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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Thauane dos Santos Correia da Silva

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) mostram que a gripe € uma doenga que
afeta com gravidade de 3 a 5 milh6es de pessoas em todo o0 mundo promovendo, anualmente,
de 290 a 650 mil mortes. A gravidade da doenga pode ser ainda maior quando surgem cepas
pandémicas, para as quais a populacdo tem pouca ou nenhuma imunidade. Portanto, os virus
influenza sdo considerados os principais agentes virais causadores de infec¢des respiratorias
agudas e tem grande importancia epidemiolégica. Durante a infeccdo por influenza, o
interferon liberado na resposta imune inata induz cascatas de sinaliza¢des intracelulares,
levando a expressado de diferentes genes. Muitos desses genes codificam proteinas nas
células, incluindo os fatores de restricdo (FRs). E largamente descrito na literatura que os FRs
presentes nas células do hospedeiro sdo proteinas antivirais, que atuam sobre a replicacao
de diversos virus, prejudicando o ciclo infeccioso desses patdgenos. Nosso grupo ja observou
que uma proteina do HIV-1, gpl20, é capaz de inibir a replicacdo do virus influenza
A(H1IN1)pdmO09. Sendo assim, visamos investigar se ligantes dos receptores CCR5 (R5) e
CXCR4 (X4) poderiam modular fatores restritivos de forma a inibir a replicagdo do virus
influenza. Para isso, células A549 foram expostas aos ligantes endégenos dos receptores R5
e X4, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL12 ou exogenos, gpl20 R5-tropicos e gpl20 X4-tropicos.
Entdo, as células foram infectadas com o virus A/H3N2 com MOI 2 por 1h. ApGs 24 h, o titulo
viral foi avaliado por RT-PCR em tempo real. A monocamada celular foi exposta aos ligantes
de R5 e lisada para avaliacdo dos niveis de RNAm de diferentes FRs, utilizando um painel.
Em seguida, as células A549 foram expostas aos ligantes de R5 e lisadas para a quantificacéo
do nivel proteico do FR SAMHD1 por immunoblotting. Realizamos também um ensaio
funcional no qual células A549 sofreram knockdown para SAMHD1 e foram infectadas com o
A/H3N2. Adicionalmente, as células foram tratadas com guanosina para avaliar o papel
regulatério de dNTPs por SAMHD1. Nossos resultados mostraram que a exposi¢do aos
ligantes enddgenos e exogenos inibiram a replicacéo do virus influenza em torno de 50%, em
células A549. Através do painel de RNAmM para FRs, observamos aumento de 4X dos
transcritos para o FR SAMHD1. Observamos também que os ligantes de R5 aumentaram o
contetdo proteico de SAMHD1 em até 3X. Com o experimento funcional de knockdown,
observamos que a diminuigcéo dos niveis proteicos de SAMHDL leva ao aumento da replicacéo
viral, no modelo utilizado. O tratamento com guanosina em células expostas aos ligantes de
R5 inibiu ainda mais a replicagdo do virus influenza, sugerindo que o mecanismo inibitério
possa ser mediado pela ativacdo da atividade de desoxinucleotideo trifosfohidrolase de
SAMHD1. Sendo assim, nossos dados mostram pela primeira vez uma relacdo direta de
SAMHD1 com inibicdo da replicacdo do influenza, além disso, traz perspectivas para novos
estudos sobre a modulagédo de sinalizagfes, através de receptores celulares, para induzir
proteinas de grande importancia no controle de infec¢bes virais relevantes para a saude
publica.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN CELULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Thauane dos Santos Correia da Silva

Data published by the World Health Organization (WHO) shows that influenza is a disease that
infects 3 to 5 million people worldwide annually, reaching 290 to 650 thousand deaths. The
disease severity can be even greater when pandemic strains, against which the population
has little or no immunity, emerge. Therefore, influenza viruses are the main viral agents
causing acute respiratory tract infections and are of great epidemiological importance. During
influenza infection, the interferon released during the innate immune response induces
cascades of intracellular signaling, leading to the expression of different genes, including
several encoding restriction factors (RFs). Previous studies from literature show that a variety
of RFs have antiviral activity, and are able to interfere with the replication and impair the
infectious cycle of different types of viruses. Our group showed that the HIV-1 protein gp120
is able to inhibit the replication of influenza A(H1IN1)pdmOQ9 virus. Thus, in the present study,
we aimed to investigate whether ligands of the CCR5 (R5) and CXCR4 (X4) receptors could
modulate RFs, in order to inhibit the replication of the influenza virus. For this purpose, A549
cells were treated with R5 and X4 endogenous or exogenous ligands, such as CCL3, CCL4,
CCL5, CXCL12, gp120 R5-tropic and gp120 X4-tropic. Then, we infected the treated cells with
the A/H3N2 virus at multiplicity of infection (MOI) of two for one hour. After 24 hours, the viral
titre was evaluated by gRT-PCR. We lysed R5 ligand-treated cells for evaluation of RF mRNA
using a quantification panel. Next, R5 ligand-treated cells were lysed for evaluation of FR
SAMHDL1 protein levels by immunoblotting. We also performed a functional assay in which
SAMHD1-knocked-down A549 cells were infected with A(H3N2). In addition, the cells were
treated with guanosine to assess the regulatory role of dNTPs by SAMHD1. Our results show
that exposure to endogenous and exogenous ligands inhibits influenza virus replication by 50%
in A549 cells. Using a RF mRNA gquantification panel, we observed a four-fold increase in
SAMHDL1 transcripts. We also observed that R5 ligands promoted an increase up to three-fold
in the protein content of SAMHDL. In the functional knockdown assay, we observed that the
decrease of the protein levels of SAMHD1 leads to the increase of viral replication, in A549
cells. Guanosine treatment in cells exposed to R5 ligands further inhibited influenza virus
replication, suggesting that the inhibitory mechanism may involve the activation of the
SAMHD1 deoxynucleotide triphosphohydrolase activity. Thus, our data show for the first time
a direct relationship of SAMHD1 and inhibition of influenza replication and provides
perspectives for new studies on the signaling modulation, through cellular receptors, to induce
proteins of great importance in the control of infections relevant for public health.
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1 INTRODUCAO

1.1. Virus influenza

1.1.1. Transmissao e sintomas

O virus influenza é o agente etiolégico da gripe, uma infeccao respiratéria
contagiosa que causa desde infec¢des brandas a doencas respiratérias graves, como

pneumonia e a sindrome respiratdria aguda grave (SRAG) (1).

O periodo de incubagdo do virus no hospedeiro € de um a quatro dias
dependendo da carga viral e do estado imunolégico do hospedeiro e causam

manifestacdes clinicas que sdo classificadas como sindrome gripal (SG) e SRAG.

A SG se caracteriza pelo aparecimento subito de febre, cefaleia, dores
musculares (mialgia), tosse, dor de garganta e fadiga, sendo a manifestacdo mais
comum (Figura 1.1). A SRAG se caracteriza pela dificuldade respiratoria e héa
necessidade de hospitalizacdo com ventilacdo mecanica devido a diminuicdo da
saturacao de oxigénio (1). Além disso, nos casos mais graves, a infec¢ao pelo virus
influenza pode causar pneumonia, miosite, comprometimento do sistema nervoso

central e 6bito (2-5).
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Figura 1.1: Principais sintomas da infec¢ao pelo virus influenza.

Fonte: Adaptado de Lovelock, 2009.

A forma mais comum de transmiss&o do virus influenza é a transmissao direta,
de pessoa a pessoa, por meio de pequenas goticulas de aerossol, expelidas por
individuos infectados com o virus ao falar, espirrar ou tossir. O modo indireto de
transmisséo é através do contato com secrec¢8es de individuos infectados pelo virus
influenza, onde as maos sdo o principal veiculo levando a introducao de particulas

virais diretamente nas mucosas nasal, oral e ocular (3).

Uma das caracteristicas marcantes nos virus influenza sdo os mecanismos
evolutivos, que serdo abordados mais adiante. As altas taxas de variacbes genéticas
e 0 rearranjo génico permitem o surgimento de novos virus circulantes para o qual a
populacdo ndo tem imunidade. Se 0s novos virus possuirem um elevado grau de
infectividade e transmissibilidade de humano para humano, isto pode levar a um

evento pandémico (6).



1.1.2. Classificacdo e nomenclatura

Os virus influenza séo pertencentes a familia Orthomyxoviridae. A principal
caracteristica dos virus pertencentes a essa familia € o material genético sob a forma
de acido ribonucléico (RNA) de fita simples segmentados e com polaridade negativa.
A familia Orthomyxoviridae possui atualmente sete géneros: Alphainfluenzavirus,
Betainfluenzavirus, Deltainfluenzavirus, Gammainfluenzavirus, Isavirus, Thogotovirus
e Quaranjavirus. Dentre estes géneros, os virus influenza estdo presentes em:
Alphainfluenzavirus (espécie: Influenza A), Betainfluenzavirus (espécie: Influenza B),
Deltainfluenzavirus (espécie: Influenza D), Gammainfluenzavirus (espécie: Influenza
C) (7-10).

Os Thogotovirus foram isolados de carrapatos e sdo agentes infecciosos
capazes de causar meningite e meningoencefalite em seres humanos. Os Isavirus
estdo relacionados a quadros clinicos de anemia infecciosa em salmdes. Os
Quaranjavirus também foram isolados de carrapatos e aves marinhas. Foram
considerados arboviroses nado classificados, mas hoje estdo dentro da familia
Orthomyxoviridae (10).

Os virus influenza se destacam dentro da familia Orthomyxoviridae pela notoria
capacidade de causar doencas respiratérias. A classificacdo das espéciesem A, B, C
e D é decorrente das diferencas antigénicas da NP (nucleoproteina viral) e matriz (11).
Os virus influenza de importancia clinica sdo o A e B. Estes virus possuem um genoma
de RNA octa-segmentado enquanto que o influenza C, diferentemente dos outros
tipos, possui RNA hepta-segmentado e somente uma proteina de superficie, sendo

pouco patogénico (12,13).

As trés espécies de virus influenza (A, B e C) diferem na gama de hospedeiros
e na patogenicidade. As espécies B e C sdo isolados quase exclusivamente de
humanos, enquanto a espécie A possui uma ampla variedade de hospedeiros (14). As
aves aquaticas selvagens sdo os reservatorios naturais dos virus influenza A mais
importantes, que entdo podem ser transmitidos para outros animais vertebrados como
cavalos, cachorros, baleias, aves silvestres migratorias, galinhas, porcos, humanos e,

mais recentemente, foi encontrado esta espécie em morcegos (15,16).
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Até o presente momento ja foram descritos, para os virus influenza A, 18 tipos
de hemaglutinina (H1 a H18) e nove tipos de neuraminidase (N1 a N11) encontrados
em diferentes espécies animais (11). Sendo que os subtipos H17, H18, N10 e N11
foram identificados apenas por metagenoémica (16,17).

Atualmente a nomenclatura dos virus influenza A segue o seguinte padréo:
indica-se o género viral (A); a espécie de onde o virus foi isolado (no caso de
humanos, esta é omitida); o local onde esta espécie se encontrava (pais ou cidade);
0 numero da amostra no laboratério; o ano do isolamento; e, finalmente, o subtipo de
HA e NA (entre parénteses) (18). Por exemplo, o virus influenza
A/Switzerland/9715293/2013(H3N2), pertence ao género A, foi isolado em humano na
Suica, a amostra recebeu o niumero 9715293 no laboratério onde o isolamento viral
foi realizado, no ano de 2013. Este virus pertence ao subtipo H3N2.

Diferente do virus influenza A, ndo ha subtipos de influenza B até o momento.
O género é constituido por diferentes linhagens (Yamagata e Victoria), que podem
sofrer rearranjo entre 0s segmentos génicos (19). Embora existam diferencas
consideraveis entre as linhagens, seja em termos genéticos ou antigénicos, elas nao
sdo suficientes para a designacdo em diferentes subtipos. Entdo a nomenclatura
adotada para influenza B descreve apenas o género, local de deteccdo, nimero de

origem e ano (exemplo: B/Colorado/06/2017).

1.1.3. Estrutura gendmica e proteinas do virus influenza A

As particulas virais dos Influenza A sdo estruturas pleomorficas, medindo
aproximadamente 100 nandmetros de diametro (Figura 1.2). Sdo compostas por 0,8
a1l % de RNA, 5 a 8 % de carboidratos, 20 % de lipidios e 70 % de proteinas (20).



Figura 1.2: Micrografia do virus influenza A.

Fonte: Stannard, 1995 (20)

A particula é composta por um envelope de bicamada lipidica, no qual as
glicoproteinas de superficie HA, NA e M2 (canal idnico) sdo inseridas (12). Esse
envelope é adquirido da célula hospedeira durante a replicacdo. Abaixo da bicamada
lipidica, encontra-se as proteinas de matriz M1 e no genoma octa-segmentado do
virus influenza A estédo as NP. Estas ficam junto dos segmentos genémicos (RNA viral)
mais o complexo das polimerases PA, PB1 e PB2 (polimerase A, B1 e B2), formando
as ribonucleoproteinas (RNP) (12,13). No total, sdo 8 RNPs, que codificam para 10
proteinas importantes e estas encontram-se ancoradas internamente ao envelope
lipidico através da M1, que servem como proteinas adaptadoras. O virus influenza A

esta esquematicamente representado na Figura 1.3.
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Figura 1.3: Esquema representativo da estrutura do virus influenza A. As glicoproteinas
HA e NA encontram-se inseridas no envelope lipidico, assim como a proteina M2, que forma
o canal iénico viral. Abaixo do envelope encontra-se a proteina de matriz M1 e, internamente
a matriz estdo os oito segmentos de RNA viral (RNAVv) fita simples polaridade negativa.

Fonte: Adaptado de Kaiser, J. Science, 2006 (21).

As proteinas codificadas pelo influenza A sdo: PA, PB1, PB2, HA, NA, NP, M1
e M2, NS1 e NS2. O gene PB1 pode gerar dois produtos génicos menores: uma forma
truncada da subunidade PB1 originada a partir de um codon de iniciagcéo alternativo e

um pequeno peptideo, PB1-F2 (22).

O genoma tem cerca de 13600 nucleotideos e os maiores genes do virus
influenza sé@o os que codificam as proteinas componentes da polimerase (PB2, PB1 e
PA) seguido da HA, NP e NA. Os menores genes sao 0os M1/M2 e NS1/NS2 (Figura
1.4) (12,13).
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Figura 1.4: Representacdo esquematicado genomados virus Influenza A. Os segmentos
génicos estdo numerados de 1 a 8. Cada barra indica um segmento génico com a sigla da
proteina por ele codificada, escrita ha cor branca. No lado direito de cada barra encontram-se
os tamanhos do gene (em nucleotideos- nt) e da proteina (em aminoacidos- aa). Ao lado de
cada barra esta escrito o nome da proteina seguido de sua funcao.

Fonte: Adaptado do NIAID.

O complexo da polimerase viral € formado pelo heterotrimero PA, PB1 e PB2 e
apresenta atividade RNA polimerase dependente de RNA. Este complexo é funcional
para a transcricdo e replicacdo viral, que participa da clivagem de RNA mensageiro
(RNAmM) do hospedeiro e transcreve o0 RNAv (-) em RNAmM (+) (23).

O M2 é um canal de ion que permite o influxo de prétons para a particula viral,
promovendo diminui¢cdo do pH. O baixo pH faz com que a matriz M1 se “desintegre”
e se solte das RNPs, o envelope viral se dissocia e as RNPs vao para o nucleo da
célula (23).

A proteina NS1 participa da replicacdo viral e evasdo do sistema imune.
Acredita-se que essa proteina direcione a maquinaria celular para que se dé
preferéncia a traducdo das proteinas virais ao invés das proteinas do hospedeiro.
Além disso, esta relacionada a diminuicdo da resposta do interferon (antagoniza a
resposta do interferon na célula), o que facilita a replicacéo viral (24). Ja a proteina
NS2 esta associada a proteina exportadora nuclear (NEP), que auxilia no transporte
das RNPs sintetizados para o citoplasma, acelerando o processo de replicagéo viral
(25).



De todas as 10 proteinas virais, a hemaglutinina (HA) e a neuraminidase (NA)
sdo as mais estudadas, pois possuem 0s principais sitios antigénicos do influenza.
Ficam ancoradas no envelope lipidico, geralmente com uma propor¢do de 5 moléculas
de HA para 1 de NA, e ndo se encontram, necessariamente, dispostas num arranjo
homogéneo. Além disso, ja foi visto que nesse envelope pode conter proteinas do

hospedeiro (26).

A HA é uma proteina trimérica importante para adsorgcdo viral, pois nela
localiza-se o sitio de ligacdo que interage com residuos de &cido siélico presentes na
membrana citoplasmatica do hospedeiro (27). Cada HA é sintetizada como HAO,
composta por subunidades HA1 e HA2, que interagem entre si por ligacdes dissulfeto.
A HO é clivada em HA1 e HA2, no momento da infeccdo. Essa clivagem € essencial
para a infecciosidade, pois expde um peptideo hidrofébico presente na HA2, que é

responsavel por mediar a fusdo do envelope viral com a membrana da célula (28).

A NA é uma proteina tetramérica que apresenta atividade sialidase,
removendo a HA do &cido sialico no final da replicacdo viral, liberando as novas
particulas virais (23). A NA é o alvo dos principais medicamentos anti-influenza

utilizados na clinica.

1.1.4. Ciclo replicativo viral

A replicagéo do virus influenza ocorre dentro do ndcleo celular do hospedeiro.
O virus se adsorve a membrana celular do hospedeiro utilizando a HA, que se liga aos
residuos de acido sialico presente nos glicoconjugados da superficie da célula (27).
Os residuos de acido sialico nos humanos ficam associados a residuos de galactose
por ligagdes a-2,3 ou a-2,6, que se encontram preferencialmente no trato respiratéorio
inferior e superior, respectivamente. Acredita-se que o virus influenza A de aves tem
preferéncia para ligagdes a-2,3, enquanto que virus influenza A de humanos utilizam
preferencialmente a ligacao a-2,6 para adsorverem na célula hospedeira (29). Porém,
determinadas muta¢des, como a D222G na HA do A(H1N1)pdmO09, podem fazer com
o virus influenza A tenha maior tropismo pelo trato respiratério inferior, ou seja, ligue-
se preferencialmente a residuos a-2,3 (30,31).
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Apos a adsorcao viral, o virus entra na célula por meio de endocitose. Uma vez
dentro da célula, o virus é encaminhado para o endossomo celular e neste ambiente
fisiologicamente acido, o canal de ion M2 € aberto. A abertura desse canal, acidifica
a particula viral e leva a dissociagdo entre a M1 e as RNPs, permitindo que estas
sejam liberadas para o citoplasma celular (23). Além disso, a acidificacdo no interior
da particula viral causa uma mudanca conformacional na HA, esta € clivada por
proteases celulares em HAl1 e HA2. A clivagem leva a exposicdo de seu dominio
hidrofébico contendo o peptideo de fusdo. Este se insere na membrana do

endossomo, possibilitando sua fusdo com o envelope viral (Figura 1.5) (23,28).

As RNPs liberadas sdo transportadas ao nudcleo celular com auxilio das
importinas a e 3, que reconhecem sinais de localizagao nuclear presentes na proteina
viral NP. Ja no nucleo, o complexo da polimerase dependente de RNA participa dos

processos de transcrigao e replicagdo do genoma viral (Figura 1.5) (23,25).

A transcrigdo se inicia com a utilizacdo de um pré-RNAm celular para adquirir
a porgdo 5’ capeados e formar os RNAmv. Os RNAm celulares decapeados séao
degradados enquanto que os RNAmv formados séo transportados para o citoplasma
celular com auxilio da proteina NEP/NS2, onde seréo traduzidos em proteinas virais
utilizando-se da maquinaria celular (32). As proteinas virais de superficie, como a HA,
NA e M2, sdo processadas no reticulo endoplasmatico (RE) da célula, glicosiladas no
complexo de Golgi e sédo direcionadas para a membrana plasmatica celular (Figura
1.5).

A replicacao ocorre em duas etapas: transcricdo do RNA complementar (RNAC)
de polaridade positiva e transcricao dos novos RNAv (polaridade negativa), utilizando
0 RNAc como molde. Logo apds a formacao dos novos RNAv, as NP se ligam e dao
origem as novas RNPs, que se associam as proteinas M1 e NEP/NS2, previamente

sintetizadas (18).

Juntamente com a maquinaria de exportacdo nuclear da célula, o complexo
RNP-M1-NEP/NS2 é exportado do citoplasma celular até a regido da membrana
plasmatica onde estdo inseridas as proteinas de superficie virais. A proteina M1 € a
responsavel por recrutar todos 0s componentes virais para o sitio de brotamento, além

de se associar a membrana plasmatica celular (18). Entédo, as particulas virais sao
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liberadas por brotamento, e a NA é responsavel pela liberacdo dos virus recém-
sintetizado, pois como citado anteriormente, cliva o acido sialico da superficie da
membrana, impedindo assim a sua aglomeragéo ou retencdo na superficie da célula,

devido a interagdo da HA com os residuos sidlicos (Figura 1.5) (23).
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Figura 1.5: Esquema da replicacéo do virus influenza A. A interacdo do virus influenza a
célula se da por residuos sialicos presentes na superficie celular. Entdo, ocorre a
internalizacdo da particula viral por endocitose. No endossomo, através do canal M2 ocorre o
influxo de prétons para dentro da particula, o que desencadeia a fuséo do envelope viral com
a membrana endossomal, liberando as RNPs para o citoplasma. Estas sdo importadas ao
nucleo, onde servem de molde para a transcricdo. Novas proteinas sdo sintetizadas a partir
do RNAm viral. O genoma viral é replicado utilizando como molde o RNAc de sentido positivo,
feito a partir do proprio genoma viral. 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. Neste local, sdo recobertas por um envelope lipidico contendo as
glicoproteinas da superficie viral (HA e NA) e a proteina M2. A NA é responsavel pela
liberacdo dos virus recém sintetizados, pois cliva o acido sialico da superficie membranar,
impedindo assim sua aglomeracao ou retengdo na superficie da célula, devido a intera¢édo da
HA com os residuos de &cido sialicos. RE- reticulo endoplasmatico.

Fonte: Adaptado de https://www.open.edu/openlearn/science-maths-
technology/science/biology/influenza-case-study/content-section-2.4 (2019).
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1.1.5. Mecanismos evolutivos do virus influenza A

Existem dois mecanismos de variabilidade genética presentes nos virus
influenza, o “drift’ e “shift’ antigénico. O drift antigénico sdo pequenas mudancgas nos
genes virais, que acontece continuamente durante o processo replicativo, uma vez
gue a polimerase viral ndo possui atividade corretiva (12,33,34). Todas as proteinas
do virus estdo suscetiveis a mutacdes (insercdes e dele¢bes), e quando ocorrem
principalmente nos genes que codificam para HA e NA o sistema imune do hospedeiro
falha na contencdo desse patdégeno. Nesse caso, mudancas pontuais ndo Sao
suficientes para que o0s virus sejam antigenicamente diferentes, e nas andlises
filogenéticas estes permanecem proximos e relacionados (6,12). Até este ponto, 0
sistema imune do hospedeiro continua a reconhecer e montar uma resposta antiviral
eficiente (6). Porém, o acumulo das alteracBes genéticas pontuais pode levar a um
virus antigenicamente diferente e consequentemente, afastado nas analises
filogenéticas (Figura 1.6). Quando isso ocorre, 0 sistema imune ja ndo consegue
reconhecer a particula viral e com isso, falha em conter este patdgeno (6,12). Portanto,
€ importante o constante monitoramento dos virus circulantes e de suas mutacoes
para que ocorra a atualizacdo da vacina anual, pois 0s anticorpos neutralizantes para
um determinado antigeno podem néo ser mais eficazes para outro (30,35). Nos virus
influenza circulantes, esse fendbmeno acontece de forma continua e sdo uma das

causas das epidemias sazonais que ocorrem todos os anos (Figura 1.6) (21).

J& o shift antigénico € a rearranjo de material genémico entre diferentes cepas
de virus influenza quando estes infectam uma mesma célula hospedeira (Figura 1.6).
Este processo pode gerar um novo subtipo viral diferente dos dois iniciais. E uma
mudanca abrupta e pode causar pandemias, uma vez que a populacdo ndo possui
resposta imune para combater o novo virus (Figura 1.6) (12,36). Como veremos a
seguir, as pandemias de 1918, 1957, 1968 e 2009 foram causadas pelo processo de

shift antigénico no virus influenza.
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Epidemias

Figura 1.6: Mecanismos de drift e shift antigénico. (i) O acumulo de mutacdes,
principalmente na hemaglutinina viral leva a modifica¢cdes importantes na particula viral. Esse
processo € o drift antigénico e é fendbmeno causador das epidemias anuais de gripe, pois
permite o escape do virus do reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro. (i) Quando
uma mesma célula é infectada por dois ou mais diferentes tipos de virus influenza, pode
ocorrer 0 rearranjo génico entre 0os segmentos génicos virais. Esse processo é chamado de
shift antigénico e a introdugéo deste novo subtipo viral ha populagdo humana pode causar
pandemias, visto que esta populagédo ndo tem prote¢do contra 0 NOVO Virus.

Fonte: Adaptado de van de Sandt CE, 2012 (33).
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1.1.6. Pandemias do virus influenza

Nos séculos XX e XXl ocorreram pandemias de influenza, além de surtos
limitados da doenca (37). Essas pandemias foram causadas pelo virus influenza A e
séo conhecidas como gripe espanhola (1918/19), gripe asiatica (1957), gripe de Hong
Kong (1968), gripe russa (1977) e gripe suina (2009) (Figura 1.7) (38).

Pandemias de Influenza A
Subtipos: H = Hemaglutinina; N = Neuraminidase
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Epidemia na Rissia Gripe Suina

Figura 1.7: Linha do tempo mostrando o histérico das pandemias ocasionadas pelos
virus Influenza A ocorridas nos séculos XX e XXI.

Fonte: Adaptado de Siqueira et al., 2013 (38).

A gripe espanhola foi a primeira pandemia do século XX e ocorreu em 1918.
Com uma alta taxa de morbidade e mortalidade, foi causada pelo virus A(H1N1) e
cerca de 50 milhGes de 6bitos ocorreram em todo o mundo, em decorréncia da doenca
(37). Apesar de ndo ser totalmente esclarecido, o virus A(H1IN1) de 1918

provavelmente foi originado de um hospedeiro aviario (39,40).

Esse virus circulou na populacao até 1957, quando foi substituido por um novo
subtipo, o A(H2N2), causador da gripe asiatica. A gripe asiatica causou mais de um
milh&o de Obitos ao redor do mundo e ocorreu devido a mutagdes presentes no novo
subtipo viral. O A(H2N2) possuia segmentos génicos de HA, NA e PB1 derivados de
um virus influenza aviario e o restante do genoma era do virus ja circulante na
populacdo (A/H1IN1-1918), além de ter uma alta atividade sialidase (15,18,37). A

vacinacao contra o A(H2N2) foi descontinuada no final dos anos 60 e o virus nao foi
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detectado circulando na populacdo humana desde entdo. No entanto, a auséncia de
protecdo na populacdo mais jovem faz com esse virus seja um potencial virus
pandémico (18,41).

A gripe de Hong Kong ocorreu em 1968 e foi causada pelo virus A(H3N2). Este
virus substituiu o virus anterior circulante (A/H2N2) e possuia seis segmentos
gendmicos de A(H2N2) e os segmentos de HA e PB1 eram derivados da linhagem
aviaria Euroasiatica (15,18). O virus A(H3N2) continua a circular na populacao
humana até hoje (30).

A partir de 1977, o subtipo A(HLN1) reapareceu na RUssia, tornando-se
epidémico. Entretanto, ndo substituiu o subtipo A(H3N2), passando esses dois
subtipos de virus influenza a circular concomitantemente entre a populacdo mundial.
Normalmente um destes virus sazonais predomina, tornando-se epidémico em

determinado ano (42).

A pandemia de 2009 foi causada pelo virus A(H1N1), sendo chamada de gripe
suina (43,44). O virus é produto de um rearranjo génico triplo entre os virus da
linhagem classica suina (HA, NP e NS), linhagem aviaria norte americana (PA e PB2)
e linhagem humana de H3N2 (PB1). O rearranjo desses virus com a linhagem suina
avian-like Euroasiatica (NA, M) levou ao surgimento do virus A(HLN1)pdmQ9 (Figura
1.8) (43). De abril de 2009 a agosto de 2010, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
reportou 18.500 Obitos relacionados a este virus, porém estudos ja mostraram uma
taxa de mortalidade ainda maior (45). Apdés a pandemia de 2009, o virus
A(HIN1)pdmO9 passou a circular na populacdo juntamente com o A(H3N2) e
influenza B, tornando-se portanto, um influenza sazonal que foi incluido nas vacinas
de 2010 a 2019 (46).
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PB2- Linhagem aviaria norte americana
PB1- Linhagem sazonal humana H3N2
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Figura 1.8: Origem dos segmentos génicos do A(H1N1)pdm09. Humanos, aves e suinos
podem ser infectados simultaneamente por virus influenza de diferentes linhagens do género
A. Este fato combinado a segmentacdo do genoma possibilita o rearranjo génico e o
surgimento de cepas pandémicas, como o A(H1IN1)pdmO9.

Fonte: Adaptado de Neumann, 2009 (44).
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1.1.7. Epidemiologia do virus influenza A no Brasil

As infec¢bes agudas do trato respiratorio (IRA) s@o um problema de saude
publica persistente e generalizado, uma vez que constituem uma das principais
causas de morbidade e mortalidade, gerando em torno de 4,5 milh6es de mortes ao
ano. Essas infec¢des representam o quarto lugar na causa de mortes no mundo (47)
e sdo causadas principalmente pelos virus respiratorios sincicial humano, rinovirus e

também o virus influenza (48).

De acordo com a OMS, estima-se que esta doenca afete com gravidade de 3 a
5 milhGes de pessoas em todo o mundo, promovendo anualmente, de 290 a 650 mil
Obitos relacionados a complicac6es da gripe (49). Os grupos de risco para esta doenca
sdo as gestantes, puérperas, criancas de 6 meses a menores de cinco anos,
individuos com 60 anos ou mais de idade, povos indigenas, portadores de doencas
cronicas ndo transmissiveis, populacao privada da liberdade, trabalhadores de saude,
funcionérios do sistema prisional e professores, sendo estes 0s grupos prioritarios do

Ministério da Saude nas campanhas de vacinacao contra a gripe, no Brasil (1).

As infec¢des pelo virus influenza apresentam um padrédo sazonal. Como estes
virus disseminam-se principalmente durante o periodo de inverno, 0s surtos
epidémicos nos hemisférios norte e sul ocorrem em periodos diferentes do ano (50).
Nas regides temperadas a sazonalidade das epidemias sdo marcadas por flutuacoes
na temperatura, umidade, entre outros. Ja nas regides tropicais, como o Brasil, os

periodos de epidemia sdo mais diversificados (51).

O sistema de vigilancia da circulacéo dos virus influenza no Brasil € composto
pela vigilancia sentinela de SG e de SRAG em pacientes internados em Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) e pela vigilancia universal de SRAG. A vigilancia
epidemioldgica tem objetivo de identificar as cepas de virus circulantes durante o ano,
informacdao crucial para o planejamento da composicdo da vacina anual de gripe, além

de permitir o monitoramento da demanda de atendimento por essa infec¢éo (52).

Durante os dias 31/12/2017 a 29/12/2018, o que corresponde as semanas
epidemioldgicas (SE) 01 a 52 de 2018, das 18.478 amostras coletadas e inseridas no

sistema, 4.776 casos de SG tiveram resultado positivo para virus respiratorios, das
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quais 55,9% foram positivos para influenza. Dentre as amostras positivas para o virus
influenza, 38,4% foram decorrentes de influenza A(HLIN1)pdmQ9, 19,9% de influenza
B, 4,7% de influenza A n&o subtipado e 37,0% de influenza A(H3N2) (Figura 1.9) (52).
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Figura 1.9: Perfil da circulagdo das cepas do virus influenza no Brasil em casos de SG,
identificados pela vigilancia epidemiolégica até a semana 52 de 2018.
VSR- Virus Sincicial Respiratorio.

Fonte: Ministério da Saude, 2018 (52).

Para os casos de SRAG em UTI, durante as SE 01 a 52 de 2018, das 2.843
amostras coletadas inseridas no sistema, 1.008 tiveram resultado positivo para virus
respiratorios das quais 39,9% foram positivos para o virus influenza. Das amostras
positivas para influenza foram detectados 53,2% para influenza A(HLN1)pdmOQ9, 6,5%
para influenza A néo subtipado, 8,2% para influenza B e 32,1% para influenza
A(H3N2) (Figura 1.10) (52).
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Figura 1.10: Perfil da circulacdo das cepas do virus influenza no Brasil em casos de
SRAG em UTI, identificados pela vigilancia epidemioldgica até a semana 52 de 2018.

Fonte: Ministério da Saude, 2018 (52).

Em relagdo aos 0Obitos, da SE 01 a 52 de 2018, foram notificados 5.278 Gbitos
por SRAG. Destes, 26,2% foram confirmados para virus influenza, sendo 66,4%
decorrentes de influenza A(H1N1)pdmO09, 9,3% influenza A néao subtipado, 5,6% por
influenza B e 18,6% influenza A(H3N2). O estado com maior numero de 6bitos pelo

virus influenza foi Séo Paulo (52).

Para o0 ano de 2019, até a SE 17 (27 de abril de 2019) foram inseridas no
sistema 4.618 amostras coletadas de SG. Destas amostras, 1.115 foram positivas
para virus respiratérios e dentre estas, 32,4% foram positivos para o virus influenza.
Para SRAG foram notificados 9.406 casos, no qual 6.308 amostras possuem
diagnéstico definido, sendo 8,5% classificadas como SRAG por virus influenza. Logo,
até final de abril tivemos 535 casos de SRAG por virus influenza, com 99 obitos (53).
Até abril de 2019, a regido Norte liderava o ranking com o maior nimero de casos e
Obitos por SRAG causadas pelo virus influenza, seguida da regido Sudeste (53). Vale
destacar que na regido norte a epidemia sazonal por influenza tem iniciado antes do

restante do pais (54).
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1.1.8. Tratamento e prevencao anti-influenza

Atualmente, além da vigilancia epidemiolégica dos virus influenza, séo
adotadas mais duas estratégias para o controle da circulacdo viral no mundo, sendo

elas, a utilizacdo de drogas antivirais e a vacinacdo anual contra o virus influenza.

1.1.8.1. Antivirais

Existem duas classes de antivirais para utilizacdo no tratamento contra o virus
influenza, os inibidores do canal ibnico M2 e inibidores da neuraminidase (NAI). Os
derivados de adamantanos, amantadina e rimantadina, séo inibidores do canal M2 e
foram a primeira classe de anti-influenza usada (Figura 1.11) (55). O efeito destas
moléculas ocorre através do bloqueio dos canais M2 e conseguentemente, o
impedimento da fusédo do envelope viral com a membrana do endossomo, prevenindo
a liberacdo das RNPs para o ndcleo. No entanto, a maior parte dos virus influenza
circulantes séo resistentes aos adamantanos (56,57).

Adamantano

Figura 1.11: Estrutura principal dos adamantanos
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Atualmente, a classe de NAI é a mundialmente mais recomendada para o
tratamento de infec¢Bes por influenza. Essas drogas chegaram ao mercado no final
dos anos 90 e existem quatro compostos disponiveis: oseltamivir (Tamiflu®),
zanamivir (Relenza®), peramivir (Rapivab®) and laninamivir (Inavir®), que diferem
entre si no modo de administracdo, biodisponibilidade e estrutura quimica (58). O
mecanismo de acdo desses compostos € atraves da ligacdo de forma competitiva ao
sitio ativo da enzima viral neuraminidase, impedindo que ocorra a clivagem do acido
sidlico e consequente liberacdo do virus influenza no trato respiratério (23). Este
mecanismo de inibicdo pode ser justificado pela semelhanca entre as estruturas
quimicas dos NAI com o acido sialico (substrato para a clivagem da NA),

estabelecendo uma inibicdo competitiva pelo sitio ativo desta enzima (Figura 1.12).

Embora a maioria das cepas de influenza A e B circulantes sejam suscetiveis
aos NAls, a pressao imposta pelo oseltamivir (OST) levou a selecdo de mutantes
resistentes a esta molécula, com uma prevaléncia de 1-2% em diferentes paises (59).
Essa forte reducdo de sensibilidade ao OST é caracterizada pela mutacdo H275Y
(numeracao de N1) na NA viral (60). Além disso, cepas resistentes ja foram identificas
em amostras de pacientes que ndo receberam este tratamento (61,62). Dados do
Nnosso grupo mostraram a presenca de virus A(HLN1)pdmOQ9 resistentes e com
susceptibilidade diminuida ao oseltamivir no Brasil, em 2009, 2011, 2012 e 2014-2016
(61,63).

A

Qo+
HO

H NH

Acido Sialico Zanamivir Oseltamivir (acido livre)

Figura 1.12: Comparacao estrutural entre o acido siélico e os NAI. Estruturas quimicas
do &cido sialico, zanamivir e oseltamivir (A e B). A principal diferenga entre elas sédo os grupos
glicerol (marcados com circulos vermelhos) e L-ethylpropoxy (marcado com circulo azul).

Fonte: Adaptado de Das et al., 2010 (64).
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Além dos inibidores classicamente utilizados na clinica, mais recentemente,
uma nova classe de moléculas inibidoras da polimerase do influenza foi aprovada, o
acido baloxavir (xofluza™) e o favipiravir (T-705), o primeiro pelo FDA (Food and Drug
Administration) americano e ambos pelo Japéo (62)(65).

O acido balaxovir é a forma ativa derivada do pré farmaco balaxovir marboxil.
O mecanismo de acdo desta molécula € pela inibicdo da atividade endonuclease
dependente de cap do complexo da polimerase do virus influenza (Figura 1.13) (66).
Sem essa atividade, o virus ndo consegue utilizar os pre-RNAm do hospedeiro para

adquirir a porcédo 5’ cap e formar os RNAmv.

Acido baloxavir

Baloxavir marboxil

Figura 1.13: Estrutura quimica do acido baloxavir (forma ativa) e baloxavir marboxil
(forma pro6 droga). A diferenca entre as duas formas é a presenca de um grupo fendlico a
mais na baloxavir marboxil (marcado com circulo preto), que aumenta a absorcao oral desta
molécula.

Fonte: Adaptado de Omoto et al, 2018 (66).

O favipiravir € um farmaco antiviral que inibe a atividade da polimerase viral de
diversos virus de RNA, incluindo o influenza (Figura 1.14) (67,68). Esta molécula é
ativada quando sofre uma fosforibosilacao intracelular (favipiravir ribofuranosil-5B-

trifosfato, F-RTP). Acredita-se que o mecanismo de acéo consiste na incorporacao F-
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RTP aos RNAVv sintetizados ou se ligando aos dominios da polimerase, impedindo a

adicao dos nucleotideos para a sintese de novos RNAv e RNAmv (67).

N OH

Favipiravir

Figura 1.14: Estrutura quimica do favipiravir.

Fonte: Adaptado de Furuta et al, 2017 (67)

Tem sido proposto a utilizagdo destas moléculas em combinacdo com o OST.
Dados laboratoriais tém mostrado que essa combinacdo retarda a morte de
camundongos imunocomprometidos infectados com A(H1N1)pdmQ9, mas néo evita o
surgimento de resisténcia ao OST (69). Além disso, ja foram observadas mutacdes de
resisténcia e de reducgéo de sensibilidade em genes da polimerase de A(HLN1)pdmO09
e A/H3N2 frente a esses novos antivirais em cultura de células (70) e em criancas
hospitalizadas (sem que estas tivessem se quer recebido o antiviral) (71),

respectivamente.

1.1.8.2. Vacinas

Conforme anteriormente abordado, os mecanismos evolutivos dos virus
influenza os tornam capazes de escapar da resposta imune do individuo, o que

demanda a formulag&o anual da vacina globalmente utilizada (72).

As vacinas inativadas sdo particuladas e compostas, basicamente, pelas
glicoproteinas de superficie HA e NA. Estas vacinas sao trivalentes, conferindo
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imunidade para os trés virus Influenza de maior importancia epidemiolégica: A/HIN1,
A/H3N2 e B (73). No ano de 2019, a composicao vacinal trivalente para o hemisfério
norte foi: A/Brisbane/02/2018 (HIN2); A/Kansas/14/2017(H3N2) e
B/Colorado/06/2017(74). J& para o hemisfério sul foi A/Michigan/45/2015 (H1N1);
A/Switzerland/8060/2017 (H3N2) e B/Colorado/06/2017 (75).

Em 1999, foi incorporada ao Programa Nacional de Imunizacdes do Brasil, uma
estratégia de vacinacao contra a influenza, com o propésito de reduzir internacgdes,
complicagbes e mortes na populacao alvo para a vacinagdo. Na campanha de 2019,
que foi de 10 de abril a 31 de maio, teve uma cobertura vacinal aproximada de 90%,
porem nem todos os integrantes do publico alvo e estados do pais cumpriram com 0s
90% de cobertura vacinal estabelecido pelo ministério da saude (76). Este fato chama
atencdo para a importancia da divulgacdo dos riscos da doenca e beneficios da

vacinacao (1).

Anualmente, sao feitas modificagdes nas vacinas de influenza sazonal contra
as cepas virais em circulacdo. A OMS, recomenda as cepas virais que deverdo ser
utilizadas na producdo das vacinas no hemisfério sul, essa recomendacdo é
geralmente feita no més de setembro de cada ano. A Anvisa publica uma Resolucao
(RE), na qual define a composicao vacinal que serd utilizada no pais no ano seguinte,
em conformidade com as determinacdes da OMS (77). E importante ressaltar que
desde a definicdo da cepa vacinal até a administracdo na populacéo é necessario um
periodo de 6 meses para a producao da vacina, este periodo é critico no caso de
pandemias, uma vez que a populacao ndo tem imunidade prévia e fica mais sujeita a

um pior prognastico.
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1.2. Imunidade inata na infeccao por influenza

1.2.1. Respostaimune inata em infec¢des por influenza

As infeccbes virais promovem uma alteracado no perfil de sinalizacdo, a nivel
molecular, das células hospedeiras, durante a disputa entre patdgeno e hospedeiro
pela maquinaria celular. A liberacdo de interferon (IFN) pelas células é o inicio do

estabelecimento de um estado antiviral nas mesmas (78).

Em contrapartida, os virus possuem a capacidade de inibir cascatas de
sinalizacdes intracelulares ou proteinas antivirais, com o objetivo de bloquear as
atividades antivirais da célula, levando ao aumento da replicacédo viral (79). O balanco
entre estes, e outros eventos, levara ao favorecimento do desenvolvimento de uma

patologia ou a recuperacgdo do hospedeiro (80).

Os virus influenza no geral possuem tropismo para células epiteliais alveolares,
presentes no trato respiratério inferior. Células como macrofagos e células dendriticas,
apesar de serem infectadas ndo produzem uma progénie viral, sendo considerada

uma infecgéo abortiva (11).

As barreiras de defesa do organismo contra esse patdgeno contam com a
presenca de muco, além da presenca de citocinas como IFN e genes induzidos por
IFN (ISGs), que atuam como a primeira linha de defesa das células (13).

Durante a infeccdo pelo virus influenza, os RNAvs sdo padrdes moleculares
associados a patdégenos (PAMPs), que séo detectados pelos receptores de

reconhecimento padréo (PRRs) (81).

Os virus influenza podem ser detectados por alguns PRR, como por exemplo
os receptores da familia do tipo toll (TLRs) e a familia de receptores de acido retinbico
(RIG) (11). Os TLRs 3, 7/8 estao presentes no endossomo celular e tem como alvo o
RNA de dupla fita (dsRNA) (82) e RNA de fita simples (ssSRNA), respectivamente (83).
O TLR 3 é encontrado em células dendriticas, células do epitélio respiratorio e
macrofagos alveolares (82) enquanto o TLR 7 e 8 estdo presentes em neutrofilos,
macrofagos, células dendriticas e mondcitos (84,85). O RIG-I encontra-se no

24



citoplasma celular e reconhece dsRNA citoplasmatico que tenha sido capeado com 5’

trifosfato (5’ ppp), durante a replicagao viral (86).

O reconhecimento do virus nos compartimentos endossomais pelos TLR 3, 7/8
ativam proteinas adaptadoras TRIF ou MyD88, respectivamente. De forma
semelhante, a familia de sensores RIG no citoplasma quando na presenca do RNAv,
induz uma mudanca conformacional no RIG que permite a associacdo com proteina
de sinalizacdo antiviral mitocondrial (MAVS). A ativacdo destas proteinas induz
cascatas de sinalizacbes que culminam na translocacdo de fatores de transcricao
como NFkB, fator regulatério do IFN 3 (IRF 3) e IRF 7 para o nucleo, que levam a
expressao de IFN do tipo | (IFN-a e IFN-B) (Figura 1.15) (82,83).

Com a liberacéo de IFN do tipo | no microambiente, esta molécula ira atuar de
maneira autocrina e paracrina, ligando-se ao complexo de receptores de IFN na
superficie da célula (IFNAR). Esses receptores estdo associados as cinases, tirosina
cinase 2 (Tyk2) e janus cinase 1 (Jakl), que recrutam os fatores de transcricdo de
transducédo de sinal e ativador da transcricdo (STAT). A juncdo de STAT com IRF 9,
forma o fator de gene induzido por IFN 3 (ISGF3), que é translocado ao nucleo para

induzir a expressao de ISGs (Figura 1.15) (11).

Existem mais de 6000 ISGs que codificam para diferentes proteinas
responsaveis por crescimento, diferenciacdo e proliferacédo celular (87). Com essa
abrangéncia de funcdes, esses genes também estdo envolvidos nas respostas as
infeccbes virais (88). As proteinas celulares que possuem fun¢des antivirais sao
chamadas de fatores de restricdo, que serdo abordadas mais adiante. Grande parte

desses fatores sao transcricionalmente controlados pelo IFN.

No entanto, o virus influenza codifica proteinas que antagonizam a resposta do
IFN, evadindo desta forma do sistema imune. A proteina NS1 do virus inibe a
producédo e sinalizagdo por IFN do tipo | (24,89). J& se sabe que essa proteina se
associa ao RNAv, fazendo com que néo seja detectado no citoplasma e também se
ligando ao RIG-I, impedindo a ativacao de IRF3 e a liberacdo de IFN-B (Figura 1.15)
(89). Além disso, inibe diretamente atividade de ubiquitinase da proteina TRIM 25,
atividade essencial para o papel antiviral de RIG-1 (90). A proteina PB2 e PB1- F2
interage com a proteina MAVS, inibindo a expressao de IFN-B (Figura 1.15) (91,92).
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Figura 1.15: Liberac&o de IFN do tipo | em infec¢des por influenza. Durante a infeccdo
pelo virus influenza, o RNA viral é exposto nos endossomos e no citoplasma celular podendo
entdo ser detectado pelos receptores do tipo Toll, TLRs 3,7 e 8 ou pelo sensor citoplasmatico
de receptores de acido retindico, RIG-I. Os TLRs 3 e 7/8 ativam uma cascata de sinalizagcédo
através das proteinas adaptadoras TRIF e MyD88, e o RIG-I através da proteina de
sinalizagéo antiviral mitocondrial (MAVS). A ativagdo dessas vias leva ao recrutamento de
fatores regulatérios do IFN, IRF3 e IRF7, além do fator de transcricdo NFkB. Juntos, esses
fatores séo translocados ao nucleo, induzindo a expressdo de RNAm para IFN-a e IFN-B (IFN
do tipo I). Essas citocinas sdo direcionadas para fora das células, e se ligam de forma
autdcrina e paracrina ao complexo de receptores de IFNa/ presentes na superficie celular.
Uma vez ativado, esses receptores que estdo associados as cinases, tirosina cinase 2 (Tyk2)
e janus cinase (Jak1l), recrutam os fatores de transcri¢cdo de transducéo de sinal e ativador da
transcricdo (STAT). A juncdo de STAT com IRF 9, forma o fator de gene induzido por IFN 3
(ISGF3), que é translocado ao nucleo para induzir a expressao de genes induzidos por IFN.
A proteina ndo estrutural NS1 se liga ao RNA viral impedindo o reconhecimento desse PAMP
no citoplasma, além de se ligar a proteina TRIM 25, prevenindo a atividade ubiquitinase, que
€ importante para o papel viral de RIG-I. A proteina PB2 e PB1- F2 do influenza interage com
a proteina adaptadora antiviral mitocondrial, MAVS, inibindo a expressao de IFN-B. A NS1 do
influenza inibe a producgéo e sinalizagéo de IFN do tipo I.

Fonte: Adaptado de Villalén-Letelier, 2017 (11).
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1.2.2. Fatores de restricao

Os fatores de restricAo sdo proteinas com atividade antiviral que estédo
presentes de forma constitutiva no hospedeiro. Essas proteinas se contrapde a
replicacdo viral, restringindo a capacidade replicativa do virus. Sado consideradas por
muitos autores como uma imunidade intrinseca da célula frente a infeccdes virais,
diferente da imunidade classica que conta com macréfagos, células dendriticas (DC)
e natural killers (NK) (93).

As caracteristicas de um fator restritivo sdo geralmente definidas como uma
proteina cuja principal funcéo € inibir a replicacéo viral, sdo induzidos por IFN ou pela

propria infec¢do e sdo antagonizados por uma ou mais proteinas virais (93).

Inicialmente, o termo fator de restricdo era usado somente em estudos sobre
infeccdes por retrovirus, como é o caso dos fatores restritivos Lvl e Refl conhecidos

pela inibicdo da replicacdo do virus da leucemia murina (MLV) e lentivirus (94).

Interessantemente, ainda no campo da retrovirologia, foi percebido que os virus
expressam proteinas que se contrapde a determinados fatores de restricdo. Um
exemplo classico € a proteina acessoria chamada vif (fator viral de infectividade) do
HIV-1. Esta proteina antagoniza a acdo de defesa do fator restritivo APOBEC3G.
APOBECS3G tem funcéo antiviral e esta relacionada a duas propriedades: a habilidade
da proteina em se ligar em RNA fita simples e atividade desaminase em fita simples
de DNA (95). Vif recruta APOBEC3G para o complexo ubiquitina ligase E3 e
consequentemente leva a degradacdo da proteina pela via ubiquitina-proteossoma
(96,97).

No entanto, esse termo foi expandido para outros tipos virais, visto que 0s
fatores de restricdo poderiam inibir a replicacdo de outros virus além de retrovirus. Por
exemplo, as proteinas MX sdo GTPases induzidas pelo IFN, sendo a Mx1
reconhecedora de RNPs dos virus influenza (98), bloqueando a amplificacdo do RNAv
a partir dos RNAc (99).J4 as OAS sao sintetases que induzem a degradacao de RNA

via RNAaseL. A RNAselL ativada degrada os ssRNA viral e celular, diminuindo a
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replicacdo de virus da hepatite C, por exemplo (100). Também foi observado que a

atividade antiviral de OASL é devido ao aumento da sinalizacdo de RIG-1 (101).

Outro importante fator de restricao viral € conhecido como teterina, que inibe a
liberacdo das particulas virais da superficie celular por brotamento, impedindo a
disperséo viral, na auséncia de vpu (102). Ja a Trim5a liga-se ao capsideo do HIV,
bloqueando estagios iniciais da replicacao viral, impedindo o transporte do cDNA ao
nacleo (103,104).

Além destes fatores citados, o SAMHD1 e a familia de proteinas
transmembranares induzidas por IFN (IFITM) sdo proteinas muito conhecidas na
literatura por seus efeitos antivirais na replicacao de diversos virus (105-109). Esses

fatores restritivos serdo melhor abordados nos topicos abaixo.

1.2.2.1. SAMHD1

SAMHD1 (sterile alpha-motif and histidine-aspartate domain-containing protein
1) é uma proteina dNTPase que converte os desoxinucleotideos (dNTPs) em
desoxinucleosideos e fosfato inorganico (110). E formada por 626 aminoéacidos e
regula diretamente o pool de dNTPs intracelular disponivel na célula, através da
atividade trifosfohidrolase. Os sitios ativos dessa enzima residem no motivo a e nos
dominios HD da proteina. Essa atividade enzimatica € regulada pela ligacdo de dGTP
aos sitios alostéricos de SAMHD1 (110,111). Esta proteina pode ser encontrada nas
formas monomeéricas, diméricas e tetrameéricas, porém a forma tetramérica € a que
possui atividade dNTPase (111,112). Durante o ciclo celular, SAMHDL1 é fosforilada
por ciclina A2 e CDK1 na posi¢do Treonina 592 (T592) em células ciclicas, porém
ainda permanece controverso se essa regulacdo por quinases afeta a atividade

enzimatica (113).

A proteina SAMHD1 esté envolvida em doengas autoimunes como a sindrome
Aicardi-Goutiéres, alguns tipos de cancer e restrigdo viral. E também estimulada por
IFN e tem sido largamente estudada como fator restritivo a replicacdo de retrovirus

como HIV, SIV e MLV (109,114,115). Inicialmente foi observado que o0 mecanismo de
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inibicdo desses virus era através da diminuicdo dos dNTPs na célula, culminando em

uma menor atividade da transcriptase reversa (109).

No ciclo de replicacdo do HIV-1, a proteina gp120 do virus se liga ao CD4 da
célula, o que muda a conformacédo estrutural e aumenta sua afinidade pelos
receptores CCR5 ou CXCR4 (116). Em seguida, ocorre a fusdo do envelope viral a
membrana celular, permitindo o acesso do core viral ao citoplasma. A proteina
SAMHD1 ¢é uma desoxinucleotideo trifosfohidrolase ativada por guanosina
trifosfato/desoxiguanosina trifosfato (GTP ou dGTP), que se liga aos sitios alostéricos
Al, A2 e ao sitio catalitico, formando uma SAMHD1 tetramérica (117). Com a atividade
dNTPase ativada, os niveis de dNTPs intracelular reduzem. Esta reducdo causa uma
insuficiéncia para a producdo de cDNA viral, prejudicando a replicacdo do HIV-1
(Figura 1.12). O HIV-2 e SIV por sua vez, expressam a proteina viral X (Vpx) que
antagoniza a funcéo antiviral de SAMHD1, levando a uma degradacao dependente de

proteassoma (118).

No entanto, uma nova atividade enziméatica de SAMHD1 foi descrita, que
também poderia levar a uma inibicdo da replicacdo viral. J& foi demonstrado que
SAMHD1 pode interagir com ssRNA e ssDNA, promovendo sua oligomerizagao (119).
Em 2014, Ryoo e colaboradores observaram uma atividade ribonuclease em
SAMHD1, que inibia a replicacéo do HIV por degradar o RNAv diretamente (120). Esta
atividade foi descrita como sendo especifica para os retrovirus e ndo para outros virus
de RNA, porém tem sido discutido que este conceito ndo é conciliavel ao fato de que
a ligacao do acido nucleico ao SAMHD1 ndo apresenta especificidade de sequéncia
(121). Ja 2016, Antonucci e colaboradores discutiram que a inibicdo da replicagéo do
HIV-1 por SAMHD1 néo ocorria via atividade ribonuclease (122), o que foi contestado
por Ryoo neste mesmo ano (123). Logo, o efeito desta atividade sobre o HIV-1 ainda

é controverso.

Virus de DNA como Hepatite B e Herpes simples do tipo 1 (HSV-1) ja
mostraram-se sensiveis ao SAMHD1 em modelos celulares como hepatécitos e
macrofagos (108,124). Nestes casos, a atividade dNTPase também é o mecanismo
inibitério. Até o momento, para virus de RNA, além dos HIV, observou-se que
SAMHDL1 inibe a replicacdo de um virus da sindrome respiratoria e reprodutiva suina

(PRRSV) (125). O PRRSV é um virus envelopado de ssRNA de polaridade positiva, e
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a superexpressado de SAMHDL in vitro diminui a sintese do RNAc viral, inibindo desta

forma a replicacao viral (125).
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Figura 1.16: Mecanismo de inibicdo da replicagdo de HIV-1 por SAMHD1. O SAMHD1
monomeérico contém 2 sitios alostéricos (Al e A2) e um sitio de ligacdo ao substrato (S). A
ligacdo de GTP ou dGTP a um sitio alostérico (A1) promove a formacgéo de SAMHD1 dimérico.
A ligacdo de qualquer dNTP aos sitios alostéricos ndo especificos (A2) e sitios cataliticos (S)
gera a forma tetramérica de SAMHD1. Esta forma possui atividade dNTPase, que hidrolisa os
dNTPs em dN e trifosfato inorganico. Dessa forma, SAMHD1 restringe a infeccao por HIV-1
em células T CD4+ em repouso, macrofagos e células dendriticas, pois reduz a concentracéo
de dNTPs intracelulares de tal forma que impede a sintese do cDNA viral. Sem o cDNA viral,
h& um bloqueio na producdo de dsDNA viral e com isso o HIV-1 n&o integra esse material
genético ao cromossomo da célula hospedeira. Ainda, € relatado que SAMHD1 também
restringe a replicacdo do HIV-1 através de sua atividade ribonuclease, degradando
diretamente o RNA do virus no citoplasma da célula. O DNA do HIV-1 pode ser detectado
pelos sensores de DNA cGAS e IFI16 que ativam um adaptador STING. O STING fosforila
ainda mais o TBK1 e depois ativa os fatores de transcricao IRF3 e NFkB, que finalmente
induzem a expresséo de IFNs do tipo | e ativagdo da resposta imune.

Fonte: Adaptado de Li, 2017 (126).
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1.2.2.2. IFITM3

Os IFITM séo formados por cerca de 130 aminoacidos que se dividem em duas
porcBes transmembranares variaveis e uma porcao citoplasmatica conservada. Nos
humanos existem 5 genes codificadores para estas proteinas (ifitm1, ifitm2, ifitm3,
ifitm5 e ifitm10), todos localizados no cromossomo 11 (127). Em 2009, os IFITM foram
identificadas como importantes fatores restritivos a infec¢éo pelos virus influenza A
H1N1, West Nile e Dengue (128). Posteriormente, se observou que estas proteinas
sdo restritivas a entrada de virus como Marburg, Ebola, Coronavirus SARS, Influenza
A, Hepatite C, Zika e Metapneumovirus (105-107,129).

Ja foi descrito que a atividade antiviral do IFITM acontece no inicio da
replicacédo viral. No caso do virus da hepatite C, os virus sao sequestrados no caminho
endossomal e levados aos lisossomos para a destruigdo (129). Ja os virus influenza,
séo blogueados no inicio da fusédo (hemifuséo) entre o envelope viral com a membrana
do endossomo (130). No entanto, ainda ndo se sabe exatamente como o IFITM
impede a fusdo das membranas, mas acredita-se que este fator promova uma

alteracdo das propriedades fisicas da membrana (131).

Assim como outros, nosso grupo ja demonstrou a relagdo entre aumento dos
niveis proteicos de IFITM3 e a diminuicdo da replicacdo do influenza. Em trabalhos
anteriores, vimos que a replicacdo do virus influenza em células de origem epitelial
(HeLa) e em macréfagos derivados de mondcitos humanos foi inibida, quando estas
células eram previamente infectadas/expostas ao HIV-1, ou apenas a sua principal
proteina de superficie (gp120) (132). Este efeito ocorre mesmo em células que néo
apresentam CD4 em sua superficie, mas sim apenas 0s receptores celulares de
quimiocinas CCR5 e CXCR4 (132).
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1.2.3. Receptores de quimiocinas

As quimiocinas sdo pequenas proteinas que participam da resposta imune no
organismo e que sao expressas nos tecidos em homeostase, durante injurias e
inflamacdes. Essas moléculas ligam-se aos receptores presentes nas células que,

guando ativados, desencadeiam sinaliza¢cfes intracelulares (133).

Classicamente, as quimiocinas sao importantes devido ao papel de quimiotaxia,
no qual o gradiente dessas moléculas, ao longo do microambiente inflamatério, induz
a migracdo de células imunes ao local da inflamacédo (134). No entanto, estdo
envolvidas em outros papéis bioldégicos como angiogénese e hematopoiese (135,136).
Essas moléculas sdo classificadas em quatro grupos distintos, dependendo do
posicionamento do motivo de cisteina no terminal NH2. Os membros da familia
incluem CXC, CC, C e CX3C das quais CXC (a-quimiocinas) e CC (B-quimiocinas)

sao os grupos melhor caracterizados (137).

Os receptores de quimiocinas quando sdo ativados pelos seus ligantes
especificos adquirem uma mudanca conformacional, permitindo a ativacdo de
efetores intracelulares como a proteina G e B-arrestina. Além disso, quando ativados,
esses receptores apresentam caracteristica importantes na sua regulacao, incluindo
dessensibilizacdo, processo no qual estes se tornam refratarios a estimulacéo
continua dos agonistas (133). Apés ativacdo, ocorre a fosforilacdo, internalizacao,
reciclagem e degradacdo dos mesmos, sendo estes mecanismos importantes para

evitar o estimulo prolongado destes receptores (138).

Geralmente, os receptores para quimiocinas sédo transmembranares e estao
associados a proteina G (GPCR) (133). Quando ativos, os GPCR agem como um fator
de troca de nucleotideos de guanina se ligando a GTP e permitindo a subunidade a
da proteina G se dissociar da subunidade By. Os GPCR atuam utilizando segundos
mensageiros na ceélula para a transducdo de sinal e o tipo de segundo mensageiro
ativado depende do subtipo de GPCR. As proteinas Ga séo divididas em quatro
grupos: Gaq, Gas, Gai, Gaizins. Gag ativa a fosfolipase C (PLC), estimulando a

liberacé@o de célcio intracelular, Gas ativa a adenilato ciclase estimulando a produgéo
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de AMP ciclico (AMPc); Gai inibe a adenilato ciclase, inibindo a produgao de AMPc;
Ga12/13 ativa a familia de GTPases Rho (139).

Durante a infeccdo por virus influenza in vitro e in vivo, ocorre aumento da
expressdo do receptor CCR5 e das quimiocinas como CCL2, (MCP-1) CCL3 (MIP-
1a), CCL4 (MIP-1B), CCL5 (RANTES) e CXCL10 (IP-10) (140,141). Sabidamente, a
infeccdo por influenza promove um estimulo de uma grande quantidade de moléculas
inflamatoérias (citocinas e quimiocinas), para direcionar o infiltrado de células

inflamatorias a resolucao da infeccao (141,142).

Porém, dados do nosso grupo sugerem que 0s receptores de quimiocinas
podem ter outras funcdes além das descritas. Como mencionado anteriormente, a
proteina do HIV-1 gp120 foi capaz de diminuir a replicacdo do virus influenza in vitro
(132). A gp120, que pode atuar como um agonista endégeno, € uma proteina que se
liga aos receptores CCR5 e CXCR4 (143).

O CXCR4 alguns ligantes naturais como o CXCL12 (SDF-1), MIF e ubiquitina
extracelular (eUb) (144), sendo os dois ultimos ligantes alternativos e ndo cognatos.
Ja foi descrito que o0 eixo CXCL12/CXCR4 é envolvido em diversos tipos de céancer,
proliferacéo e migracao celular (145). J&A o CCR5 possui trés ligantes agonistas totais,
0 CCL3, CCL4 e CCL5 (146) e é envolvido em ativacao de leucdcitos e quimiotaxia,

secrecdo de citocinas e proliferacao celular (143,147,148).

Um polimorfismo interessante do CCR5 é o CCR5A32. Individuos homozigotos
para essa caracteristica apresentam uma delecao de 32 pares de base no gene que
codifica para o receptor CCR5, o que resulta na auséncia dessa molécula na superficie
celular (149). Individuos que possuem o CCR5 mutante séo resistentes a infecgbes
por HIV-1 com tropismo para este receptor (150). Entretanto, na literatura ja foi
descrito um pior prognéstico para individuos com a mutagdo A32 em infecgdes por
virus influenza e West Nile (151,152). De forma contraria, n0SSO grupo e outros ja
mostraram que esta mutagdo ndo influencia durante o curso clinico da infec¢éo por
influenza nas amostras que foram analisadas (153,154). Logo, ainda permanece

controverso o papel do receptor CCR5 em infecg¢des por influenza.
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1.3. Justificativa

Jéa foi descrito na literatura que individuos caracterizados como CCR5A32, o curso da
infecgao por influenza durante a pandemia foi agravado, culminando em maior taxa
de mortalidade. Em contrapartida, dados do nosso grupo e de outros mostram que
esta delecdo ndo esta associada a desfechos desfavoraveis, quanto a infeccédo por
virus influenza e outros tipos virais. Além disso, dados do nosso grupo ja
demonstraram que a replicacdo do virus influenza em células de origem epitelial
(HeLa) e em macrofagos € inibida quando estas células sdo previamente expostas ou
infectadas pelo HIV-1. Observamos também que apenas a principal proteina de
superficie do HIV, gp120, dispara este mesmo fendmeno e o fator restritivo IFITM3
era responsavel pela inibicdo da replicacdo. Adicionalmente, foi observado que a
molécula de CD4 ndo era necessaria, sendo importante os receptores CCR5 e CXCR4
para o efeito inibitério. Os fatores restritivos séo proteinas bem estudadas que inibem
a replicacdo de diversas espécies de virus. Apesar disso, ainda ndo estd bem
elucidado o mecanismo de acdo, como sao ativadas durante a infeccdo e se
polimorfismos nestas proteinas podem causar algum impacto na reposta imune do
hospedeiro. Com base nesses conhecimentos, hipotetizamos que a ligacdo de
agonistas dos receptores CCR5 ou CXCR4 poderia levar a modulacao de fatores
celulares de restricéo viral. E importante ressaltar que estes dados s&o interessantes
do ponto de vista do conhecimento basico sobre a biologia das infec¢bes virais, uma
vez que, apesar de muitos fatores de restricdo serem estudados, a importancia deles
para cada virus ainda nao estéa totalmente desvendada. Além disso, traz perspectivas
sobre o desenvolvimento de moléculas agonistas e antagonistas de receptores
celulares com atividade contra agentes virais de grande importancia para a saude
publica, que poderiam ser administrados em conjunto ou substituindo moléculas

antivirais ja associadas ao surgimento de resisténcia.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar se os ligantes enddgenos e exdgenos dos receptores celulares CCR5 e
CXCR4, sao capazes de modular fatores de restricdo e a replicagéo do virus influenza

A, in vitro.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar o efeito de ligantes dos receptores CCR5 e CXCR4 na replicacéo

do virus influenza;

e Avaliar a infectividade dos virus crescidos em células expostas aos
ligantes de CCRS5;

e Identificar fatores de restricdo viral modulados pelos ligantes de CCR5;

e Avaliar a modulacado dos niveis proteicos de SAMHDL1 pelos ligantes de

CCRS5 e o seu efeito na inibicdo da replicacéo viral;

e Avaliar o papel do nucleosideo guanosina sobre a replicacdo do virus

influenza.
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3 Metodologia

3.1 Cultivo celular

Células epiteliais de rim canino (MDCK) e células de linhagem de epitélio
pulmonar humano (A549) foram cultivadas, respectivamente, em meio DMEM high
glycose (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibco, Nova lorque, EUA)
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Nova lorque, EUA), 100
U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Invitrogen, Nova lorque, EUA)
(meio DMEM completo). Ambas culturas foram mantidas em garrafas de poliestireno
de 75 cm?, em atmosfera de 5% de gas carbénico (CO2) a 37 °C e acompanhadas
diariamente ao microscépio Optico de campo claro. Para o repique, as células foram
lavadas com PBS (tampé&o salina fosfato) pH 7,2 e tratadas com tripsina-EDTA (acido

etilenodiamino tetra-acético) 0,25 %.

3.2  Crescimento e titulacdo do estoque viral

A cepa viral utlizada nos experimentos foi a influenza vacinal
A/Switzerland/9715293/2013 (H3N2), cedida pelo IRR (Influenza Reagent Resource)
e adaptada para laboratério. Para o crescimento viral, esta cepa foi inoculada em
células MDCK com meio de inoculacdo contendo DMEM high glycose, 0,2 % de
albumina (BSA) e HEPES (25 mM) (155). Apos 1 hora de infecgéo, o meio foi trocado
para o meio de inoculagéo acrescido de 2 pg/mL de tripsina-TPCK (tosyl phenylalanyl
chloromethyl ketone). A cultura foi incubada em atmosfera de 5% de CO:z a 37 °C e
acompanhada diariamente até a observacdo do efeito citopéatico (CPE), que séo
alteracbes causadas nas células devido a infeccdo viral. Quando 75% da
monocamada celular apresentava CPE, o sobrenadante da cultura era coletado e
centrifugado a 2500 rpm, por 10 minutos. O precipitado contendo os restos celulares
foi descartado e o sobrenadante contendo os virus foi coletado e congelado & -70 °C.
A titulacéo foi feita pelo método de TCIDso/mL (titulo de virus infectivo para 50% da

cultura celular), realizada pelo método de ELISA, preconizado em protocolos
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internacionais (155), e calculada pela metodologia de Reed & Muench (156). Esse
ensaio determina a maior diluicdo viral capaz de infectar 50% das células em cultura.
Assim, células MDCK previamente semeadas em placas de 96 pogos (2 x 104
células/pogo) foram expostas a diluicdes virais seriadas de base 10. Apos 18 horas
de infeccdo, o titulo viral foi quantificado por ensaio imunoenzimatico (ELISA),

seguindo o protocolo ja estabelecido pela OMS (155).

3.3 Atividade Neuraminidase

Inicialmente, foram avaliados o melhor modelo de infec¢ao para estudo e MOI
(multiplicidade de infeccdo- relacdo virus/célula) viral a ser utilizado. A quantificacédo
viral nesta etapa foi a atividade neuraminidase (NA) devido a facilidade e rapidez para

a deteccdo do virus influenza.

3.3.1 Ensaio com células MDCK

Afim de identificar o papel dos ligantes de CCR5 sobre a infeccdo do virus
influenza, células MDCK foram semeadas em placas de 24 pogos (3 x 10%
células/poco) e cultivadas em meio DMEM completo. Vinte e quatro horas depois, as
células foram lavadas com PBS e expostas ou ndo as quimiocinas humanas (ligantes
endogenos): CCL3 (30 ng/mL), CCL4 (15 ng/mL), CCL5 (15 ng/mL) (R&D Systems).
As concentracfes usadas neste trabalho foram 3x a dose efetiva (ED50) de
guimioatracéo de células em cultura (dado fornecido pelo fabricante). A concentracéo
utilizada é compativel com a concentracdo utilizada para ativacdo dos receptores
CCR5 (146). Vinte e quatro horas ap0s exposicao, as células foram lavadas com meio
de inoculacdo e infectadas por 1 hora com o virus A(HLN1)pdmO09
(A/Michigan/45/2015) em dois MOIs (0.05 e 0.5), a 37 °C e atmosfera de 5% de COz..
Apds esse tempo, o inoculo foi retirado e o meio foi trocado para meio de inoculagéo
com 1,5 pg/mL de tripsina-TPCK. Vinte e quatro horas apos infeccdo (hpi), os

sobrenadantes foram recolhidos e em seguida, diluidos numa propor¢céo de 1.5 em
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tampdao de lise do kit comercial NA-Star® (Life Technologies, EUA). Em seguida, foi
adicionado o substrato (1,2- dioxetano) para a enzima neuraminidase do virus e a
incubacéao foi de 15 minutos, a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2. Apéds esse periodo,
a atividade neuraminidase (NA) foi quantificada por luminescéncia, seguindo as
instrucdes do fabricante. Os resultados foram obtidos em unidades relativas de luz
(RLU).

Posteriormente, células MDCK foram semeadas em placas de 24 pocos (3 x
10* células/poco) e cultivadas em meio DMEM completo. Vinte e quatro horas depois,
as ceélulas foram lavadas com meio de inoculagédo e infectadas por 1 hora com o virus
A(H1N1)pdmO09 no MOI de 0.05, & 37 °C e atmosfera de 5% de CO2. ApGOs esse tempo,
o indculo foi retirado e o meio foi trocado para meio de inoculacdo com 1,5 pg/mL de
tripsina-TPCK com ou sem os ligantes endogenos: CCL3 (30 ng/mL), CCL4 (15
ng/mL), CCL5 (15 ng/mL). Vinte e quatro horas apds infeccao (hpi), os sobrenadantes
foram recolhidos e quantificados por atividade NA (descrito acima).

3.3.2 Busca pelo melhor modelo de infecgéo

Afim de avaliar o melhor modelo para o estudo, comparamos a infeccao em
células A549 e MDCK com o objetivo de identificar o melhor virus influenza e MOI em
células A549, para a realizacao dos ensaios. A intencdo era obter em A549 a mesma

atividade NA que observamos em células MDCK.

Entdo, células MDCK ou A549 foram semeadas em placas de 24 pocos (3 x
104 células/pogo) e cultivadas em meio DMEM completo. Vinte e quatro horas depois,
as células foram lavadas com meio de inoculagédo e infectadas por 1 hora com o virus
A/H1IN1 ou A/H3N2 em diferentes MOIs (0.05,0.5,1 e 2), a 37 °C e atmosfera de 5%
de CO2. ApOs esse tempo, o indculo foi retirado e o meio foi trocado para meio de
inoculagcdo com 1,5 pug/mL de tripsina-TPCK. Vinte e quatro horas apds infeccao, os
sobrenadantes foram recolhidos e quantificados por atividade NA (descrito

anteriormente).
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3.4 Ensaio de inibicdo da replicacao viral

Células A549 foram semeadas em placas de 24 pocos (3 x 10* células/poco) e
cultivadas em meio DMEM completo. Vinte e quatro horas depois, as células foram
lavadas com PBS e expostas ou nao aos ligantes endégenos e exogenos, CCL3 (30
ng/mL), CCL4 (15 ng/mL), CCL5 (15 ng/mL), CXCL12 (agonista do receptor CXCR4)
(100 ng/mL), gp120 HIV-1 (BaL; CN54; 96ZM651; RSC3 G367R; IlIB; BR029) (5
pug/mL) e ao interferon-a (IFN-a) humano (10 ng/mL) (Sigma).

As proteinas recombinantes gpl120 (ligantes exdgenos) foram gentiimente
cedidas pelo programa NIH AIDS Reagent. Estas proteinas tém origem de virus com
tropismo para os receptores celulares CCR5 e CXCR4. As gp120 HIV-1 R5-tropicas
utilizadas foram BalL, 96ZM651, CN54 e RSC3 G367R. As gp120 HIV-1 X4-tropicas
utilizadas foram 111B e BR029.

Vinte e quatro horas ap6s exposicao, as células foram lavadas com meio de
inoculacao e infectadas por 1 hora com o virus A/H3N2 no MOI 2, a 37 °C e atmosfera
de 5% de CO2. Apos esse tempo, o inoculo foi retirado e o meio foi trocado para meio
de inoculagdo com 1,5 pg/mL de tripsina-TPCK. Neste momento foi acrescentado
OST-car (64 nM), em um poco somente infectado (sem exposi¢cdo aos ligantes). O
IFN-a e o oseltamivir carboxilato (OST-car; gentilmente cedido pela Hoffman-La
Roche Inc., Basileia, Suica) (64 nM) foram usados como controles positivos de

inibicdo da replicacao viral nos experimentos.

Vinte e quatro horas apoés infec¢éo (24 hpi), o sobrenadante foi coletado e
armazenado em -70 °C até a sua utilizagdo. O titulo viral foi avaliado por qRT-PCR
em tempo real utilizando a quantificacéo relativa. Os resultados foram expressos em
porcentagem de inibigdo da replicagéo viral. O fluxograma do desenho experimental
do ensaio de inibicdo de replicagdo viral est4 representado na figura abaixo (Figura
3.1).
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Figura 3.1.: Fluxograma geral do ensaio de inibi¢g&o da replicagéo viral.

3.4.1 qRT-PCR

Os virus crescidos em células A549 expostas ou ndo aos ligantes de CCR5 e
CXCR4 foram coletados em 24 hpi e submetidos a extragdo de RNA viral para a

realizacdo da quantificagdo do virus por meio de RT-PCR em tempo real.

3.4.1.1 Extragcdo de RNA viral

As extracOes de RNA viral foram realizadas utilizando-se o kit QIAmp Viral RNA
mini kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com as instru¢bes do fabricante.
Brevemente, foi adicionado 560 pL de solucdo desnaturante (tampéo AVL), capaz de
inativar RNAses e assegurar a liberagdo do RNA, em 140 yL da amostra a ser
extraida. Apos incubacgédo de 10 minutos a temperatura ambiente, foi adicionado 560
ML de etanol para permitir a ligacao do RNA a membrana de silica em gel “QlAamp”.
Foram realizadas duas etapas de lavagens para retirada de impurezas e o RNA viral
purificado foi eluido em 60 pL de agua livre de DNAse/RNAse (tampédo AVE) e

estocado a -70°C até o momento de uso.
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3.4.1.2 RT-PCR em tempo real em Unica etapa

O RNA viral foi submetido a reacdo de RT-PCR em tempo real em etapa Unica
para quantificacdo do gene M do virus influenza A, de acordo com o protocolo do
Centers for Disease Control and Prevention/Atlanta — World Health Organization (155)
(Tabela 3.1).

Tabela 3.1: Reagentes para a quantificagdo do gene M do virus influenza A.

Reagentes  Concentracdo

Tampéo 2X
Primer?! 40 uMm
Sonda? 10 uM
Enzima3 80U
RNA 5 uL
Volume final 25 pL

1 Sequéncias dos primers INFA: direto 55 GACCRATCCTGTCACCTCTGA 3' e reverso
5 AGGGCATTYTGGACAAAKCGTCTA 3

2Sequéncia sonda: 5° TGCAGTCCTCGCTCACTGGGCACG 3" (Kit Promega)

3 GoScript™ Transcriptase Reversa Tagq DNA polimerase (Kit Promega).

A transcricao reversa foi realizada a 45° C por 25 minutos, seguida da ativacao
da enzima polimerase em 95 °C por 2 minutos. A amplificacdo do cDNA foi feita em
45 ciclos com a desnaturacdo do cDNA por 15 segundos em 95 °C, seguidos de
amplificagdo a 55 °C por 30 segundos. As reacgOes foram realizadas em duplicata

usando o sistema de detecc¢éo 7500 da Applied Biosystems.

A quantificacao viral foi baseada em um método de curva padréo, como descrito
em outros trabalhos, com algumas modificagdes (157) . Para a quantificagdo do RNA
viral foi realizada uma curva padrdo do virus A(H3N2) previamente titulado por
TCIDso/mL. O RNA deste virus padréo foi extraido e quantificado nas dilui¢cdes bruto,
101, 102, 103, 10 e 10°°. Desta forma, fizemos uma curva na qual correlacionarmos

os valores de Ct (cycle threshold - o numero de ciclos de amplificacdo que uma
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amostra necessita para atingir uma determinada quantidade de fluorescéncia emitida)
com os titulos em TCIDso/mL. A partir desta curva, obtivemos a equacao da reta
(Figura 3.2). Os valores de Ct das amostras foram substituidos nesta equacgéo para
obtencdo dos titulos em TCIDso /mL relativo. Com esses dados, consideramos o
TCIDso/mL relativo das amostras controle (sem tratamento) como 100% da replicagéo
viral. Entdo, calculamos a porcentagem de replicacdo das demais amostras em
relacdo ao controle. A porcentagem de inibicdo da replicacdo de cada ponto
experimental € calculada como 100% — % replicacéo viral obtida.

CURVA A(H3N2)
35
30
25

y = -1,406In(x) + 35,87
R? = 0,9983

15
10

Cycle threshold
Ct
P
o

1 100 10000 1000000
TCID30/mL

Figura 3.2: Curva padrdo do virus A(H3N2) relacionando Ct e TCIDso/mL. Exemplo de
curva do virus A(H3N2) utilizado nos experimentos, em destaque o valor de R? e a equacgéo
da reta utilizada para o célculo do TCID50/mL relativo dos pontos experimentais. O Y é o valor
do Ct da amostra avaliada e o X é o valor do TCIDse/mL relativo, que sera obtido através do
célculo.

3.4.2 Titulacao viral por unidade formadora de placa (PFU)

Células MDCK foram semeadas em placas de 12 pocos (5 x 10° células/poco)
e cultivadas em meio DMEM completo. No dia seguinte, os sobrenadantes dos
experimentos foram diluidos serialmente em DMEM sem SFB e cada amostra tinha
trés diluicdes (101, 102, 10%). Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com

meio DMEM e foram infectadas com 200 puL das amostras previamente diluidas, por
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1 hora a 37 °C e atmosfera de 5 % de CO2. ApOs esse tempo, o meio foi trocado por
outro contendo 2 mL de solucéo de agarose 1% diluida em DMEM sem SFB, contendo
1 pg/mL de tripsina-TPCK. Entéo, as células foram incubadas por 72 horas na estufa
a 37°C e atmosfera de 5% de CO2. ApGs esse periodo, a agarose foi retirada da placa
e as ceélulas foram coradas e fixadas com cristal de violeta em formaldeido 10%. A
escolha da diluicdo € feita a partir da contagem de PFU por po¢co que tenha uma
qguantidade entre 3 a 30 placas (Figura 3.3). As placas foram enumeradas para se

determinar o titulo viral e este é expresso em PFU/mL.

O PFU/mL é calculado como: numero de placas contadas X diluicdo escolhida

para contagem X 5.

Figura 3.3: Exemplo das placas formadas pelo virus A/H3N2 em células MDCK apds 72
h de titulacdo pelo ensaio de PFU. Cada ponto (seta preta) € considerado uma unidade
formadora de placa e estes pontos séo contados para a determinag&o do titulo viral.

3.5 Avaliacdo dos fatores restritivos

Afim da avaliar quais fatores restritivos poderiam estar sendo modulados pelos
ligantes de CCRS5, células A549 foram semeadas em placas de 24 pocgos (3 x 10°
células/poco) e cultivadas em meio DMEM completo. Vinte e quatro horas depois, as
células foram lavadas com PBS 1x e expostas aos ligantes, CCL3 (30 ng/mL), CCL4
(15 ng/mL), CCL5 (15 ng/mL), gp120 HIV-1 BaL (5 pg/mL) e ao IFN-a (10 ng/mL).
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Vinte e quatro horas apds exposicao, as células foram lavadas com PBS e lisadas

com tampao especifico para extracdo de RNA total para quantificacdo de RNAm.

3.5.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

As extracOes de RNA total das células foram realizadas utilizando-se o RNeasy
Mini Kit (Qiagen), seguindo as especificacdes do fabricante. Brevemente, as células
foram lisadas com 600 pL do tamp&o de lise RLT com 1% de B-mercaptoetanol. Em
seguida, foi adicionado 600 pL de etanol 70% nas amostras para a ligacdo do RNA a
membrana de silica. Foram realizadas trés etapas de lavagens para retirada de
impurezas e o RNA puro foi eluido em 80 ul de 4gua livre de DNAse/RNAse e estocado
a -70°C até o momento de uso. O RNA total foi diluido 10x em agua livre de

DNAse/RNAse e foi feita a quantificacdo do mesmo no Qubit (Qiagen).

A eliminacdo de DNA gendmico e a sintese de cDNA foi realizada com o Kit
RT? First Strand (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo as recomendacGes do
fabricante. Brevemente, utilizou-se 110-720 ng de RNA das amostras e foi feita a
eliminacao de DNA gendmico, com uma ciclagem de 5 minutos a 42 °C e 1 minuto no
gelo. Em seguida, a transcrigdo reversa do RNA total foi feita com os reagentes da
tabela 3.2.

A gqualidade do cDNA sintetizado foi avaliada no espectrofotometro NanoDrop
2000® pela relagédo A260/230 e A260/280, onde obtivemos resultados médios de 2,08

e 1,72, respectivamente.

Tabela 3.2: Reagentes para a sintese de cDNA.

Reagentes Volume (1 reacéo)
Tampéao BC3 5X 4 ul
Control P2 1l
Mix transcriptase 2ul
reversa RE 3
Agua livre de RNase 3ul
Volume final 10 pl
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A ciclagem utilizada foi de 42 °C por 15 minutos e 95 °C por 5 minutos. As
reacoes de eliminacdo de DNA gendmico e transcricdo reversa citadas ocorreram no

termociclador Verity da Applied Biosystems.

3.5.2 gPCR

Para quantificar a expressdo dos fatores de restricdo celulares e de outros
transcritos associados com a resposta imune inata foi utilizada uma placa de 96 pocos
de PCR em tempo real customizada RT? Profiler PCR Array (CAPH12347A) (Qiagen),
seguindo as especificagdes do fabricante. A placa era composta por primers para
diferentes genes induzidos por interferon: teterina (cat#PPH05790B), IFITM1
(cat#PPH05981C), IFITM2 (cat#PPH05548F), IFITM3 (cat#PPH02872E), MX1
(cat#PPHO01325A), MX2 (cat#PPH01326F), SAMHD1 (cat#PPH18140A), APOBEC3G
(cat#PPH06904A), MCPIP1 (cat#PPH16134B), IFN1-a (PPH01321B), receptor de IFN
(PPHO0869F) e o gene housekeeping GAPDH. O cDNA das amostras foi adicionado
ao Power Sybr Green PCR mastermix (Termofisher). A ativacdo da enzima polimerase
foi em 95 °C por 10 minutos. A desnaturacéo do cDNA foi realizada em 95 °C por 15
segundos, seguida de 1 minuto de extensédo em 60 °C (40 ciclos). As reacdes foram
realizadas em duplicata usando o sistema de deteccao 7500 da Applied Biosystems.
Os resultados foram normalizados em relagcéo aos niveis de RNAm do gene GAPDH.
Os niveis transcricionais foram analisados através do céalculo 222CT) onde AACT =
ACT (experimental) — ACT (controle) (158).

3.6  Transfeccdo de RNA de interferéncia (RNAi) para SAMHD1

Afim de realizar um modelo experimental de knockdown de SAMHD1, células
A549 foram semeadas em placas de 6 pocos (5 x 10° células/poco) e cultivadas em
meio DMEM sem antibioticos. Vinte e quatro horas depois, as células foram lavadas
com PBS e transfectadas com RNAI para SAMHD1 ou a sua sequéncia scramble (30,

50 ou 100 nM) (Ambion) em OPTI-MEM (Gibco), usando lipofectamina 2000
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(Invitrogen). Scramble é uma sequéncia com 0s mesmos nucleotideos do RNAI alvo,
mas ordenados de forma embaralhada. Seis horas apos transfeccdo, o meio foi
trocado por meio DMEM sem antibioticos acrescido de 2% de SFB ou expostas aos
ligantes de CCR5 e IFN-a. Vinte e quatro horas apés transfeccado, as células foram
lisadas para ensaio de immunoblotting ou lavadas com meio de inoculacdo e
infectadas por 1 hora com o virus A/H3N2 no MOI 2, a 37 °C e atmosfera de 5 % de
CO2. Apls esse tempo, o inoculo foi retirado e o meio foi trocado para meio de
inoculacdo com 1,5 pg/mL de tripsina-TPCK. 24 hpi, o sobrenadante foi coletado e
armazenado em 70 °C até a sua utilizacéo. O titulo viral foi avaliado por gRT-PCR em
tempo real utilizando a quantificagdo relativa (TCIDso/mL relativo). O fluxograma do
desenho experimental do modelo de knockdown para SAMHD1 esta representado na
figura abaixo (Figura 3.4).

Modelo experimental de knockdown para SAMHD1

Células A549 — RNAIi ou Scramble ——»  Exposi¢cdo ou ndo aos ligantes

6 hrs de CCR5 e IFN-a
18 h
Lisada ou fixada para immunoblotting  Infecgéo pelo
ou imunofluorescéncia virus A/H3N2
1 24 hrs
Titulo viral: Sobrenadante
gRT-PCR

Figura 3.4.: Fluxograma geral do ensaio de knockdown para SAMHDL1.

3.7 Ensaio de immunobloting

Células A549 foram semeadas em placas de 6 pocos (5 x 10° células/poco).
Vinte e quatro horas depois, as células foram expostas as quimiocinas, CCL3 (30
ng/mL), CCL4 (15 ng/mL), CCL5 (15 ng/mL) e a gp120 HIV-1 BaL (5 pg/mL) ou
transfectadas com o RNAi de SAMHDL1 (100 nM). Vinte e quatro horas apés exposi¢cao
ou transfeccdo, as células foram lisadas com o tampédo de lise RIPA contendo
inibidores de protease (Sigma). Cinquenta ug de proteinas de cada amostra foi

preparada em tampéao de Laemmli, fervidas por 1 minuto a 100 °C e aplicadas em gel
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de poliacrilamida 12%. As proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose e bloqueadas com 5% BSA TBS-0.1% Tween-20 (TBS-T), por 1 hora em
temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpos
primérios contra IFITM3 (Abcam) ou SAMHD1 (Termofisher), diluidos de 1:1000 em
5% BSA TBS-T. A incubacao foi overnight na temperatura de 4 °C. Apos esse periodo,
uma nova incubacdo com anticorpo secundario conjugado com peroxidase IRDye
680RD Goat (polyclonal) Anti-Rabbit IgG (H+L) (LI-COR) ou IRDye 800CW Goat Anti-
Mouse IgG (LI-COR) foi realizada, diluido em 1:10000 em 5% BSA TBS-T, por 1 hora
em temperatura ambiente. Este sistema produz quimioluminescéncia, revelado no
equipamento Odyssey (LI-COR). Todas as imagens tiveram sua densitometria
quantificada pelo programa ImageJ 1.6.0 e normalizada através da quantificacdo da

proteina de citoesqueleto celular, B-actina.

3.8 Ensaio de imunofluorescéncia

Células A549 foram semeadas em laminulas de vidro em placas de 24 pocos
(2 x 10* células/pocgo). Vinte e quatro horas depois, as células foram expostas as
guimiocinas, CCL3 (30 ng/mL), CCL4 (15 ng/mL), CCL5 (15 ng/mL) e gp120 HIV-1
BaL (5 pg/mL) ou transfectadas com o RNAi de SAMHD1 (100 nM). Vinte e quatro
horas ap0s exposicdo ou transfeccao, as células foram lavadas com PBS e fixadas
com paraformaldeido 4% (PFA), por 15 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, as células foram incubadas por 5 minutos com PBS- 0,3% Triton
(PBS-T) para a permeabilizacdo da membrana celular. Em seguida, as células foram
lavadas com PBS por 5 minutos (3 lavagens) e bloqueadas com PBS- 1% BSA (PBS-
BSA) por 1 hora em temperatura ambiente. As células foram incubadas overnight em
camara umida em 4 °C com anticorpo primario para IFITM3 (Abcam) ou SAMHD1
(Termofisher), ambos diluidos em 1:200 em PBS-BSA. Apds esse periodo, as células
foram lavadas com PBS por 5 minutos (3 lavagens) e incubadas em temperatura
ambiente com anticorpo secundario Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L)
(Invitrogen) ou Alexa Fluor 594 Goat Anti-Rabbit (Invitrogen), por 2 horas em camara

Uumida, diluido em 1:400 em PBS-BSA. Apos incubagdo com o anticorpo secundario
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as células foram lavadas com PBS por 5 minutos (3 lavagens) e em seguida realizou-
se a incubacdo com o intercalante de DNA DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) para
a marcacdo do nucleo celular (marcagdo em azul), diluido 1:1000 por 5 minutos. As
células foram lavadas novamente com PBS e a lamina foi selada usando o meio de
montagem n-propilgalacto. As fluorescéncias foram observadas em microscépio Zeiss
APOTOME e a intensidade relativa da fluorescéncia foi calculada através da média
da razdo entre a intensidade total sobre o nimero total de ndcleos em 4 campos

diferentes com mesmo aumento.

3.9 Tratamento com guanosina

Com objetivo de avaliar o efeito da adicdo de nucleosideos sobre a replicacéo
do virus influenza, células A549 foram semeadas em placas de 24 pocos (6 x 104
células/poco) e cultivadas em meio DMEM completo. Vinte e quatro horas depois, as
células foram lavadas com PBS e expostas ou ndo aos ligantes de R5: CCL5 (15
ng/mL) e gp120 HIV-1 BaL (5 pg/mL) e ao IFN-a (10 ng/mL). Vinte e quatro horas apdés
exposicao, as ceélulas foram lavadas com meio de inoculagao e infectadas por 1 hora
com o virus A/H3N2 no MOI 2, a 37 °C e atmosfera de 5% de CO2. Apés esse tempo,
o indculo foi retirado e o meio foi trocado para meio de inoculagdo com 1,5 pg/mL de
tripsina-TPCK e foi acrescentado guanosina (50 e 100 uM) (Sigma) nos pogos
selecionados. Vinte e quatro horas apos infeccao (24 hpi), o sobrenadante foi coletado
e armazenado em -70 °C até a sua utilizag&o. O titulo viral foi avaliado por gRT-PCR

em tempo real utilizando a quantificacéo relativa (TCIDso/mL relativo).

3.10 Analise estatistica

Os dados obtidos foram gerados e analisados no programa GraphPad Prism
5.0 e a determinacao da significancia entre os diferentes grupos experimentais foi

realizada pela determinacdo da média e erro padrédo da média a partir do o teste t
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student e ANOVA com pos teste Tukey. Utilizamos um intervalo de confianca de 95%,

logo, valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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4. Resultados

4.1. Escolhado modelo de infec¢cdo para o estudo

4.1.1. Busca pelo melhor MOI e virus a ser utilizado para infeccdo em
A549

As células MDCK séo as principais células utilizadas para o isolamento de virus
influenza devido a grande quantidade de particulas virais que sdo produzidas nesse
sistema (159) . Entao, inicialmente células MDCK foram expostas aos ligantes CCL3,
CCL4 e CCL5 por 24 h. Em seguida, essas células foram infectadas com o virus
A(H1IN1)pdm09 em dois MOIs: 0.05 e 0.5. Em 24 hpi, o sobrenadante foi coletado
para a titulacé@o viral através da atividade neuraminidase. N6s observamos que os
ligantes enddgenos do receptor CCR5 foram capazes de inibir a replicagdo do
influenza em células MDCK (Figura 4.1). O efeito inibitério nessas células é
dependente de MOI, visto que foi maior no MOI 0.05 quando comparado ao MOI de
0.5 (Figura 4.1).
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Figura 4.1: Efeito de ligantes de CCR5 sobre a replicagcdo do virus influenza
A(HIN1)pdm09 em células MDCK. Células MDCK foram expostas as quimiocinas CCL3 (30
ng/mL), CCL4 (15 ng/mL), CCL5 (15 ng/mL). Depois de 24 h, as células foram infectadas com
o virus influenza A(HLN1)pdm09 no MOI 0.05 e 0.5. 24 hpi, o sobrenadante foi recolhido e o
titulo viral avaliado através da atividade neuraminidase. A avaliacdo da replicacéo viral foi
realizada pela razdo entre valores de unidades de luminescéncia obtidos nos pontos
experimentais sobre o controle infectado x 100. A inibicdo da replicacéo foi calculada como
100% menos a porcentagem de replicagdo (n=3).

Considerando a inibicdo da replicacdo do virus influenza pela pré-exposicao
com os ligantes do receptor CCR5, fomos avaliar se estas moléculas seriam capazes
de inibir a replicacdo se adicionadas a cultura apos a infecgdo viral. Entdo, células
MDCK foram infectadas com o virus A(HLIN1)pdm09 no MOI 0.05 por 1 h, e

posteriormente foram expostas aos ligantes CCL3, CCL4 e CCLS5.

Observamos uma pequena inibicdo da replicagcdo viral nos sobrenadantes

coletados em 72 hpi, mas ndo no sobrenadante de 24 e 48 hpi (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Efeito do tratamento com os ligantes de CCR5 apdés infeccdo do virus
influenza A(HIN1)pdmO09 em células MDCK. Células MDCK foram infectadas com o virus
influenza A(HLN1)pdmO09 por 1 h, no MOI de 0.05. Apos a infec¢éo, as células foram expostas
as quimiocinas CCL3 (30 ng/mL), CCL4 (15 ng/mL), CCL5 (15 ng/mL). Os sobrenadantes
foram coletados nos pontos de 24, 48 e 72 hpi para a quantificacdo viral através da atividade
neuraminidase. A avaliacdo da replicacéo viral foi realizada pela razdo entre valores de
unidades de luminescéncia obtidos nos pontos experimentais sobre o controle infectado x
100. A inibic&o da replicacao foi calculada como 100% menos a porcentagem de replicagéo.

Em células MDCK os ligantes de CCR5 foram capazes de inibir a replicacdo do
virus influenza A(H1IN1)pdm09 no MOI de 0.05 e € necessario a pré exposi¢cao das

moléculas para o efeito inibitorio (Figura 4.1 e 4.2).

Sabendo disso, nos prosseguimos na busca pelo melhor modelo de estudo, e
decidimos avaliar as células A549 por serem um modelo de pneumdécito humano, uma
vez que o virus influenza se replica em células do trato respiratorio. Entdo, a nivel de
comparacdo, células A549 e MDCK foram infectadas com os virus influenza
A/H1IN1pdmO09 em diferentes MOIs.

Nossos resultados mostraram que os diferentes MOIls do virus A(H1IN1)pdmQ9
testados em A549 (0.05, 0.5, 1 e 2) nédo fizeram uma infec¢do produtiva, como
podemos observar pelos baixos titulos virais (Figura 4.3), € nem se equiparavam aos

titulos virais observados no MOI de 0.05 em células MDCK (Figura 4.3).
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Figura 4.3: Comparacéo dos titulos virais de A(HLN1)pdmO09 crescidos em células A549
e MDCK. Células A549 e MDCK foram infectadas com o virus influenza A(HLN1)pdmO9 nos
MOlIs de 0.05, 0.5, 1 e 2 (A549) e 0.05 e 0.5 (MDCK). 24 hpi, o sobrenadante foi recolhido e
o titulo viral avaliado através da atividade neuraminidase. O resultado foi expresso em
unidades relativas de luz.

Sabendo que as infeccdes por A(H1IN1)pdmO09 nédo estavam sendo produtivas
em células A549, nés entdo analisamos a producdo viral do virus
A/Switzerland/9715293/2013 (H3N2) nessas células. Para isso, células MDCK e A549
foram infectadas com o virus influenza A/H3N2 em diferentes MOIs e o titulo viral

avaliado por atividade neuraminidase.

Observamos que células A549 infectadas aumentavam os titulos virais,
conforme aumentou-se o MOI (Figura 4.4), indo de acordo com o esperado, e no MOI
de 2 o titulo viral ficou equivalente ao MOI de 0.05, observado em células MDCK
(Figura 4.4). Com base nisso, nosso modelo ficou estabelecido em células A549 com
infeccdo pelo virus A(H3N2) no MOI de 2.
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Figura 4.4: Comparacdo dos titulos virais de A(H3N2) crescidos em células A549 e
MDCK. Células MDCK e A549 foram infectadas com o virus influenza A(H3N2) nos de MOI
0.05 e 0.5 (MDCK) e 0.05, 0.5, 1 e 2 (A549). 24 hpi, o sobrenadante foi recolhido e o titulo
viral avaliado através da atividade neuraminidase. O resultado foi expresso em unidades

relativas de luz.
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4.2. Avaliacao de ligantes de CCR5 e CXCR4 na inibicédo da replicacéo

do virus influenza A/H3N2 em células A549

Baseados nos resultados anteriores, realizamos um novo ensaio no qual 0s
ligantes dos receptores celulares CCR5 e CXCR4 foram avaliados com relacéo aos
seus efeitos sobre a replicacdo in vitro do virus A/H3N2, em células A549. As células
foram expostas a esses ligantes por 24 h antes de serem infectadas. Apés 24 h de

infeccdo, o sobrenadante foi coletado e o virus titulado por RT-PCR em tempo real.

Observamos que os ligantes foram capazes de inibir a replicacdo do virus
influenza em pelo menos 40%, sendo a média de 53,1% para os ligantes endégenos
(Figura 4.5A) e 49% para exdgenos (Figura 4.5B). Entre os ligantes enddgenos, o
CCL5 foi a quimiocina que mais inibiu a replicagéo viral (57,3%) e entre os ligantes
exdgenos testados, a gpl20 BalL foi a proteina recombinante que mais inibiu a
replicacdo viral (57,5%). Entdo, utilizamos esses dois ligantes nos ensaios de
replicacédo viral. Os controles positivos IFN-a e OST-car inibiram a replicacdo viral em

85% e 95%, respectivamente (Figura 4.5A).

O CXCL12 apesar de inibir a replicacao viral, a concentracao utilizada para
esse efeito precisou ser 20 x o ED50 (100 ng/mL), ultrapassando a concentragéo das
outras B-quimiocinas aqui avaliadas. Ainda, dentre os ligantes enddgenos, foi a
molécula que apresentou menor inibicdo de replicacao viral, 44% (Figura 4.5A). Sendo
assim, optamos por prosseguir somente com o0s ligantes de CCRS5, para
aprofundarmos o estudo sobre o efeito inibitdrio dessas moléculas sobre a replicacao

do virus influenza.
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Figura 4.5: Avaliacao dos ligantes de CCR5 e CXCR4 na inibi¢céo da replicagéo do virus
influenza. Células A549 foram expostas as quimiocinas CCL3 (30 ng/mL), CCL4 (15 ng/mL),
CCL5 (15 ng/mL), CXCL12 (100 ng/mL) (A) ou as proteinas recombinantes gp120 (5 pg/mL)
(B). Depois de 24 h, as células foram infectadas com o virus influenza A/H3N2 no MOI 2. IFN-
a (10 ng/mL) e o OST-car (64 nM) foram usados como controle positivo para inibicdo da
replicacdo. 24 hpi, o sobrenadante foi recolhido e o titulo viral avaliado através de RT-PCR
em tempo real (TCIDso/mL relativo). Resultados expressos em % de inibicdo da replicacao
viral em relag&o a quantificagdo do controle (n=3).

56



4.2.1. Infectividade viral

Com objetivo de avaliar se haveria diferenca na infectividade do virus influenza
replicados em células A549 expostas ou ndo aos ligantes de CCR5, os sobrenadantes
foram recolhidos e avaliados por PFU, apds o primeiro round de infec¢éo (24 hpi).

Podemos observar que os virus crescidos em A549 permanecem com a
capacidade infectiva. Alem disso, os titulos dos virus crescidos nas células expostas
a CCL5 ou gpl120 BaL sao levemente menores se comparado aos virus crescidos na

auséncia dessas moléculas (controle infectado) (Figura 4.6).

A Controle
infectado

CCL5 gp120 BaL IFN-a
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A/H3N2
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Titulo viral
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Controle CCL5 gp120BalL IFN-o

Figura 4.6: Infectividade dos virus crescidos em células expostas aos ligantes de CCR5.
Células MDCK foram infectadas com os sobrenadantes de virus crescidos em células A549
expostas ou ndo aos ligantes de CCR5, nas dilui¢bes -1, -2 e -3. Uma hora apo6s infecgéo, foi
colocada a solucdo de agarose 1% sobre os pocos. 72 hpi, a agarose foi retirada da placa e
as células foram coradas e fixadas com cristal de violeta em formaldeido 10% (A) e as
unidades formadoras de placa contadas (B). Resultado representativo de 3 experimentos.
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4.3. Avaliacao dos niveis proteicos de IFITM3 apds exposi¢cao dos
ligantes de CCR5

Para avaliar se o efeito inibitorio observado no nosso modelo de estudo ocorria
devido ao fator de restricdo IFITM3, células A549 foram expostas aos ligantes de
CCRS5 e 24 h ap6s foram lisadas ou fixadas para avaliagdo do conteudo proteico de

IFITM3 por immunoblotting e imunofluorescéncia indireta, respectivamente.

Nao foi possivel detectar os niveis basais de IFITM3 em A549 pelo
immunoblotting. Além disso, ndo observamos bandas correspondentes a IFITM3 em
células expostas aos ligantes de CCR5, porém vimos uma banda bem marcada,
referente as células expostas ao IFN-a e também bandas de p-actina, o que mostra a

validade do ensaio (Figura 4.7A).

Por outro lado, as imagens do ensaio de imunofluorescéncia mostram a
marcacao da proteina IFITM3 na membrana das células A549, indicando que nestas
células existe expressao deste fator de restricdo, apesar de nao ser visualizada no

ensaio anterior (Figura 4.7B).

N&o observamos diferenca significativa quando comparamos a intensidade de
fluorescéncia entre as células tratadas e o controle sem tratamento (Figura 4.7C). Nas
imagens das células expostas ao IFN-a podemos ver um aumento nos niveis de
fluorescéncia (setas brancas). Este resultado era esperado, visto que IFITM3 é um

gene induzido por interferon (Figura 4.6B).
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Figura 4.7: Niveis proteicos de IFITM3 ap6s a exposicao dos ligantes de CCR5 em A549.
Células A549 foram expostas as quimiocinas CCL3 (30 ng/mL), CCL4 (15 ng/mL), CCL5 (15
ng/mL), a proteina gp120 BaL (5 pg/mL) e ao IFN-a (10 ng/mL). Vinte e quatro horas depois,
a monocamada celular foi lisada com tampé&o RIPA ou fixada com PFA 4% para avaliagdo dos
niveis proteicos de IFITM3 por immunoblotting e imunofluorescéncia indireta,
respectivamente. Bandas foram analisadas por densitometria usando o software ImageJ
(imagem representativa de trés experimentos) (A). As fluorescéncias foram observadas em
microscépio Zeiss APOTOME. Em azul, nicleo marcado com DAPI e em vermelho, marcacao
para IFITM3. Setas brancas representam areas de maior concentracdo de IFITM3 nas células
expostas ao IFN-a (B). A intensidade relativa da fluorescéncia foi calculada através da média
da razao entre a intensidade total sobre o niumero total de nicleos em 4 campos diferentes
com mesmo aumento (C). (n=3, * p < 0,05). Barra: 20 um.
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4.4. Niveis transcricionais e proteicos de SAMHD1 ap6s exposicao a
ligantes de CCR5

A hipotese de que os ligantes de CCR5 poderiam modular fatores de restricao
viral foi testada através de um painel de PCR em tempo real customizado, que
continha primers para avaliar os niveis transcricionais dos alvos, ou seja, genes
regulados por interferon. O RNA das células A549 expostas ou ndo aos ligantes foi

extraido e submetido a este painel.

Observamos um aumento de 4 vezes nos niveis de transcritos para SAMHD1
em células expostas aos ligantes estudados se comparado a células ndo expostas e
de 27 vezes para o controle positivo, IFN-a (Figura 4.8A). Além disso, através do
immunoblotting, observamos um aumento de até trés vezes nos niveis proteicos para
SAMHD1 nas células expostas aos ligantes de CCR5, quando comparadas ao
controle (Figura 4.8B-C). J& o IFN-a foi capaz de aumentar o nivel em quatro vezes
quando comparado ao controle, nessas células. Estes dados mostram que 0 aumento
dos niveis transcricionais se refletem em aumento do contetdo proteico de SAMHD1,

no modelo celular estudado.
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Figura 4.8: Niveis de RNAm e proteicos de SAMHD1 em A549 ap06s exposi¢cdo dos
ligantes de CCR5. Células A549 foram expostas as quimiocinas CCL3 (30 ng/mL), CCL4 (15
ng/mL), CCL5 (15 ng/mL) e gpl120-BaL (5 pg/mL). A monocamada celular foi lisada com
tampéo de lise para extragdo de RNA total ou tampé&o RIPA para o ensaio de immunoblotting
para SAMHD1 e B-actina, como uma proteina normalizadora. A analise para expressao génica
relativa foi realizada usando o método 222CT) (A). Bandas foram analisadas por densitometria
no software ImageJ. Imagem representativa de trés experimentos. (B, C).
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O aumento dos niveis de SAMHD1 em células A549 apdOs exposicao dos
ligantes também foi observado por imunofluorescéncia. Alguns trabalhos sugerem que
a proteina SAMHD1 selvagem é levada ao ndcleo apds sua sintese proteica no
citoplasma, sendo o nudcleo o local da proteina (160,161). Nés fomos avaliar a
localizac&o dessa enzima intracelularmente e identificamos que SAMHD1 encontra-
se no citoplasma, especialmente na regido perinuclear. E possivel observar nas
imagens que as células do controle apresentam niveis basais de SAMHDL1 e estes
ficam proximos ao nucleo (Figura 4.9). No entanto, na presenca dos ligantes, ha um
aumento de SAMHD1 e esta proteina fica distribuida ao longo de todo o citoplasma
(Figura 4.9).
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Figura 4.9: Quantificacdo do nivel de SAMHD1 por imunofluorescéncia ap6s exposi¢ao
dos ligantes de CCR5, em A549. Células A549 foram expostas as quimiocinas CCL3 (30
ng/mL), CCL4 (15 ng/mL), CCL5 (15 ng/mL), gp120-BaL (5 pg/mL) e ao IFN-a (10 ng/mL). a
monocamada celular foi fixada com PFA 4% para avaliagdo dos niveis proteicos de SAMHD1
por imunofluorescéncia indireta. As fluorescéncias foram observadas em microscopio Zeiss
APOTOME. Em azul, nacleo marcado com DAPI e em verde, marcacao para SAMHD1 (A). A
intensidade relativa da fluorescéncia foi calculada através da média da raz&o entre a
intensidade total sobre o ndmero total de ndcleos em 4 campos diferentes com mesmo
aumento (B). Barra: 50 um.
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Por outro lado, observamos que os RNAm de ifitml, ifitm2 e ifitm3 foram
regulados negativamente ap0s a exposi¢ao aos ligantes, o que corrobora com o dado
anterior de que néo é este fator de restricdo envolvido com o fenédmeno de diminui¢ao

da replicacéo do virus influenza no modelo celular estudado (Figura 4.10).

No controle experimental com IFN-a observamos um aumento dos niveis de
RNAmM para todos as proteinas que séo estimuladas por esta molécula, o que valida

0 ensaio (Tabela 4.1).
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Figura 4.10: Fatores de restricdo modulados pelos ligantes de CCR5 em células A549.
Células A549 foram expostas as quimiocinas CCL3 (30 ng/mL), CCL4 (15 ng/mL), CCL5 (15
ng/mL), a proteina gp120 BaL (5 pg/mL) e ao IFN-a (10 ng/mL). As expressoes relativas dos
fatores de restricdo foram determinadas usando o painel customizado RT2 Profiler PCR Array
(Qiagen). A andlise para expressao génica relativa foi realizada usando o método 2(22¢T, Com
base neste indice, consideramos 1 como 100% de transcri¢do, ou seja, sem variacado em
relagdo ao controle. Valores abaixo de 1 indicam inibicdo da transcricdo (linha vermelha
tracejada).
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Tabela 4.1: Fatores restritivos analisados apds exposi¢cdo ao IFN- a humano em
células A549

Aumento da transcricao
Fatores de restricao
(n° de vezes em relacdo ao controle)

Teterina 88
MCPIP1 1
IFITM1 31
IFITM2 5
IFITM3 16
IFNA1 1
IFNAR1 1
MXA 534
MXB 32
SAMHD1 27
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4.5. Avaliacao do efeito do knockdown de SAMHD1 na replicagcdo do
virus influenza A

No modelo experimental analisado, a proteina SAMHD1 teve seus conteudos
transcricional e proteico aumentados, apds a exposi¢cao aos ligantes enddgenos e
exdgenos de CCR5. Afim de avaliar se existiria uma relacdo entre o aumento de
SAMHD1 e a diminuicdo da replicacéo viral, realizamos o knockdown de SAMHD1
através da transfeccdo de RNAI, em células A549 e as infectamos para avaliar o
crescimento viral. Primeiramente validamos o ensaio de transfec¢éo nas células A549
na qual testamos 3 concentracdes diferentes (30, 50 e 100 nM) do RNAI para

SAMHD1 ou sua sequéncia scramble (Scr).

Observamos que na concentracédo de 100 nM houve uma reducgéo de 60% dos
conteudos proteicos de SAMHD1 e sendo assim, utilizamos esta concentra¢cdo nos

ensaios posteriores (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Knockdown de SAMHD1 em células A549. Células A549 foram transfectadas
com 30, 50 ou 100 nM de RNAi ou a sequéncia scramble em OPTI-MEM, usando
lipofectamina 2000. A monocamada celular foi lisada e submetida ao ensaio de immunobloting
para SAMHD1 e (-actina, como uma proteina normalizadora. Bandas foram analisadas por
densitometria no software ImageJ (A, B).
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Em seguida, fomos observar a morfologia geral das células A549 apds o
processo de RNAI, através de imunofluorescéncia indireta. Observamos uma
diminuicdo da marcacdo para SAMHD1 (marcacdo em verde) nas ceélulas que
sofreram o knockdown para SAMHD1 (Figura 4.12) (setas brancas), corroborando
com os dados de immunoblotting (Figura 4.11). Além disso, € possivel perceber
diferencas entre as células que foram transfectadas (RNAi e scramble) ou né&o
(OPTIMEM). As células transfectadas tem uma marcacdo mais perinuclear do que as
células controle, que possuem uma distribuicdo da proteina por todo o citoplasma

(setas vermelhas).
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Figura 4.12: Quantificacdo do nivel de SAMHD1 por imunofluorescéncia em A549 apds
knockdown. Células A549 foram transfectadas com 100 nM de RNAi ou a sequéncia
scramble em OPTI-MEM, usando lipofectamina 2000. Em azul, nicleo marcado com DAPI e
em verde, marcacao para SAMHD1 (A). A intensidade relativa da fluorescéncia foi calculada
através da média da razao entre a intensidade total sobre o nimero total de nicleos em 4
campos diferentes com mesmo aumento (B). Barra: 50 pm.
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Posteriormente, avaliamos se 0s niveis proteicos de SAMHD1 poderiam ser
recuperados mediante a exposi¢cao aos ligantes de CCRb5. Para isso, células A549
foram transfectadas com RNAi para SAMHD1 ou seu scramble. Apds 6 h, receberam
ou n&o o tratamento com os ligantes de CCR5. Passadas 24 h da transfeccédo, as
células foram lisadas para avaliacdo do conteudo proteico. Observamos que a
exposicao ao CCL3, CCL5 e a gp120 aumentam os niveis proteicos de SAMHD1 em
50, 100 e 50%, quando comparados somente a transfeccdo com RNAI. A exposi¢cao
ao IFN-a recuperou os niveis proteicos de SAMHD1 comparaveis ao controle e ao Scr
(Figura 4.13). Este dado corrobora com o que foi visto anteriormente, no qual a
exposicao aos ligantes de CCR5 aumenta os niveis proteicos de SAMHD1 em células
A549. Além disso, indica que as células permanecem passiveis de sinalizacdo mesmo

mediante ao stress provocado pela transfeccgéao.
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Figura 4.13: Niveis proteicos de SAMHD1 ap6s exposi¢éo dos ligantes de CCR5 no
modelo de knockdown para SAMHD1 em A549. Células A549 foram transfectadas com 100
nM de RNAI ou a sequéncia scramble em OPTI-MEM, usando lipofectamina 2000. Apés 6 h,
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as células foram expostas ou hdo a CCL3 (30 ng/mL), CCL5 (15 ng/mL), gp120 BaL (5 pg/mL)
ou IFN-a (10 ng/mL). A monocamada celular foi lisada submetida ao ensaio de immunobloting
para SAMHD1 e B-actina, como uma proteina normalizadora (A). Bandas foram analisadas
por densitometria no software ImageJ (B).

Apo6s consolidar nosso modelo de estudo, avaliamos o papel de SAMHD1 nas
infecgdes por influenza. Para tal, células A549 apos 24 h da transfec¢cdo com 100 nM
de RNAI para SAMHD1 ou seu scramble foram infectadas com influenza A/H3N2.
Apoés 24 h, o sobrenadante foi recolhido e o titulo viral quantificado por TCIDso/mL

relativo.

Observamos que a diminui¢cdo dos niveis proteicos de SAMHD1 aumenta a
replicacdo do virus influenza em média 4 vezes quando comparada ao scramble. O
scramble foi utilizado como referéncia, pois as células transfectadas com esta
sequéncia controle sdo submetidas ao mesmo nivel de stress que as com o
knockdown, como visto nas imagens de imunofluorescéncia (Figura 4.12 e Figura
4.14).

Observamos também que nas células que sofreram o knockdown de SAMHD1,
mas que tiveram seu contetdo recuperado parcialmente, pela exposicédo ao CCL5, ou
totalmente, pela exposicdo IFN-a, a replicagdo do virus influenza é inibida e

comparavel ao scramble (Figura 4.13 e Figura 4.14).
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Figura 4.14: Efeito do knockdown de SAMHD1 sobre a replicagdo de virus influenza A
em células A549. Células A549 foram transfectadas com 100 nM de RNAI ou a sequéncia
scramble em OPTI-MEM, usando lipofectamina 2000. Apds 6 h, as células foram expostas ou
ndo ao CCL5 (15 ng/mL) ou IFN-a (10 ng/mL). Ap6s 24 h da transfecgao, as células foram
infectadas com o virus A/H3N2 no MOI 2. Apbs 24 h, o sobrenadante foi coletado para
extracdo do RNA viral e o titulo viral foi quantificado através de RT-PCR em tempo real. Os
resultados foram expressos em TCIDso/mL relativo (n=3; *p<0,05, comparando entre scramble
e RNAI).
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4.6. Efeito do tratamento com guanosina sobre a replicacdo do virus
influenza A em A549

Considerando o papel de SAMHD1 sobre a regulag&o do pool de nucleotideos
intracelulares, fomos avaliar qual seria a consequéncia da adicdo de guanosina nas

células A549 expostas ou ndo aos ligantes de CCR5, sobre a replicacao viral.

Observamos que a guanosina foi capaz de inibir a replicacéo do virus influenza
em cerca de 52%, comparado ao controle infectado (Figura 4.15), nas duas

concentracOes utilizadas.
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Figura 4.15: Efeito do tratamento com guanosina sobre areplicacdo de virus influenza.
Células A549 foram infectadas com o virus A/H3N2 no MOI 2, por 1 h. Apés esse periodo, as
células foram tratadas com guanosina a 50 e 100 uM. O IFN-a (10 ng/mL) foi usado como
controle positivo para inibicdo da replicagédo e colocado em cultura 24 h antes da infeccdo. 24
hpi, o sobrenadante foi coletado para extragdo do RNA viral e o titulo viral foi quantificado
através de RT-PCR em tempo real. Os resultados foram expressos em TCIDso/mL relativo
(n=2; *p<0,05, comparando controle com 0s grupos tratados com guanosina ou IFN-a).

Posteriormente, células A549 foram previamente expostas aos ligantes de
CCRS5 e apos 24 h foram infectadas com influenza A/H3N2. Depois de 1 h de infec¢ao,
as células foram tratadas com guanosina a 100 pM. Apdés 24 h, o sobrenadante foi
recolhido e o titulo viral quantificado por TCIDso/mL relativo. Foi observado que as

células que foram previamente expostas aos ligantes de CCR5 (CCL5 ou gp120 Bal)
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e tratadas com guanosina a 100 uM apds a infeccéo, apresentaram uma inibicdo ainda
mais acentuada se comparado aos seus respectivos controles sem tratamento (Figura
4.16).
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Figura 4.16: Efeito do tratamento com guanosina sobre a replicacdo do virus influenza
em células previamente expostas aos ligantes de CCR5. Células A549 foram expostas as
guimiocinas CCL5 (15 ng/mL) e a gp120 BaL (5 pg/mL). IFN-a (10 ng/mL) foi usado como
controle positivo para inibicdo da replicagdo. Depois de 24 h, as células foram infectadas com
o0 virus influenza A/H3N2 no MOI 2. Apos 1 h de infec¢é@o, as células foram tratadas com
guanosina em 100 uM. 24 hpi, o sobrenadante foi recolhido e o titulo viral avaliado através de
RT-PCR em tempo real (TCIDso/mL relativo). (n=2; *p<0,05, comparando entre células
expostas a CCL5 e células expostas a CCL5 e tratadas com guanosina; # p<0.05,
comparando entre células expostas a gp120 Bal e células expostas a gp120 Bal e tratadas
com guanosina 100 pM).
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5. DISCUSSAO

As infeccOes causadas pelos virus influenza sado de grande importancia para
saude publica (49). Todos os anos ocorrem epidemias de gripe devido aos
mecanismos evolutivos que os virus influenza possuem (72). Neste processo,
ocasionalmente, novas cepas potencialmente pandémicas séo geradas. O controle da
doenca com a campanha de vacinacgao € realizado anualmente na tentativa de reduzir
o impacto das infeccBes por influenza na populagéo, principalmente as do grupo de
risco (1). Porém, nem sempre € eficaz devido ao escape viral do sistema imune do
individuo. Neste momento, o uso de antivirais € uma estratégia adicional para diminuir
os riscos da doenca. Considerando o fato que a principal classe de antiviral usada no
tratamento de infeccbes causadas por influenza, o OST, ja apresenta cepas
resistentes se faz necessario estudar e entender os mecanismos da fisiopatologia da
infeccdo em busca de novos alvos terapéuticos/farmacologicos (62).

Seguindo nesta linha, cada vez mais tem se estudado as proteinas presentes
no hospedeiro cuja principal funcao é inibir a replicacdo viral, que séo os fatores de
restricdo. Esses fatores restritivos fazem parte da maquinaria celular do hospedeiro e
atuam limitando a replicacéo viral, estabelecendo um estado antiviral na célula (162).
Estas proteinas fazem parte da via de sinalizac&o do interferon tipo | e sdo, em parte,
responsaveis pela capacidade antiviral do mesmo (163). Durante anos, os estudos
relacionados aos fatores de restricao viral ficavam limitados a infec¢des por retrovirus
(94). No entanto, o termo comecou a ser utilizado para indicar a inibicdo de outros

tipos virais, como os virus influenza e flavivirus (106,128).

Nosso grupo ja identificou que a ativacédo dos receptores CCR5 e CXCRA4 foi
capaz de aumentar os niveis proteicos de IFITM3 em células HeLa e macrofagos
derivado de mondcitos humanos, com consequente redugdo da infecgdo pelo virus
influenza (132). Nesse trabalho estamos avaliando o papel dos receptores celulares
CCR5 e CXCR4 na replicagéo dos virus influenza, através da modulacdo de fatores
de restricao celulares, como o IFITM3 e 0 SAMHD1 em células A549.

Nossos dados iniciais mostram que os ligantes enddégenos de CCRS5 inibiram a

replicacdo do virus influenza A(H1N1)pdmO09, em células MDCK. O pré estimulo das

76



células com os agonistas foi necessario para que a inibicdo ocorresse no primeiro
round de infeccéo, ou seja, 24 horas apos a infeccdo. Este dado mostra que apos a
entrada do virus na célula o efeito inibitorio dos ligantes de CCR5 sobre a replicacdo
viral ndo ocorre, sugerindo que o tempo de pré-exposi¢cdo a essas quimiocinas €
importante para que algum fator antiviral possa ser aumentado na célula, para diminuir

a replicacéao viral.

Observamos o efeito inibitério também em células A549, no qual os ligantes
endogenos e exdgenos de CCR5 e CXCR4 diminuiram a replicacao do virus influenza
A/H3N2, corroborando com o dado anterior visto em células MDCK e trabalhos prévios
do grupo (132). Isso sugere que o efeito das quimiocinas sobre os receptores celulares
possam estar induzindo um estado antiviral na célula, e que ndo € um efeito restrito a
um tipo celular ou ao subtipo de virus influenza A utilizado. Avaliamos também a
infectividade dos virus crescidos em células expostas aos ligantes de CCR5 e foi
observado uma leve reducao do titulo viral, o que vai de acordo com a inibicao da

replicacdo viral observada com os esses tratamentos.

Dentre os fatores restritivos mais estudados, o IFITM vem sendo mostrado
como uma proteina capaz de inibir diversas familias virais, incluindo virus influenza
(162). IFITM3 é uma proteina induzida por interferon presente na membrana
citoplasmatica e endossomal das células (164). O mecanismo de acédo deste fator
restritivo é no inicio do ciclo replicativo viral. No caso do virus influenza, esta proteina
impede a chegada das RNPs ao nucleo por bloquear a fusdo do envelope viral com a
membrana do endossomo (130).

Ja foi verificado que pacientes homozigotos para o polimorfismo no gene para
IFITM3 (rs12252C), que diminuem a expressao dessa proteina, tinham uma maior
prevaléncia de infeccbes severas pelo virus A(H1N1)pdmO09 (165,166). Em
contrapartida, dados da literatura e do nosso grupo (manuscrito em preparacao),
mostraram que o polimorfismo rs12252C no IFITM3 néo est4 associado a infecgbes
graves por A(HLIN1)pdm09 nas amostras analisadas (167,168). Qin e colaboradores
(2018) encontraram altos titulos de anticorpos neutralizantes contra influenza em
individuos com o polimorfismo rs12252C no IFITM3, sugerindo uma imunidade pré
existente e compensatoria a diminuicdo do contetdo desta proteina nos pacientes
(169).
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Para estudar a importancia dessa proteina in vitro, nés testamos se o IFITM3
poderia estar envolvido no efeito inibitorio dos ligantes de CCR5 sobre a replicacao
de virus A/H3N2, no modelo de células A549. Foi observado que somente o IFN-a foi
capaz de modular os niveis proteicos de IFITM3 nessas células. Este resultado
corrobora com dados da literatura mostrando que o IFITM3 é uma proteina induzida
por IFN (128).

N&o conseguimos detectar os niveis basais dessa proteina através de
immunoblotting em células A549, vendo somente através de imunofluorescéncia
indireta. Sun e colaboradores (2016) ja mostraram que células A549 possuem baixos
niveis basais de IFITM3 se comparado a outros modelos, como células endoteliais
humanas, e que isto pode estar envolvido na diferenca de permissividade de infeccao
por virus influenza entre essas linhagens celulares (170). Além disso, neste trabalho
também né&o foram identificados niveis basais de IFITM3 em A549 pela técnica de

immunoblotting (170).

E sabido que as células podem responder de diferentes maneiras aos mesmos
estimulos enddgenos ou exdgenos (171). Observamos que na linhagem celular A549
ocorreu a inibicdo da replicacdo viral, quando estas células foram expostas aos
ligantes enddgenos e exdgenos dos receptores celulares CCR5 e CXCR4,
corroborando com dados prévios do nosso grupo (132). Diferentemente do observado
pelo nosso grupo em trabalhos anteriores, no entanto, em modelo de células A549, a
ativacao dos receptores CCR5 pelos agonistas ndo promoveu o aumento de IFITM3,
mas sim de outro fator restritivo celular, SAMHD1. Os niveis transcricionais analisados
refletiram em aumento proteico, pois observamos que os ligantes de CCR5 foram
capazes de modular positivamente a proteina SAMHD1 em células A549. Isso sugere
que a ativacdo desses receptores leva a uma modulacdo de proteinas antivirais, mas

o tipo de proteina induzida pode ser célula especifica.

Alguns trabalhos anteriores mostraram que SAMHD1 néo era regulado por IFN
do tipo | em mondcitos, células dendriticas e linfécitos primarios, mas sim em
linhagens celulares (172,173). Corroborando com este dado, nés observamos um
aumento de SAMHD1 endogeno via IFN-a nas células de linhagem A549. De forma
semelhante, Yang e colaboradores (2015) viram que o tratamento com IFN do tipo |

em modelos celulares de linhagem como HelLa e HEK 293 aumentavam os niveis de
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SAMHD1 endogeno (173). Também observaram que a expressdao de SAMHD1
nessas células dependiam de TLR3 e RIG-I, além da translocac¢éo de IRF3 fosforilado
para o nucleo (173). Além de IFN do tipo |, citocinas pro inflamatérias como TNF-q,
IL-6, IL-12 e IL-18 s&o capazes de aumentar os niveis proteicos de SAMHD1
(173,174).

A SAMHD1 é uma proteina predominantemente nuclear (161), no entanto a
localizacdo de SAMHDL1 foi exclusivamente citoplasmatica no nosso modelo, como
observado pelo ensaio de imunofluorescéncia. Apesar da localizacdo, outros grupos
ja identificaram que SAMHD1 pode exercer o seu papel antiviral na regido
citoplasmatica da célula, sem necessariamente estar no nucleo (118,160,175). Com
base nesses trabalhos, o consenso atual € que a proteina SAMHD1 pode ser
encontrada tanto no citoplasma quanto no nucleo e que a atividade antiviral contra

retrovirus promovida por esta proteina pode ocorrer nos dois compartimentos (126).

A SAMHD1 é uma proteina com atividade dNTPase e RNase, sendo a atividade
dNTPase mais relacionada a restricdo de retrovirus, como HIV, ou a virus de DNA,
como Hepatite B e Herpes (108,109,124), ja a diminuicdo dos niveis proteicos de
SAMHD1 leva ao aumento da replicacdo desses virus (108,109,124). No entanto, ja
foi visto que a diminuicao desta proteina aumentou a replicacao de arbovirus, como
Chikungunya e Zika, por exemplo (177). S&o poucos os dados descrevendo o papel
de SAMHD1 em infec¢Bes por virus de RNA e para virus influenza, nenhum dado da
literatura mostra a importancia de SAMHD1 na replicacéo viral. Assim, resolvemos
avaliar se esta proteina poderia ser a responsavel pelo efeito inibitrio observado com
a exposicao aos ligantes de CCR5.

Nossos dados mostraram que os virus influenza A/H3N2 sdo sensiveis ao
SAMHD1, uma vez que a diminui¢do do contetdo desta proteina promoveu aumento
da replicacéo viral. Ao passo que, quando as células transfectadas com RNAI para
SAMHD1 eram expostas aos ligantes de CCR5, o nivel proteico de SAMHD1 voltava
a aumentar e com isso, ocorria a inibicdo da replicacdo do virus influenza. Até o
momento, a unica correlagdo na literatura entre SAMHDL1 e influenza foi vista por
Sadewasser e colaboradores (2017) (178). Este trabalhou sugeriu que a diferenga no
conteudo proteico de SAMHD1 estimulado durante infec¢do de linhagens celulares

por A/H3N2 sazonal (infeccéo produtiva) ou aviaria (infeccédo abortiva), poderia ser a
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causa da diferenca de permissividade de infeccdo em células A549, entre esses dois

subtipos virais (178).

Um virus de RNA da sindrome respiratoria reprodutiva e suina, o HuN4, ja foi
descrito como sensivel a SAMHDL1. A superexpressdo de SAMHD1 suino em células
MARC-145 (linhagem celular derivada de rim de macaco) levou a uma diminuigéo do
RNAc de HuN4, além de estimular genes induzidos por interferon como ISG15 e
ISG56 (125). No entanto, permanece desconhecido o mecanismo regulatério no qual

o0 SAMHD1 é aumentado nas células.

Dados da literatura mostram que o SAMHD1 é ativado alostericamente por
derivados de guanina, iniciando o processo de hidrélise dos dNTPs (110,179). Entao,
expomos células A549 a guanosina e posteriormente as infectamos com influenza.
Apoés 24h de infeccdo observamos diminuicdo da replicacao viral. Adicionalmente, as
células expostas aos ligantes de CCR5 e tratadas com guanosina, apoés infeccéo,

apresentaram uma maior inibicao da replicag&o viral.

A guanosina é uma purina nucleosidica que pode ser fosforilada
intracelularmente. Como mencionado anteriormente, SAMHD1 é uma enzima com
atividade dNTPase regulada pela ligacdo de dGTP ou GTP nos sitios alostéricos,
induzindo a hidrélise dos nucleotideos intracelulares e convertendo a
desoxinucleosideos e fosfato inorganico (178,179). Sabendo que a guanosina
trifosfatada induz a atividade enzimatica de SAMHD1, a combinac¢do do aumento dos
niveis proteicos de SAMHD1 promovido pelos ligantes do CCR5 com a presenca da
molécula estimuladora de SAMHD1, guanosina, poderia explicar a forte inibicdo da
replicacéo viral observada. Desta forma, acreditamos que a atividade dNTPase pode
estar envolvida na inibicdo da replicacédo do virus influenza no modelo estudado. No
entanto, mais ensaios acerca da atividade enzimatica de SAMHD1 deverdo ser

realizados para comprovar esta hipotese.

Diante do exposto, o estudo dos receptores CCR5 e CXCR4 é interessante do
ponto de vista da busca por novas estratégias para inibicdo da replicagdo dos virus
influenza, e de outros que também possam ser inibidos pela ativacdo de fatores
restritivos, modulados por seus agonistas. Acreditamos que 0s resultados obtidos

neste projeto sdo interessantes do ponto de vista do conhecimento bésico sobre a
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biologia das infeccdes virais, bem como de estudos relacionados a mecanismos de
escape viral. Esperamos trazer novas perspectivas para o desenvolvimento de
moduladores de receptores celulares, que estimulam direta ou indiretamente fatores
de restricdo, com atividade ndo apenas contra o virus influenza, mas também frente a
outros agentes virais de grande importancia para a saude publica. Além disso, este
trabalho abre perspectivas para novos mecanismos antivirais, inclusive podendo usar
a gp120 ou parte dela como um modulador do receptor CCR5, 0 que € interessante
do ponto de vista biotecnologico.
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. CONCLUSOES

Ligantes de CCR5 e CXCR4 diminuem a replicagdo do virus influenza;

Virus crescidos em células A549 expostas aos ligantes de CCR5 permanecem
com a capacidade infectiva;

Ligantes de CCR5 aumentam os niveis proteicos de SAMHD1;

Diminui¢cdo dos niveis de proteicos de SAMHD1 aumenta a replicacdo do virus

influenza;

Tratamento com as quimiocinas ap0s o processo de knockdown recupera os

niveis proteicos de SAMHD1 e promove inibicdo da replicacéo viral;

Tratamento com guanosina diminui a replicacao viral.
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PERSPECTIVAS

Verificar se os resultados verificados neste trabalho se repetem em outros

modelos celulares, como por exemplo outros modelos de pneumdacitos;

Estudar as vias de sinalizacdo envolvidas com a atividade inibitéria de

SAMHDL1 sobre os virus influenza;

Avaliar o efeito da superexpressao de SAMHDL1 e a relagdo com a replicacéo

do influenza;

Avaliar polimorfismos de SAMHD1 em amostras respiratérias de pacientes
infectados por influenza, que poderiam estar relacionados a maior ou menor

gravidade da doenca,;

Realizar estudos in vivo com modelos de camundongos knockout e selvagem
para CCR5, a fim de avaliar os niveis de SAMHD1 em suas células pulmonares,

durante infeccdes por influenza de maior e menor patogenicidade.
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8. OUTRAS PRODUCOES DURANTE O MESTRADO

8.1. Inhibitory effect of microalgae and cyanobacteria extracts on
influenza virus replication and neuraminidase activity

Periddico: PeerJ.
DOI: 10.7717/peer].5716 — Outubro de 2018.

O virus influenza circula em todo o mundo causa infec¢cdes sazonais com sintomas
leves a graves, afetando pessoas em qualquer faixa etaria. Portanto, esta infeccéo é
um grave problema de salde publica, que causa doencas graves e morte,
principalmente, em popula¢cbées de alto risco. Todos os anos, 0,5% da populagao
mundial é infectada por esse patdgeno. Esta porcentagem pode aumentar até dez
vezes durante as pandemias. A vacinacdo contra influenza é a maneira mais eficaz
de prevenir doencas. Além disso, os medicamentos anti-influenza sédo essenciais para
intervengBes profilaticas e terapéuticas. O oseltamivir (OST, um inibidor da
neuraminidase) é o antiviral primario usado em clinicas durante surtos. No entanto, 0s
virus resistentes ao OST podem surgir naturalmente ou devido a pressao antiviral,
com uma prevaléncia de 1-2% em todo o mundo. Assim, a busca por novos
medicamentos anti-influenza é extremamente importante. Atualmente, varios grupos
vém desenvolvendo estudos descrevendo o potencial biotecnolégico de microalgas e
cianobactérias, incluindo a atividade antiviral de seus extratos. No Brasil, esse
potencial é pouco conhecido e explorado. Com o objetivo de ampliar o conhecimento
sobre o tema, 38 extratos de microalgas e cianobactérias isolados de biomas
marinhos e de agua doce no Brasil foram testados contra: toxicidade celular;
replicacbes de cepas virais sensiveis e resistentes ao OST; e atividade
neuraminidase. Para este propdsito, as células MDCK infectadas foram tratadas com
200 pg/mL de cada extrato. Um total de 17 extratos (45%) inibiu a replicacdo do
influenza A, com sete deles resultando em mais de 80% de inibicdo. Além disso,
ensaios funcionais realizados com a neuraminidase viral revelaram dois extratos (de
Leptolyngbya sp. e Chlorellaceae) com IC50 <210 pug/mL para influenza A e B, e para
linhagens sensiveis e resistentes ao OST. Além disso, as células MDCK expostas a 1
mg/mL de todos os extratos apresentaram viabilidade superior a 80%. Nossos
resultados sugerem que extratos de microalgas e cianobactérias tém propriedades
promissoras anti-influenza. Outras investigacdes quimicas devem ser conduzidas
para isolar os compostos ativos, para o desenvolvimento de novos medicamentos anti-
influenza. Os dados gerados contribuem para o conhecimento do potencial
biotecnolégico dos biomas brasileiros que ainda sdo pouco explorados para esse fim.
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ABSTRACT

Background. The influenza virus can cause seasonal infections with mild to severe
symptoms, circulating worldwide, and it can affect people in any age group. Therefore,
this infection is a serious public health problem that causes severe illness and death in
high-risk populations. Every year, 0.5% of the world’s population is infected by this
pathogen. This percentage can increase up to ten times during pandemics. Influenza
vaccination is the most effective way to prevent disease. In addition, anti-influenza drugs
are essential for prophylactic and therapeutic interventions. The oseltamivir (OST,
a neuraminidase inhibitor) is the primary antiviral used in clinics during outbreaks.
However, OST resistant viruses may emerge naturally or due to antiviral pressure,
with a prevalence of 1-2% worldwide. Thus, the search for new anti-influenza drugs is
extremely important. Currently, several groups have been developing studies describing
the biotechnological potential of microalgae and cyanobacteria, including antiviral
activity of their extracts. In Brazil, this potential is poorly known and explored.
Methods. With the aim of increasing the knowledge on this topic, 38 extracts from
microalgae and cyanobacteria isolated from marine and freshwater biomes in Brazil
were tested against: cellular toxicity; OST-sensitive and resistant influenza replications;
and neuraminidase activity.

Results. For this purpose, Madin-Darby Canine Kidney (MDCK)-infected cells were
treated with 200 pg/mL of each extract. A total of 17 extracts (45%) inhibited influenza
A replication, with seven of them resulting in more than 80% inhibition. Moreover,
functional assays performed with viral neuraminidase revealed two extracts (from
Leptolyngbya sp. and Chlorellaceae) with IC5p mean < 210 pg/mL for influenza A and
B, and also OST-sensitive and resistant strains. Furthermore, MDCK cells exposed to
1 mg/mL of all the extracts showed viability higher than 80%.
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