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RESUMO

Introducdo: O Virus Sincicial Respiratério (VSR) € um dos principais causadores de
infeccdo viral do trato respiratorio inferior em criangcas menores de dois anos de
idade. A resposta de células T CD8 de memoéria para VSR ndo apresenta uma
resposta imune eficiente e duradoura, por isso sao recorrentes as infec¢cdes durante
a vida. Até o momento ndo se tem o conhecimento sobre o envolvimento do mTOR
(mammalian target of rapamycin) e do receptor purinérgico P2X7 na resposta de

células T CD8 de memodria durante a infecgéo de VSR.

Objetivos: Investigar o efeito da rapamicina nas células dendriticas (DCs) durante a
infeccédo viral, bem como, avaliar o efeito do receptor purinérgico P2X7 nas células
dendriticas (DCs) infectadas com o virus VSR na resposta de células T CD8 de

memoria.

Metodologia: Células dendriticas diferenciadas de medula 6ssea (BMDCs) de
camundongos C57BL/6 P2X7" e C57BL/6 infectadas com VSR foram utilizadas para
ativar células T purificadas de camundongos C57BL/6 P2X7" e C57BL/6 durante 96
horas. Além disso, um grupo de BMDCs de camundongos C57BL/6 recebeu
20ng/mL de rapamicina durante 1h antes da infec¢cdo. As DCs foram marcadas para
investigacdo de morte celular por apoptose, as células T marcadas para analise
células de memdria e a quantificagcdo do RNA viral foi realizada através de PCR em

tempo real.

Resultados: O tratamento com o inibidor de mTOR nas BMDCs infectadas pelo
VSR diminuiu a geracéo de células T CD8+ CD44"" e aumentou os niveis de RNA
viral nas DCs, porém a rapamicina nao influenciou a viabilidade das células
dendriticas infectadas. Quando as BMDCs foram tratadas com rapamicina, houve
um aumento de sobrevivéncia das células, dependente do contato com as células T.
Na auséncia do receptor purinérgico P2X7 nas células T, ocorreu uma diminuicdo na
frequéncia das células T CD8'CD122"KLRG1", entretanto a auséncia do receptor
purinérgico nas BMDCs infectadas aumentou a frequéncia destas células T
CD8'CD122'KLRG1".

Conclusao: Nosso estudo sugere que o receptor P2X7 esta envolvido na resposta

de células T CD8 de memdria durante a infeccdo pelo VSR. Além disso, sugere-se




que as células dendriticas tratadas com rapamicina durante a infeccdo com VSR
prejudica a diferenciacao de células T CD8.




ABSTRACT

Introduction: Respiratory Syncytial Virus (RSV) is a major cause of viral lower
respiratory tract infection in children under two years of age. Memory CD8 T cell
response to VSR does not provide an efficient and long-lasting immune response, so
there are recurrent infections throughout life. The role of mMTOR (mammalian target of
rapamycin) and the purinergic receptor P2X7 in the memory CD8 T cell response

during RSV infection has not been investigated.

Objectives: To analize the effect of rapamycin on dendritic cells (DCs) during RSV
infection, as well as to evaluate the role of P2X7 purinergic receptor in CD8 memory

T cells response during RSV infection.

Methodology: Bone marrow derived dendritic cells (BMDCs) differentiated from
C57BL/6 P2X7" and C57BL/6 mice were infected with VSR virus and used to
activate T cells purified from C57BL/6 P2X7"" and C57BL/6 mice in vitro for 96 hours.
In addition, BMDCs differentiated from C57BL/6 mice received 20ng/ml rapamycin
during 1h prior infection. The following parameters were evaluated: BMDC cell death
by apoptosis, memory cells markers by flow cytometry and RNA viral quantitation

was performed by real time PCR.

Results: Rapamycin treatment in RSV infected BMDCs decreases the frequency of
CD8'CD44"%" cells and increases the level of viral RNA in DCs, but the rapamycin
does not affect the viability of the infected dendritic cells. Furthermore, when BMDCs
were treated with rapamycin, an increase of BMDC survival occurred, depending on
the contact with the T cells. The absence of purinergic receptor P2X7 in T cells leads
to a decrease in the frequency of CD8'CD122"KLRG1’, however the absence of

purinergic receptor in infected BMDCs increases the frequency of CD8'CD122
KLRG1 T cells.

Conclusion: Our study suggests that P2X7 receptor is involved in memory CD8 T
cell response. In addition our data indicated that mTOR inhibition increases the
survival of BMDCs in a mechanism dependent on T-cell contact and also suggests
that rapamycin treatment on dendritic cells during VSR infection affect CD8 T cell

differentiation.
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1.1 APRESENTACAO

O virus sincicial respiratorio (VSR) € um dos principais causadores de
infeccdo do trato respiratério inferior, que ocasiona doengcas como pneumonia e
principalmente bronquiolite em criancas e idosos (1). Devido a infeccdo ocorrida por
este virus, tem aumentado o numero de hospitalizacfes e a taxa de mortalidade por
ano, em criancas menores de dois anos de idade (2). Atualmente, ainda n&o se
conseguiu desenvolver uma vacina eficiente contra esse virus. Em 1960, houve uma
tentativa de desenvolver uma vacina contra VSR utilizando o virus inativado com
formalina, ao invés de proteger as criancas, a vacina aumentou a doenca e
consequentemente ocorreu elevado numero de 6bitos (3, 4). Até o momento, existe
somente tratamento profilatico para infec¢do pelo VSR, indicado apenas em casos
de doenca grave, como 0 uso do anticorpo monoclonal humanizado, Palivizumab,

gue apresenta uma atividade neutralizante do virus (5).

O virus VSR pertence ao género Pneumovirus e a familia Paramyxoviridae.
Este é um virus envelopado que apresenta simetria helicoidal e morfologia esférica.
O seu genoma é de RNA de fita simples com polaridade negativa que codifica 10
proteinas, incluindo 4 proteinas de nucleocapsideo N, P, L e M2, que sé&o
necessarias na replicacdo do RNA e as proteinas de envelope transmembrana G, F
e SH, sendo responsaveis pela fusdo do virus na membrana e na formacdo de
sincicio (6). Ja as NS1 e NS2 séo proteinas ndo-estruturais. As proteinas F e G
induzem a producao de anticorpos neutralizantes frente ao VSR. A proteina F inicia
a penetracao do virus fusionando a membrana celular que facilita a entrada do virus
mediante a unido das células infectadas e nao infectadas. Enquanto que a proteina
G glicosilada medeia a unido do virus com a célula hospedeira (7). Estdo descritos

dois subtipos de VSR: A e 0 B, sendo 0 VSR A o que causa a maior gravidade (8).

Algumas proteinas do virus VSR modulam a resposta imunoldgica, incluindo
as proteinas F, G, NS, M2 e SH. As proteinas ndo-estruturais NS1 e NS2 inibem a
via do interferon através do mecanismo de evaséo viral, diminuindo a ativacéo e a
proliferacdo das células T CD8 (9). Essas proteinas virais tém a capacidade de
suprimir a maturacdo das DCs podendo romper o desenvolvimento da resposta
imune adaptativa (16, 17). Embora ndo se tenha o conhecimento da fungdo da

estrutura SH, sabe-se que a proteina SH pode inibir apoptose através da reducéo da
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sinalizacdo de TNF-a, impedindo que ocorra a formagdo da resposta imune (10).
Recentemente, foi mostrado que uma vacina recombinante experimental de VSR
com deplecado dos genes da proteina SH induz um aumento da secrecéo IL-1B. Esta
estratégia leva a diminuicdo da infecgdo in vivo, podendo ser um forte candidato
para usar na producdo de uma vacina contra o virus (11). Estudos anteriores
demonstraram que a infeccdo causada por VSR ativava o NF-kB, mas se
desconhecia qual proteina era responsavel por isso. Alguns anos depois, foi
descoberto que a proteina M2 era responsavel pela ativacdo do NF-kB na resposta
inflamatéria (12-14). A proteina F do VSR induz a secrecdo de citocinas
inflamatérias, como IL-6, devido a ligagcdo com o receptor TLR4 (15). Sabe-se que o
virus VSR interage especificamente com o receptor de nucleolina das células do
hospedeiro através da fusdo da glicoproteina do envelope viral. Com o bloqueio do
receptor de nucleolina nas células ocorre uma reducao significativa da infecgédo por

VSR, concluindo que a nucleolina é um receptor funcional do virus (18).

As células T CD8 de memodria especificas para o VSR e as células dendriticas
(DCs) sdo de extrema importancia, pois estdo envolvidas na resposta imune e no
controle da infecgéo por este virus. Entretanto, ocorrem re-infec¢des pelo virus VSR
durante a vida, inclusive com a mesma cepa viral da infec¢ao prévia e em individuos
gque possuem anticorpos neutralizantes (19, 20). Estes dados sugerem que
infeccbes primarias ndo geram uma resposta imune eficiente e duradoura de células
T CD8 de memodria especificas (21, 22). Isso ocorre, pois 0 virus apresenta uma
capacidade de inibir a geracéo de células T CD8 especificas, especialmente no trato
respiratério inferior (23), impedindo que ocorra uma diminuicdo da infeccdo nos
pulmdes (24, 25).

As células dendriticas sdo importantes células apresentadoras de antigenos
(APCs) que possuem funcdes de reconhecer, processar e apresentar o antigeno
para células T efetoras e regular a resposta imune (26, 27). Durante o processo de
maturacdo as DCs expressam em sua superficie MHC Il (complexo principal de
histocompatibilidade de classe IlI) e moléculas co-estimulatérias, como CD40, CD80
e CD86 e secretam citocinas com IL-12 e interferon tipo | e Ill (26, 28). O VSR é
capaz de infectar e se replicar dentro das células dendriticas e induzir uma
diminuicdo da expressdo de molécula co-estimulatérias CD86 e de MCH 1l (29). O

VSR pode potencializar a sua viruléncia e modular as fun¢des das DCs por reduzir a
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capacidade de secrecdo de citocinas e a resposta antiviral de células T (30-32).
Além disso, induz a uma inadequada sinapse imunolégica que prejudica o
desenvolvimento da resposta imune e comprometendo a funcdo das células T CD8

especificas para o virus (33-35).

Apesar de alguns mecanismos relacionados com as células dendriticas em
resposta de células T CD8 ja terem sido elucidados durante a infecgdo pelo VSR,
pouco tem-se focado na diferenciacdo das células T CD8 de memodria especificas
para este virus. As células T CD8 diferenciam-se em precursores de células de
memoéria (MPECs- memory precursor effector cells) e células de vida curta (SPLECs-
short lived effector cells). Em resposta a infeccdo aguda, as MPECs podem
apresentar alta expressdo do receptor de IL-7 (CD127"") e baixa expressdo do
receptor G1 similar a lectina (KLRG1"), enquanto que as SLECs expressam
CD127"" e KLRG1"9" (36). Existem varios fatores envolvidos com a diferenciacdo e
ativacdo das células T CD8 de memodria, principalmente estimulos inflamatérios
iniciais durante a resposta imune inata com a ativacdo das DCs (37,38). Esses
estimulos iniciais como receptores de reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patégenos (PAMPs) e regulacdo de citocinas, quimiocinas estao
envolvidos neste processo (39). Atualmente tem sido descrito fatores intracelulares
como reguladores da resposta de memoéria, como a proteina quinase mTOR
(mammalian target of rapamycin) por ser responsavel na diferenciacdo e na ativacéo
das DCs. Quando esta proteina € ativada nas células dendriticas através de
diferentes estimulos inatos, pode entdo influenciar na resposta imune, inclusive na

diferenciacéo das células T CD8 de memaria (40).

A proteina quinase mTOR é importante regulador da funcdo central do
metabolismo, sintese proteica, balanco energético, autofagia, proliferacdo e
sobrevivéncia das células e também esta relacionada em muitas alteraces
fisiolégicas associadas como céancer, envelhecimento e varias sindromes
metabdlicas (41, 42). O mTOR é composto por 2 complexos multiprotéicos
diferentes: o complexo mTOR 1(mTORC1) e o complexo mTOR 2 (mMTORC2). O
complexo mMTORCL1 contém as proteinas, Raptor, mLST8 (mTOR associated protein,
LST8 homolog), PRAS40 (proline-rich Akt/PKB substrate 40 kDa) e sua ativagao
ocorre através da fosforilagdo das fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K), piruvato

desidrogenase quinase (PDK1) e AKT. Este complexo promove a fosforilacdo dos
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reguladores de transcricdo S6K1 (p70 ribosomal protein S6 kinase 1), 4E-BP1
(Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1) que regula crescimento,
proliferacdo e a sobrevivéncia celular. O complexo mTORC2 & composto pelas
proteinas mLST8, Rictor, mSIN1 e Protor. Ele estd abaixo da sinalizacédo
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e sua ativagdo pode levar a fosforilagdo AKT
(Ser473) (43). Existe o mTORC3 que é o mais recente descrito e bem menos
estudado. A rapamicina € o inibidor especifico de mTOR e, além disso, um potente
imunossupressor utilizado em individuos transplantados e um inibidor de proliferacao
celular. O complexo mMTORC1 é altamente sensivel a rapamicina, enquanto o
complexo mMTORC2 é resistente ao farmaco (44). Este imunossupressor inibe a
sinalizacdo da proteina mTOR ao formar um complexo intracelular com FKBP12 e
apresenta varios efeitos sobre o sistema imune, como a inibicdo da producédo de
interferon tipo | por DCs plasmocitdides, regulacdo da expressao Foxp3 em células T
regulatérias (Treg) e a modulagéo do trafico celular (45-47). O bloqueio de mTOR
pela rapamcina prejudica a funcdo e a maturacdo das células dendriticas e também
inibe a proliferacdo de células T, isso faz com que diminua ou impeca o
desenvolvimento da resposta imune (48). Recentemente, estudos vem
demonstrando que a rapamicina apresenta grande efeito imunoestimulatorio
principalmente na geracao precursores de células T CD8 de memoria e favorece a
qualidade e a quantidade de células especifica para o antigeno e na sobrevida das
células T (49, 50). Além disso, este imunossupressor influencia as células
dendriticas no prolongamento do tempo de vida util e o efeito proliferativo das
células T CD8 especifica in vivo (51). Até o presente momento nao foi estudado o

papel do mTOR nas células dendriticas durante a infeccdo pelo VSR.

O ATP (adenosina trifosfato) pode atuar como um importante mensageiro
extracelular que participa do processo de diferenciacdo, proliferacdo, apoptose,
inflamacéo, metabolismo e na transmisséo sinaptica (52). Essas fun¢gBes ocorrem
através da ativagdo dos receptores purinérgicos, como Pl e P2. Os receptores
purinérgicos P2 sdo encontrados em todos os tipos celulares e eles estédo divididos
em 2 familias: P2Y onde os receptores séo acoplados a proteina G heterotrimérica e
0 P2X que séo ionotropicos e ativado pelo ATP extracelular (53, 54). O receptor
purinérgico P2X7 pertence a essa familia e esta expresso em células do sistema

imune, como macrofagos, linfocitos e células dendriticas. Além disso, o P2X7 esta
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envolvido em vias de sinalizacdo que regulam a inflamacdo (55). Este receptor
ativado por ATP extracelular nas células apresentadoras de antigeno (APCs), como
as celulas dendriticas, diminui os niveis de MHC | na superficie celular,
consequentemente prejudicando a apresentacdo do epitopo e ativacdo de células T
CD8 com MHC I. A estimulacdo do P2X7 nas DCs € capaz impedir a resposta imune
adaptativa (56). Atualmente n&o existe nenhum estudo que demonstrou o papel do
receptor purinérgico P2X7 durante a infeccdo pelo VSR e a sua geracao de células T

de memoria.

Deste modo, nesta dissertagcédo avaliamos dois pontos importantes em relagcéo
a diferenciacéo de células T CD8 de memdria durante a infec¢cdo do VSR: o papel do
MTOR nas células dendriticas e a funcdo do receptor P2X7. Por tanto, a presente
dissertacdo sera composta por dois artigos originais, sendo que o primeiro artigo
original encontra-se no CAPITULO Il intitulado em “EFEITOS DO TRATAMENTO
COM RAPAMICINA EM CELULAS DENDRITICAS INFECTADAS COM O VIRUS
SINCICIAL RESPIRATORIO”. E no CAPITULO IIl apresenta-se o segundo artigo
original cujo titulo é “AUSENCIA DA SINALIZACAO DO RECEPTOR
PURINERGICO P2X7 NAS CELULAS DENDRITICAS AUMENTA OS
MARCADORES DE CELULAS T CD8 DE MEMORIA DURANTE A INFECQAO
PELO VIiRUS SINCICIAL RESPIRATORIO”.
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1.2 JUSTIFICATIVA

Até o momento néo foi possivel desenvolver uma vacina eficiente contra o
virus VSR, somente existindo o tratamento profilatico com o uso do anticorpo
monoclonal Palivizumab. Este tratamento € indicado apenas para criangcas em casos
cronicas da doenca, pois seu custo é muito elevado. Sabendo que este virus induz
uma resposta de células T CD8 de memoria deficiente e ndo duradoura e a elevada
ocorréncia de reinfecgcbes com o mesmo virus durante a vida, entdo é necessario
estudar o mecanismo de geracao da resposta imune de células T CD8 de memoaria
para o virus VSR. E também importante investigar o papel das células dendriticas
(DCs) durante a infeccdo pelo fato delas apresentarem tamanha importancia na
geracdo de percursores de células de memoria. Portanto, o entendimento desse
mecanismo pode contribuir para o desenvolvimento de uma vacina e a utilizacao de

novas imunoterapias para o virus VSR.
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1.3 OBJETIVOS

ARTIGO ORIGINAL |

1.3.1 Objetivo geral

o Avaliar o efeito da rapamicina sobre as células dendriticas (DCs)
durante a infeccdo do virus VSR.

1.3.1.2 Objetivos especificos

o Analisar a sobrevida das células dendriticas tratadas com a rapamicina
e infectadas com VSR,;

. Observar a expressdo do RNA do virus em células tratadas com a

rapamicina e infectadas;

. Investigar se as células dendriticas tratadas com rapamicina alteram a

geracédo de células percursoras de memoaria especificas para o VSR.

ARTIGO ORIGINAL Il

1.3.2 Objetivo geral

. Avaliar o papel do receptor purinérigico P2X7 na resposta da geracao

de células T CD8 de memaria para o virus VSR.
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1.3.2.1 Objetivos especificos

o Verificar se as células T deficientes em receptores P2X7 sédo capazes

de gerar células T CD8 de memdria para o virus;

o Avaliar se a funcéo do receptor P2X7 em células dendriticas durante a

geracado de células T CD8 de memoria;

o Investigar o efeito da apirase (enzima que degrada ATP) nas células.
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