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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

André Costa Ferreira

O virus da gripe A é uma das principais preocupa¢des com a saude publica hoje,
afetando 20% da populacdo mundial, gerando cerca de 5 milhdes de casos graves e
aproximadamente 500.000 mortes anualmente. Embora na maioria dos casos, o
sistema imune dos hospedeiros, seja capaz de controlar e debelar a doenca, existe
uma parcela extremamente significativa da populagcédo afetada, em que a doenca néo
consegue ser restringida, e nesses casos pode até mesmo evoluir para o obito.
Apesar da urgéncia na saude publica, os mecanismos envolvidos nessa morbidade
e mortalidade ainda ndo foram completamente elucidados. Varios estudos mostram
gue o virus da gripe, bem como suas proteinas, por exemplo, a hemaglutinina (HA),
geram apoptose das células pulmonares, o que potencializa os efeitos deletérios nos
alvéolos pulmonares, destruindo a barreira alvéolo-capilar e induzindo uma resposta
inflamatéria robusta. Além disso, os macréfagos presentes neste ambiente, uma vez
infectados, contribuem para potencializar essa resposta inflamatoria, com a
producdo de varias citocinas pro-inflamatérias, um fenbmeno que contribui ainda
mais para esta morte celular macica. No entanto, dados recentes mostraram que,
em varias infec¢des virais, incluindo infec¢des por virus da gripe, além da inducao
de apoptose, podem gerar a necroptose. A necroptose € uma via de morte celular
independente da ativagdo de caspases. Aqui demonstramos que a gripe induz a
necroptose em macrofagos humanos e murinos. As analises mecanicas revelaram
gue a infeccdo e HA induzem o aumento dos niveis de moléculas da via de
necroptose, sendo este fendmeno resultante da producdo de TNF-a, através da
ativacdo de TLR4. Nossos dados sugerem que a inducdo de TNF-a pelo virus e
hemaglutinina ndo sé contribui para 0 aumento do processo de recrutamento, mas
induz um perfil de resposta pré-inflamatéria em macréfagos, contribuindo para uma
potencializacdo da resposta inflamatéria. O tratamento anti-TNF (Etanercept) foi
capaz de minimizar o processo inflamatério no tecido pulmonar, além de prevenir a
necroptose em células presentes no liquido alveolar. Esses dados juntos sugerem,
portanto, que o tratamento anti-TNF-a pode ser uma alternativa promissora para o
tratamento da infeccao por virus da gripe.
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ABSTRACT
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André Costa Ferreira

The influenza A virus is a major public health concern today, affecting 20% of the
worlds population, generating about 5 million serious cases and approximately
500,000 deaths annually. Although in most cases, the immune system of the host, is
able to control and eradicate the disease, there is still a very significant portion of the
affected population, the disease can not be restricted, and in such cases may even
evolve to death . Despite the urgency in public health, the mechanisms involved in
this morbidity and mortality have not yet been fully elucidated. Gravel studies show
that the influenza virus and their protein for example, hemagglutinin (HA) generate
apoptosis of lung cells, which enhances the deleterious effects in the lung alveoli,
destroying the alveolar-capillary barrier and induce an inflammatory response robust
Moreover, macrophages present in this environment once infected, contribute to
enhance this inflammatory response with the production of various proinflammatory
cytokines, a phenomenon which further contributes to this massive cell death.
However, recent data have shown that in various viral infections, including influenza
virus infections, in addition to the induction of apoptosis, they can generate
necroptosis. Necroptosis is a cell death pathway independent of the activation of
caspases. Here we demonstrate that influenza induces necroptosis in human and
murine macrophages. The mechanical analysis revealed that the HA infection and
induce increased levels of necroptose pathway molecules, and this phenomenon
resulting from TNF-a production by TLR4 activation. Our data suggest that TNF-a
induction by virus hemagglutinin and not only contributes to increased of recrutation
process but induces a pro-inflammatory response profile in macrophages, contributes
to an enhancement of the inflammatory response. The anti-TNF treatment
(Etanercept) was able to minimize the inflammatory process in the lung tissue,
besides preventing necroptosis in cells present in the alveolar fluid. These data
together suggest, therefore, that anti-TNF-a treatment may be a promising alternative
for the treatment of influenza virus infection.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histoérico da Influenza

A gripe, doenca cujo agente etiolégico € o virus influenza, ja vem sido
relatado desde os primérdios da historia da humanidade. Embora o rastreamento de
epidemias e pandemias seja mais preciso a partir dos ultimos 300 anos (Potter,
2001), as primeiras suspeitas de gripe ocorreram por volta do século V a.C. quando

Hipdcrates relatou casos de uma doenca respiratoria letal (Nicholson, 1998).

Entretanto, apenas a partir de 1932, quando o virus foi isolado pela primeira
vez € que a infeccdo pelo virus influenza pode ser identificada e confirmada
laboratorialmente. Antes disso, as infec¢des s6 podiam ser identificadas pelos sinais
e sintomas conhecidos da doenca e pelas caracteristicas violentas dos surtos
(Potter, 2001).

A nomenclatura “Influenza”, no idioma italiano, tem o mesmo significado geral
de influéncia, porém, clinicamente, tornou-se sindnimo de gripe. O termo provém do
latim medieval “influentia”, do verbo influo, influere, penetrar. Marcovecchio, em
seu “Dizionario etimologico storico dei termini medici” relata que o termo foi utilizado
pela primeira vez como termo médico por Matteo Villani em 1358, com base na
cultura popular de que se tratava de uma tragédia causada por “influéncia oculta dos

céus” (ab occulta coeli influentia) (Marcovecchio, 1993).

A palavra “Gripe” provém do francés grippe, vocabulo utilizado desde o século
XIll com o sentido de "gancho" ou "garra”. No século XVII, o termo era utilizado com
o sentido de "capricho, desejo repentino” e, no século XVIII, passou a denominar "o
catarro epidémico"”, em uma extensao do sentido de "capricho”, pois segundo Bloch
e Wartburg, a doenca foi assim chamada por seu inicio subito (Bloch, et al., 1986),
como um desejo caprichoso do destino (Ws, 1997). A utilizacdo da palavra gripe
como termo médico data de 1743. Para Corominas (1980), entretanto, o termo
vincula-se ao suico-alemdao gripen, acocorar-se, tremer de frio, estar mal. Do

francés gripe passou para o portugués em 1881 e para o espanhol em 1897.
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Histéricamente, temos varios registros de surtos, com certa precisao,
principalmente dos ultimos 300 anos, entretanto, esses registros se tornam menos
precisos a medida que se volta mais no tempo; e a referéncia a influenza pode ser
encontrada nas publicacbes cientificas e leigas desde 1650. Draméatica e
sistematicamente, ocorrem pandemias de influenza: estas, aparentemente,
primeiramente surgem em uma area geografica especifica e isolada, e sé&o
transmitidas por todo o mundo infectando milhdes de pessoas e causando grande
guantidade de mortes. Ao longo da historia, temos cerca de 10 provaveis pandemias

e trés, registradas desde o ano 1590 (Potter, 1998).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2012), o termo “pandemia”
se origina do grego que significa “reunidao do povo® e foi extrapolado
epidemiolégicamente para “doenga de todo o povo”. Trata-se de uma doenca
epidémica que afeta diversos paises e que acometendo praticamente toda a
populacdo de uma determinada regido, estado ou nacdo. As epidemias sao doencas
gue afetam vérios individuos de uma determinada populacdo, propagando-se
sazonialmente numa determinada regido. Estes surtos fazem que o nivel de
incidéncia de uma doenca supere as expectativas (ha mais doentes do que os

previstos), e a partir dai, podem evoluir para uma pandemia.

Existem duas condicbes para que um surto de influenza possa ser
classificado como uma pandemia. Em primeiro lugar, o surto de infeccéo, que surge
em uma determinada area geografica especifica, se espalha em todo o mundo; uma
alta porcentagem de individuos € infectada resultando em altas taxas de
mortalidade. Em segundo lugar, é necessario o surgimento de um novo subtipo de
virus influenza A, como por exemplo, uma nova recombinacdo de hemaglutinina
(HA) e neuraminidase (NA) que ndo esta relacionada com o os virus circulantes

imediatamente antes do surto (Laver et al., 2000).

Desde o século XVI foram relatadas epidemias e pandemias causadas pelo
virus influenza. No século XX ocorreram trés grandes pandemias: nos anos de 1918,
1957 e 1968 e, de menor impacto em 1977 (WHO, 1999). A Tabela 1.1 e a Figura
1.1 resumem as quatro pandemias do século XX, identificando o subtipo viral e a
possivel origem do virus influenza A que causou cada uma delas, além do impacto

gerado pelas pandemias (WHO, 1999).
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Tabela 1.1 - Pandemias humanas de influenza ocorridas no século XX.

Ano Nome Virus Origem Impacto
Recombinacio do virus
_ suino ou aviario ou _
“Gripe . 20 a 40 nulhdes de
1918 HIN1 adaptacio direta do )
Espanhola™ ) o obitos.
virus avidrio em
humanos.
Possivel recombinacio . .
_ _ 1 milhdo de dbitos.
“Gripe genética do virus
1957 o H2N2 Virus HIN1
Asiatica” humano (HIN1) e
o desapareceu.
aviario (H2N2).
Alta probabilidade de
) recombinacio genética 1 milhdo de dbitos.
“Gripe de
1968 H3N2 do virus humano Virus H2N2
Hong Kong”
(H2N2) e do virus desapareceu.
aviario (H3Nx).
Potencial pandémico.
Origem desconhecida,  Envolveu inicialmente
1977 “Gripe Russa”™ HIN1 mas o virus HIN1 é pessoas nascidas apds

1déntico ao de 1950.

1950. O virus HIN1 co-

circulou com o H3IN2.

Fonte: Adaptado de Organizagdo Mundial da Saude — Influenza Pandemic Plan (Who, 1999).
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de diferentes cepas do género A. Este fato, combinado ao genoma segmentado do virus
influenza, pode levar ao rearranjo génico e o surgimento de cepas pandémicas, como foram
0s casos dos virus HIN1 (1918), H2N2 (1957), H3N2 (1968) e H1N1 (2009). Os genes
identificados em cinza dentro das particulas virais indicam origem incerta dos segmentos
genbmicos ou auséncia de dados. As setas pontilhadas indicam cenarios incertos e, as
setas cheias, eventos com evidéncia cientifica. As setas tracejadas representam 0s virus
pandémicos que circularam de forma sazonal posteriormente a pandemia. Fonte: Adaptado
de Schrauwen, EJA. et al., 2015.

A primeira pandemia do século XXI ocorreu em 2009, quando uma nova
linhagem do virus influenza A/H1N surgiu, e ficou conhecido como A(H1N1)pdmO09,
a famosa “gripe suina”. A circulagédo deste virus teve inicio no México e Canada, se
espalhando da América do Norte/Central para todo o mundo de forma extremamente
rapida (CDC, 2010).

Este novo virus foi o resultado de um rearranjo entre dois genes derivados da

linhagem aviaria norte-americana (PA e PB2), um gene da linhagem sazonal de
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H3N2 (PB1), trés genes da linhagem suina classica norte-americana (HA, NP e NS)
e dois genes da linhagem suina euro-asiatica (NA e M) (Figura 1.1) (Ha et al., 2011).
Este virus teve alta transmissibilidade entre humanos, afetando 74 paises, de forma
endémica, entre 2009 e 2010 (Belshe, 2009). O Centro de Controle de Doencas dos
Estados Unidos (CDC - sigla em inglés para Center of Disease Control) estimou que
entre 43 e 89 milhdes de pessoas foram infectadas pelo virus A(HLIN1)pdmO09, de
oito a 18 mil 6bitos de Abril de 2009 a Abril de 2010 (Flu.Gov, 2011). No Brasil, em
2009, foram notificados cerca de 105 mil casos de influenza, e se registraram 2.051
Obitos, ja em 2010, gracas a medidas preventivas, e a campanha de vacinacéo, o

namero caiu para 100 mortes (Rosseto & Luna, 2016).

A OMS declarou o fim da pandemia em Agosto de 2010, e a partir dai, o virus
A(HIN1)pdmQ9 passou a co-circular na populacdo juntamente com o H3N2,
tornando-se portanto, um influenza sazonal, e por devido a isso, foi incluido nas
vacinas de 2010 a 2016 (WHO, 2009a; 2010a; b; 2011; 2012a; 2013a; 2014c;
2015a). E interessante ressaltar, que a cepa do virus influenza A(HIN1)pdmO09 que
tem circulado desde 2009 (A/California/7/2009), foi modificada pela primeira vez nos
ultimos sete anos. Portanto, na campanha de vacinacdo anual de 2017, ocorreu uma
mudanca para a cepa A/Michigan/45/2015 (Saude, M. D., 2017b).

Além das quatro pandemias dos séculos XX e XXI, também se registrou
algumas ameacas de pandemias. No ano de 1976, o primeiro surto registrado de
gripe suina provocou panico nos Estados Unidos, onde soldados de uma base
militar de Nova Jersey foram infectados, com um 6bito. Em 1977, na China, um novo
virus foi detectado e se espalhou muito rapidamente tornando-se uma epidemia
mundial. Este fato ndo foi considerado como pandemia porque a maioria das
pessoas infectadas eram criancgas (Flu.Gov, 2011).

Em 1996, surge um novo virus influenza aviario H5N1 extremamente
infeccioso, que foi isolado de alguns gansos na provincia de Guangdong na China.
Em 1997, foi detectado um surto deste mesmo subtipo em aves domésticas em
Hong Kong e, neste mesmo ano, foram reportados 18 casos de infecgdo em seres
humanos, sendo seis casos fatais, confirmando o rompimento da barreira animal-
humano. Em 2013, na Asia, houve um aumento significativo de surtos causados pelo

virus H5N1 altamente patogénico (WHO, 2015b). De acordo com o ultimo reporte da
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OMS, de 2013 a maio de 2017, 859 casos de infeccdo foram confirmados em

laboratério incluindo 453 mortes em 16 paises asiaticos (WHO, 2017a).

Em 2013, foi detectada pela primeira vez a infec¢céo de seres humanos com o
virus influenza aviario A(H7N9). Foram confirmados 132 casos na China. A maioria
dos casos foi considerada grave e houve 37 6bitos. O virus H7N9 ainda € pouco
conhecido com relacdo aos seus 5 reservatérios e sua capacidade de transmissao
de aves para humanos e entre humanos, porém, por ser um virus altamente
patogénico, a OMS recomenda que 0s paises se mantenham em alerta para uma

possivel circulacdo macica desse subtipo viral (WHO, 2013b).

Em 2014, o nimero de casos detectados teve um aumento: 454 casos de
infeccdo em humanos pelo virus A(H7N9) foram reportados em toda a China, sendo
importados para Hong Kong, Taiwan e Malasia (Blachere et al., 2007). Desde 2015
até ultimo boletim liberado pela OMS (maio de 2017), dados epidemiolégicos
mostram que o numero de novos casos de infeccdo em humanos pelo virus H7N9 e
sua distribuicdo geogréfica continua aumentando, enfatizando a necessidade de
intensa vigilancia e medidas de controle tanto em humanos como em animais.
Porém, a sustentabilidade de infeccdo entre humanos ndo foi comprovada e, por

isso, o risco de espalhamento pela comunidade € pequeno (WHO, 2017a).

Um terceiro subtipo de virus influenza aviario A(H9N2) segue circulando na
China, porém, esse subtipo viral causa doenca leve em seres humanos. Sua
situacdo epidemioldgica segue sendo monitorada pela OMS, embora até o0 momento
nao tenham sido reportados clusters de casos e esse virus ndo tenha adquirido a

capacidade de transmisséo entre humanos (WHO, 2017a).

1.2 Epidemiologia

Os virus influenza s@o os principais agentes responsaveis pelas infec¢oes
respiratorias agudas que, apesar de geralmente autolimitadas, constituem uma das
principais causas de morbidade e mortalidade. Essas infecgcbes ocorrem por todo o
globo, sob a forma de surtos localizados ou regionais, mas podem progredir para
casos de epidemias ou pandemias associadas aos subtipos do virus influenza A
(WHO, 2017b).
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As infeccBes agudas do trato respiratério provocadas pelos virus influenza,
podem se manifestar sob diferentes formas clinicas. O periodo de incubacéo pode
variar de 24 horas até quatro dias, dependendo da carga viral e do estado
imunolégico do hospedeiro. A transmissibilidade em adultos ocorre principalmente
24 horas antes do inicio dos sintomas e dura até trés dias apo6s o final da febre. Nas
criancas pode durar em média dez dias, podendo se prolongar por mais tempo em
pacientes imunossuprimidos (Souza et al., 2010; Saude, 2015).

Normalmente, os primeiros sintomas da infecdo pelo virus influenza se iniciam
de dois a trés dias ap6s a infeccdo. Entre eles estéo calafrios, cefaleia e tosse seca,
seguidos de febre entre 38 e 40°C. Além disso, 0s pacientes infectados podem
apresentar mialgia generalizada, prostracdo intensa, fatiga, anorexia, dor de
garganta, coriza e congestdo nasal, sendo os trés ultimos sintomas associados a
liberagdo de produtos celulares e virais e a uma resposta imunoldgica a leséo
tecidual. Geralmente, a evolucdo da infec¢cdo tem resolucdo espontanea em sete
dias, mas a tosse e a prostracdo podem persistir por uma ou duas semanas
adicionais, 0 que caracteriza a alta taxa de morbidade da infec¢do (Wright et al.,
2007). Alguns casos podem evoluir para complicagdes como pneumonia primaria
por influenza, pneumonia secundaria bacteriana ou por outros virus, sinusite, otite,

desidratacdo e piora de doencas cronicas (Saude, M. D., 2015).

Globalmente, segundo a OMS, ha a ocorréncia de dois a cinco milhdes de
casos graves e de 250 a 500 mil 6bitos anualmente e apontam que as taxas de
infecgdo global anual sdo de 5-10% em adultos e de 20-30% em criangas (WHO,
2014a).

As infecgbes pelo virus influenza apresentam um padrdo sazonal definido,
ocorrendo surtos principalmente durante o periodo de inverno. Desta maneira, 0S
surtos epidémicos nos hemisférios Norte e Sul ocorrem em periodos do ano
diferentes (WHO, 2017b). No Brasil (Figura 1.4), devido a grande diversidade
climatica, sdo observados diferentes padrbes de sazonalidade, cujo o pico da
epidemia no Norte do pais costuma ocorrer cerca de trés meses antes (marco-abril)

daqguele observado na regido Sul (Saude, M. D., 2017a).
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Fonte: Sistemas de Informacgfes da Vigilancia em Saude e Andlise de Situacdo de
Saulde (SIVEP) — Gripe (janeiro de 2017) (Saude, M. D., 2017b).
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A vigilancia da circulacdo dos virus influenza no Brasil é dividida em duas
vertentes bem definidas: a vigilancia sentinela de Sindrome Gripal (SG) junto com a
vigilancia sentinela de Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SRAG) em pacientes
internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e pela vigilancia universal de
SRAG. Os objetivos dessa forma de vigilancia incluem identificar e caracterizar os
virus circulantes em um determinado periodo, 0 que caracteriza uma informacao
crucial para composigdo da vacina anual. A vigilancia sentinela conta com uma rede
de unidades distribuidas em todas as regifes do pais, 0 que permite o
monitoramento da demanda de atendimento por essa doenca. A vigilancia universal
de SRAG monitora os casos hospitalizados e 6bitos com o objetivo de identificar o
comportamento da influenza no pais para orientar na tomada de decisdo em
situagbes que requeiram novos posicionamentos do Ministério da Saude e

Secretarias de Saude Estaduais e Municipais (Saude, M. D., 2017a).

As infec¢gBes causadas pelos virus influenza séo infec¢bes agudas do trato
respiratorio inferior cujos principais sintomas (febre, coriza, tosse, dor de cabeca e
no corpo e inflamacao das vias aéreas superiores) duram geralmente de 7 a 10 dias,
0 que caracteriza a SG. Na SRAG, o individuo infectado é hospitalizado com febre,
acompanhada de tosse ou dor de garganta e que apresente dispneia. Além disso,
podem ser observados 0s seguintes sinais: saturacdo de O2 menor que 95% ou
desconforto respiratorio ou aumento da frequéncia respiratoria A vigilancia universal
de SRAG monitora os casos hospitalizados (Saude, M. D., 2017b).

E importante ressaltar que as altas taxas de infeccdo e complicacBes
causadas pelos virus influenza ocorrem principalmente entre os individuos
pertencentes aos grupos de risco, como o0s individuos com algum tipo de
imunocomprometimento como cancer, HIV positivos (virus da imunodeficiéncia
humana, ou, do inglés, human immunodeficiency virus) e submetidos a transplante
de drgaos. Este grupo de pacientes geralmente apresenta 0s sinais e sintomas
clinicos de infec¢do do trato respiratdrio superior, porém, sintomas sistémicos como

febre, mialgia e fatiga sao ausentes (Casper et al., 2010; Memoli et al., 2014).

A infeccdo muitas vezes progride para o trato respiratério inferior, gerando

danos pulmonares, pneumonia entre 70-80% dos individuos imunocomprometidos e
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mortalidade acima de 30%. Isto leva a maiores indices de hospitalizacdo,
necessidade de cuidado intensivo e ventilagdo mecanica quando comparado aos
individuos imunocompetentes (Saude, 2015). Além disso, como este grupo pode
apresentar periodos prolongados de excrecao viral, muitas vezes associados a uma
co-infeccdo viral simultdnea de dois subtipos virais e, por consequéncia, o shift
genético, e/ou, o drift antigénico, o que pode acarreatar no desenvolvimento de
resisténcia antiviral; sendo considerada uma fonte importante de propagacéo

comunitaria destas cepas virais (Souza et al., 2010).

Recentemente, nos Estados Unidos, 47 mil casos de gripe foram confirmados
neste inicio de inverno (2018), onde se espalhou por 49 dos 50 estados americanos
neste inverno, e se tornou uma epidemia. O Departamento de Controle de Doencas
(CDC) dos Estados Unidos confirmou que o numero de pessoas infectadas pelo
virus H3N2 cresce rapidamente em todo o pais e ja matou 759 pessoas, segundo 0
ultimo relatorio (CDC, 2018).

1.3 Vacinacao

Como as infec¢des por virus influenza apresentam um padrdo sazonal e
disseminam-se principalmente durante o periodo de inverno, torna-se possivel a sua
prevencdo através da vacinacdo da populacdo anualmente. A vacina € um método
de prevencao seguro e tem grande impacto na epidemia sazonal de influenza, e

consequentemente impacta positivamente na saude publica.

Atualmente a vacina contra influenza é trivalente, composta basicamente por
hemaglutininas dos diferentes tipos de Influenza circulantes, HIN1, H3N2 e FluB.
Em 2016 as cepas que compunham a vacina eram A/California/7/2009 (H1N1),
A/Hong Kong/4801/2014 (H3NZ2), e B/Brisbane/60/2008. Em 2017, devido as
informagBes geradas pela vigilancia das cepas circulantes, o subtipo HIN1pdm, que
permanecia 0 mesmo desde seu aparecimento em 2009, foi modificado e a cepa
gue compde a nova vacina é A/Michigan/45/2015 (H1N1)pdmO09 (Saude Md, 2017).
No Brasil, a vacina é gratuitamente oferecida para grupos especiais que inclui
idosos, gestantes, criangcas menores de 5 anos, profissionais da saude e individuos
com doencas cronicas ndo transmissiveis, imunocomprometidos e outras condi¢cdes

clinicas especiais.
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Uma das grandes dificuldades no processo de producdo das vacinas para o
virus influenza é o fato da HA apresentar uma grande variabilidade genética.
Mutacbes na HA sdo a peca chave para a emergéncia de novas variantes virais e
escape do sistema imunoldgico do hospedeiro (Wiley e Skehel, 1987). Desta
maneira, 0s anticorpos produzidos contra uma determinada sequéncia de HA,
desenvolvidos em exposi¢cOes anteriores como infeccdo natural ou vacinacdo, nao
sdo capazes de neutralizar os epitopos de uma linhagem variante, mesmo se
produzidos em altos titulos (Carrat e Flahault, 2007). Esse fato explica também a
necessidade de revisdo anual da composicao das vacinas sazonais. Portanto, é de
grande interesse o desenvolvimento de novos anticorpos amplamente neutralizantes
(do inglés new broadly neutralizing antibodies — nbnAb) que reconhecem regiées
altamente conservadas da HA para serem utilizados como estratégias de vacinacao

ou tratamento contra os virus influenza (Laursen e Wilson, 2013).

1.4 O virus Influenza

1.4.1 Caracterizacéo viral

O virus influenza faz parte da familia Orthomyxoviridae género Influenzavirus
(Murphy & Webster, 1996) e apresentam quatro géneros distintos: Influenzavirus A,
B, C e D, com tamanho de 80-120 nm de diametro e apresentam capsideo proteico
com simetria helicoidal de aproximadamente 100 nm de didmetro. Sdo constituidos
de 0,8 a 1% de RNA, 70% de proteina, 20% de lipideos e 5 a 9% de carboidratos
(Abbas & Lichtman, 2008). O género D foi descrito recentemente no sudeste da

China e esta associado a doencas respiratorias principalmente em bovinos e suinos.

Enquanto o tipo A possui uma extensa variedade de hospedeiros, os géneros
B e C séo isolados predominantemente de humanos. Os virus influenza A, como por
exemplo, o virus A(HIN1)pdmQ9, responsavel pela pandemia de 2009, estédo
associados aos surtos epidémicos sazonais e a pandemias, enquanto o género B
causa epidemias periddicas e o género C endemias e doencas respiratorias leves
(Taubenberger & Morens, 2008).
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A caracteristica geral dos 5 géneros é a apresentacdo do genoma na forma
de RNA fita simples, segmentado com polaridade negativa (Palese & Shaw, 2007).
O virus influenza A é envelopado (Figura 1.2) e apresentam em seu envoltorio
lipidico duas glicoproteinas extremamente importantes, a hemaglutinina (HA) e a
neuraminidase (NA), além da proteina formadora de canal de prétons M2. Abaixo do
envelope viral hd um arranjo de proteinas de matriz M1, que delimitam a porcao
interna da particula viral, conferem rigidez ao envelope, atuam como a forca motriz
do brotamento viral, além de ancorarem o material genético (Gomez-Puertas et al.,
2000). Cada segmento de RNA encontra-se associado a nucleoproteinas virais (NP),
e 0 RNA viral também esta associado a um complexo polimerase (formados pelas
proteinas PA, PB1 e PB2), que recebem o nome de ribonucleoproteina (RNP)
(Mikulasova et al., 2000).

Influenza virus

Figura 1.3 - Esquema representativo do virus Influenza.
Inseridas no envelope estdo as glicoproteinas HA e NA, além de M2. O genoma do
virus é formado por oito segmentos de RNA fita simples com polaridade negativa. Fonte:

adaptado de Karlsson Hedestam et al., 2008.

A NA catalisa a clivagem de residuos de acido siadlico presentes na
membrana plasmatica, permitindo a liberacdo das novas particulas virais formadas.
Além disso, a NA também remove o0 acido sialico presente nas préprias
glicoproteinas virais impedindo a agregacéo das novas particulas formada durante a

replicacdo. Este processo € importante para a mobilidade dos virus no trato

respiratorio (Von ltzstein, 2007).
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Abaixo do envelope viral ha um arranjo de proteinas de matriz M1, que
delimitam a porc¢éo interna da particula viral, conferem rigidez ao envelope e atuam
como a for¢ca motriz do brotamento viral (Gomez-Puertas et al., 2000). Além disso,
as proteinas M1 ancoram o material genético internamente ao envelope lipidico, que

é fragmentado em oito segmentos de RNA de fita simples negativa.

As moléculas de RNA nunca se encontram desnudas dentro das particulas
virais ou das células infectadas. Cada segmento encontra-se associado a um
namero nucleoproteinas virais (NP), dependendo do comprimento do RNA viral
(RNAv), e forma uma estrutura no qual RNAv enovela-se adquirindo uma forma
helicoidal. Além das NPs, o RNAv também est4d associado a um complexo
polimerase, e este conjunto recebe o nome de ribonucleoproteina (RNP)
(Mikulasova et al., 2000).

1.4.1.1. Hemaglutinina

A hemaglutinina é transcrita pelo quarto segmento génico dos virus com
aproximadamente 1778 nucleotideos, o qual codifica uma proteina composta por
550 aminoacidos (Knipe & Howley, 2007).

Encontra-se inserida no envelope viral na forma trimérica. Sua sintese ocorre
no reticulo endoplasmatico, e seu processamento envolve a adicdo de acgucares
(glicosilagdo) e &cidos graxos, além da clivagem do precursor HAO por proteases
celulares em duas subunidades monoméricas HA1 e HA2 que permanecem unidas
por pontes dissulfeto (0o que € importante na patogenicidade do virus) (Gamblin &
Skehel, 2010). A subunidade HAl1 é a extremidade aminica e hidrofilica, onde
ocorrem as glicosilacbes, e nela estdo localizados os dominios de ligacdo aos
receptores celulares e os cinco sitios antigénicos (Sriwilaijaroen & Suzuki, 2012). A
subunidade HA2, parte hidrofébica da HA, constitui a maior parte da haste contendo
o dominio fusogénico, que atua na fusdo do envelope viral com a membrana
endossomal durante o ciclo replicativo (Bouvier & Palese, 2008; Sriwilaijaroen &
Suzuki, 2012).

Devido a sua fungao na adsorcéo viral, a HA tornou-se um dos principais
alvos para desenvolvimento de antivirais. A HA é o principal componente antigénico
da vacina anual e a proteina viral para qual os anticorpos neutralizantes do

hospedeiro sdo dirigidos, e consequentemente apresenta uma grande variabilidade
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genética (Kim & Park, 2012). Essas mutacdes na HA tém papel fundamental na
emergéncia de novas variantes virais, o0 que justifica a necessidade de revisdo anual
da composi¢cdo da vacina sazonal, além da importancia dos estudos dessa proteina

como potencial alvo em antivirais e possiveis estratégias antiinflamatorias.

Os virus da Influenza estédo sujeitos a dois tipos de varia¢cdes antigénicas: o
drift antigénico, também chamados de variacdes menores ou pontuais, e o0 shift

antigénico, também chamados de variacées maiores.

O drift antigénico resulta de muta¢des pontuais inseridas durante a replicacéo,
devido a acdo da enzima RNA polimerase viral que apresenta baixa capacidade de
reparacdo génica durante a replicacdo viral (McHardy & Adams, 2009). Esse
processo permite a selecdo de novas variantes contendo alteragfes nas sequéncias
da HA, assim como na NA. Essas pequenas mudancas sdo suficientes para alterar
a antigenicidade dessas proteinas virais e, assim, superam a imunidade pré-
existente em humanos, ou seja, as alteragdes tornam inespecificas as ligacdes aos
anticorpos existentes, sendo estas novas cepas responsaveis por uma nova

epidemia sazonal (Medina & Garcia-Sastre, 2011).

Jé& o shift antigénico apresenta uma mudan¢a mais drastica na particula viral,
pois resulta de rearranjo de segmentos génicos de virus diferentes durante infeccéo
simultdnea e pode levar ao surgimento de uma nova variante com potencial

pandémico, como ocorreu em 2009 com o virus A(HLIN1)pdmQ9 (Smith et al., 2009).

A HA viral foi a principal diferenga entre o virus A (HLIN1)pdmO9 e o A H1N1
sazonal, que circulou na populacdo humana desde sua reemergéncia em 1977 até
2009. Além disso, curiosamente houve uma inverséo de faixa etaria mais acometida
nesta recente pandemia de HIN1 em 2009, onde os adultos jovens foram os mais
atingidos (Dawood et al., 2009). Tal inversao na faixa etaria seria resultado da falta
de anticorpos contra esta nova cepa que apresenta menor taxa de glicosilagédo da
HA entre adultos jovens, ja que individuos com idade superior a 60 anos poderiam
apresentar imunidade cruzada adquirida por possivel exposi¢cao a variantes similares
gue circularam entre 1940 e 1950 (Settembre et al., 2010) (Figura 1.3). ]
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Figura 1.4 - Esquema representativo dos diferentes padrdes de glicosilagédo da

HA ao longo do tempo.

Pode-se observar que o padrédo de glicosilagdo da HA do virus que circulou em 2009
era mais proximo do virus que circulou em 1918. Essa semelhanca pode ter proporcionado
reacao cruzada da resposta imune e talvez por isso a infec¢do nao tenha afetado o grupo de

idosos, como nos anos anteriores. Fonte: adaptado de Settembre et al., 2010.

1.5 Classificagao viral

Por convencéo internacional, os virus influenza A sdo divididos em subtipos
de acordo com a combinacdo das suas principais glicoproteinas de superficie, a HA
e a NA (Murphy & Webster, 1996). A figura 1.3 demonstra os 18 tipos de HA (H1 a
H18) e 11 tipos de NA (N1 a N11), encontrados em diferentes espécies animais até
o momento (Webster & Govorkova, 2014). Estes numeros levam a 198 possiveis
combinacdes de HA e NA, porém, nem todas séo viaveis na natureza e algumas

geram subtipos virais restritos a alguns hospedeiros (Cardona et al., 2009).
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Figura 1.5 - As diferentes hemaglutininas e neuraminidases existentes na
natureza.

Podemos observar na figura os 18 subtipos de hemaglutininas e 11 subtipos de
neuraminidase descritos e seus diferentes hospedeiros. Fonte: adaptado de www.cdc.gov

[flu/about/viruses/transmission.htm.

Os tipos sao divididos em dois grupos filogenéticos devido a suas diferencas
antigénicas: grupo 1 (H1, H2, H5, H6, H8, H9, H11-H13, H16-H18) e grupo 2 (H3,
H4, H7, H10, H14 e H15) (Webster e Govorkova, 2014). Virus contendo trés
subtipos de HA adquiriram a habilidade de serem transmitidos eficientemente entre
humanos (H1, H2 e H3), embora, atualmente circulam sazonalmente os subtipos

contendo as HAs tipo 1 e 3 (Schrauwen et al., 2014).
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E importante mencionar que outros subtipos de HA, como H5, H6, H7 e H9,
podem ocasionalmente acometer seres humanos e sdo considerados possiveis
ameacas para uma futura pandemia (Beigel et al., 2005; Gao et al., 2013; Wang et
al., 2014; Shen et al., 2015).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude, a nomenclatura dos virus
Influenza é representada pelo género do virus ao qual pertence (A, B, C ou D), o
local de isolamento (cidade ou pais), numero da amostra do laboratorio, ano de

isolamento e, o subtipo de HA e NA.

Por exemplo, o virus responséavel pela pandemia de 2009 foi nomeado como
A/Califérnia/07/2009(H1N1). No caso dos virus influenza B, eles ndo apresentam
subtipos de HA e NA, este género é constituido por duas linhagens principais
(Yamagata e Victoria). Assim, a nomenclatura adotada para o virus influenza B
descreve apenas 0 género, local de deteccdo, namero de origem e ano, por
exemplo: B/Florida/4/2006. No caso de isolamento de amostra animal, a espécie é
escrita logo ap6s o género, por exemplo: A/duck/Alberta/35/76(H1N1) para virus
isolado de pato (CDC, 2017).

1.6 Ciclo Replicativo

O principal alvo da infec¢do pelos virus influenza em humanos séo as células
epiteliais ciliadas do trato respiratério superior e inferior. Estas células apresentam
grandes quantidades de residuos de acido sidlico (AS), nas suas membranas
plasméticas (Palese & Shaw, 2007). Esses residuos de AS presentes nas
glicoproteinas e glicolipidios da membrana ficam associados a residuos de
galactose por ligagbes a-2,3 ou a-2,6, que se encontram preferencialmente no trato
respiratorio superior e inferior, respectivamente (Liu et al., 2010). Essas ligacfes sao
reconhecidas de maneira distinta por hemaglutininas de virus humanos e animais e
sdo criticos na determinacdo do hospedeiro e no tropismo tecidual. Tanto a HA

guanto a NA viral possuem alta afinidade pelo AS (Palese & Shaw, 2007).

O ciclo replicativo do virus influenza A inicia com a adsor¢ao viral, promovida
pela ligacdo da HA aos residuos de acido sialico presentes na superficie celular,
culminando com a endocitose (Knipe & Howley, 2007). No endossomo ocorre um

processo de acidificacdo devido ao influxo de protons H+, através dos canais ibnicos
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formados pela proteina M2 (Kollerova & Betakova, 2006). O baixo pH no endossomo
(pH entre 5,0 e 6,0) do interior da particula viral causa uma mudanca conformacional
na HA, que leva a exposicdo de seu dominio hidrofébico contendo o peptideo de
fusdo (PF), o que desencadeia a fusdo entre o envelope viral e a membrana
endossomal, liberando as ribonucleoproteinas (RNPs) virais para o citoplasma
(Nayak & Barman, 2004). Os virus influenza sao uma excec¢éao ente os virus de RNA,
pois seu material genético € replicado e transcrito no ndcleo celular pelo complexo
polimerase (Palese & Shaw, 2007). Assim, uma vez no citoplasma, as RNPs migram
para o ndcleo celular através da ligacdo a nucleoporinas. Uma vez no nucleo, o

complexo da polimerase viral inicia 0 processo de transcrigao e replicagéo viral.

Durante a duplicacdo, € sintetizado o RNA anti-genémico de polaridade
positiva (também chamado de RNA complementar), que serve de molde para a
sintese das novas fitas de RNA viral. A traducdo das novas proteinas virais e

montagem dos novos virions ocorrem no citoplasma da célula (Fodor, 2013).

As RNPs recém-sintetizadas sdo exportadas do nucleo para o local de
montagem no citoplasma, entdo protegidas pela proteina M1 migram até a
membrana celular, onde s&o recobertos por um envelope lipidico contendo as
glicoproteinas da superficie virais HA e NA e a proteina M2. A NA é responsavel
pela liberacdo da particula viral recém-sintetizada, pois cliva o AS da superficie
celular, impedindo assim retencédo na superficie da célula devido a interacdo com a
HA da superficie viral (Nayak & Barman, 2004). As etapas do ciclo replicativo do
virus influenza. A encontram-se esquematicamente apresentadas na figura 1.8 (Das
et al., 2010).
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Figura 1.6 - Representacao esquematica do ciclo replicativo do virus influenza A.

A HA se liga aos residuos de AS presentes na superficie da célula hospedeira (A), e
o virus sofre o processo de endocitose (B). A alteracdo do pH no interior do endossomo
promove a liberacdo das RNPs para o citoplasma (C), que s&o transportadas para o ndcleo
(D), onde ocorrera a transcricdo e replicacdo dos RNAs do virus (E). Esses RNAs séo
transportados para o citoplasma, onde ocorre a traducdo das proteinas virais (F) e 0s novos
virus montados séo liberados por brotamento devido a agdo da NA (G). Fonte: adaptado de
Medina et al., 2011.

1.7 Fisiopatologia do virus influenza

A susceptibilidade ou a resisténcia a infeccfes virais dependem de diversos
fatores, tanto dos virus, quanto dos hospedeiros. No que diz respeito ao virus
influenza, esses fatores sdo: sua viruléncia, capacidade de entrada, replicacao e lise
das células do epitélio respiratorio; e quanto aos fatores associados ao hospedeiro,
podemos citar a eficacia da resposta imunoldgica e agressividade do sistema imune
contra 0 agente infeccioso, que pode seguir para duas vertentes diferentes: a
resolucdo da infecgcdo ou um processo exacerbacdo da infecgdo (Mesquita et al.,
2014).

O entendimento em relacdo a essas diferentes respostas imunes (resolucéo

ou exacerbacdo), em relacdo ao virus influenza pode ser a chave para o
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desenvolvimento de estratégias mais eficazes de controle da doenca. Em relacdo ao
virus, essas respostas imunes mais agressivas ja foram correlacionadas com maior
morbidade e piores desfechos clinicos durante as pandemias de 1918 e 2009, e em

humanos infectados com o virus aviario H5N1 (Teijaro, 2015).

A transmissdo do virus influenza ocorre pela inalacdo de particulas virais
oriundas de goticulas da tosse e do espirro ou pelo modo indireto, quando as maos
entram em contato com superficies contaminadas por secre¢fes e sdo levadas em
contato com as mucosas nasal, oral ou ocular. Apés vencer as primeiras barreiras
fisicas imposta pela mucosa do epitélio respiratorio, 0os virus podem penetrar nas
células do trato respiratério superior e inferior, onde ocorrera a replicacao. Individuos
saudaveis podem transmitir o virus de 24 a 48 h antes do inicio dos sintomas até
entre cinco e dez dias pds infeccdo. Entretanto, individuos imunocomprometidos
podem excretar virus por semanas ou meses (Leekha et al., 2007; Souza et al.,
2010).

O gquadro clinico dos casos de influenza ndo apresenta sintomas especificos,
sendo caracterizado por febre, tosse, coriza, cefaleia, congestdo nasal, calafrio, dor
no corpo e, algumas vezes, diarreia e vOomito com evolugédo clinica geralmente
benigna e autolimitada. Ou seja, a maioria dos pacientes recupera-se em uma
semana, no entanto podem ser observados casos com acometimento pulmonar de
forma grave, principalmente em grupos de risco para complicac6es da infeccédo por

influenza, levando até a morte (SUS, 2017).

Apesar de ndo se conhecer exatamente os fatores que contribuem para o
estabelecimento deste quadro patoldgico grave, ja foi demonstrado que a infeccdo
pelo virus da Influenza gera uma persistente e descontrolada resposta imune no
tecido pulmonar e pode culminar com Lesdo Pulmonar Aguda (LPA) e a Sindrome
da Angustia Respiratoria Aguda (SARA) (Jones et al., 2005). Trabalhos classicos da
literatura demostram que o virus influenza ao infectar e se replicar em células que
compbe o epitélio alveolar, geram a apoptose dessas células (Armstrong at al.,

2012; Zeng et al., 2012), fendmeno este amplificado pelas citocinas produzidas.

Todos esses eventos contribuem ainda mais para essa morte celular macica

exacerbando a resposta inflamatoria, promovendo a quebra desta barreira alvéolo-
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vascular, o que permite que novas particulas virais alcancem e infectem as células
endoteliais da microvasculatura pulmonar. Entretanto, dados recentes tém mostrado
qgue em varias infec¢des virais, inclusive infec¢des pelo virus Influenza, nem sempre
induzem a apoptose, um tipo de morte celular ndo inflamatéria, mas a uma
recentemente descrita via de morte celular: necrose programada ou necroptose
(Upton et al., 2014; Rodrigue-Gervais et al., 2014; Sridharan & Upton, 2014).

1.7.1 Necroptose

Necroptose é uma via de morte celular que se assemelha em morfologia a
necrose classica. Porém, ao contrario da apoptose, depende de uma via de
sinalizagdo mediada por quinases denominadas RIPK1 e RIPK3 e tem como
molécula efetora a pseudoquinase MLKL (Schworer et al., 2014). A importancia
biolégica da necroptose parece estar principalmente relacionada a processos
patolégicos, pois durante o desenvolvimento embrionério, a apoptose aparece como
um processo Vvital no processo de desenvolvimento, enquanto que poucas
evidéncias indicam que a necrose ou a necroptose seria um processo de morte
celular que ocorre durante a embriogénese em condicdes fisioldgicas (Kerr et al.,
1972).

Apesar da necrose ser tradicionalmente classificada como uma morte celular
inflamatéria, e ndo-programada, diversos trabalhos tem demonstrado, em infeccfes
virais, que a necroptose é uma via de morte celular altamente regulada, e que
funciona como uma forma de se conter a infeccdo, eliminando, as células
reservatorias desses virus (Vercammen et al., 1998; Degterev et al., 2005; Galluzzi
et al., 2012). Isso se explica pelo fato da necroptose ndo depender da atividade da
caspase, em vez disso, a necroptose € inibida pela ativacdo da caspase-8 (Holler et
al., 2000; Degterev et al., 2005). Como a inibicdo da caspase-8 € um mecanismo de
evasao viral da resposta imune com o objetivo de prevenir a apoptose (Mocarski et
al.,, 2015), a capacidade de inibicdo da caspase-8 em células para induzir
necroptose fornece um importante mecanismo de restricdo da replicacao viral
(Orzalli & Kagan, 2017).
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Apesar da diferenca clara entre a apoptose e a necroptose, diversos trabalhos
ja tém descrito que os mecanismos efetores entre essas duas formas de morte
celular, possuem vias de sinalizagdo em comum, o que torna tdo complexo a
identificacdo exata e precisa da cascata de reacbes que levam ou a apoptose ou a
necroptose (Zhang et al, 2009). Entretanto, apesar da existente lacuna no
conhecimento dessa via de ativacdo de morte celular, trabalhos tem demonstrado
gue a necroptose é dependente da ativacdo das proteinas quinases de interacao a
receptores 1 e 3 (RIPK1 e RIPKS, respectivamente) (Cho et al., 2009; Upton et al.,
2010; Moriwaki & Chan, 2014).

A necroptose, assim como a apoptose, pode ser ativada tanto
extrinsecamente quanto intrinsicamente. De uma forma geral, um estimulo
extrinseco, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a), através de seu receptor
especifico (TNFR1) inicializa a sinalizagdo com o recrutamento do dominio de morte
associada ao receptor do TNF (TRADD), que por sua vez, recruta RIPK1. Uma vez
gue as caspase estao inibidas, RIPK1 e RIPK3 formam um dimero e se fosforilam,
levando a formacdo de um complexo de microfilamentos, chamado o necrossomo
(He et al., 2009; Linkermann et al., 2012; VandenBerghe et al., 2014).

O necrossomo ativa e fosforila uma proteina pro-necroptotica chamada de
MLKL. RIPK3 se liga a um trimero de proteinas MLKL e aciona o fenétipo necrose,
fundindo as membranas das organelas com a membrana plasmatica, e além disso,
forma poros na membrana induzindo a lise celular, o que culmina com liberacéo de
diversos fatores encontrados no contetdo citoplasmético no espago extracelular
como IL-1a, HMGBL1, &cido arico, ATP and DNA (Kaczmarek et al., 2013; Su et al.,
2014; Wang et al., 2014). Essa ruptura inflamatoria programada gera um
crescimento exponencial de liberacdo desses moleculares associados a danos
(DAMP’s), o que promove o recrutamento de células imunes ao local da infeccao,
contribuindo, assim, como um alerta ao sistema imune (Vandenabeele et al., 2010).
Embora a sinalizacdo TNFR1 esteja normalmente associada a apoptose, este
receptor também pode induzem a necroptose em condi¢des de inibicdo da proteina

caspase-8.

Intrinsicamente, a necroptose pode ser iniciada apos a infec¢do viral, através

da ativacdo de receptores citoplasmaticos de morte celular que detectam acidos
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nucleicos ou proteinas virais. Receptores do tipo Toll (TLRs — do inglés Toll like
receptores), por exemplo TLR3, TLR7 e TLR9, induzem necroptose ap0s a ligacédo
da molécula viral ao seu receptor especifico e inibicdo da caspase-8. Porém, essa
sinalizacdo para necroptose pode ocorrer através de diferentes mecanismos. Por
exemplo, apenas os TLRs que dependem em TRIF (ou seja, TLR3) promovem a
necroptose através de um mecanismo intrinseco de producdo de IFN-B, e
independente da producao de TNF-a (He et al., 2011; Kaiser et al., 2013). TLRs que
sinal através do adaptador MyD88 induz indiretamente a necroptose através da

expressao de TNF-a (Kaiser et al., 2013).

Recentemente, alguns trabalhos da literatura tém demonstrado que o
processo de necroptose € importante na fisiopatologia da infec¢cdo pelo virus
influenza, sendo, inclusive, um fenbmeno importante no controle da infeccdo e no
aumento de sobrevida em modelos murinos in vivo (Nogusa et al., 2016). Entretanto
outros trabalhos demonstram que apesar da necroptose funcionar como forma de
controle da infecgdo viral, por outro lado também contribui para um aumento
significativo dos danos gerados pela infeccéo (Clancy & Martin, 2016; Thapa et al.,
2016). Além disso, Kuriakose e colaboradores (2016), demonstraram que a inibicéao
do processo de necroptose foi capaz de diminuir a mortalidade apds infecgéo letal

com virus Influenza A (A/PR 8/34 (H1IN1) — PRS8.

O exposto anteriormente torna claro que a necroptose é importante na gripe,
entretanto os relatos da literatura s&o conflitantes e escassos, sendo necessario
mais investigacdes para uma compreensdo dos mecanismos envolvidos na triade
influenza X necroptose X resposta imune. Inclusive, nenhum desses trabalhos deixa
claro quais mecanismos de disparo do processo de necroptose pode levar a um
desfecho benéfico ou deletério para o hospedeiro. Mas nesses mecanismos de

disparos, podemos citar a importancia dos receptores do tipo Toll.

1.7.1.1 Receptores do tipo Toll e Necroptose

A imunidade inata € a primeira linha de defesa contra as infeccbes e seus
mecanismos sao rapidamente ativados pelos microrganismos antes do
desenvolvimento de anticorpos especificos. E bem descrito que tanto moléculas

protéicas quanto RNAs virais podem ser reconhecidos pelas células infectadas como
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padrbes moleculares associados a patdégenos (PAMPS) por numerosos receptores
de reconhecimento de patégenos (PRRs), que por sua vez podem promover uma
cascata de sinalizacdes extracelular, que culminam com a producéo exacerbada de
citocinas e morte celular (Guo & Thomas, 2017). Dentro desse contexto, alguns
estudos sugerem que produtos estruturais do virus influenza podem ativar os TLRs
(Trinchieri et al., 2007).

Os TLRs sé&o sensores fundamentais do sistema imune inato, sendo 0s
primeiros e mais bem caracterizados receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs) identificados em mamiferos (Lemaitre et al., 1996; Takeda et al., 2003;
Lester & Li, 2014). Eles iniciam respostas inflamatérias chave contribuem para a
formacado da imunidade adaptativa. Todos os TLR’s (10 em seres humanos e 11 em
camundongos) sdo proteinas transmembranares de tipo | caracterizadas por um
dominio extracelular rico em leucina e uma cauda citoplasmatica. Eles reconhecem
diversos padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPs) de bactérias,
fungos, parasitas e virus, incluindo componentes de paredes celulares bacterianas
baseadas em lipidios, tais como lipopolisacarideos (LPS) e lipopéptidos,
componentes de proteinas microbianas tais como flagelina e acidos nucleicos, tais
como solteiros - ARN de cadeia dupla ou de cadeia dupla e DNA de CpG. Eles
também reagem a certos padrdes moleculares associados ao dano (DAMPS) das

células enddgenas e do meio ambiente (Takeda et al., 2003).

Em resposta a infeccao viral, o hospedeiro lanca rapidamente uma resposta
imune inata caracterizada pelo envolvimento dos TLRs e outras classes de PRRs
com PAMPs virais, tais como acidos nucleicos virais e proteinas virais, que
desencadeiam a ativagéo de vias de sinalizacéo intracelular distintas essenciais para
a inducao da resposta imune antiviral de IFN (Mogensen et al., 2001). A inducéo
dessas respostas antivirais compartilha mecanismos reguladores sobrepostos e
depende da ativacdo coordenada dos fatores transcricionais citossélicos latentes,
como os fatores reguladores de IFN (IRFs), principalmente IRF3 e IRF7, e o fator
nuclear kappa B (NF-kB). Além disso, dados publicados revelam que tanto TLR4 e
TNF-a podem separadamente ou em conjunto, podem desencadear o processo de
necroptose (Ermolaeva et al., 2008) (Figura 1.7).
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Figura 1.7 — Ativacao dos receptores TNFR1 e TLRs induzem a necroptose.

A ativagcdo do TNFR1 e de TLRs é conhecida por induzir a formagdo de um
"complexo I" que medeia a ativacdo de NF-kB. A formag&o do complexo | pode ser seguida
pela formacdo no citosol do "complexo II", onde a caspase-8 no complexo com cFLIP-L
suprime a atividade necroptotica de RIPK1. A inibicdo da caspase-8 resulta na ativacdo de
RIPK1 e na formacéo da necroptose dependente de RIPK3. Fonte: Adaptado de Fricker et
al., 2013.

Como citado anteriormente, a necroptose possui duas formas principais de
ativagdo, extrinseca e intrinseca, sendo as duas bem ativas em infeccdes virais.
Entretanto, 0 mecanismo que causa a ativacdo da necroptose em resposta ao virus
influenza ainda ndo esta bem compreendido, mas sumarizando, a ativacdo de TLRs
pode ativar a proteina TRIF (Dominio Adaptador de Indutor de Interferon-f),
molécula essa que dimeriza com RIPK3, ativando-a e promovendo a ligacdo desse
complexo com a MLKL, uma vez formado esse trimero, o fenétipo de necrose é
estabelecido. Além disso, outros trabalhos demonstram que a ativacdo dos TLRs
pode induzir, via RIPK1, a promocao da translocacdo de NFkB para o nucleo, onde
iniciara a ativacdo de diversos genes pro-inflamatoérios, como a producdo de TNF-q,
gue podera iniciar o processo de necroptose descrita primeiramente nesse trabalho
(Kelliher et al., 1998).

Dentro desse contexto, alguns estudos sugerem que varios produtos

estruturais do virus Influenza podem ativar os receptores TLRs (Trinchierie et al.,
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2007). Dentre esses produtos, podemos ressaltar a hemaglutinina (HA) que é uma
proteina extremamente importante para a adsor¢ao viral, apresenta capacidade de
ativacao de células dendriticas murinas via TLR4 (Liu et al., 2010), apresenta grande
importancia na patogenicidade do virus, além de ser a estrutura para a qual os

anticorpos neutralizantes do hospedeiro sao dirigidos (Kim et al., 2012).

Esses dados expostos até aqui sugerem que ha uma grande morte celular na
infeccd@o pelo virus Influenza, evento esse acompanhado pela produgédo exacerbada
de diversas citocinas pro-inflamatérias, dentre elas a mais proeminente € o TNF-q, e
gue a via de sinalizacdo dos TLR’s tem papel critico nesses eventos, o que pode
culminar em um sinergismo para a inducdo de apoptose, ou seja, ativagdo de TLRs
mais a produgcao exacerbada de citocinas (cytokine storm) cooperando para esse

processo de morte celular.

1.7.2 Macro6fagos

Os leucodcitos sao células derivadas de precursores mieléides na medula
0ssea, que circulam pelo sangue em estado quiescente de baixa aderéncia antes de
migrarem para um tecido alvo, onde iniciam a resposta imune ou mesmo constituam
uma nova populagéo residente fixa (Abbas e cols, 2005). Dentre os diversos tipos de
leucocitos, os mondcitos sao liberados na circulagdo como células imunes efetoras
(Auffray et al., 2009; Geissmann et al., 2010). Neste estagio os mondécitos possuem
morfologia heterogénea com variedade de tamanho, granulosidade e morfologia
nuclear, podendo ser, em alguns casos, 12 confundidos com células
polimorfonucleares, e constituem menos de 10% dos leucdcitos circulantes em
humanos (Gordon & Taylor, 2005), o que em um adulto saudavel representa cerca
de 450 mondcitos/uL (Robbins & Swirski, 2010). Devido a esta variedade
morfologica, os mondcitos sdo divididos em subtipos de acordo com as moléculas
expressas em sua superficie (fenotipo), o que varia entre mondcitos de diferentes
espécies (Shi & Pamer, 2011).

Em humanos os mondcitos sdo divididos em dois subtipos de acordo com sua
expressdo de CD14 (molécula acessoria do receptor de LPS) e CD16 (receptores
gue se ligam a por¢cdo Fc de anticorpos IgG - FcyRIIl) (Ziegler-Heitbrock, 2007). O

tipo mais abundante em humanos sdo os mondcitos CD14high/CD16°, também
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chamados de classicos ou inflamatorios, e os monocitos CD14*CD16* séo
chamados de residentes (Gordon & Taylor, 2005; Shi & Pamer, 2011). Os mondécitos
expressam diversas outras moléculas como CD36, importante no reconhecimento e
fagocitose de microorganismos (Kzhyshkowska et al., 2016), receptores TLRs (Lee
et al., 2013), selectinas e integrinas, que medeiam 0s processos de migracdo e
adesao dessas células no foco inflamatério, etc. Além disso, quando estimuladas
produzem diversas moléculas efetoras envolvidas na defesa do organismo, como o
TNF-a (Serbina et al., 2008; Auffray et al., 2009).

Mondcitos possuem receptores de adesdo que medeiam sua migracdo para
os tecidos, onde se diferenciam em células dendriticas ou macrofagos, seja para
formarem uma populacéo fixa ou em resposta a alguma infecgéo (Abbas et al., 2005;
Geissmann et al., 2010; Liddiard et al., 2011; Murray & Wynn, 2011). Macro6fagos
sédo células fagociticas de tecidos linfoides e néo linfoides. Estas células exercem
diversas fun¢des na resposta imune como regulacdo da homeostase, fagocitose de
patdégenos, apresentacdo de antigenos aos linfocitos e producdo de fatores de
crescimento (Gordon, 2002; Geissmann et al., 2010). De uma forma geral, os
macrofagos detectam e reagem a diferentes tipos de moléculas, patdgenos e
antigenos, além disso, também respondem a diferentes tipos de desequilibrios
fisiologicos que podem ser uma injdria tecidual ou a uma infec¢éo (Liddiard et al,
2011).

Macrofagos também sdo dotados de diversos tipos de receptores de
reconhecimento de padrdao (CD36, TLRs, etc.), que ao reconhecerem a algum tipo
de patégeno séo ativados e produzem diversos tipos de quimiocinas e citocinas, que
irdo iniciar a resposta imune inata (Liddiard et al, 2011; Murray & Wynn, 2011). A
importancia dos macréfagos na resposta imune foi demonstrada através de
experimentos, em que a deplecdo destas células em um modelo de peritonite
reduziu dramaticamente a producdo dos niveis de KC e MIP-2, o que prejudicou o
recrutamento de neutrofilos para o foco inflamatério (Cailhier et al, 2005). Estas
células séo divididas em subtipos de acordo com sua localizacdo anatébmica e
fenétipo funcional, ou seja, possuem especificacbes funcionais que estédo
criticamente relacionados com o microambiente anatdomico onde residem: pulmao,
baco, ossos, etc. (Gordon & Taylor, 2005; Murray & Wynn, 2011).
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No pulméo existem macrofagos em varios microambientes anatdémicos e
fluidos como uma populacdo heterogénea de células que atuam como sentinelas
para detectar e responder a infec¢cdes. Como células fagociticas, macréfagos
fagocitam particulas infecciosas e promovem a remocdo de células e detritos
citoplasmaticos através da fagocitose de células apoptdticas e ajuda na formacao da
resposta imune adaptativa através da apresentacdo de antigenos a linfécitos T
(Cline et al., 2017), entretanto, o papel dos macréfagos pulmonares na infeccdo

pelos virus influenza é extremamente complexa (Lietzén et al., 2011).

A importancia dos macréfagos na gripe foi demonstrada através de
experimentos de deplecdo de macrofagos alveolares em modelos murinos de
BALB/c infectados com virus A/Puerto Rico/8/34(H1N1) demonstraram uma maior
susceptibilidade de camundongos a uma coinfeccdo bacteriana secundaria nesses
animais (Ghoneim et al., 2013). Por outro lado, os macréfagos foram associados a
desfechos mais graves da doenca, uma vez que foi observado um intenso infiltrado
pulmonar de macrofagos secretando grandes quantidades de citocinas pro-
inflamatérias que é uma marca registrada na geracdo da cytokine storm na

pneumonia grave por influenza (Kobasa et al., 2007; Hogner et al., 2013).

Classicamente em relacdo a influenza, os macréfagos sdo suscetiveis a
infeccdo e as proteinas virais sdo produzidas, mas nenhuma progénie infecciosa do
virus é feita (Upham et al., 2010). Mas atualmente, € considerado que a replicacéo
de virus influenza ser efetiva ou ndo é uma questdo do tipo “macrofago-
dependente”, entretanto, os modelos mais eficientes de producéo de progénie viral,
até o momento, sdo melhores observados em infeccbes com virus altamente
patogénico H5N1 (Cline et al., 2017).

De uma forma mais genérica, os macréfagos infectados pelo virus influenza
tanto podem orquestrar a resposta imune do hospedeiro (Guilliams et al., 2013), mas
podem liberar citocinas de forma atipica e descontrolada - levando a cytokine storm
(Woo et al., 2010). A polarizacdo a uma dessas condi¢coes € complexa e pode ser
altamente influenciada pela presenca de diferentes estimulos no trato respiratorio,
tais como diferentes tipos de moleculares associados aos patégenos (PAMPS) que

poderiam ativar receptores especificos tais os TLRs (Quian & Cao 2013).
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1.7.3 Tempestade de citocinas (Cytokine Storm)

O termo cytokine storm foi utilizado pela primeira vez em 2003, para
descrever uma resposta imune extremamente exacerbada a infecgdo por influenza,
caracterizada pela produgédo potencialmente fatal e consistente de um ciclo de
retroalimentacdo entre citocinas e leucocitos (Yokota, 2003; Clark, 2007).
Atualmente, essa producédo descontrolada de citocinas induzidas pelo virus influenza
tem sido ligadas a respostas pro-inflamatorias descontroladas, que induzem

imunopatologia significativa e resultados graves da doenca (Tisoncik et al., 2012).

Usualmente, a cytokine storm, é divida em duas fases distintas e
complementares. A primeira fase é chamada de tempestade de citocinas primarias,
gue sao citocinas e quimiocinas produzidas pela acédo direta da infec¢cao pelo virus
influenza em células como macrofagos alveolares, células epiteliais e endoteliais do
ambiente alvéolo-capilar, tornando esse microambiente extremamente pro-
inflamatério. Essas citocinas e quimiocinas produzidas na primeira fase, recrutam e
ativam células como linfocitos T CD4*, CD8*, células natural killer (NK), células T
reguladoras (Tregs), entre outras, levando a um segundo round de producdo de
citocinas que é chamado de tempestade de citocinas secundérias (Figura 1.7) (Guo
& Thomas, 2017).
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Figura 1.8 - Esquema espacial e temporal da cytokine storm na infeccéo pelo
virus influenza.

Apoés a infeccdo de células epiteliais, os virus podem ser detectados por receptores
da imunidade inata e desencadear uma robusta producéo de citocinas, a primeira onda na
cytokine storm. Nessa primeira onda de citocinas primarias, células epiteliais do pulmao,
endotélias e outras células imunes produzem IFNs do tipo | e lll, IL-1B, IL-18, TNF-a, IL-6,
IL-33 e outras citocinas, principalmente para limitar a replicagéo viral e propagacgéo e para
iniciar uma resposta imune anti-viral (A). Ap0s o recrutamento e ativacdo por citocinas
primarias, células T CD8, células NK, ILC2s, Tregs, e as células Th2 podem secretar as
citocinas secundarias IFN-y, IL-10, amphiregulin e IL-5 com o objetivo de eliminar a infec¢éo

e restaurar a funcédo pulmonar (B). Fonte: Adaptado de Guo & Thomas, 2017.
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Na primeira fase da cytokine storm, podemos destacar os interferons (IFNs),
moléculas que induzem uma polarizacao de uma resposta imune antiviral através da
inducdo da expressdo de proteinas celulares que atuam nessa resposta. Os IFNs
sao classificados em trés tipos: tipo | (IFN-a e IFN-B), tipo 1l (IFN-y) e tipo 11l (IFN-A 1,
2 e 3 ou IL-29, IL-28a e IL-28b, respectivamente). Apesar de serem classicamente
classificadas como moléculas antivirais, varios estudos sugerem um papel
patogénico dos IFNs durante a infec¢do pelos virus influenza, j& que essas citocinas
super regulam a producdo de diversas outras citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias (Kato et al., 2005; Teijaro, 2015).

Os IFNs do tipo | estimulam as células epiteliais infectadas a produzirem IL-6,
IL-1, TNF-a, IL-8, MCP-1 e RANTES (também chamados de CCL2 e CCLS5,
respectivamente), que promovem um intenso infiltrado inflamatério no microambiente
pulmonar ao estimularem o recrutamento de mondcitos/macréfagos, linfocitos T e B,
e células Natural Killer (NK) (Adachi et al., 1997). Esse infiltrado, por sua vez, produz
ainda mais citocinas pro-inflamatorias, ampliando a resposta inflamatéria e
favorecendo a montagem de uma resposta Thl, necessaria para a imunidade
antiviral especifica. Além disso, a resposta celular é de grande importancia no
combate inicial a infeccdo pelo virus influenza, ja que as células T CD8+ possuem
papel crucial no clearance viral. Embora essas respostas celulares Thl e citotdxica
sejam essenciais para a eliminagao da infeccdo viral, a combinagdo com a grande
liberagcdo de citocinas pro-inflamatdrias (cytokine storm) acabam atuando em
sinergismo para causar um grande dano tecidual e o consequente agravo da

infecgdo (Bermejo-Martin et al., 2009; Ramana et al., 2009).

Os IFN-A também estdo envolvidos na resposta anti-influenza. Sua producéo
e sinalizacdo em outras células, como linfécitos, induzem a producdo de diversas
outras proteinas com propriedades imunomodulatérias. Os IFN-A reduzem a
producdo de citocinas relacionadas a resposta Th2 (IL-4, IL-5, IL-13, IL-14, IL-15),
favorecendo, assim, uma resposta Thl e, também, aumentando a citotoxicidade de
células T CD8 (Kelly et al., 2011), entretanto o seu papel na cytokine storm ainda

nao esta perfeitamente elucidado.

Como visto anteriormente, a producao de interferons pode desencadear uma

super expressdo de diversos outros fatores inflamatérios como as quimiocinas, que
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contribuem fortemente para gerar um intenso infiltrado celular. Entretanto, varias
guimiocinas também participam desse processo na primeira fase da cytokine storm.
Essas quimiocinas recrutam outras células do sistema imune, e com isso,
contribuem para o inicio da segunda fase da cytokine storm. No caso das principais
guimiocinas envolvidas na resposta anti-influenza, MCP-1, MIP-1a, RANTES, sua
producdo local e sistémica, além de seus efeitos como moléculas quimiotaticas
também sdo associadas a patogénese da infeccdo. Altos niveis destas moléculas
sdo encontrados no soro de pacientes infectados com cepas mais virulentas do virus
influenza, como H5N1 (Teijaro, 2015).

Além dos interferons e quimiocinas, outras citocinas estédo fortemente ligadas
a primeira fase da cytokine storm durante a infeccdo pelo virus influenza,
principalmente IL-6 e TNF-a. Altos niveis de TNF-a e IL-6 sdo normalmente
encontrados em pacientes infectados pelos virus H5N1 e HIN1pdmO09. Apesar da
correlagdo entre estas citocinas e a patogénese da infecgéo, estudos em modelos
animais sugerem que a auséncia de IL-6 ndo reduz a mortalidade dos camundongos
infectados e a sinalizacdo desencadeada € necessaria para o controle da replicagédo
viral nos pulmdes, pois leva a geracdo de células T helper e resposta por células B e

anticorpos (Teijaro, 2015).

A primeira fase da cytokine storm possui uma acao de restricao da replicagao
viral, porém também age no recrutamento e ativacdo de células efetoras que podem
executar uma eliminacdo mais extensa dos virus e células infectadas, e envolve

varios tipos de células que podem contribuir para a restauragcéo do tecido pulmonar.

Essas células iniciam um segundo round de producdo de citocinas, que
continuam o processo de clearence viral, atenuam a inflamagao e tentam restaurar a
funcdo pulmonar. Entretanto, varios trabalhos demonstram que a primeira e a
segunda fase da cytokine storm podem se retroalimentar, descontrolando a resposta
inflamatoria, e por consequéncia, causar ainda mais dano ao hospedeiro (Cheung et
al., 2002; Chan et al., 2005; Peiris et al., 2009; Guo & Thomas, 2017).

Dentre as citocinas da segunda fase, podemos destacar o IFN-y e a IL-10. O
IFN-y também pode possuir um papel tanto protetor, quanto deletério durante a
infeccdo pelo virus influenza. Durante a entrada e fusdo do virus na célula

hospedeira, € necessario que proteases intra e extracelulares clivem a HAO em HAL
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e HA2. As células permissivas a infeccdo no trato respiratorio sdo repletas destas
proteases, e possuem um papel importante na replicagéo viral e na resposta imune
inata j& que sdo mediadores inflamatérios através da ativacdo dos receptores
ativados por proteinase (RAPs). Existem 4 RAPs descritos (RAP 1-4) e, entre eles,
0s subtipos 1 e 2 ja foram associados a infec¢ao pelo virus influenza (Perrone et al.,
2010).

A ativacdo de RAP2 leva a producgao de IFN-y, que foi associada a reducgao
da replicacao viral nas células epiteliais, além da reducéo dos niveis de RANTES e
infiltrado de neutréfilos nos fluidos broncoalveolares, ou seja, contribui para o
estabelecimento de a uma potente resposta protetora anti-influenza (Perrone et al.,
2010). Entretanto, a ativagcdo do receptor RAP1, contribui para a exacerbagédo da
resposta pré-inflamatéria, levando ao aumento descontrolado da producdo de
citocinas, aumento da replicacéo viral, aumento da permeabilidade alvéolo-capilar,
edema e dano pulmonar, contribuindo, entdo para patogénese da infeccao (Brun-
Buisson et al., 2011). Outros trabalhos também demonstraram que o IFN-y ndo é
necessario para a recuperacdo da infeccdo, sugerindo que possiveis alteracdes na
concentracdo desta citocina e a presenca de outros fatores podem ser necessarias

para a definicdo do papel do IFN-y durante a infeccao (Perrone et al., 2010).

A IL-10 é outra citocina importante nessa fase mais tardia da cytokine storm,
possuindo um papel regulatério da resposta inflamatoria. Esta citocina regula
negativamente a imunidade inata e adaptativa durante varias infec¢des virais,

incluindo na infeccéo por virus influenza (Ouyang et al., 2011).

Na infeccdo por influenza, a IL-10 é altamente abundante, especialmente
durante o sistema imune adaptativo resposta (McKinstry et al., 2009; Phung et al.,
2017). Linfocitos T CD4 e CD8 séo os principais produtores de IL-10. No entanto,
apesar de sua funcao regulatoria priméaria na resposta imune, o papel da IL-10 na

infeccdo por influenza é extremamente complexa.

Na infeccdo pelo virus influenza, niveis séricos elevados de IL-10 estdo
correlacionados com inflamacdo pulmonar grave (Shen et al.,, 2011), e Obitos de

criancas durante a pandemia de 2009 (Phung et al., 2017).
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1.7.3.1 O papel do TNF-a na Cytokine Storm

A grande questdo que surge nos estudos relacionados a cytokine storm, na
infecgdo pelo virus influenza, é qual seria a citocina chave para o controle desse
fendmeno. Dentre essas citocinas, o TNF-a é considerado como o centro da
cytokine storm, sendo produzido principalmente na primeira fase da cytokine storm
por diferentes tipos de celulares, incluindo macrofagos alveolares, células

dendriticas, células epiteliais pulmonares (Guo & Thomas, 2017).

Um dos motivos que levam os pesquisadores a considerar o TNF-a como
uma citocina central na cytokine storm é o fato dessa citocina ser produzida por uma
grande variedade de células imunes, principalmente nas que fazem parte da
primeira fase da cytokine storm (Guo & Thomas, 2017), e que seu principal receptor,
TNFR1, parece ser expressado por todos os tipos de células, garantindo efeitos
generalizados desta citocina. Além disso, os efeitos pleiotropicos do TNF-a séo
ainda mais amplificados pela existéncia de uma superfamilia de proteinas TNF-a
gue é composta por 19 membros e que sinalizam através de 29 receptores
diferentes (Aggarwal, 2003). Esses dados demonstram que 0s eventos imunologicos
na infecgédo aguda por influenza, envolvendo a producéo de TNF-a, sdo complexos e

envolvem uma grande rede de interagfes de células e moléculas imunes.

O papel do TNF-a nessa rede de interacbes ndo esta completamente
elucidado, porém, os niveis de TNF-a demonstraram correlacionar-se com sintomas
graves na gripe humana (Fritz et al., 1999), e com a persisténcia da febre e
comprometimento pulmonar em modelos suinos (Kim et al. 2009). O envolvimento
dessa citocina em um desfecho deletério para o hospedeiro tem sido demonstrado
em diversos trabalhos, inclusive sendo utilizado como padrdo de avaliacdo da

gravidade de doenca (Peiris et al., 2009 Perrone et al., 2010).

1.7.3.2 TNF-a como potencial alvo terapéutico

Nas infecgbes mais graves pelos virus influenza, como H5N1 e HIN1pdmO09,
drogas imunomodulatérias comegaram a ser proposta como terapia adjuvante a
gripe. Lee (2017), publicou uma revisdo que demonstra que 0 uso precoce de
imunomoduladores associado a antivirais pode interromper a progressao da
pneumonia e induzir recuperacdo rapida de lesdes pulmonares em pacientes
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infectados pelo virus influenza e que, durante a pandemia de H1N1 de 2009,
pneumobnicas que se desenvolveram rapidamente apOs a infeccdo viral foram

resolvidas drasticamente dentro de 24 h apds o tratamento com corticosteroides.

Receptores de esfingosina séo criticos nas respostas imunes inatas (Rivera et
al., 2011) e os analogos de esfingosina tém mostrado potencial para controlar a
cytokine storm causada pelo virus influenza (Marsolais et al., 2009). O receptor 1 da
esfingosina-1-fosfato (S1P) suprime o recrutamento de células imunitérias através
da reducdo da producdo de citocinas e quimiocinas por células endoteliais
respiratorias na presenca de agonistas seletivos de S1P1, CYM-5442 e RP-002,
incluindo a produgéo de IFN-a, CCL2, IL-6, TNF-a e IFN-y, (Teijaro et al., 2011).

Entretanto, outros trabalhos j& mostram que essa estratégia pode nao ser tao
eficaz, uma vez que a utilizacdo do receptor S1P1 como terapia adjuvante ndo tem
efeito na replicacdo viral e podem até se correlacionar com o aumento da
suscetibilidade a infeccdo. Isto foi observado em camundongos tratados com DNA
gue codificava o fator de crescimento transformante 1 (TGF-B1), que inibia as
respostas eosinofilicas pulmonares, mas aumentou a suscetibilidade a Cryptococcus

neoformans, virus da gripe e virus respiratorio sincicial (Williams et al., 2005).

O uso de corticoides também é muito controverso na literatura, pois efeitos
causados pelo tratamento com estas moléculas sdo controversos com relacdo a
melhora do paciente, periodo de excrec¢do e carga viral (Souza et al., 2010; Brun-
Buisson et al., 2011; Lee, 2017). Vérios grupos demonstram que o uso de
corticoides para tratar pacientes com sindrome da dificuldade respiratoria do adulto
(ARDS - do inglés adult respiratory distress syndrome) secundaria a pneumonia
causada pela infeccdo com o virus influenza ndo apresentou beneficios. Inclusive, o
tratamento precoce desses pacientes foi associado com casos fatais, casos de
pneumonia mais grave e uma tendéncia para uma maior duracdo da ventilagao

mecanica (Brun-Buisson et al., 2011).

Devido aos fatos expostos até o momento nesse trabalho, a cytokine storm
passou a ser um dos alvos mais promissores nesse tipo de tratamento adjuvante
imunomodulatorio na infeccdo por influenza (Fage et al., 2017). Entretanto, esse
fenbmeno de producdo exacerbada de citocinas € muito complexo e os dados da
literatura em relacdo aos seus beneficios sdo controversos, o que sugere a
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necessidade da utilizacdo de um alvo especifico na cytokine storm. Além disso, para
todas as citocinas e quimiocinas mencionadas anteriormente, tem sido dificil provar
uma relacdo entre as moléculas individualmente e a patogénese da infeccéo, ja que
elas também sdo necesséarias para o controle e resolucdo da infeccdo pelo virus

influenza.

O equilibrio entre o controle imunolégico do virus influenza e a patologia é
bastante delicado. A modulacdo excessiva da resposta imunoldgica resulta na perda
do controle da infeccdo viral, enquanto a resposta inflamatéria exacerbada que
parece contribuir para a reducdo da replicacdo viral leva também ao agravo do
guadro infeccioso como um todo. O que nos leva pensar no TNF-a devido a seu

potencial papel como iniciador da cytokine storm (Guo & Thomas, 2017).

Devido a complexidade dos mecanismos moleculares e imunolégicos
desencadeados pela producdo de TNF-a, diversos modelos animais sao utilizados
para a elucidagdo desses eventos. Assim, modelos animais sdo necessarios para o
entendimento dos eventos que regem a patogénese do virus da influenza e a
transmissibilidade entre os hospedeiros, bem como para realizar avaliacdo pré-
clinica da eficacia de intervencdes preventivas e terapéuticas, como vacinas e,
principalmente antivirais (Thangavel & Bouvier, 2014). Diversos modelos animais
foram utilizados no passado para pesquisar varios aspectos da influenza mamifera,
incluindo camundongos, ratos, hamsters sirios, cobaias, furdes, caes, gatos, suinos
domeésticos e primatas ndo humanos, como rhesus, pigtailed e macacos cynomolgus

e, mais recentemente, saguis (Tripp & Tompkins, 2009; Thangavel & Bouvier, 2014).

Varios modelos experimentais corroboram a ideia da importancia do TNF-a na
patogénese do virus influenza. Camundongos deficientes de receptor 1 (TNFR1)
exibem reduzida mortalidade durante infeccdo pelo virus H5N1 (Szretter et al.,
2007). Além disso, camundongos que nao possuem TNF-R1/TNF-R2 e receptor de
IL-1 exibiram diminuicdo da morbidade e atraso na mortalidade com inflamacgéo
reduzida das vias aéreas, apos o desafio letal com H5N1 (Perrone et al., 2010).
Esses dados demonstram que o TNF-a contribui robustamente para o

estabelecimento de um quadro clinico desfavoravel para o hospedeiro.

Além disso, confirmando o papel de TNF-a na génese da cytokine storm,

estudos utilizando tratamento anti-TNF foi capaz de diminuir a producdo de duas
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citocinas extremamentes importantes nesse fendbmeno como a IL-6 e IFN-y, além de
diminuir drasticamente o infiltrado inflamatério no microambiente pulmonar de
camundongos BALB/c desafiados com o virus influenza A/FM/1/47(H1N1) (Shi et al.,
2013). Outros dados de modelos murinos provaram que tratamento utilizando
anticorpos anti-TNF pode reduzir a perda de peso e doenca apds desafio com virus
H3N2 (Hussell et al., 2001).

Devido ao exposto até o momento, esse trabalho visou esclarecer como o
virus Influenza e a HA, através da produlcao de TNF-a desencadeiam o processo de
necroptose e como esse processo impacta a resposta imune do hospedeiro e pode

determinar um desfecho letal no curso da infeccéo.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da infec¢do pelo virus influenza ser na maioria dos casos autolimitada,
sendo a maioria dos individuos infectados capazes de responder de forma eficiente
a doencga, o que leva a um desfecho benéfico, existem muitos casos de influenza
grave, inclusive letal. Os dados atuais da literatura, ainda nao definiram bem, quais
0s eventos imunolégicos que definem qual o desfecho final da infeccdo, o que
representa uma séria lacuna no conhecimento da doenca, dificultando, inclusive, o
controle e monitoramento da doenca sazonal, e formas de prevenir as futuras
pandemias. Entretanto, diversos trabalhos apontam para os macréfagos como

células chaves nesses processos resolucao/letalidade.

Macrofagos séo células que apesar de serem infectadas pelo virus influenza,
ndo sdo capazes de gerar uma progénie infecciosa, porém, orquestram a resposta
imune contra a infecgdo. Sendo assim, sdo células efetoras importantes na
determinacao do desfecho final da doenca. Logo, o conhecimento dos mecanismos
celulares desempenhados pelos macrofagos € extremamente importante no
conhecimento do curso natural da infec¢ao, além disso, podem determinar terapias
alternativas para o tratamento da gripe. Uma vez que a resposta inflamatoria
exacerbada esta associada aos quadros mais graves da doenca, e que 0s
macrofagos representam um dos grupos celulares mais importantes na montagem
dessa resposta deletéria ao hospedeiro, o presente trabalho focou exatamente
nessa dicotomia de resposta dos macrofagos na infecgcdo e como uma terapia anti-
inflamatéria focada nessa célula pode contribuir para um desfecho benéfico para a

populacao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar o potencial papel da producdo de TNF-a dependente da ativagao
de TLR4, no processo de necroptose na infec¢cdo pelo virus influenza e estimulagéo
por hemaglutinina e as consequéncias destes fendmenos na severidade da doenca.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar a inducao de necroptose por virus influenza e HA.

e Caracterizar o fendmeno de necroptose por virus influenza e HA.

e |dentificar a resposta inflamatdria induzida pelo processo de
necroptose.

e Verificar a eficacia do tratamento anti-TNF-a no controle do processo

de necroptose em modelos de influenza grave in vivo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Virus

O virus influenza A H1IN1 (PR8) foi expandido em células de rim canino
(Madin-Darby Canine - MDCK), segundo protocolo estabelecido Szretter, (2006). A
titulagdo do virus foi realizada pelo método de TCID50/mL. Assim, células MDCK
previamente semeadas em placas de 96 pocos, com densidade de 5X10%
células/poco foram expostas a diluicdes virais seriadas de base 10. Apés 72 h de
infecgdo, esses pogos foram avaliados seguindo metodologia descrita previamente
(Szretter et al., 2006). As agdes virais foram aliquotadas e armazenadas a -80 ° C

para estudos adicionais.

4.2 Células

4.2.1 Culturas primarias

Os macrofagos murinos foram diferenciados da medula Ossea de
camundongos da linhagem C57BL/6 conforme descrito por Schworer e
colaboradores (2014), essas células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640
(Sigma-Aldrich).

Os macrofagos humanos derivados de mondcitos foram obtidos através da
aderéncia plastica de células mononucleares de sangue periférico (PBMCS)
previamente isoladas por centrifugagdo por gradiente de densidade (Ficoll-Paque,
GE) a partir da separacdo de buffy coat de sangue de dadores saudaveis.
Resumidamente, os PBMCs foram plaqueados em placas de 48 pocos (NalgeNunc)
em meio DMEM (Sigma-Aldrich) contendo 10% de soro humano (HS, Milliipore) e
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich). As células foram mantidas em condi¢cfes
de cultura padrdo durante 6-7 dias para a diferenciacdo de mondcitos em
macrofagos. Em seguida, as células ndo aderentes foram lavadas e a camada de
macrofagos restante foi mantida em DMEM com 5% de HS. A pureza do macrofago

foi superior a 95%, conforme determinado por analise de citometria de fluxo
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(FACScan; Becton Dickinson) usando anticorpos monoclonais antiCD3 (BD
Biosciences) e anti-CD16 (Southern Biotech). Esta cultura foi suplementada com
10% de soro bovino fetal (FBS, HyClone), 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de

estreptomicina. As células foram cultivadas a 37°C numa atmosfera de CO? a 5%.

4.2.2 Culturas de linhagens celulares

Linhagem MDCK

Células MDCK, doadas pelo Recurso de Reagente de Influenza (IRR;
http://www.influenzareagentresource.org/) ao Centro Nacional de Influenza Nacional
(NIC), foram cultivadas em Meio MEM (LGC Biotecnologia), contendo 10% de soro
bovino fetal - FBS (HyClone), 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina. As células foram cultivadas a 37°C numa atmosfera de CO? a 5%.

Linhagem L929

Células da linhagem L929 (linhagem de fibroblasto murino), foram gentilmente
doados pelo Dr. Guy Zimmerman do Laboratério de Biologia Molecular e Genética
Humana da Universidade de Utah - Salt Lake, EUA. Linhagem foi cultivada para a

obtencao do fator GM-CFS (para diferenciacdo dos macréfagos murinos).

As células da linhagem L929 foram descongeladas e cultivadas em estufa
(Labline) a 37°C numa atmosfera de CO? a 5%, com o meio RPMI 1640 (LGC
Biotecnologia) contendo 10% de soro bovino fetal - FBS (HyClone), 100 U/mL de
penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina. Apés atingir uma confluéncia de 100% em
garrafas de cultura de 150cm? (CORNING), foi acrescentado 100mL do meio
descrito acima em cada garrafa e células foram incubadas em condicfes de cultura
por 7 dias. Apos o periodo de incubacéo, sobrenadantes das garrafas de cultura
foram recolhidos, filtrados em sistema de filtracdo de quinhentos mililitros de 0.22 pum
(MILLIPORE), e estocados congelados para posterior utilizagdo em cultura de

diferenciacdo de macréfagos da medula éssea.
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4.2.3 Estimulagéo e tratamento de culturas

Os macréfagos foram estimulados com LPS (10ng/mL); Hemaglutinina A
(diferentes concentracdes); infectados com o virus HIN1 - PR8 (MOI: 0,25). As
células também foram pré-tratadas ou ndo com 2 uM do inibidor farmacolégico de
TLR4, CLIO95 (Invivogen); com 10uM do inibidor pan-caspase Z-VAD-FMK
(Invivogen); com o 25uM do inibidor de RIPK1 Necrostatin-1 (Calbiochem) e com 1
ng/mL de anticorpos anti-TNF-a (R&D SYSYEM).

4.3 Animais

Foram utilizados camundongos selvagens da linhagem C57BL/6, que sao
mantidos no Centro de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) da Fundacéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz). Durante os experimentos, 0os animais foram mantidos no
Biotério do Pavilhdo Ozorio de Almeida, do Instituto Oswaldo Cruz. Animais machos
com peso entre 20 a 25g foram mantidos em gaiolas plasticas de micro isoladores
ventilados (Gabinete Biotério mod. EB-273, Insight, Brasil) com livre acesso a agua e
racdo, com temperatura controlada entre 22 a 24°C, e ciclos de claro e escuro com
duracédo de 12 horas. Os animais receberam uma dose de vermifugo (20 uL Petzi
Plus/Vetbrands em 180 uL de salina) por via oral (gavagem) e foram utilizados uma
semana apés o tratamento. Todos os procedimentos foram realizados apés a
aprovacdo pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Fiocruz sob as
licenca n° L-050-2015.

4.3.1 Infeccao e tratamento dos animais

Camundongos foram anestesiados com injecdo subcutdnea de cetamina
(60mg/kg) e xilasina (4mg/kg) e inoculados com 1X10° PFU de virus HIN1. Seis
horas apos a infeccdo, os camundongos foram tratados intraperitonealmente com
200ul de 2,5mg/kg etanercept (ENBREL®, gentiimente doado pelo Laboratério de
Pesquisa sobre o Timo - IOC) (dissolvido em agua). O tratamento foi realizado por 7

dias.
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4.3.2 Sobrevivéncia e perda de peso corporal

Para o estudo de sobrevivéncia (n = 10 animais por grupo), 0s camundongos
foram monitorados continuamente para a sobrevivéncia (15 dias) e perda de peso

corporal (8 dias). Essas experiéncias foram repetidas 3 vezes.

4.3.3 Obtencéo de tecidos

Para a obtencao de tecidos para diversas analises, posteriormente descritas,
animais controle e infectados (tratados ou n&o) foram profundamente anestesiados
com isoflurano (Abott). Apés a aplicacdo da anestesia os animais foram entao
perfundidos com 5 mL de salina nao estéril, para exclusdo de leucdcitos e hemacias.
O sistema de perfusdo continha um escalpe acoplado a uma bomba peristéltica
(MINIPULS 3-GILSON). Apés a perfusao, a cavidades toracica e peritoneal foram
expostas para retirada do tecido pulmonar, que foi pesado. O tecido pulmonar foi
colocado em criotubo e congelado instantaneamente em gelo seco, e depois
estocados em freezer -80°C para posterior andlises de citocinas, proteinas e western

blotting.

4.3.4 Lavado broncoalveolar — LBA

Os animais foram submetidos a eutanasia pela inalacdo de isoflurano e
procedeu-se a coleta de amostras de lavado broncoalveolar (LBA). Apds a
eutanasia, foi feita a exposi¢cao da traqueia e seccdo dos musculos adjacentes. Em
seguida, foi aberto um pequeno orificio na regido proeminente da cartilagem traqueal
para a insercdo de uma céanula acoplada a uma agulha de 21G (BD). O lavado
bronco-alveolar foi obtido pela injecdo de 2mL de PBS 1X gelado. Ao término do
processo, recuperava-se um volume aproximado de 1.5 mL do LBA por
camundongo. O LBA foi centrifugado a 0,2 G por 5 minutos, células e o

sobrenadante foram separados e estocados em freezer -80°C para futuras analises.
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4.3.5 Contagem total e diferencial das células do LBA

A contagem total de leucécitos do LBA foi efetuada em céamaras de
Neubauer em microscopio Optico (aumento de 10X), apds diluicdo das mesmas em
solucdo de Turk. As células do LBA foram diluidas 5 vezes no grupo controle e 10
vezes nos grupos infectados. A analise diferencial de leucécitos do LBA através de
citoesfregacos preparados em citocentrifuga (Cytospin3- Shandon — 0,05 g por 5
minutos). Os citoesfregacos foram corados pelo kit Panético (Laborclin), através de
imersdo por um minuto em cada uma das solugcbes que compde o kit. Foram
contadas 100 células consecutivas por citoesfregaco em microscopio de luz, com
objetiva de imersdo em 6leo (aumento de 100X). O valor absoluto de cada tipo
celular foi calculada a partir da porcentagem encontrada em relacdo ao namero total

de células.

4.3.6 Quantificacdo de proteinas

A concentragdo total de proteina LBA foi medida usando o kit de andlise de
proteina BCA (Thermo Scientific). Para isso, o reagente de trabalho foi preparado
adicionando-se cinquenta partes de Reagente BCA A e uma parte de Reagente BCA
B. Uma curva padrdo (de 0,01562 a 2mg/mL) foi construida através de diluicdes
seriadas a partir de albumina humana fornecida pelo fabricante. Um total de 25uL
das amostras de sobrenadantes das culturas foi adicionado em triplicata nos pogos
de placas de fundo em U (Nunc). Foram adicionados 200uL do reagente de trabalho
descrito acima nos pogos. A placa foi incubada em estufa (Labline) a 37°C por trinta

minutos e a leitura das amostras foi realizada a 562 nm na leitora de placas.

4.4 Quantificacao de Citocinas

Realizou-se dosagem de citocinas e quimiocinas nos sobrenadantes dos
macrofagos (humanos e murinos), no LBA e no tecido pulmonar dos animais. Para
as analises pulmonar, os pulmdes foram homogeneizados em 800uL de agua MILIQ
contendo um coquetel de inibidores de protease (Complete mini EDTA-free /Roche)

por trinta segundos, usando a Ultra-Turrax Disperser T10 basic (IKA). Apos a
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homogeneizacdo dos tecidos, estes foram centrifugados a 0,2g por 5 minutos e o

sobrenadante foi aliquotado para as analises.

Para realizacdo do ELISA placas de fundo chato (Nunc) para ensaio em
volume reduzido foram cobertas com o anticorpo de captura (50uL/poco) e seladas
com filme plastico. Apés incubacdo overnight a 4°C, as placas foram lavadas 4X
com tampao de lavagem (100uL/poco de 1L de PBS1X + 500uL de Tween® 20) e
incubadas durante 1 hora com a solucédo de bloqueio (50uL/poco de 100mL PBS 1X
+1g BSA (Sigma Aldrich)) a temperatura ambiente. A curva padrao foi diluida em
solucdo de bloqueio + Tween® 20 e aplicada na placa, bem como as amostras
(50uL/pogo). Apbs nova incubacgéo overnight a 4°C as placas foram lavadas 6X com
tampdo de lavagem e o anticorpo de deteccao diluido em solucdo de bloqueio+
Tween® 20 (50uL/poco) foi adicionado. Uma hora apos a incubacéo com o anticorpo
de deteccéo, as placas foram lavadas 8X com tampé&o de lavagem e foi adicionada a
solucdo de streptavidina-peroxidase (50uL/poco de 25uL de Streptavidina-
peroxidase (R&D)+ 5mL de Tampédo de bloqueio com Tween® 20). Trinta minutos
apos a incubagao no escuro, foi acrescida a solugao de 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina
(TMB, Sigma Aldrich), substrato para a reagao colorimétrica. Apos desenvolvimento
satisfatorio de cor na curva-padrdo, a reacdo foi parada com solucdo de parada
(50uL/pogo de 10,65mL de H2SO4 (Merck) + Agua MilliQ g.s.p. 1L) e a absorbancia

a 405 nm foi determinada pela leitora de placas (Spectr Max 190).

Foram feitas as quantificacbes das seguintes citocinas: TNF-a, IL-6, IL-10,
IFN-y, KCe MCP-1.

4.5 Quantificacao de 6xido nitrico (NO)

Para a dosagem da producdo de O6xido nitrico em nossas culturas foi
realizada quantificacdo da producédo de nitrito nos sobrenadantes através da técnica
de Griess (Thermo Scientific). Para isso, uma curva padrao (de 0,78125 a 100uM) foi
construida através de diluicdes seriadas a partir de nitrito fornecido pelo fabricante.
Um total de 25uL das amostras de sobrenadantes das culturas foi adicionado em

triplicata nos pocos de placas de fundo chato (Nunc). Foram adicionados 100uL de
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solucdo de Griess do kit. A placa foi incubada em estufa a 37°C por trinta minutos e

a leitura das amostras foi realizada a 590nm na leitora de placas.

4.6 Quantificacdo da Desidrogenase Lactica (LDH)

A dosagem de desidrogenase lactica (LDH) extracelular foi quantificada no
sobrenadante da cultura e no LBA pelo Kit LDH (Doles). Para isso, aplicou-se por
poco, 5uL de alimen férrico do kit em placas de fundo chato (Nunc) mais 25uL de
amostras mais 100uL de substrato do kit. Incubou-se a placa por 3 minutos a 37°C, e
depois do tempo de incubacéo aplicou-se 5uL de NAD e incubou-se a placa por
mais 5 minutos. Apés a incubacdo pipetou-se 100uL de solucéo estabilizadora. A
placa foi incubada por 10 minutos em temperatura ambiente e a leitura das amostras

foi realizada a 492nm na leitora de placas (Spectramax L).

4.7 Citometria de fluxo

Macrdéfagos e células do LBA foram diluidas em solugdo tampao de marcacéo
do kit (10X® células/mL), depois 100uL das amostras foram transferidas para um
tubo a parte e marcadas com 5uL de AnexinaV e 1uL lodeto de Propidio (PI) (BD
Biosciences) por 15 minutos para analises de morte celular. Cerca de 10.000
eventos foram adquiridos utilizando o FACSCalibur e andlises foram feitas utilizando
o software CellQuest. As analises foram realizadas utilizando o programa Cell Quest
(BD).

4.8 Western Blotting

O gel separador foi preparado e aplicado entre as placas que compdem o
sistema de suporte (BioRad). Alcool isopropilico (Merck) foi adicionado entre as
placas para evitar o contato do gel com o ar e acelerar o processo de polimerizagao.
Apoés a solidificacdo do gel, o isopropanol foi removido e as placas foram rinsadas
com agua MilliQ. Depois da secagem com papel de filtro, o gel de empilhamento foi
aplicado sobre o gel separador e o pente foi colocado entre as placas. Apos a
polimerizagao do gel de empilhamento, as placas foram transferidas para a cuba de
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eletroforese (BioRad), a qual se adicionou tampao de corrida suficiente para cobrir

totalmente o gel.

Um volume de lisado diluido em tampé&o de amostra correspondente a 10ug
de proteinas totais foi aplicado em cada poco. Aplicou-se também 4,5uL do padréo
peso molecular RainbowTM (Amersham). A cuba foi entdo conectada a uma fonte
(BioRad) programada para fornecer 120 Volts durante uma hora. Apés o tempo de
corrida, o gel foi removido das placas e a parte correspondente ao gel de
empilhamento foi descartada. O restante do gel foi imerso em tampdo de
transferéncia. Uma membrana PVDF (Immobilon-FL) foi cortada no tamanho do gel
separador e ativada por um minuto em metanol (Merck). Em seguida, a membrana e
os filtros de papel foram encharcados com tampao de transferéncia e colocados no
aparelho de transferéncia trans-blot dry (BioRad) formando um sistema composto
por filtro de papel, membrana de PVDF, gel separador e filtro de papel, de baixo
para cima. O aparelho foi entdo conectado a uma fonte (BioRad) programada para
fornecer 120V por uma hora e meia. Ao término da transferéncia, a membrana foi
retirada do aparelho e incubada em cerca de 7mL de tampao de blogueio por 30

minutos no agitador.

Em seguida, a solucdo de bloqueio foi descartada, e foi adicionado a
membrana 6mL de solugdo de bloqueio contendo os anticorpos anti-fosfo-RIPK1,
anti-MLKL e anti-RIPK3 e Anti-caspase-8 clivada (Cell Signaling Technology).
diluido 500X. As membranas ficaram incubando overnight, a 4°C, no agitador
(Labline). Apds a incubagdo, as membranas foram lavadas 3X por cinco minutos
com TBS/Tween® e incubada por uma hora e meia com anticorpo de camundongo
antilgG de coelho acoplado a fluoréforo (IRDye 680-RD) diluido 20.000x. Apés a
incubacao foi realizada a revelacdo no equipamento Odssey CIx (Uniscience). O
controle de carregamento foi feito pela deteccdo da expressao de B-actina. As duas
membranas foram lavadas 3x por cinco minutos com TBS/Tween®. As membranas
ficaram incubando por 15 minutos na solucdo de stripping (Unisciense), depois
foram realizadas mais 3x lavagens por cinco minutos com TBS/Tween®. As
membranas foram entdo blogueadas por 30 minutos e adicionado o anticorpo
primario de coelho anti-B-actina de camundongo (Sigma) por 30 minutos, a
temperatura ambiente no agitador (Labline). Apés este periodo foi realizada

novamente 3x lavagens por cinco minutos com TBS/Tween®. Incubamos por 30
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minutos com anticorpo secundario de cabra anti-lgG de coelho acoplado a fluoroforo
(IRDye 800-RD) diluido 20.000x e a revelacédo no Odssey ClIx (Uniscience).

4.9 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism (San
Diego, CA, EUA). Os valores de P foram calculados pelo teste t de Student néo
remunerado, exceto pelo PMC calculado com o teste de soma de classificacdo de
Wilcoxon. Os resultados sao expressos como média + SEM (mediana (IQR). O nivel

de significancia foi estabelecido em P < 0,05.
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LDH (UI/L)

5 RESULTADOS

5.1 Virus influenza e hemaglutinina sdo capazes de induzir o

processo de necroptose em macrofagos

Para determinar a inducdo de necroptose, macréfagos humanos e murinos
foram pré-tratados com inibidor de pan-caspase (ZVAD) ou inibidor de necroptose
(Nec-1) durante 2 horas. ApGs este periodo de pré-tratamento, os macrofagos foram
infectados com o virus da influenza (FLU) ou estimulados com hemaglutinina (HA)
por 24 horas para determinar seus mecanismos citotoxicos de morte celular. FLU e
HA foram citotdxicos para macréfagos, conforme determinado pela liberacdo de LDH
nos sobrenadantes das células. No entanto, o pré-tratamento com Nec-1 foi capaz
de reverter este efeito citotoxico tanto em macréfagos humanos (Fig. 5.1A) quanto
em macrofagos murinos (Fig. 5.1B) que foi confirmado pela técnica de citometria de
fluxo (Fig. 5.1C e fig. 5.1D). Uma vez que o fendmeno da morte celular era idéntico
em ambos os macrofagos murinos e humanos, decidimos realizar nosso modelo
murino nas demais analises. Além disso, o pré-tratamento Nec-1 foi capaz de inibir a
ativacdo de moléculas de via necrotica, como RIPK1, RIPK3 e MLKL (Fig. 5.1E e
5.1F).
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Fig. 5.1 - FLU e HA induzem o processo de necroptose em macréfagos. (A)
Avaliacdo da viabilidade celular por citotoxicidade através da quantificacdo de LDH em
sobrenadantes de macréfagos humanos e (B) macréfagos murinos infectados com FLU ou
tratados com HA ou TNF-a, que foram pré-tratados ou ndo com zVAD ou Nec -1. (C) Analise
da morte celular por citometria de fluxo, marca¢do de macréfagos murinos com Anexina V e
PI. (D) Western blots do lisado celular. (E) A quantificagdo dos niveis de fosfo-RIPK1, RIPK3
e MLKL, normalizado por B-actina em cada gel € mostrada. * P <0,05 em relacdo ao grupo
controle. # P <0,05 em relacdo aos seus respectivos estimulos sem pré-tratamento. Gréaficos

e imunoblots representativos de trés experimentos.

69



5.2 FLU e HA ativam a necroptose de maneira dependente da

ativacdo do TLR4

A via da necroptose pode ser desencadeada pela ativacdo de TLR"s (Ou et
al.,, 2017). Entdo, avaliamos a capacidade do virus da FLU e HA para induzir esse
fendbmeno de morte através da ativacdo do TLR4. Para isso, utilizamos o inibidor
farmacologico de TLR4 (CLI095), que foi capaz de reverter o efeito citotoxico nessas
células, conforme determinado pela liberacdo de LDH nos sobrenadantes das
células (Fig. 5.2A) e confirmado pela técnica de citometria de fluxo (Fig. 5.2B e
5.2C). HA foi capaz de induzir uma producéo significativa de TNF-a (Fig. 5.2D), que
foi dependente da ativacdo do TLR4, uma vez que o tratamento com CLI095 reduziu
drasticamente a producédo de TNF-a em todas as nossas condicbes experimentais
(Fig. 5.2E). Além disso, o pré-tratamento CLI095 foi capaz de inibir a expresséo de
fosfo-RIPK1 (Fig. 5.2F e 5.2G).

Para corroborar esses dados, utilizamos macréfagos diferenciados da medula
6ssea de camundongos WT, tlr4” e tlr2”-. As andlises citotoxicas demonstram que
FLU e HA induzem o extravasamento da LDH nos animais WT (Fig. 5.2H) e tlr2"-
macrofagos (Fig. 5.21), e esse fendmeno ndo ocorre nas células tlr4”- (Fig. 5.2H) .
Confirmamos esses resultados através da técnica de citometria de fluxo (Fig. 5.2J e
5.2K). Além disso, FLU e HA foram capazes de aumentar os niveis de RIPK1, RIPK3
e MLKL em WT e tIr2”- - macréfagos, o que nédo ocorre nos tlr4”- macroéfagos (Fig.
5.2L e 5.2M).
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IODETO DE PROPIDIO - PI
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Fig. 5.2 - FLU e HA ativam a via da necroptose de maneira dependente de TLRA4.
(A) Avaliacdo da viabilidade celular por citotoxicidade através da medicdo de LDH em
macrofagos murinos infectados com virus influenza ou tratados com HA, que foram pré-
tratados ou ndo com CLI095. (B e C) Analise da morte celular por citometria de fluxo,
através da marcagdo com Anexina V e PIl. (D e E) Quantificagdo da producéo de TNF-a em
sobrenadantes de cultura. (F) Western blots do lisado celular. (F e G) A quantificacdo dos
niveis de RIPK1, normalizada por B-actina em cada gel € mostrada. (H e I) Avaliacdo da
viabilidade celular por citotoxicidade através da medicdo de LDH em macréfagos murinos
tird” e tIr2"", respectivamente, infectados com virus influenza ou tratados com HA. (J e K)
Andlise da morte celular por citometria de fluxo em macréfagos tir4d” e tir2”,
respectivamente, marcados com anexina V e PI. (L) Western blots do lisado celular. (M) A
guantificacdo dos niveis de fosfo-RIPK1, RIPK3 e MLKL, normalizada por B-actina em cada
gel é mostrada. * P <0,05 em relacdo ao grupo controle e # P <0,05 em relacédo aos seus
respectivos estimulos sem pré-tratamento. Graficos e imunoblots representativos de trés

experimentos.
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5.3 A inducao da producao de TNF-a por FLU e HA contribui para a

ativacdo da necroptose

Para avaliar se TNF-a também contribui para a ativacao da via de necroptose,
realizaram-se experimentos usando anticorpo anti-TNF-a. O blogueio de TNF-a foi
capaz de reverter parcialmente o efeito citotoxico nestas células, conforme
determinado pela liberacdo de LDH nos sobrenadantes das células (Fig. 5.3A) e
confirmado por citometria de fluxo (Fig. 5.3B e 5.3C). Além disso, analises por
Western Blot demonstraram que a neutralizagdo de TNF-a foi capaz de diminuir os
niveis de RIPK1 em macroéfagos infectados com FLU e estimulados com HA (Fig. 3D
e 3E).
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para o estabelecimento da necroptose.
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Fig. 5.3 - Ainducdo da producdo de TNF-a por virus da Influenza e HA contribui

(A) Avaliacdo da viabilidade celular por

citotoxicidade através da medicdo de LDH em macrofagos murinos infectados com FLU ou

tratados com HA, que foram pré-tratados ou ndo com aTNF-a. (B e C) Analise da morte

celular por citometria de fluxo, através da marcacdo com anexina V e PI. (D) Western blots

do lisado celular. (E) A quantificagcdo dos niveis de fosfo-RIPK1, normalizada por 3-actina

em cada gel é mostrada. # P <0,05 em relacdo aos seus respectivos estimulos sem pré-

tratamento. Graficos e imunotransferéncia representativos de trés experimentos.
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IL-6 (pg/mL)

5.4 Necroptose induzida por FLU e HA promove um perfil de

resposta inflamatéria exacerbado

Para explorar o efeito da necroptose induzida por FLU e HA na resposta
inflamatoéria dos macréfagos, investigamos o perfil inflamatério das citocinas
produzidas por essas células. A producdo de IL-6 de macréfagos infectados com
FLU ou tratados HA foi drasticamente prevenida nos grupos pré-tratados com Nec-1
(Fig. 5.4A). Entretanto, a producdo de IL-10 ndo foi aumentada nos grupos pré-
tratados com Nec-1 (Fig. 5.4B). Para confirmar esses dados, medimos a producéo
de nitrito e observamos que também foram reduzidos nos grupos pré-tratados com
Nec-1 (Fig. 5.4C).
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Fig. 5.4 - Necroptose induzida por virus da FLU e HA promove um perfil de
resposta inflamatéria exacerbado. (A) Quantificacdo da producdo de IL-6, (B) IL-10 e
nitrito (C) em sobrenadantes de cultura infectados com FLU ou tratados com HA ou TNF-q,
gue foram pré-tratados ou ndo com zVAD ou Nec-1. * P <0,05 em relagao ao grupo controle.
# P <0,05 em relacdo aos seus respectivos estimulos sem pré-tratamentos. Graficos

representativos de trés experimentos.
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5,5 A ativacao de TLR4 por FLU e HA contribuem para uma

resposta inflamatéria exacerbada

Para avaliar o papel do TLR4 no perfil de resposta inflamatéria induzida pelo
processo de necroptose, bloqgueamos este receptor e medimos a producdo de
citocinas apdés o tratamento com FLU/HA. O pré-tratamento com CLI095 foi capaz de
prevenir a producdo de IL-6 (Fig. 5.5A). Além disso, os niveis de IL-10 foram
significativamente maiores nos grupos pré-tratados com CLIO95 e infectados com
FLU, porém ndo houve diferenca no grupo tratado com HA (Fig. 5.5B). Para
confirmar esses dados, o pré-tratamento com CLI0O95 foi capaz de reverter a
producéo de nitrito (Fig. 5.5C). Corroborando com os dados acima, macréfagos tlr4-"-
produzem quantidades significativamente mais baixas de TNF-a e IL-6 (Fig. 5.5D e
5.5E, respectivamente) e quantidades mais elevadas de IL-10 (Fig. 5.5F), enquanto
gue nado se observou alteracdes significativas nas quantidades de TNF-a, IL-6 e IL-
10 nos macréfagos tlr2”- em relagdo aos macréfagos WT (Fig. 5.5G, 5.5H e 5.5I,
respectivamente). Aléem disso, a producédo de quimiocinas MCP-1 e KC foi reduzida

nos tlir4”- macréfagos (Fig. 5.5J e 5.5K, respectivamente).
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Fig. 5,5 - A ativagdo de TLR4 contribui para uma resposta inflamatoria
exacerbada. (A) Quantificacdo de IL-6, (B) IL-10 e (C) nitrito em sobrenadantes de
macro6fagos infectados com FLU ou tratados com HA, que foram pré-tratados ou ndo com
CLIO95. (D, E e F, respectivamente) quantificagdo da producéo de TNF-a, IL-6 e IL-10 em
macréfagos WT ou tird™ e (G, H e |, respectivamente) em macréfagos de animais tIr2”. (J e
K, respectivamente) quantificacdo da producédo de KC e MCP-1 em macréfagos de animais
tird” e tlr2” * P <0,05 em relagdo ao grupo controle. # P <0,05 em relacdo aos seus

respectivos estimulos sem pré-tratamento. Gréaficos representativos de trés experimentos.
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5.6 A inflamacao da necroptose promovida pela FLU e HA depende
da producéo de TNF-a

Para confirmar a importancia da producdo de TNF-a na resposta inflamatoria
promovida pela necroptose, bloqueamos o TNF-a nas culturas de macrofagos. A
producdo de IL-6 foi drasticamente prevenida nos grupos pré-tratados com aTNF-a
(Fig. 5.6A). Além disso, a concentracdo de IL-10 foi significativamente maior nos
grupos pré-tratados com aTNF-a (Fig. 5.6B). Para confirmar esses resultados, a
producdo de nitrito foi medida, e a producdo desse mediador inflamatério foi
revertida nos grupos pré-tratados com aTNF-a (Fig.5.6C).
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Fig. 5.6 - O perfil de resposta inflamatoria da necroptose depende da producéo
de TNF-a. (A) Quantificacdo de IL-6, (B) IL-10 e (C) nitrito em sobrenadantes de culturas de
macrdéfagos infectados com FLU ou tratados com HA, que foram pré-tratados ou nao com
aTNF-a. * P <0,05 em relagc&o ao grupo controle. # P <0,05 em relacdo aos seus respectivos

estimulos sem pré-tratamento. Gréaficos representativos de trés experimentos.
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5.7 Tratamento anti-TNF-a tem efeito protetor em animais

infectados com virus da FLU

Uma vez que nossos resultados demonstram que a inducdo de necroptosis
por FLU e HA é dependente da producdo de TNF-a através da ativagao de TLR4,
investigamos o potencial terapéutico de Etanercept em um modelo de infeccdo por
FLU in vivo. Nossos resultados demonstram que o tratamento com Etanercept é
capaz de aumentar significativamente a sobrevivéncia de animais infectados com
FLU em relacdo a animais infectados e nédo tratados (Fig. 5.7A). Além disso, os
animais tratados com Etanercept tiveram uma manutengcdo do peso corporal,
enguanto os animais ndo tratados perdem peso gradualmente durante a infeccao
(5.7B).
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Fig. 5.7 - O tratamento anti-TNF-a tem efeito protetor em animais infectados
com virus influenza. (A) Os camundongos foram monitorados quanto a sobrevivéncia e (B)
perda de peso corporal. Os dados foram derivados de dois experimentos separados, com
um total de 20 camundongos por grupo (10 camundongos por grupo a cada vez). As curvas
de sobrevivéncia mostram dados até o dia 15 apés a infecgdo. # P <0,05 em relacdo aos
seus respectivos estimulos sem pré-tratamento. Graficos representativos de dois

experimentos.
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5.8 Tratamento anti-TNF-a previne a formacé&o de infiltrado

inflamatorio pulmonar

O tratamento com ENBREL aumentou o nimero de células mononucleares
na lavagem broncoalveolar (BAL) dos animais no terceiro dia, mas n&o interferiu
com o numero total de células presentes no BAL (Fig. 5.8A). No quinto dia pos-
infeccdo, o tratamento com ENBREL, apesar de nao inteferir no nimero de células
mononucleares presentes no BAL, diminuiu significativamente o numero de células

totais presentes no pulméao (Fig. 5.8B).
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Fig. 5.8 - O tratamento anti-TNF-a previne o processo inflamatoério
pulmonar. Quantificacdo da infiltracdo de células inflamatérias no BAL de
camundongos infectados com FLU. (A) No terceiro dia e (B) cinco dias apds a
infeccdo. * P <0,05 em relacdo ao grupo controle. # P <0,05 em relacdo aos seus
respectivos estimulos sem pré-tratamento. Gréaficos representativos de dois

experimentos.
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5.9 Tratamento anti-TNF-a previne a formac&o de edema pulmonar

Para provar a eficacia do nosso modelo in vivo, foram realizadas outras
avaliacOes inflamatorias. A quantificacdo de proteinas presentes no BAL demonstrou
gue o tratamento com ENBREL preveniu a formagéo de edema pulmonar tanto no

terceiro quanto no quinto dia pés-infeccéo (Fig. 5.9A e 5.9B, respectivamente).
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Fig. 5.9 - O tratamento anti-TNF-a previne a formacdo de edema pulmonar.
Avaliagdo do edema pulmonar no BAL de camundongos infectados com FLU. (A) No
terceiro dia e (B) cinco dias ap0s a infec¢do. * P <0,05 em relacdo ao grupo controle. # P
<0,05 em relacdo aos seus respectivos estimulos sem pré-tratamento. Gréficos
representativos de dois experimentos.
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5.10 Tratamento anti-TNF-a previne a formagao de um intenso

processo inflamatério pulmonar

Corroborando com nossos dados anteriores, o tratamento anti-TNF-a foi
capaz de inibir a producédo de TNF-qa, IL-6, IFN-y, MCP-1 e KC e aumento da
producdo de IL-10 no BAL desses animais tanto no terceiro quanto no quinto dia

pés-infeccdo (Fig. 5.10A e 5.10B, respectivamente) .
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Fig. 5.10 - O tratamento anti-TNF-a previne o processo inflamatério intenso
pulmonar. Quantificacdo da producdo de TNF-a, IL-6, IFN-y, KC, MCP-1 e IL-10 em
camundongos infectados com FLU. (A) Trés e (B) cinco dias apds a infec¢ao. * P <0,05 em
relagdo ao grupo controle. # P <0,05 em relacao ao grupo controle. Graficos representativos
de trés experimentos.
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5.11 O tratamento anti-TNF-a previne o processo de necroptose em

animais infectados com FLU

Finalmente, avaliamos a inducdo da necroptose em relacdo ao efeito do
tratamento anti-TNF-a em animais infectados com o virus da FLU. O teste de
citotoxicidade demonstrou que o tratamento com ENBREL foi capaz de diminuir
significativamente as quantidades de LDH presentes no BAL dos animais infectados
no terceiro e quinto dia pés infeccao (Fig. 5.11A e 5.11B, respectivamente). Estes
resultados foram confirmados através da técnica de citometria de fluxo, também no
terceiro e quinto dia pos-infeccado (Fig. 5.11C e 5.11D, respectivamente e fig. 5.11E).
A analise Western Blot demonstrou que o tratamento anti-TNF-a é capaz de diminuir
os niveis de fosfo-RIPK1, MLKL e aumentar os niveis de Caspase-8 no tecido

pulmonar dos animais infectados (Fig. 5.11F e 5.11G).
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Fig. 5.11 - O tratamento anti-TNF inibe a necroptose. (A e B) Avaliacdo da
viabilidade celular por citotoxicidade através da medicédo de LDH no BAL dos camundongos.
(C, D e E) Andlise da morte celular por citometria de fluxo, por rotulagem em células
apresenta em BAL dos camundongos. (F) Western blot do lisado pulmonar. (G)
Quantificacdo dos niveis de fosfo-RIPK1, MLKL e Caspase-8 clivada, normalizados por -
actina em cada gel. * P <0,05 em relac¢ado ao grupo CT. # P <0,05 em relacdo ao grupo FLU.

Gréficos e imunoblots representativos de trés experimentos.
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6 DISCUSSAO

Atualmente é bem definido que a infeccao pelo virus influenza na maioria dos
casos, € caracterizada por um quadro clinico relativamente brando e auto-resolutivo,
onde as células imunes inatas possuem papéis especificos no combate, no entanto,
esses papeéis de protecdo podem ser comprometidos na patogénese viral associada
a uma resposta imunoldgica descontrolada levando a pior resultado. A mortalidade
pode ser causada por danos no tecido do hospedeiro, aumento da replicacédo viral
ou ambos. Estes efeitos podem ser induzidos pelo virus ou por fatores genéticos do
hospedeiro, como maior sensibilidade das respostas de células inatas as particulas
virais (Cole & Ho, 2017). Grande parte de nossos saberes em relacdo a esses
mecanismos imunes efetores foram estabelecidos em modelos animais, uma vez
gue estudos em humanos, particularmente nos pulmdes, sdo dificeis de serem
estabelecidos e escassos. O conhecimento da relagcédo entre as células da imunidade
inata e a acdo patogénica do virus pode ser a chave para o estabelecimento de

estratégias para o gerenciamento da gripe.

Além disso, a gripe tem um grande impacto na saude publica, uma vez que é
uma das principais causas de morbidade na populacdo mundial (Damjanovic et al.,
2012), sendo a sua ocorréncia uma espécie de porta de entrada para varias
coinfec¢cdes secundarias (Cawcutt & Kalil, 2017), o que ficou ainda mais patente
durante a pandemia pelo virus influenza A HIN1 em 2009, quando uma etiologia
viral e bacteriana combinada foi detectada em cerca de 30% dos pacientes

hospitalizados com Influenza (CDC, 2009).

Devido a esses fatos, se torna cada vez mais urgente a compreensao, nao
apenas dos mecanismos de acdo do virus influenza no processo infeccioso, mas
também como a resposta imune inata pode provocar ainda mais danos ao
hospedeiro, visto que essa resposta descontrolada esta associada aos casos mais

graves da doenca.

Ja é conhecido que tanto os macréfagos alveolares quanto mondcitos
presentes na circulacdo pulmonar (Herold et al., 2006), em conjunto com outras

células imune, sdo capazes de orquestrar a resposta imune local de forma eficiente
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para o controle da infeccdo do virus influenza (Schneider et al., 2014; Pawelek et al.,
2016). Porém, apesar dos macréfagos, de uma forma geral, conseguirem controlar a
infeccdo e gerar uma resposta protetora ao hospedeiro, varios estudos demonstram
gue nos casos mais graves da doenca, os macréfagos estdo associados a Vvarios
fatores de danos produzidos no trato respiratério (Woo et al., 2010; Chen et al.,
2018).

Sakabe e colaboradores (2011) demonstram que a ativacao descontrolada de
macrofagos contribui para o estabelecimento da fisiopatologia da gripe através da
producdo exacerbada de citocinas pro-inflamatérias. Além disso, uma infeccéo pelo
virus da gripe induz um grande infiltrado de células inflamatérias ndo pulmonares,
principalmente monécitos que se diferenciam em maro6fagos, contribuindo para
amplificar a resposta imune, gerando o fenémeno de cytokine storm, o que serve
como um prognéstico para um resultado mais grave da patologia (Perrone et al.,
2008). Esses dados demonstram que o entendimento dessa dualidade de possiveis
resposta dos macréfagos na influenza (PROTECAO X DANO) pode ser crucial para

o0 estabelecimento de novas estratégias terapéuticas para a doenca.

Duas das grandes caracteristicas da fisiopatologia da influenza € a intensa
morte celular no sitio infeccioso, tanto de células epiteliais pulmonares, quanto de
macrofagos (Armstrong at al., 2012; Zeng et al.,, 2012) e a intensa producdo de
citocinas pro-inflamatorias produzidas no microambiente pulmonar (Tisoncik et al.,
2012). No entanto, apesar de nenhum trabalho, até 0 momento, conseguir relacionar
claramente como a morte de macréfagos junto com a cytokine storm, podem
contribuir para a piora do quadro clinico da gripe, ja foi demonstrado que esse
fendbmeno de morte dos macrofagos e a producdo exacerbada de citocinas estdo
associadas e contribuem para o estabelecimento das formas mais graves da doenca
(Aldridge et al., 2009; Chang et al., 2015; Wang et al., 2016).

Alguns estudos mostraram que a apoptose dos macréfagos alveolares pode
contribuir para o controle da infeccdo, que € o resultado da inibicdo dos fenbmenos
de replicacao viral e da producéo de citocinas pré-inflamatérias (Chang et al., 2015).
Mas se torna dificil entender como a apoptose de macrofagos poderia desencadear
o processo de producdo descontrolada de citocinas pro-inflamatorias, uma vez que a

apoptose é classicamente descrita como um mecanismo de morte celular de perfil
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anti-inflamatoério, o que nos leva a crer que um outro tipo de morte celular esta

envolvido nesse processo, a necroptose (Wang et al., 2016).

Nossos dados demonstraram que tanto a FLU como a HA sdo capazes de
induzir o processo de morte celular, no entanto, em noOssos experimentos,
confirmamos que o tipo de morte celular predominante em nosso modelo de

influenza grave, ndo foi a apoptose classica, mas a necroptose.

Nossos resultados demonstram, através da inibicdo farmacoldgica da
ativacao de RIPK1, que o processo de morte celular foi prevenido em macréfagos
estimulados por HA e infectados por FLU. Esse dado é extremamente relevante pois
demonstra que ndo apenas o virus induz a esse processo de morte, mas que
apenas uma proteina do capsidio viral, a HA, é capaz de desencadear esse
fendbmeno. Esse resultado torna ainda mais urgente o estudo da funcdo da
hemaglutinina na doenca, pois a HA € o principal componente da vacina anual para
influenza, e as estratégias de vacinacdo custeadas pelos governos sdo muito
focadas em grupos de pacientes com maior risco de desenvolver infecgcbes mais
graves, como criancas, idosos, mulheres gravidas e individuos imunossuprimidos.

Logo, entender o papel da HA, principalmente nesses grupos de risco, € primordial.

Além disso, nossos resultados confirmam o fato que este fenbmeno de morte
celular pode estar envolvido em um piora do quadro clinico na infec¢do pelo virus da
gripe, uma vez que desencadeia varios eventos inflamatdrios do tecido n&o-
pulmonar, promovendo infiltracdo inflamatoria, ativagdo de outras células imunes

através da ativacao de receptores de padrdo (Wang et al., 2016).

Entretanto, ndo se sabe exatamente quais seriam 0s mecanismos de ativacao
da necroptose na gripe, mas o que se sabe € que as células que sofrem esse
processo de morte celular, além de ter seus conteddos citoplasmaticos liberados
para o ambiente extracelular, que desempenham o papel de fatores associados ao
dano, eles também podem liberar produtos virais que ativam outros macrofagos,
ampliando assim a resposta inflamatéria. O que nos levou a considerar a
importancia dos receptores de imunidade inata nesse processo (Wang et al., 2016),

especialmente o papel do TLR4 na necroptose.
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Nossos dados demonstraram, em nosso modelo in vitro, que a promocao de
necroptose por FLU e HA é dependente da ativacdo do TLR4, o que observamos
ndo apenas através de ensaios de inibicdo farmacologica de TLR4 em macrofagos
murinos, mas também através de macrofagos derivados de animais tlr4”- desafiados
com FLU e HA. Além disso, para confirmar que nossos dados ndo foram artefatos ou
gue outro TLR de superficie importante na gripe pudesse estar interferindo no
processo, N0ssos experimentos com macréfagos de animais tIr2”- sugerem que TLR2
ndo participa do processo de necroptose em infec¢des pelo virus influenza. Porém,
apesar de podermos afirmar se a HA ativa direta ou indiretamente TLR4, nossos
resultados sdo corroborados com os dados na literatura, que ja demonstram o

potencial imunogénico do HA (Liu et al., 2010).

Nosso trabalho demonstra que essa ativacdo de TLR4 pode ser a chave para
o0 desencadeamento de diversos outros fatores de amplificacdo da resposta
inflamatoéria no tecido pulmonar, pois a morte celular intensa promovida pela
ativacdo desses receptores pode gerar uma onda de producdo de diversos
mediadores inflamatérios. Entretanto, a resposta imune gerada por FLU e HA é
complexa, e além disso, TLR4 também pode induzir a apoptose (Ermolaeva et al.,
2008), o que nos levou a investigar quais outros fatores poderiam estar associados a

TLR4 na geragao do processo de necroptose.

Como o fendmeno de cytokine storm € um dos processos mais importantes
nos casos graves de gripe e que uma das citocinas mais importantes e centrais
nesse processo € o TNF-a, ou seja, a acdo dessa citocina nesse fenbmeno de
necroptose é dependente da ativacdo de TLR4. Nossos dados sugerem que a
ativacdo de TLR4 induz a producdo acentuada de TNF-a, que atua paracrina e
autocrinamente sobre os macrofagos, ampliando o sinal de necroptose. Nossos
dados de inibicdo de TNF-a mostraram uma prevengao parcial da necroptose, o que
pode ser explicado pelo fato de termos usado anticorpos de deteccao de kit de
ELISA (R&D System) em uma concentracdo que pode estar subestimando o real
potencial de nossos experimentos. Ainda assim, nossos dados demonstram que

TNF-a participa de forma ativa de processo de indugao de necroptose.

Além disso, esse processo ativagdo de TLR4 mais a producédo subsequente

de TNF-a, ndo apenas induz a necroptose, como a uma resposta inflamatoria
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extremamente agressiva, uma vez que nossos ensaios de inibicdo farmacoldgica de
necroptose, TLR4 e TNF-a mostraram uma prevengéo significativa da produgéo de
diversos mediadores inflamatérios como IL-6 e Oxido nitrico. Também avaliamos a
producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10, e em nossos dados de inibicdo de
necroptose nao vimos diferencas significativas, o que pode ser explicado pelo fato
dessa citocina ser produzida em uma segunda onda da cytokine storm, e por outras
células que migram para o pulméo na infeccao.

Porém, nossos dados sugerem que TLR4 pode ser de importancia chave na
regulacdo da resposta inflamatéria na patologia da influenza tanto no controle da
necroptose, quanto na inibicdo de TNF-a, uma vez que a producdo de IL-10 foi
significativamente aumentada em nossos ensaios de inibicdo farmacologica de TLR4
e em nossos ensaios utilizando macrofagos de animais tlr4”. Nesses dados,
observamos uma relacao inversamente proporcional na relacdo TNF-a/IL-10, onde o
aumento da producéo de IL-10 foi acompanhado pela diminuicdo de TNF-a. Uma
vez que, como jA comentamos anteriormente nesse trabalho, a IL-10 ndo é uma
citocina produzida no inicio da cytokine storm e que TNF-a & a citocina central
desencadeadora desse fenbmeno, podemos observar em nossos dados uma
possivel forma de controle dos fenbmenos de morte celular e cytokine storm, onde a
inibicdo da producdo de TNF-a pode ser um potencial alvo terapéutico no controle

das formas graves de influenza.

Nessa linha de pensamento, a busca de novos tratamentos se tornou ainda
mais urgente, pois, apesar dos medicamentos antivirais poderem ser usados para
tratar ou prevenir a infeccdo por influenza, durante as Ultimas estacfes de gripe,
foram identificadas altas taxas de resisténcia aos antivirais existentes,
principalmente nos periodos de surtos em ambientes de saude, como hospitais e
instituicdes residenciais (Boktor & Hafner, 2017). Além disso, resisténcia a antivirais
classicos como Oseltamivir, zanamivir e peramivir que pertencem a familia de
inibidores da neuraminidase tém sido baixos nas estacdes de gripe recentes, mas o
virus pode mutar e desenvolver resisténcia a qualquer momento. Devido a isso, a
descobertas de novos tratamentos que também tenham como alvo a regulacéo e
controle da resposta inflamatéria na infecgdo por influenza pode ser a melhor

estratégia tanto como tratamento principal, como terapia adjuvante.
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Bloqueadores de TNF-a, como infliximab, adalimumab, golimumab e
etanercept, foram aprovados para o tratamento da artrite reumatéide e outros
doengas imunomediadas. Assim, existe um grande interesse em investigar o uso de
inibidores de TNF-a no tratamento de doencas infecciosas (Campbell et al., 2011).
Além disso, nossos dados em concordancia com evidéncias recentes também
identificaram um papel imunorregulador para esta citocina (Suresh et al., 2005;
Damjanovic et al., 2011).

Uma estratégia terapéutica que tem surgido com for¢ca nos ultimos anos € o
uso de anticorpos monoclonais (mAbs) quiméricos, que funcionam como receptores
solaveis, impedindo que as moléculas alvo se liguem aos seus receptores naturais
presentes nas células destino (Martin & Bugelski, 2012). Esses anticorpos
quiméricos, também chamados de produtos biofarmacéuticos sao proteinas

humanas que sdo fabricadas em células através de engenharia genética.

Tradicionalmente, os produtos biofarmacéuticos consistem em formas
recombinantes de proteinas humanas enddgenas para terapia de reposi¢cdo ou
anticorpos monoclonais e receptores soluveis de “iscas" que inibem as acoes
farmacoldgicas de proteinas ou patdégenos humanos enddgenos (Walsh, 2010). Ja
no caso de biofarmacos inibidores de receptores como PAMPS, os sitios ativos de
ligacdo desses receptores sdo frequentemente fundidos com o fragmento Fc de uma
IgG humana (proteinas de fusdo) para melhorar a sua disposi¢cdo, tornando-os

"semelhantes aos anticorpos” (Rojko et al., 2008).

Etanercept (ENBREL®) (Figura 1.9), um agente anti-TNF-a, € uma proteina
dimérica resultante da fusdo do receptor de TNF-a humano p75 ligado a porgao Fc
de IgG1 humana (FDA, 2018), produzida por tecnologia de DNA recombinante num
sistema de expressdo de mamifero, o ovario de hamster chinés. O etanercept é
constituido por 934 aminoacidos e tem um peso molecular aparente de
aproximadamente 150 kilodaltons. Esse biofarmaco € utilizado no tratamento de
artrite reumatoide, artrite psoriasica, espondilite anquilosante e psoriase (Europa EU,
2017).
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Figura 6.1 — Representacao diagramatica da estrutura do Etanercept.

Representacdo do anticorpo monoclonal resultante da fusdo da porcdo p75 do
receptor de TNF-a (A) com a porcao fc de IgG humana (B). Fonte: Adaptado de Poter et al.,
2016.

Apesar de ser utilizado classicamente na clinica no tratamento artrite
reumatoide, seus efeitos anti-inflamatérios, imunorreguladores e de protecdo celular
levaram varios grupos de pesquisa a estudar o potencial uso desse biofarmaco
como tratamento de outras patologias e doencas como doenca de Chagas (Barreto-
de-Albuquerque et al., 2015) e cancer (Yang et al., 2017). Corroborando com esses
dados, alguns trabalhos demonstram que esse biofarmaco além de controlar além
de seu potencial papel no controle da cytokine storm, também inibe o processo de
necroptose em modelos in vitro de células mieldides leucémicas (Chromik et al.,
2014, Safferthal et al., 2017).

Safferthal e colaboradores (2017) identificaram que a secrecdo do TNFa
contribui para um loop sinalizagdo autécrina/paracrina como mediadores criticos da
necroptose em seus modelos in vivo, e que a utilizacdo de etanercept contribuiu
significativamente para inibir o processo de necroptose. Esses dados indicam o
potencial papel de etanercept tanto no controle do processo inflamatério quanto no

controle da necroptose.
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7

Uma vez que esse tratamento ja € utilizado em tratamentos clinicos, seus
efeitos adversos j4 s@o conhecidos. Enbrel é contraindicado em pacientes com
septicemia ou em risco de desenvolver uma septicemia. O tratamento ndo deve ser
iniciado em pacientes com infec¢des ativas sérias, incluindo infeccées crénicas ou

localizadas. Este medicamento é contraindicado para menores de 4 anos de idade.

Baseado nesse racional, e tendo em vista 0S nossos resultados
demonstrando que FLU e HA ativam TLR4 induzindo a producdo descontrolada de
TNF-a o que culmina com a morte celular por necroptose dos macréfagos, e que
esse fendbmeno contribui para o estabelecimento de manifestacbes mais graves da
doenca, nosso trabalho explorou essa vertente emergente, utilizando uma terapia

anti-TNF-a ja utilizada na clinica atualmente, em um modelo de infec¢éo in vivo.

Em nosso modelo murino de infeccdo grave por virus influenza, o tratamento
foi capaz de aumentar a sobrevida dos animais durante o curso da doenca e
também conseguiu manter o peso corporal dos camundongos, comprovando que
nosso modelo experimental de tratamento anti-TNF-a esta de acordo com os dados
publicados de Shi e colaboradores (2013), que também demonstram o potencial uso
de etanercept no tratamento da gripe. Além disso, esse mesmo grupo demonstrou
nesse trabalho que o tratamento com etanercept induziu a uma maior expressao de
RNA mensageiro de TLR4, o que reforca ainda mais os nossos dados in vitro da
importancia de TLR4 na gripe.

Além disso, em nosso trabalho, observamos que o tratamento anti-TNF-a foi
capaz de aumentar o numero de células mononucleares no pulméo desses animais
apos trés dias de infeccdo, o que pode ser um indicativo de uma menor morte celular
dessas células, entretanto ndo observamos esse mesmo fendmeno no quinto dia
pés infeccdo, o que sugere um efeito mais agudo desse tipo de tratamento, ou seja,

agindo justamente no inicio do estabelecimento do processo inflamatorio da doenca.

Como este processo de morte celular, além de provocar uma resposta
inflamatéria robusta no tecido pulmonar, também é capaz de desencadear uma
resposta imune descontrolada, avaliamos mais parametros inflamatorios em nosso
modelo que demonstrou que o tratamento anti-TNF-a diminuiu a formagao de edema

pulmonar e afetou diretamente a cytokine storm, pois o tratamento preveniu a
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producdo de todas as citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias e induziu um
aumento da produgéo de IL-10 presentes no BAL desses animais. Esses dados em
conjunto com o trabalho de Shi e colaboradores (2013) demonstram o potencial
imunorregulador de TNF-a, entretanto nenhum trabalho ainda foi publicado
relacionando o tratamento anti-TNF-a com a necroptose de macrofagos na infecgao
por influenza.

Devido a isso, e uma vez que a morte macica de macréfagos neste
microambiente, juntamente com a produgdo de varios fatores inflamatorios
principalmente o TNF-a, causam sinergismo deletério ao hospedeiro, realizamos
todas as avaliacbes de morte celular jA demonstradas anteriormente em nosso
modelo in vivo. Em nossos dados observamos uma menor quantidade de LDH no
BAL desses animais, tanto no terceiro quanto no quinto dia pos-infeccdo, o que

indica uma amenizacao do efeito citotoxico no microambiente pulmonar.

Esses dados de LDH, classicamente indicam um processo de necrose, pois a
enzima lactato desidrogenase € uma molécula citoplasmética e a presenca dela no
lavado indica um intenso colapso das membranas plasmatica das células presentes
em um determinado local. Para comprovarmos que esse fenbmeno é a necroptose,
avaliamos a morte celular também por citometria de fluxo onde confirmamos que o
tipo de morte mais proeminente em nosso modelo ndo € a apoptose, e que O
tratamento anti-TNF-a foi capaz de promover uma espécie de reversao do tipo de
morte celular de necroptose para apoptose, 0 que esta coerente em relacdo aos
nossos dados de producédo de citocinas, pois a apoptose é um tipo de morte celular
mais relacionada a processos anti-inflamatoérios e de regulacdo, e além disso, na
necroptose, temos o extravasamento do conteudo celular que podem funcionar
como DAMPs e produtos virais que podem agir como PAMPSs, 0 que acontece na
apoptose, ou seja, o tratamento anti-TNF-a diminui significativamentea morte celular
dos macréfagos, polariza a morte celular de necroptose para apoptose, que por sua
vez impede que varios fatores de amplificacdo da resposta inflamatéria sejam

lancados no microambiente pulmonar.

Para confirmar que a morte celular que estamos observamos em nosso
modelo experimental in vivo é a necroptose, avaliamos a presenca das moléculas
envolvidas na via de ativacdo dessa morte celular, onde observamos que os niveis

de RIPK1 e MLKL estavam aumentados no pulmédo desses animais infectados com
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o0 virus influenza além disso, confirmamos que niveis de caspase-8 estavam
reduzidos em nosso modelo, o que demonstra o processo de necroptose no pulméao
desses animais. E corroborando com nossos dados in vitro e in vivo, que TNF-a é
uma molécula chave no processo de necroptose, o tratamento anti-TNF-a foi capaz
de diminuir os niveis de RIPK-1 e MLKL e aumentar os niveis de caspase-8 no
pulméo desses animais.

Nossos achados in vitro do bloqueio da TNF-a, juntamente com nossos
resultados in vivo utilizando Etanercept demonstraram que o tratamento anti-TNF-a
pode ser uma poderosa arma no controle da fisiopatologia da, bem como na
prevencado da intensa morte celular na doenca. A protecdo conferida aos animais
tratados com Etanercept reflete um melhor quadro inflamatério demonstrado pelo
presente trabalho. Além disso, nossos dados, junto com relatos da literatura
demonstram a importancia do eixo TLR4/TNF-a/Necroptose na fisiopatologia da
influenza, uma vez que nossos dados mostram que o fendmeno de necroptose é
prevenido em nosso modelo experimental e que o tratamento com Etanercept é
capaz de diminuir significamente a expressdo de RNAm de TLR4 nos pulmdes de

animais tratados com Etanercept (Chi et al., 2013).

Acreditamos que o presente trabalho possui uma grande significancia no
campo da saude publica, pois uma vez que a variabilidade genética do virus da
influenza (o que contribui para o aparecimento de cepas resistentes), e seu amplo
espectro de hospedeiros dificulta o controle das infeccdes, 0 que torna cada vez
mais urgente a compreensdo dos mecanismos que regem a fisiopatologia dessa
infeccdo, e com esse conhecimento, a proposicdo de terapias alternativas para a
saude da populacdo, mas acreditamos que novos estudos devem ser realizados
para uma melhor compreensdo desses processos que gerem 0S casos mais graves

da doenca.
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7 CONCLUSOES

Podemos concluir que o virus influenza e a hemaglutinina sdo capazes de
ativar o receptor TLR4, apesar de ndo podermos afirmar se esse processo € de
forma direta ou indireta. Essa ativacao induz a producao exacerbada de TNF-a que
funciona como o estopim para desencadear 0 processo de necroptose nos
macrofagos, e que esse processo contribui para o estabelecimento da cytokine
storm.

Além disso, podemos concluir que o tratamento anti-TNF-a € capaz de
prevenir a necroptose promovida pelo virus influenza e que esse tipo de abordagem
€ um potencial tratamento para o controle dos principais eventos imunopatoldgicos
oriundos dessa infecgdo, como a cytokine storm e a necroptose, ou seja, pode ser
um tratamento que aliando a uma intervengdo antiviral, pode contribuir para um

desfecho mais benéfico para o hospedeiro.
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