meio trocado a cada 48 horas.

CULTIVO DO VSR

Neste estudo, foi utilizada a cepa A do Virus Sincicial Respiratorio, doada
pelo Dr. Fernando Polack (Fundacion Infant, Argentina).

O VSR cresceu em células Hep-2. O virus foi purificado a partir do
sobrenadante das culturas de células e o titulo viral foi determinado por infecgéo
de monocamadas de células HEp-2, seguido por um ensaio de placa com
carboximetilcelulose (MILLER et al., 2003). As aliquotas de virus foram

armazenadas a -80 ° C.
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INFEC(;AO DAS CELULAS EPITELIAIS A549

A infeccdo das células foi feita 24 horas ap0s o plaqueamento das
mesmas, as células foram lavadas com PBS 1X e infectadas com a concentracdo
de 107 PFU/mL em DMEM sem soro, foram incubadas a 37°c e 5% de CO:2 por

2 horas, depois disso o meio foi trocado por DMEM 10% de SFB.

VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar a viabilidade celular foi realizado o ensaio do 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Apos retirar 100uL de meio de cada
poco, 40uL de MTT foi adicionado a todos os pocos da placa. Posteriormente a
placa foi incubada a 37°C por 4 horas. Retirou-se o sobrenadante contendo MTT
e foi adicionado dimetilsulféxido (DMSQO) para dissolver os cristais violetas
formados pelo MTT. Depois de 5 minutos, foram obtidas as densidades 6pticas
das placas através de um leitor EZ Reader 400 (Biochrom), utilizando um
comprimento de onda de 570nm. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.

ENSAIO DE MORTE CELULAR

O ensaio de Anexina/PI foi feito seguindo o protocolo do fabricante (BD
Bioscience). Foram feitos 3 grupos, controle (CN), triton X-100 (0,1%) e células
infectadas (RSV 107 PFU/mL); as células foram plaqueadas (5x10°
células/200uL) em placas de cultura de 96 pocos, depois de 24 horas incubadas
as células foram infectadas com o virus (10° PFU/mL). Desde entédo as células
permaneceram 96 horas incubadas, o tratamento com o triton foi feito 2 horas

antes do ensaio. Foram medidos por citometria de fluxo usando FACSCanto Il
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(Becton Dickinson) com o software BD FACSDiva e analisado usando o FlowJo

v 7.5.

ENSAIO DE ATIVAQAO DE CASPASE-3

O ensaio de PE Active caspase-3 Apoptosis, foi realizado seguindo o
protocolo do fabricante (BD Pharmigem). Foram feitos 3 grupos controle (CN),
cisplatina (CDDP) (LIBBS) e células infectadas (RSV 107 PFU/mL). As células
foram plaqueadas (5x10° células/200uL) em placas de cultura de 96 pocos,
depois de 24 horas incubadas as células foram infectadas com o virus (10’
PFU/mL). Desde entdo as células permaneceram 96 horas incubadas, o
tratamento com cisplatina foi feito 24 horas antes do ensaio. A atividade da
caspase foi medida por citometria de fluxo usando FACSCanto Il (Becton

Dickinson) com o software BD FACSDiva e analisado usando o FlowJo v 7.5.

ENSAIO DE PRODUC}AO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

A determinacéo de producdao intracelular de ERO foi baseada na oxidagao
de CM-H2DCFDA 5-(and-6)-chloromethyl-2’, 7"-dichlorodihydrofluorescein
diacetate, acetyl ester (2,5 uM) (Invitrogen) para obter um composto fluorescente
intracelular. As células A549 (5x102 células/microtubo) foram infectadas com
VSR (107 PFU/mL) durante 96 horas. Foram incubadas com 0.03% de H20:2 por
1 hora e CM-H2DCFDA por mais 1 horaem 37°C e 5% CO2. A producéao de ROS
citosolica foi avaliada por citometria de fluxo usando FACSCanto Il (Becton

Dickinson) com o software BD FACSDiva e analisado usando o FlowJo v 7.5.
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados séo apresentados como média + SEM. Os resultados foram
analisados utilizando GraphPad Prism 5. As diferengas estatisticas entre os
grupos experimentais foram avaliados por andlise de variancia ANOVA com
correcdo de Tukey ou com o teste t de Student. O nivel de significancia foi

estabelecido em P <0,05.
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RESULTADOS
PROLIFERAC}AO CELULAR DURANTE 96 HORAS

A curva de proliferacdo das células A549 foi feita para avaliar a melhor
quantidade de células a ser posteriormente infectada com VSR pelo periodo de
96 horas. Pode-se observar que ha uma diminuicdo na viabilidade celular na
maior quantidade de células utilizada (1 x 10%4/200 uL), os pocos da placa de 96
estavam com o seu fundo completo por uma monocamada e muitas células ja
estavam soltas (Fig. 1). Assim, a quantidade de 5 x 102 células foi escolhida, pois

ndo havia morte celular e a monocamada se mantinha completa até o final das

96 horas.
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Figura 1: Proliferac@o das células epiteliais alveolares.

As células epiteliais alveolares (103-10% mL) foram plaqueadas e incubadas por 96 horas a 37 °
C com 5% de CO2. Os dados sao representativos de pelo menos 3 experimentos
independentes realizados em ftriplicata e representam a média + SEM.
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CURVA CONCENTRACAO-RESPOSTA E CINETICA DA INFECCAO PELO
VSR EM CELULAS A549

O ensaio MTT foi utilizado para determinar o efeito citotoxico do VSR em
células epiteliais alveolares da linhagem A549. Para este experimento foram
utilizados dois controles, no positivo foi utilizado 0,1% de Triton X-100 (Sigma) e
no controle negativo as células eram mantidas em DMEM 10% sem nenhum
tratamento. O ensaio foi feito em 24, 48, 72 e 96 horas para a andlise do tempo
em que as células sofreriam a morte. Nossos resultados mostram que o virus
comeca a induzir a morte das células A549 na concentracdo de 5 x 10° PFU/mL,
diminuindo a viabilidade para 75%. A medida em que a concentracdo do virus
aumenta, a viabilidade das células diminui, chegando a quase 25% na
concentragdo de 1 x 107 PFU/mL (Fig. 2A).

Além da curva de concentracdo do virus, uma cinética foi feita, para
avaliar o melhor tempo para a morte celular e assim padronizar para todos os
outros ensaios que seriam feitos posteriormente. Nossas analises mostram que
0 virus (1 x 10’ PFU/mL), a partir de 72 horas, induz uma diminui¢do brusca na
viabilidade das células A549, para menos de 50%. Em 96 horas de infeccéo, a

viabilidade das células cai para menos de 25% (Fig. 2B).
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Figura 2: Curva dose-resposta das células epiteliais alveolares em 96 horas, cinética.

(A) As células epiteliais alveolares (5 x 103/ml) foram infectadas com o VSR (104-107 UFP/ml),
estimuladas com triton 0,1% ou deixadas sem estimulo durante 96 horas h a 37 °© C com 5% de
CO:a2. (B) avaliando o melhor tempo para a morte celular foi feita a cinética, mostrando que nos
tempos de 72 e 96 horas a morte celular é representativa. Os dados sao representativos de pelo
menos 3 experimentos independentes realizadas em triplicata e representam a média £ SEM. *
p <0,05; ** p <0,01; *** P <0,001 quando comparado com o controle negativo.

CELULAS EPITELIAIS ALVEOLARES INFECTADAS COM VIRUS
INATIVADO PERMANECEM VIAVEIS

Utilizamos o ensaio de MTT para analisar se as células se manteriam
vivas quando infectadas com o VSR inativado, comparando-as com as
infectadas com o virus ativo. A inativacdo pode ser feita de diversas formas,
quimicas e fisicas, neste caso usamos a luz ultravioleta por 30 minutos.

O VSR na maior concentragdo testada (1 x 10’ PFU/mL) foi capaz de
diminuir a viabilidade das células A549 para 50% (Fig. 3). Por outro lado, o virus
inativado por UV ndo alterou a viabilidade das células (Fig. 3), indicando que

uma replicagéo ativa do virus € necesséria para causar a morte das células.
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Figura 3: Células infectadas com RSV/UV permanecem viaveis

As células epiteliais alveolares (5 x 103/ml) foram infectadas com o VSR (107 PFU/mI) ativo e
inativado por UV (30 minutos), estimuladas com triton 0,1% ou deixadas sem estimulo por 96 h
a 37 ° C com 5% de CO2. Os dados séo representativos de pelo menos 3 experimentos
independentes realizadas em triplicata e representam a média + SEM. * p <0,05; ** p <0,01
comparando com o controle negativo.
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CELULAS EPITELIAIS ALVEOLARES INFECTADAS SOFREM MORTE
APOPTOTICA

Para avaliar o tipo de morte induzida pelo VSR em células A549, nos
fizemos o ensaio de ligacdo a anexina V e marcac¢ao com iodeto de propidio (PI).
Em células apoptéticas, a fosfatidilserina € deslocada da parte interna para a
parte externa da membrana plasmatica, onde pode ser detectada pelos
conjugados de anexina V (MARTIN et al., 1995).

Apbs 96 horas de infeccdo, apenas 13.2% das células ndo infectadas
entraram em apoptose, enquanto que as células infectadas por RSV estavam
apoptoticas, em fase inicial 94.7% (Fig 4A, B). Com este ensaio foi possivel
demonstrar que existia morte nas células infectadas e que elas utilizavam a via
apoptotica, j& que o ensaio mostrou que apenas 0,005 % das células infectadas

morriam por necrose, no grupo controle somente 0.05 % (Fig 4C).
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Figura 4: Células epiteliais alveolares infectadas pelo VSR sofrem apoptose.

(A) As células epiteliais alveolares (5 x 102 / ml), foram infectadas com o VSR (107) e 94 horas
depois foram tratadas com triton (0,1%), e mantidas a 37 ° C com 5% de CO2, 2 horas depois a
atividade de Annexina V e Pl foram medidas por citometria de fluxo. Plot mostrando que células
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controle e infectadas estéo sofrendo apoptose. (B) As células infectadas sdo marcadas com por
Annexina, diferentemente das células controle. (C) As células de ambos grupos, tem uma
porcentagem minima de células que sofrem morte necrética. Os dados séo representativos de
pelo menos 2 experimentos independentes realizadas em triplicata e representam a média *
SEM. **** n<0,0001 comparando com o controle negativo.

CELULAS EPITELIAIS ALVEOLARES INFECTADAS COM VSR EXPRESSAM
CASPASE-3

Este ensaio foi feito para analisar a via de morte utilizada pelas células
epiteliais quando infectadas pelo VSR. As células A549 foram infectadas com
virus na maior concentracgdo (1 x 107 PFU/mL) por um periodo de 96 horas.

A Fig. 5A mostra os plots de citometria, onde selecionamos as células por
seu tamanho e granulosidade, para ver a porcentagem de células viaveis. Como
controle positivo, as células foram estimuladas com cisplatina (CDDP), um
agente quimioterapico conhecido por induzir apoptose nesta linhagem celular [8].
Na Fig. 5B, esta representada a porcentagem de células viaveis em cada grupo,
mostrando que as células infectadas pelo virus tiveram 75% de morte. A infeccdo
por VSR induziu a expresséo de caspase-3 em 95% das células A549, enquanto
gue a CDDP induziu a expressao em 47%, e no controle negativo (apenas meio
de cultura), apenas 9% das células foram positivas para caspase-3 (Fig. 5C).
Esses dados mostram que o VSR induz a morte por apoptose através da

expressao de caspase-3 nas células A549.
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Figura 5: Células epiteliais alveolares infectadas com VSR expressam caspase-3.

As células epiteliais alveolares (5 x 103/ mL), foram infectadas com o VSR (107 PFU/ mL) e 72
horas depois foram tratadas com cisplatina (20uM), e mantidas a 37 ° C com 5% de CO2 24
horas depois a atividade da caspase foi medida por citometria de fluxo usando FACSCanto Il.
(A) Plots representando a porcentagem de células viaveis nos grupos controle, cisplatina (CDDP)
e VSR. (B) Grafico representando a porcentagem de células vidveis nos grupos controle,
cisplatina (CDDP) e VSR. (C) Mostrando que as células expressam caspase-3. Os dados séo
representativos de pelo menos 2 experimentos independentes realizadas em triplicata e
representam a média £+ SEM. **** p<0,0001 comparando com o controle negativo.

O VSR INDUZ A PRODUCAO DE ERO PELAS CELULAS EPITELIAIS
ALVEOLARES

Este ensaio foi feito para analisar a se ha producdo ou ndo de ERO em
células infectadas pelo VSR. As células A549 foram infectadas com virus na
maior concentracdo (1 x 10’ PFU/mL) por 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 e 96 horas.

Foi observado que o VSR induziu a geracdo de ERO em células A549
quando incubadas com o virus em 2, 4, 8 e 12 horas, sendo este aumento
significativo nos tempos de 2 e 12 horas. Verificamos que este efeito foi

diminuindo ao longo dos tempos testados.
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Figura 6: producéo de ERO pelas células epiteliais alveolares.

As células epiteliais alveolares (5 x 103), foram infectadas com o VSR (107 PFU/ mL), estimuladas
com peroxido de hidrogénio e incubadas com CM-H2DCFDA e analisadas em 2,4,8,12,24,48,72
e 96 pos infeccao. A producado de ERO foi medida por citometria de fluxo usando FACSCanto |l.
Os dados séo representativos de pelo menos 2 experimentos independentes realizadas em
triplicata e representam a média = SEM. * p <0,05 comparando com o controle negativo.

MORTE INDUZIDA PELO VIRUS E INDEPENDENTE DE ERO

Para caracterizar o envolvimento de ERO na morte celular induzida pelo
virus, as células foram tratadas com inibidores de ERO, NAC, DPI e Apocinina.

As células A549 foram pré-tratadas por uma hora com os inibidores e
depois infectadas com virus na maior concentracédo (1 x 10’ PFU/mL) por um
periodo de 72 horas, incubadas a 37°C e 5% de CO2. O ensaio de viabilidade
celular mostrou que a inibicdo de ERO diminui a viabilidade, quando somada a
infeccdo pelo VSR levam a morte celular, quando comparadas com as células
gue apenas receberam o tratamento. Com excec¢dao do tratamento com DPI, onde

o tratamento levou a morte celular.



43

110 - K,k kk
S
© 1001
2
[3)
3 90~ *%
- 601
g *k
= 40+
o
©
c— 20-
>
O-

> Q© & Q\ < «\q’ @Q

< Re Q% e‘? XQOJ Q 4@ 4\(\\ XQ

0(\ v Q\ 00 '\(\rz,.

&{\& < O R @

<
Qo
v

Figura 7: A morte celular induzida pelo VSR ndo depende de ERO

As células epiteliais alveolares (5 x 103/ml) foram pré-tratadas e infectadas com o VSR (107
PFU/mI), estimuladas com triton 0,1% ou deixadas sem estimulo por 72 h a 37 ° C com 5% de
CO2. Os dados séo representativos de pelo menos 2 experimentos independentes realizadas
em triplicata e representam a média = SEM. ** p < 0,01 **** p <0,0001 comparando com o controle
negativo.
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DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliados os mecanismos envolvidos na morte
celular induzida pela infecgdo com o virus sincicial respiratorio. A infeccdo das
células epiteliais alveolares com o VSR ativo levou a morte destas células pela
via apoptética, via esta que é dependente da expressdo de caspase-3, estas
células ndo apresentaram dependéncia da producdo de espécies reativas de
oxigénio.

Nossos resultados corroboram com muitos estudos feitos, envolvendo a
infeccdo de células epiteliais alveolares, diferentemente de alguns estudos, nés
utilizamos a linhagem A549 que ja foi descrita como um bom modelo de células
epiteliais. Além disso mostramos resultados em 96 horas, a maioria dos estudos
tém seus resultados até 72 horas.

Em células A549, mudancas significativas ndo sdo observadas nas
primeiras 24 horas pos infec¢éo, mas a formacao de sincicios pelo VSR, comeca
a partir das 48 horas pos infeccdo, quando comparadas com outras células
(NHBE E SAEC) as A549 sdo menos sensiveis a infeccdo pelo VSR. Elas
exibiram um aumento na formacdo de sincicios quando comparadas com as
células primarias (KOTELKIN et al., 2003).

No entanto recentemente um novo modelo ex vivo/in vitro de infeccéo por
VSR foi descrito, utilizando células epiteliais bronquicas primarias pediatricas
diferenciadas (WD-PBMC), tendo caracteristicas fisiologicas, representando um
bom modelo para se estudar as interacdes do trato respiratério com o VSR (LAY
et al., 2013; VILLENAVE et al., 2012).

Ja foi mostrado que resultados observados em cultura celular séo

consistentes com as observacgdes histopatoldgicas de casos graves e fatais de
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VSR. Mostrando caracteristicas similares na patogénese causada por infec¢ao
pelo VSR em células epiteliais alveolares nos modelos in vivo e ex vivo/in vitro.
(VILLENAVE et al., 2012).

No entanto, um efeito citopatico diferente em linhagens celulares,
raramente era visto em WD-PBECs infectadas com VSR BT2a ou A2, indicando
que as células cultivadas em monocamadas, derivadas de tumores nao refletem
bem o que € visto em células normais (LAY et al., 2013).

De acordo com estudos ja publicados foi observado a diferenca existente
entre o nimero de células viaveis quando infectadas com virus ativo e inativado,
0 grupo infectado com VSR inativado por UV permanece com suas células
viaveis, ja as células infectadas com o virus ativo tém grande porcentagem de
morte (KOTELKIN et al., 2003).

Foi mostrado que o virus inativado ndo é capaz de infectar as células
epiteliais, j& que no processo de inativagdo por luz ultravioleta acaba mudando
sua conformacao, isso prejudica a entrada do virus, pois moléculas de superficie
sdo perdidas e interfere na fase de adsorcéo da célula, onde ndo ocorre a ligacao
(SEITZ et al., 2002).

Estudos mostraram que a exposicdo da célula ao virus ativo é importante
para a producdo de proteinas envolvidas na atividade apoptética e regulagcédo de
Fas. Quando expostas ao virus inativado, tém um resultado parecido ao do
controle, onde ndo ha aumento, nem producéo dessas proteinas (O’'DONNELL;
MILLIGAN; STARK, 1999).

Infeccao por virus sincicial respiratorio esta associada com a morte celular
epitelial e inflamacao vigorosa, a morte apoptoética das células infectadas é um

mecanismo para reduzir a replicacao do virus. A apoptose pode também ser um
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fator importante para aumentar a apresentacdo de antigenos e a resposta imune
do hospedeiro (SULIMAN et al., 2001).

Como foi mostrado neste estudo, as células epiteliais infectadas pelo
VSR, tem uma morte celular programa: pela via da apoptose. A apoptose é
processo biolégico fundamental pelo qual as células, planejam sua propria auto-
destruicido (GRIVICICH IVANA , REGNER ANDREA, 2007).

No6s mostramos através do ensaio de caspase 3, onde a grande parte das
células infectadas expressavam essa proteina. E outras vias de morte foram
excluidas com o ensaio de annexina e Pl que demonstrou que as células sofriam
uma apoptose inicial e uma pequena porcentagem sofria a morte por necrose.
Isto sugere que a ativagcdo de mecanismos apoptoéticos pode ser critica para
limpar células epiteliais infectadas com VSR quando as respostas de células T
citotoxicas estdo ausentes (WELLIVER et al., 2007).

Jéa foi reportado que as células epiteliais sofrem morte celular programada
apos a infeccdo com RSV. Para reafirmar o resultado visto no ensaio de
caspase-3, realizamos 0 ensaio de Annexina e PI, para confirmar a morte
apoptoética e excluir as demais vias de morte (BITKO; BARIK, 2001; LAY et al.,
2013; VILLENAVE et al., 2012).

As préprias células sédo capazes de induzir a morte celular programada
como resposta a estimulos intracelulares ou extracelulares. Essa morte pode
ocorrer de diversas formas: apoptose, autofagia, necrose, mitose catastrofica e
senescéncia (CASTEDO et al., 2004; GRIVICICH IVANA , REGNER ANDREA,
2007).

Corroborando com o nosso resultado, Lay et al. 2013 ja mostrou que as

células epiteliais alveolares quando infectadas com o virus sincicial respiratoério,
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expressam a caspase-3. A coloragdo para a caspase 3 em tecidos de individuos
com casos fatais de bronquiolite, foi mostrado por Welliver et al como um
marcador para apoptose. Na infec¢do por VSR, caspase 3 e o antigeno viral
foram detectados em células epiteliais brébnquicas, sugerindo a ativagdo da
morte por apoptose (LAY et al., 2013; WELLIVER et al., 2007).

As caspases sinalizam para a apoptose e clivam esses substratos levando
a condensacao e fragmentacdo nuclear, externalizacdo de fosfolipidios de
membrana que irdo sinalizar para estas células serem fagocitadas por
macréfagos. Sao conhecidas 14 caspases humanas, sendo que seis (caspases
-3, -6, -7, - 8, -9, -10) participam da apoptose (BOATRIGHT et al., 2003;
NICHOLSON, 2000).

Niveis altos de ERO levam as células A549 a autofagia; pois pode levar a
danos significativos no DNA e varias respostas celulares, incluindo a paragem
do ciclo celular, senescéncia e apoptose. Com a relagcéo entre os niveis de ERO
e morte celular, fizemos este ensaio para verificar se a morte causada pelo virus
era dependente ou ndo da producao de espécies reativas de oxigénio (CHEN et
al., 2015).

ERO séo capazes de danificar diversas estruturas celulares através de
reacoes de oxidagcdo, quando esta reagdo ocorre na membrana celular, a
oxidacdo de lipidios interfere no transporte ativo/passivo normal atraves da
membrana, podendo ocasionar a ruptura dessa, levando a morte celular. Dentre
as diversas moléculas de ERO esta o peréxido de hidrogénio (H202),
extremamente permedavel, atravessa facilmente a membrana celular e nuclear
reagindo com metais presentes na ceélula, gerando o radical hidroxila (HO-)

(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).
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As células epiteliais alveolares foram capazes de produzir espécies
reativas de oxigénio, quando infectadas com o virus ativo, entretanto a morte
celular induzida pelo VSR néo é dependente, visto que houve morte nas células
gue foram tratadas com inibidores das vias de producéo de ERO.

Estudos anteriores observaram que ERO pode facilitar ou até mesmo
promover a replicacdo de muitos virus. Infeccoes com os virus da hepatite B
cronica e da hepatite C estdo associadas ao aumento da producdo de ERO no
figado. A producdo de ERO interfere nos processos e sinalizagfes celulares,
como a proliferacéo e apoptose, podendo atuar com o um segundo mensageiro
destas vias. Portanto, mais estudos sao necessarios para verificar se a produgao
de ERO no inicio da infec¢ao por VSR esta diretamente ligada a apoptose celular
verificada a partir de 24 horas (LIOU; STORZ, 2010; WARIS; AHSAN, 2006).

Em concluséo, este estudo demonstra que as células epiteliais alveolares
quando infectadas pelo VSR recebem uma cascata de sinalizagbes que levam a
morte por apoptose e 0 virus necessita ser ativo para a entrada na célula
hospedeira, esta morte acontece por meio da ativagcao da caspase 3 nas células,

ndo sendo dependente da producao de espécies reativas de oxigénio.
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