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RESUMO

MELO, S. R. Infeccao de linfécitos B humanos pelo Virus Sincicial Respiratério.
2022. 48f. Tese (Doutorado). Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

O virus sincicial respiratério humano (HRSV) é frequente causa de infeccéo
respiratoria aguda (IRA) em criancas. Em estudo anterior detectamos HRSV (por RT-
PCR em tempo real) em 15% das criangcas com hipertrofia amigdaliana crénica sem
sintomas de IRA, indicando que essas criancas podem ser portadoras silenciosas e
saudaveis. Dados preliminares do laboratério incluem a deteccdo de proteinas
estruturais do HRSV em células linfomononucleares de tonsilas e de linfonodos,
incluindo linfécitos T CD4+ e B. O presente estudo visou a investigar os efeitos da
infeccdo por HRSV especificamente em linfocitos B. Nosso objetivo foi analisar o
impacto do HRSV na viabilidade celular e funcionalidade de linfécitos B infectados
com HRSV. Confirmamos a presenca de infeccdo natural em linfécitos B de tonsilas
humanas, inclusive com formacgéo de estruturas indicativas de corpos de incluséo.
HRSV também infecta in vitro linfcitos B purificados de tonsilas humanas, também
com formacgé&o de corpos de inclusdo. Em seguida, estudamos a infec¢cao por HRSV
na linhagem de linfocitos B Jeko-1, e constatamos que ela é susceptivel ao HRSV,
com a presenca de estruturas semelhantes a corpos de inclusédo. A porcentagem de
Jeko-1 infectada por HRSV determinada por citometria de fluxo 24h e 240h apds a
infeccdo foi de 40% e 4%, respectivamente. A infeccdo por RSV néo reduziu
significantemente a viabilidade de células Jeko-1. Os dados indicam que embora haja
acumulo de RNA viral nas células, isso ndo se reflete em aumento correspondente no
sobrenadante. De modo inusitado, a dosagem por real-time PCR dos RNAs
mensageiros virais mostrou auséncia quase completa de RNAm para a proteina L. A
secrec¢do de citocinas no sobrenadante de células Jeko-1 infectadas HRSV mostrou
ser diferente de células inoculadas com mock, especialmente evidenciado por
aumento na secrecdo de IL-6, IL-10 e TNF-a nas células infectadas. O presente
modelo in vitro de infeccdo de linhagem de célula B por HRSV ratifica a capacidade
do HRSV de infectar linfocitos B, com formacdo de fabricas virais, porém com
permissividade comprometida, favorecendo uma infecgdo pouco produtiva e de longa

duracéao.



Palavras-chave: virus sincicial respiratério; infeccdo de linfocitos B; resposta

de linfécitos B; células Jeko-1.



ABSTRACT

MELO, S. R. Infection of human B lymphocytes by Respiratory Syncytial Virus.
2022. 48f. Thesis (Ph.D. Degree). Ribeirdo Preto Medical School, University of Sédo
Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Human respiratory syncytial virus (HRSV) is a frequent cause of acute
respiratory infection (ARI) in children. In a previous study, we detected HRSV (by real-
time RT-PCR) in 15% of children with chronic tonsillar hypertrophy without ARI
symptoms, indicating that these children may be silent healthy carriers. Preliminary
laboratory data evidenced detection of HRSV structural proteins in
lymphomononuclear cells of tonsils and lymph nodes, including CD4+ T and B
lymphocytes. The present study aimed to investigate the effects of HRSV infection
specifically on B lymphocytes, the impact of HRSV on viability and functionality of
HRSV-infected B lymphocytes. We confirmed the presence of natural infection in
human tonsil B lymphocytes, including formation of structures indicative of inclusion
bodies. HRSV also infects in vitro purified B lymphocytes from human tonsils, also with
formation of inclusion bodies. Next, we studied the HRSV infection in the Jeko-1 B
lymphocyte lineage, and found that it is susceptible to HRSV, with the presence of
inclusion body-like structures. The percentage of HRSV-infected Jeko-1 determined
by flow cytometry 24h and 240h after infection was 40% and 4%, respectively. RSV
infection did not significantly reduce the viability of Jeko-1 cells. The data indicate that
although there is accumulation of viral RNA in the cells, this is not reflected in a
corresponding increase of virus RNA progeny in the supernatant. Unexpectedly, the
real-time PCR measurement of viral messenger RNAs showed almost complete
absence of RNAm for the L protein. The secretion of cytokines in the supernatant of
HRSV infected Jeko-1 cells showed to be different from mock inoculated cells,
especially evidenced by increased secretion of IL-6, IL-10 and TNF-a in infected cells.
The present in vitro model of B cell lineage infection by HRSV confirms the ability of
HRSV to infect B lymphocytes, with the formation of viral factories, but with

compromised permissiveness, favoring an unproductive and long-lasting infection.

Keywords: respiratory syncytial virus; lymphocyte B infection; B lymphocyte
response; Jeko-1 cells.



LISTA DE ABREVIATURAS

%: porcentagem

°C: graus centigrados

pL: microlitro

Mg: micrograma

Aa: aminoéacidos

cDNA: DNA complementar

cm? centimetros quadrados

CO2: gas diodxido de carbono

DICT 50%: dose infectante de 50% do tecido
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO: dimetilsulfoxido

DNA: Acido desoxirribonucleico

dNTP: desoxirribonucleotideos fosfatados
DTRI: doenca do trata respiratorio inferior
DTRS: doenca do trata respiratério superior
ECP: efeito citopatico

ELISA: ensaio de imunoabsorcao enzimatica
g: gramas

HCI: &cido cloridrico

HRSV: Virus Sincicial Respiratério Humano
IF: imunofluorescéncia

IFI: imunofluorescéncia indireta



IRA: infeccédo respiratoria aguda

ITRS: infec¢do do trato respiratério superior
Kb: kilo-base

Kg: quilogramas

mg: miligramas

MgCl2 :Cloreto de Magnésio

mL: mililitros

mM: milimolar

RNAmM: RNA mensageiro

ng: nanograma

PBS: solugao salina fosfatada

pH: potencial hidrogenionico

pM: picomolar

pmol: picomol

gPCR: PCR em tempo real

RNA: acido ribonucleico

RNP: complexo ribonucleoprotéico

rpm: rotacdes por minuto

RT-PCR: transcricédo reversa da reacdo em cadeia da polimerase
S.F.B.: soro fetal bovino

V: volt
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1 INTRODUCAO

1.1 Importancia clinica e epidemioldgica

O virus sincicial respiratério humano (HRSV) € um patégeno de grande
importancia em pediatria, que causa cerca de 33 milhdes de casos anuais de infec¢ao
respiratoria aguda (IRA) em criancas de todo o mundo, embora seja também
importante causa de IRA em idosos e imunocomprometidos (1). O HRSV é uma das
principais causas de hospitalizacdo e morte entre criangas menores de 5 anos,
especialmente neonatos nos 6 primeiros meses de vida (2). Segundo Tabor et al.,
2021, no ano de 2015, nos paises em desenvolvimento, o HRSV foi associado a 33.1
milhdes de casos de infeccdo do trato respiratério inferior, 3.2 milhdes de
hospitalizagbes e 118.000 mortes em menores de 5 anos de idade (3).

A transmissdo do HRSV se da por secrecbes e aerossois de pessoas
infectadas (4). A infeccdo se da principalmente em células epiteliais do trato
respiratorio (5). Os primeiros sintomas surgem de 3 a 7 dias ap6s o contagio (4,5). Os
sintomas mais comuns s&o tosse, espirro, secrecao e congestao nasais (4), mas em
neonatos e lactentes HRSV pode causar pneumonia e bronquiolite, e frequentemente

se complica com otite média aguda (6).

Apesar das infec¢cbes por HRSV em criancas maiores saudaveis e adultos
serem em geral restritas ao trato respiratorio superior e de pouca gravidade, 20 a 30%
das criancas tém acometimento do trato respiratério inferior, como bronquiolite e
pneumonia (7). Ha evidéncias de maior mortalidade por HRSV em pacientes idosos
hospitalizados do que por influenza (8).

N&o existe tratamento ou vacina eficaz contra HRSV, mas ha imunoprofilaxia
com anticorpo monoclonal humanizado, o Palivizumab, de alto custo, para uso em
criancas de alto risco (9-11). Pacientes infectados frequentemente séo hospitalizados
em unidade intensiva, submetidos a ventilacdo mecanica, e podem desenvolver
sequelas, como asma e broncoespasmo, o que significa grande impacto econémico
(3,6,7,12).



14

1.2 Virus Sincicial Respiratério

by

O HRSV pertence a ordem Mononegavirales, familia Pneumoviridae, género
Orthopneumovirus, espécie Human orthopneumovirus (ICTV, 2017). E um virus
envelopado, pleomorfico que pode apresentar tanto a forma esférica quanto
filamentosa. O HRSV tem um complexo ribonucleoproteico que protege o seu RNA de

fita Unica e polaridade negativa (13,14).

Membrana
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Fonte: adaptado de Battles & McLellan, 201916,

Figura 1. Estrutura do HRSV. (a) representacdo esquematica da particula viral do HRSV em sua
forma filamentosa com o arranjo das proteinas na particula viral. (b) Representacéo esquematica do
genoma viral, composto por 10 genes que codificam 11 proteinas, pois o gene M2 codifica duas
proteinas: M2-1 e M2-2 (15).

O genoma do HRSV tem aproximadamente 15,2 Kb e é composto por 10 genes
gue codificam 11 proteinas, sendo 9 proteinas estruturais (G, F, SH, M, M2-1, M2-2,
N, P e L) e 2 proteinas ndo-estruturais (NS1 e NS2). A glicoproteina de adeséo (G)
permite que a particula viral se fixe a célula hospedeira. A proteina de fusao (F)

medeia a fusdo do envoltério viral com a membrana celular, promovendo a liberacao
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do nucleocapsideo diretamente no citoplasma da célula hospedeira, onde ocorre todo
0 processo de replicacdo do virus. O RNA (-) viral entra na célula hospedeira
juntamente com a RNA polimerase e outros componentes do nucleocapsideo (16), e
no citoplasma o genoma é transcrito pela polimerase, com o auxilio da proteina M2-
1, em RNAs mensageiros individuais para cada proteina. Quando os RNAm atingem
uma certa quantidade, o complexo da polimerase deixa de transcrever, e passa a
replicar o RNA (-), primeiro produzindo o antigenoma, uma fita de RNA (+) que servira
de molde para a transcricdo dos RNA (-) gendmicos (17). O gene M2-2 regula a
transicdo da transcricdo para a replicacdo, e tanto o genoma quanto o antigenoma
sao revestidos com a proteina N. A proteina M regula a montagem do HRSV através
da interacdo com as proteinas do envelope F e G, e com as proteinas do
nucleocapsideo N, P, e M2-1. Ap6s a montagem, ocorre o brotamento pela aquisicdo
do envelope a partir da membrana plasmatica da célula hospedeira (17-21).

1.3 Imunopatogénese

Um estudo anterior do nosso grupo revelou que o RNA de HRSV esta presente
em 17,2% de tecidos tonsilares de criancas submetidas a adenotonsilectomia para
tratamento de hiperplasia tonsilar (22). As amigdalas e adenoides sédo consideradas
importantes na primeira linha de defesa contra grandes quantidades de
microrganismos inalados (23). Microrganismos podem ser mantidos nas criptas
tonsilares, onde ha células apresentadoras de antigenos que os transportam da luz
para apresentacdo aos linfocitos T auxiliares (23,24). Os linfocitos T liberam
mediadores inflamatoérios que estimulam a montagem de resposta imune apropriada
(25).

De uma forma simplificada, os subconjuntos de células Thl e Th2 sao
diferenciados pelo seu perfil de citocinas (26). Os clones Thl sdo geralmente
caracterizados pela produgéo de IL-2, interferon gama (IFN-y) e fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) (26). Este subconjunto esta envolvido na inflamagdo mediada por
células e reacdes de hipersensibilidade tardias, sendo fundamental para a imunidade
a patégenos intracelulares e para perpetuar a resposta autoimune (26,27). Em
contraste, os clones Th2 neutralizam a resposta mediada por Thl, promovendo uma
resposta mais focada na acdo anti-inflamatoéria, na defesa contra parasitas
multicelulares e estdo envolvidos em alergias e doencas atOpicas. As principais
interleucinas produzidas pelas células Th2 séo IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 e IL-13 (26,27).
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Como estratégia de replicagdo e consolidagdo da infeccdo, 0s virus
respiratorios podem suprimir a resposta imune inata e levar a uma resposta imune

adaptativa incompleta, tardia ou enfraquecida (28).

HRSV né&o induz resposta imune vigorosa, e assim reinfec¢des por cepas virais
semelhantes ou diferentes sdo comuns (29). Essas reinfeccoes podem alterar
respostas imunes a infecgbes prévias, e podem compor uma estratégia de
persisténcia com replicagdo em titulos baixos, e persistindo nas células hospedeiras
(29,30).

Por serem mais acessiveis, as proteinas de superficie do HRSV sao os
principais antigenos reconhecidos pelos linfocitos B, mas peptideos de outras
proteinas virais apresentados nas superficies de células infectadas e proteinas virais

secretadas por elas também podem estimular linfécitos (31).

A ativacdo de linfocitos B contra HRSV é dependente da atividade de citocinas
liberadas pelos linfocitos T auxiliares (Th), mas estas células também sao
apresentadoras de antigenos e, logo apés sua ativacao, também podem interagir
diretamente com os linfécitos Th no processo de estimulagéo reciproca, e entédo as
citocinas produzidas pelos linfocitos Th juntamente com o reconhecimento do
antigeno pelos receptores de células B resultam na estimulacdo, proliferacdo e
diferenciacdo de linfocitos B em plasmdcitos, que irdo secretar anticorpos (31). A
interacdo com o antigeno e as citocinas secretadas pelos linfocitos Th estimula a
rapida e abundante multiplicacdo de linfécitos B, que podem se diferenciar em
plasmocitos e secretar imunoglobulinas, ou se diferenciar em células de memodria,
aumentando a capacidade de combater as reinfeccbées por um mesmo patégeno
(31,32). A resposta imune humoral tem como principal caracteristica o bloqueio de
infeccdes e a eliminacdo de patdgenos extracelulares por meio da neutralizacdo de
antigenos, ativacdo do sistema do complemento, ou da sua opsonizacdo para
fagocitose(31).

Rico et al., 2009 (33) e Valarcher et al., 2001 (34),mostraram que HRSV é capaz
de infectar linfécitos B murinos e bovinos, respectivamente. Enquanto Valarcher et al,
2001 (34) avaliaram apenas a persisténcia do virus nestas células, mas nao o efeito
causado na célula pela infeccéo, Rico et al, 2009 (33) observaram que linfocitos B
infectados com HRSV aumentaram a expressao de MHC classe Il e CD86, mas nao
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MHC classe |. Este achado sugere que os linfécitos B infectados com HRSV estao

sendo ativados (34), mas nao foram avaliados quanto a sua funcionalidade.
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2 Justificativa e objetivos

Existem poucos estudos sobre a infec¢do por HRSV em linfocitos B humanos
e as consequéncias que isso pode ter no sistema imunoldgico, e como isso pode estar
relacionado ao fato de o HRSV ser capaz de persistir por um periodo prolongado
nessas e em outras células do hospedeiro.

Estudos anteriores do nosso grupo (22,35) mostraram que HRSV € capaz de
infectar células do tecido linfoide, e proteinas virais foram encontradas em tecidos
como linfonodos e amigdalas Linfécitos e macréfagos foram positivos para HRSV, o
gue indica que o virus é capaz de infectar células do sistema imunologico. Diversos
virus respiratorios sdo detectados por PCR e imuno-histoquimica em tecidos linfoides
em tonsilas de criangas submetidas a adeno-tonsilectomia na auséncia de sintomas
de infeccéo respiratéria por pelo menos 30 dias antes da intervencdo cirdrgica.
Observamos que macroéfagos e linfocitos T CD4 eram as mais frequentes células
infectadas por HRSV. Quando examinamos linfonodos hiperplasicos, tecidos linfoides
secundarios ndo relacionados ao epitélio respiratério, abundantes linfocitos B foram
detectados em centros germinativos com marcacao para HRSV (35). Diante desses
resultados, este estudo objetivou avaliar os efeitos da infeccdo de linfécitos B por
HRSV, dentro do objetivo geral de avaliar especificidades da relagcdo de HRSV com
essas células, que possam contribuir para entender sua persisténcia no organismo.

Para isso, nossos objetivos especificos foram:

1- Avaliar a infeccdo natural de linfécitos B humanos CD20* por HRSV,
utilizando tonsilas hipertréficas removidas cirurgicamente, determinando a presenga

de proteinas estruturais virais por imunofluorescéncia (IF) e citometria de fluxo.

2- Infectar células B da linhagem Jeko-1 e culturas primarias de células obtidas

de tonsilas, com HRSV, para avaliar susceptibilidade e permissividade.

3- Avaliar a viabilidade de linfocitos B da linhagem Jeko-1, infectados in vitro
por HRSV.

4- Verificar se ha comprometimento da producéo de imunoglobulinas e o perfil

de citocinas produzidas por células B da linhagem Jeko-1 infectadas por HRSV.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Cultura celular e propagacéao viral

As células HEp-2 e Jeko-1 foram cultivadas em frascos de 25 cm?. As
monocamadas de HEp-2 foram mantidas em meio Dulbecco's Modified Eagles
(DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e as células Jeko-1 foram
mantidas em suspensdo em RPMI-1640 suplementado com 20% de SFB. Todas as
culturas foram mantidas em estufa a 37°C, com 5% de CO2. As infec¢bes foram feitas
in vitro com HRSV grupo A, utilizando a cepa Long adaptada em laboratério, com MOI
igual a 1 ou 10. Para adeséo e adsorcéo viral foi utilizado volume minimo de meio de
cultura (0% SFB) em agitacdo, a temperatura ambiente, durante uma hora, seguido
de incubacéo a 37°C por mais uma hora e, s6 entdo, o meio (2% SFB) foi completado

para a quantidade necessaria dependendo do frasco de cultura.
3.2Titulagéo Viral

A titulacdo do virus foi feita em placas de 96 pocos semeadas com 150.000
células Hep-2/poco para atingir 60-70% de confluéncia em 24 horas, quando as
células foram infectadas. Células HEp-2 infectadas com HRSV foram colhidas,
submetidas a congelamento e descongelamento rapido. Lisado celular e
sobrenadante foram separados por centrifugacéo em velocidade maxima a 4°C por 10
minutos. O sobrenadante foi removido, o pellet de lisado celular foi ressuspendido em
RPMI-1640 sem soro. Diluicdes em série de dez vezes foram preparadas e inoculadas
100 pL por poco, em quadruplicata, as placas foram incubadas por 1 hora, a
temperatura ambiente em agitacdo e depois incubadas durante 1 hora a 37°C em 5%
de CO2 e umidade. O in6culo foi removido, os pocos lavados uma vez com PBS 1x,
completados com 100 uL de DMEM com 2% de FBS e a placa foi incubada por 48
horas. As placas foram lavadas com PBS para remocdo de residuos de meio de
cultura e entdo foram coradas e fixadas adicionando-se 100 pL da solucdo de uso do
cristal violeta/ metanol gelado. As placas foram incubadas durante 15 minutos em
freezer a -20° C. ApGs a incubacao, foram lavadas para retirar o excesso de cristal
violeta/ metanol e secas a temperatura ambiente. Os plaques foram contados e o0s

titulos foram calculados pelo método de Reed-Muench.
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3.3Preparacdo do tecido da amigdala humana.

As amigdalas retiradas de criancas adenotonsilectomizadas, na auséncia de
sintomas e sinais de infeccdo respiratoria aguda nos 30 dias anteriores a cirurgia,
foram processadas assim que chegaram ao laboratério. As amigdalas foram
maceradas e dissociadas enzimaticamente. A dispersdo dos tecidos tonsilares foi
realizada utilizando 100 U das enzimas proteoliticas colagenase tipo | (Gibco) e 0,6
U/de dispase (Gibco) por mL de PBS durante 1 hora em shaker a 37°C, em seguida
passadas por cell strainer de 100 um. As células dissociadas foram submetidas ao
protocolo de Ficoll-Paque, as células linfomononucleares foram separadas e mantidas

em RPMI-1640 enriquecido com 20% de Soro Fetal Bovino.
3.4 Protocolo Ficoll - Paque Plus

O ensaio Ficoll — Paque Plus foi realizado seguindo as orientacbes do
fabricante. Em suma, a amostra foi diluida em 5 mL de PBS contendo 4% de
antibiotico e antimicético (ATB/ATM). Todo o conteudo foi cuidadosamente depositado
em 5mL de Ficoll e centrifugado a 400 x g por 30 minutos. Apos a separagao, quatro
fases puderam ser observadas, sendo a superior o PBS, seguido pelas células
linfomononucleares, ficoll e hemécias e granulécitos no fundo do tubo. A primeira fase
foi removida, as células linfomononucleares foram coletadas e transferidas para um
novo tubo, onde foram lavadas 3 vezes com PBS 4% ATB/ATM para que todo o ficoll

fosse removido e entdo mantida em cultura.
3.5 Imunofluorescéncia

As células infectadas colhidas em pontos de tempo determinados foram
lavadas trés vezes com PBS, colocadas em |laminas de microscopia previamente
tratadas com Biobond e secas ao ar. As células foram fixadas com acetona gelada
por 7 minutos e armazenadas a -20° C. Para IF, as laminas congeladas foram lavadas
em PBS trés vezes, permeabilizadas com Triton 0,5% por 5 minutos, lavadas com
PBS por cinco vezes sob agitacdo. As laminas foram entdo, bloqueadas com
Superblock por 15 minutos, incubadas com o anticorpo primario apropriado por 1 hora
e lavadas com PBS por cinco vezes sob agitacdo. Quando necessario, anticorpos
secundarios foram adicionados, as laminas foram incubadas no escuro por 1 hora e
lavadas novamente em PBS. As laminulas foram montadas usando o meio de

montagem in situ Duolink® com DAPI (Sigma), e as laminas foram analisadas em um
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microscopio de fluorescéncia (Olympus BX40). Os anticorpos usados neste estudo

estao listados na Tabela 1.

Tabela 1. Anticorpos utilizados neste estudo

Anticorpo (Referéncia) Diluicéo
mouse MADb anti-HRSV F protein 1: 100
(MAB8599, Millipore)

Alexa Fluor 488-labeled donkey anti- 1: 600
mouse (A21202, Invitrogen)

FITC-labeled mouse MADb anti-HRSV N 1: 100
protein (MAB858-3F N, Millipore)

Donkey Anti-Rabbit 1gG H&L (Alexa 1:1000

Fluor® 594) (ab150076)

3.6 Curva de replicacéo do virus

As células Jeko-1 foram cultivadas em frascos de 75cm2 e quando a
centrifugacéo foi necesséria as células foram transferidas para um tubo de 50 mL com
tampa de rosca, lavadas uma vez com RPMI-1640 sem soro e ressuspendidas em 5
mL de meio fresco. As células foram contadas e ressuspendidas em indculo para
atingir MOI = 1, e entdo devolvidas ao frasco de 75cm? onde foram incubadas pelos
tempos apropriados. Em seguida, um meio suplementado com 2% de FBS foi
adicionado para obter uma concentracdo de 2,5 x 10° células/mL, e a suspenséo foi

distribuida 1mL por po¢co em placas de 24 pocos e incubada a 37° C e 5% de CO.

Nos tempos de Oh, 4h, 8h, 12h, 24h, 36h, 48h, 72h e 240h pos-infeccao, o
conteldo dos pocos em triplicata foi coletado separadamente, clarificado por
centrifugacéo, e os sobrenadantes e pellets celulares foram separados, aliquotados
em TRIzol e congelados a -80°C. Aliquotas de células e sobrenadantes em TRIzol
foram usadas para extracdo de RNA total seguindo as orientacdes do fabricante. O
produto extraido foi quantificado com NanoDrop e o cDNA foi preparado com o kit
MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems — Thermo Fisher Scientific).
Em seguida, os nimeros de cépias do genoma de HRSV foram quantificados por

gPCR usando uma curva padrao baseada em diluicbes seriadas na base 10 de um
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plasmideo pGEM-T contendo uma inser¢cado de HRSV-A. Os oligonucleotideos usados

como iniciadores e sondas estdo listados na Tabela 2.

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados no estudo

Oligonucleotideos Sondas Alvo

Reporter  Quencher

APB48 ACACTCAACAAAGATCAACTTCTGTCATCCAGC Fan Tamra N
A21-F GCTCTTAGCAAAGTCAAGTTGAATGA --- --- N
A102-R TGCTCCGTTGGATGGTGTATT --- --- N

3.7 Analise de viabilidade celular

Para a analise da viabilidade das células Jeko-1 infectadas pelo HRSV, foi
utilizado o kit Alamar Blue de acordo com as especificacdes do fabricante. Resumindo,
5 microtubos foram preparados para conter aproximadamente 150.000 células. O
virus foi inoculado em 2 dos tubos, um com MOI = 1 e outro com MOI = 10. Como
controles, foram utilizados apenas células no mesmo meio. Apos a incubacéo, foi
adicionado Alamar Blue utilizando 1 pyL para cada 10 pL do volume total. O conteudo
foi homogeneizado manualmente, e as placas foram incubadas por 4 horas a 37°C e

depois lidas em espectrofotdmetro.
3.8 Citometria de fluxo e separacédo celular associada a fluorescéncia (FACS)

A citometria de fluxo foi realizada usando quatro frascos de 75 cm? de células
Jeko-1, um frasco de controle de células, 1 frasco contendo células inoculadas com
HRSYV inativado por UV e dois infectados com HRSV (MOI = 1). Apés 24 horas da
infeccdo, o contetdo de cada frasco foi transferido para um tubo de 15 mL com tampa
de rosca, onde foi lavado e peletizado. As células foram ent@o ressuspendidas em
Fixation and Permeabilization Solution Buffer do Kit BD Citofix/Citoperm™. Superblock
foi usado para bloquear sitios inespecificos e as células foram incubadas com o
anticorpo primario para proteina F de HRSV por 1 h a 4°C. As amostras foram lavadas
com tampdo Perm Wash (1:10 em PBS) e incubadas com o anticorpo secundario
(Alexa Fluor-488) por mais uma hora. Em seguida, as amostras foram lavadas

novamente, fixadas com formaldeido a 1% e lidas em citbmetro de fluxo.
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Para FACS, foi utilizado o mesmo kit BD Citofix/Citoperm™, seguindo as
recomendacdes do fabricante. Para a marcacéo das células infectadas, utilizou-se o
anticorpo diretamente marcado contra a proteina N do HRSV, e as células foram

separadas por cell sorting.
3.9 Quantificacao de citocinas

Para a quantificacdo das citocinas produzidas e liberadas no sobrenadante das
culturas de células infectadas pelo HRSV foi utilizado o BD™ Cytometric Bead Array
(CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit. Em resumo, esse kit promove a captura de
analitos soluveis através de beads fluorescentes e com tamanhos conhecidos, que
sdo detectadas por citometria de fluxo. Cada bead é conjugada com um anticorpo
especifico, o qual & conjugado com Ficoeritrina (PE) e, fornece sinal fluorescente
proporcional a quantidade de analito ligado. Apds a incubagdo das beads com a
amostra, formam-se complexos em sanduiche (bead + analito + regente de deteccgao).
Esses complexos podem ser mensurados por citometria para identificar particulas

com fluorescéncia caracteristica de ambos, tanto da bead como do detector.

Células HEp-2 e células Jeko-1 foram inoculadas com HRSV em MOl de 1 e
incubadas em estufa a 37° C, 5% de CO: e umidade. Nos tempos de 24, 48, 72 e 240
horas apds a infecgdo, as células foram colhidas, centrifugadas e foi separado o
sobrenadante das culturas, que foram armazenados em freezer a -80° C até o
momento do uso. Neste experimento, somente o sobrenadante das culturas foi

utilizado.

Seguindo as orientacfes fornecidas pelo fabricante, os sobrenadantes foram
diluidos em PBS 1x na proporcédo de 1:2. Em um microtubo de 1,5 mL foi adicionado
50 pL do mix de beads de captura, 50 pL da diluicdo da amostra, 50 pL do reagente
de deteccdo Human Th1/Th2/Th17 PE e os tubos foram incubados durante 3 horas
em temperatura ambiente e protegidos da luz. Todo o processo também é feito para
os controles fornecindos no Kit, que para cada uma das citocinas analisadas formam
uma curva padrdo, permitindo assim a quantificacdo das citocinas presentes nas
amostras testadas. Passado o periodo de incubacédo, a cada um dos tubos contendo
amostras e controles, foi adicionado 1 mL de Wash Buffer, os tubos foram

centrifugados a 200 x g durante 5 minutos e o0 sobrenadante aspirado
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cuidadosamente. O pellet resultante foi ressuspendido em 300 uL de Wash Buffer e

imediatamente lido em citdbmetro de fluxo.
3.10 Quantificacdo de RNAs mensageiros das proteinas virais

Aproveitando o pellet celular separado do experimento anterior, este foi
ressuspendido em 750 uL de TRIzol e teve seu RNA total extraido, seguindo o

protocolo descrito pelo fabricante.

O produto extraido foi quantificado com NanoDrop e o cDNA foi preparado com
o kit MultiScribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems — Thermo Fisher
Scientific), porém utilizando Oligo-dT no lugar do Ramdon Primer. Em seguida, 0s
nameros de cépias de RNAm das proteinas virais foram quantificados por SybrGreen
gPCR usando uma curva padrao baseada em diluicbes seriadas na base 10 de um
plasmideo recombinante rA2 contendo uma insercdo de HRSV-A. Os

oligonucleotideos usados como iniciadores estéo listados na Tabela 3.
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Alvo Sequéncia Volume e
concentracao

N for ATGGCTCTTAGCAAAGTMAAG 0,125 pL
N rev CCW GTG AAT TTATGA TTD GCA TC (10 pMol/ pL)
P for GARACATTTGAYAACAATGARGARG 0,5 uL
P rev GCATTC CTARTATYT CAC TTAATTTYTC (10 pMol/ pL)
L for ATGCTMAAYAACATCACAGATGC 0,125 pL
L rev ACC ATH GGR TGT CCA AAK ATY CTG (10 pMol/ pL)
G for GCCAAGACAYTAGAAARGAC 0,5 pL
G rev GTRTGATTG YAG TTG TTRGTG TGA C (10 pMol/ pL)
F for CTTGGHTTYTTGTTAGGTGTTGGATC 0,5 puL
F rev GCT GAC TAC RGC CTT GTT TGT (10 pMol/ pL)
SH for AGYAAATTCTGGCCTTACTTTAC 0,125 pL
SH rev CTT GGT ARC TCAARG GTTTTG TTATG (10 pMol/ pL)
M for CAATATGGGTGCCYATGTTYC 1 pL
M rev ARG CAT GTT AGA CTR CAT GC (10 pMol/ uL)
NS1 for GGAGGTTATATATGGGAAATGATGG 0,125 pL
NS1 rev CCA AGT AAT TCA GAY AAT TGA TTC (10 pMol/ pL)
NS2 for CTTGATGAAAGACAGGCCACATTHAC 0,5 uL
NS2 rev ATA AAT ATT GGC ATA GGR AAA GTG CC (10 pMol/ pL)
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4 Resultados

4.1 Infeccédo natural por HRSV de linfécitos B em amigdalas humanas

Para confirmar a ocorréncia de infeccdo natural de linfocitos B pelo HRSV,
células foram dissociadas de tecido tonsilar positivo para HRSV por PCR em tempo
real, e a suspenséao foi submetida a imunofluorescéncia (IF) com marcacdes para
CD20 (marcador de linfécitos B) e para proteina N estrutural do HRSV. HRSV foi
detectado em linfécitos B e as células infectadas exibiam estruturas fortemente
sugestivas de corpos de incluséo virais (Fig. 1). Este achado confirma que o HRSV

pode infectar os linfocitos B naturalmente em tecidos.

Figura 1. Imunofluorescéncia para HRSV em amigdala humana HRSV-positiva, naturalmente
infectada. (A, B e C) Linfécitos B humanos néo infectados com marcacdo vermelha para CD20 (B) e
coloracé@o nuclear DAPI (A). (D, E e F) Imunomarcacéo fluorescente para HRSV (D), CD20 (E) e
sobreposicéo (F). Estruturas sugestivas de corpos de inclusao de HRSV marcados para a proteina N

em linfécitos B (setas brancas).

4.2 Infeccéo in vitro de culturas primarias de linfécitos B de tonsilas humanas
com HRSV

Tecidos de amigdala palatina recém-obtidos de dois pacientes foram
macerados e dissociados enzimaticamente, e as células linfo-mononucleares foram
purificadas usando Ficoll-Paque Plus. As células foram infectadas com HRSV em
MOI= 1 ou 10, e amostras foram colhidas as 24, 48 e 72 h apds a infeccdo. As
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preparacgdes celulares analisadas por IF mostraram sinal de IF abundante para HRSV
em células infectadas positivas para CD20, confirmando a suscetibilidade dos
linfécitos B a infecgdo in vitro por HRSV em culturas primarias (Figura 2). Além disso,
a coloracao para a proteina HRSV N revelou a presenca de estruturas fortemente
sugestivas de corpos de incluséo viral (Fig. 2, seta branca), recapitulando o achado

em linfécitos B naturalmente infectados (Figura 1).

Células coletadas das culturas nos mesmos tempos pos-infec¢do foram usadas para
guantificacdo de equivalentes de RNA gendmico de HRSV por RT-PCR, revelando
falta de produgcdo de RNA de HRSV em culturas primérias de células
linfomononucleares tonsilares infectadas in vitro (Figura 3), apesar da observacgéo da

proteina HRSV por IF em numerosas células (Figura 2).

Anti-CD20 Anti-HRSV-N

C neg

24 hpi

MOI =1

72 hpi

24 hpi

MOI =10

Figura 2. Imunofluorescéncia para HRSV de culturas primérias de células linfomonocucleares
tonsilares infectadas in vitro. (A, F, K, P, U) Marcacdo do nucleo celular por DAPI. (B, G, L, Q, V)
Marcacao de CD19 com anticorpo primario de coelho anti-CD19 e anticorpo secundario anti-coelho
594. (C, H, M, R, X) Marcacao da proteina viral N com anticorpo diretamente marcado com FITC. (D,

I, N, S, W) Sobreposicdo das imagens, com setas indicando estruturas semelhantes a corpos de
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inclusédo. (E, J, O, T, Y) Aumento da &rea marcada por quadrado, mostrando uma Unica célula. As setas

marcam os corpos de inclusé@o. Barra de escala = 10 pm.

4.3Infeccao de células da linhagem Jeko-1 de linfocitos B por HRSV

Devido a dificuldade de manter um suprimento constante de culturas primarias
de tecido tonsilar, além das variacdes esperadas nas suscetibilidades individuais dos
doadores, explorar detalhes da relacdo de HRSV com linfécitos B em células da
linhagem Jeko-1, originéria de linfoma de células do manto que, diferentemente de

outras linhagens, € negativa para o virus Epstein-Batrr.

As células Jeko-1 foram infectadas in vitro com um estoque de HRSV A da cepa
de laboratoério Long (MOI=1). O HRSV induziu alteracdes morfolégicas em células
Jeko-1 infectadas indicativas de um efeito citopatico sutil em comparacdo com células
ndo infectadas. As culturas infectadas com HRSV mostravam células com tamanhos
irregulares e formacdo de aglomerados, que podem ser sincicios (Figura 3B). A
suscetibilidade das células Jeko-1 ao HRSV foi confirmada por IF para a proteina N
viral, revelando a presenca de coloracdo 24 h apés a infecgédo, com a formacéo de
estruturas semelhantes a corpos de incluséo (Figura 3D).

A B

\ \
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Figura 3. Infeccao de células Jeko-1 por HRSV. Células Jeko-1 infectadas com HRSV (MOI=1) as
72 hpi mostrando efeito citopatico (B) em comparagédo com células ndo infectadas (A), caracterizado
por irregularidades de tamanho e formacao de aglomerados celulares (B). Imunofluorescéncia com
marcacgdo do nucleo celular com DAPI e para CD19 com anticorpo primario de coelho anti-CD19 e
anticorpo secundario anti-coelho 594 e marcacéo para a proteina N do virus com anticorpo diretamente
marcado com FITC. (C) Controle negativo. (D) Confirmagao da infeccéo das células Jeko-1 pelo HRSV,

com formacao de estruturas semelhantes a corpos de incluséo (setas brancas).

Para avaliar as porcentagens de células Jeko-1 infectadas com HRSV, foi feita
citometria de fluxo com marcacdo para proteina viral F, que revelou que

aproximadamente 40% das células eram positivas para o virus (Figura 4A e B).
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Figura 4. Quantificagdo da infecc¢&o por citometria de fluxo. (A) Citometria de fluxo de células Jeko-
1 infectadas com HRSV (MOI = 1), a 24 hpi marcadas com proteina MAb anti-RSV F de camundongo.

(B) Porcentagem de células infectadas com HRSV.

4.4 Avaliagdo da viabilidade de HRSV em células Jeko-1

Para avaliar a viabilidade de células Jeko-1 infectadas com HRSV, foi usado o
ensaio de Alamar Blue em triplicatas de culturas infectadas, que néo evidenciou perda
significativa de viabilidade em comparacdo com células controles, independente da

MOI utilizada para a infeccéo (Figura 5).
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Figura 5. Ensaio de viabilidade celular. Células Jeko-1 foram infectadas em MOI=1 ou MOI=10 e
incubadas por 24h. Alamar Blue foi adicionado a cultura e lido em espectrofotdmetro. E possivel
observar que independente da MOI utilizada na infec¢do, ndo ha alteracéo significativa na viabilidade

das células.

4.5Avaliacao da carga viral de HRSV e expressdao dos RNAs mensageiros virais

em células Jeko-1.

Para avaliar a replicacdo de HRSV, células Jeko-1 foram infectadas (MOI=1) e
as 24, 48 e 72 hpi células e sobrenadantes foram colhidos, clarificados por
centrifugacéo, e o RNA de HRSYV foi quantificado por PCR em tempo real. A anélise
indicou que a infeccdo por HRSV em células Jeko-1, € improdutiva de RNA viral no

sobrenadante, que indica que a infeccdo ndo é produtora de progénie viral, embora
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tenha havido acumulo de RNA viral genémico no interior das células até 10 dias apos

a inoculacao (Figura 6).

Curva Replicacao

€ Células

JB Sobrenadante

n° copias de genomas de RSV (log10)

2

08 24 48 72 144 192 240
Horas

Figura 6. Curva de replicagéo do HRSV em células Jeko-1. Células e sobrenadante de culturas de
células Jeko-1 infectadas por HRSV foram coletados. O genoma viral do HRSV foi quantificado por
gPCR do pellet de células e do sobrenadante.

Considerando que h& formacgéo de estruturas semelhantes a fabricas virais de
HRSV em células Jeko-1 (Figura 3), com acumulo intracelular de RNA viral, mas sem
producdo mensuravel de progénie no sobrenadante, decidimos verificar a producéo
dos RNAs mensageiros das proteinas virais. Para isso, em dois experimentos
independentes, células Jeko-1 foram infectadas com HRSV (MOI=10) e 10 dias apo6s
ainoculacao as células foram usadas para as dosagens. Aos 10 dias apoés a infeccéo,
as células foram colhidas, marcadas para a presenca de proteina viral N, e entédo
separadas em células positivas e negativas. As subpopulacdes separadas por FACS
tiveram o RNA total extraido utilizando o Kit Qiagen DNA/RNA (Allprep DNA/ RNA Mini
Kit). O RNA total foi submetido a reacao de transcricao reversa, utilizando primers de
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oligo-dT, de modo a retrotranscrever somente os RNAmM, e o produto da reagéo foi

amplificado por gPCR SybrGreen usando primers especificos para cada proteina.

Como resultado foi possivel observar que os RNAmMSs virais mais expressos
foram NS1 e SH, corroborando resultados anteriores do laboratério e da literatura,
obtidos pela infeccdo por HRSV em células epiteliais. No entanto, ndo houve deteccao

perceptivel de RNAmM para a polimerase viral (L) em células Jeko-1 (Figura 7).
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Figura 7. Deteccdo de RNAms de RSV. Valores de Ct da deteccdo dos RNAmM de RSV em 10 dias

pds-infeccdo na linhagem Jeko-1. Os RNAmM mais abundantes foram os de NS1 e SH.

4.6 Alteracdo da capacidade de resposta com producao de citocinas em células
Jeko-1 infectadas por HRSV.

Como a infeccdo por HRSV em células Jeko-1 néo foi produtiva de progénie
viral, e também nao induziu morte celular significante em células Jeko-1, com células
Jeko-1 infectadas permanecendo viaveis por pelo menos 10 dias, nos , avaliamos se
havia algum efeito no perfil de secrecao de citocinas em células infectadas por HRSV.

As 72 horas e no 10° dia pos-inoculacao, células Jeko-1 infectadas com HRSV foram
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colhidas, centrifugadas, e o sobrenadante da cultura foi separado. Utilizando o Kit
BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human Th1/Th2/Th17 Cytokine, foram
guantificadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNF-a e IFN-y.

Notavelmente, células Jeko-1 infectadas com HRSV mostraram um aumento
evidente na secrecao de IL-10, IL-6 e TNF-a as 72 hpi, quando comparadas com
células inoculadas com mock. Mesmo apo6s 10 dias da infecgéo, ainda héa consideravel
aumento de niveis de IL-10 e IL-6 (Figura 8). Embora o experimento tenha sido feito
em uma cultura pura da linhagem celular Jeko-1, e ndo em uma cultura mista contendo
toda a gama de células imunes, o forte aumento na secrecédo de IL-10, IL-6 e TNF-a
induzida pelo HRSV é sugestivo de que o virus causa efeitos profundos na expresséo
de genes codificantes de citocinas por linfécitos B.
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Figura 8. Quantificacdo de citocinas secretadas em células Jeko-1 infectadas com HRSV. Células
Jeko-1 foram infectadas (MOI=1) e 72h e 10 dias ap6s a infec¢é@o, os sobrenadantes foram separados
e as citocinas secretadas foram dosadas utilizando o Kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Human
Th1/Th2/Th17 Cytokine. E possivel observar a alteragdes significativas na expressao de IL-10, IL-6 e
TNF-a.
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5 Discussao

O HRSV é uma das principais causas de IRA grave em crian¢as em todo o mundo,
e praticamente todas as pessoas sao infectadas nos primeiros dois anos de vida
(CDC, 2017). O desenvolvimento de imunidade protetora a HRSV € incompleto e
reinfeccdes sdo comuns, mas tornam-se progressivamente menos graves com a
idade (36). No entanto, os idosos e as pessoas imunocomprometidas séo

particularmente suscetiveis a doencas mais graves por HRSV (36).

Foi surpreendente descobrir que o genoma do HRSV foi detectado em 17% dos
tecidos tonsilares e secrecdes de criancas na auséncia de sintomas atribuiveis ao
HRSV (37). Esses resultados, juntamente com estudos realizados por outros grupos
de pesquisa, tém implicacbes importantes para a epidemiologia do HRSV, pois
portadores assintomaticos podem disseminar o virus na comunidade (38,39). A esse
respeito, varios estudos filogenéticos, incluindo dados de Sao Paulo, Brasil,
apontaram a possibilidade de que a persisténcia do HRSV em algum possivel
hospedeiro desempenha um papel essencial na sua manutencdo durante periodos
inter-sazonais, com potencial para reintroducdo autéctone em populagdes locais
(29,40-43). Portanto, a possibilidade de que o HRSV possa persistir nos tecidos
linfoepiteliais das amigdalas de criancas sugere que esses tecidos podem ser o
reservatorio inter-sazonal de onde ele pode ser eliminado. No entanto, resultados mais
recentes do nosso grupo de pesquisa mostraram que a infec¢cdo por HRSV de células
linféides ndo se restringe a tecidos tonsilares, uma vez que foi detectada por RT-PCR
em 50% dos linfonodos cervicais e 29% dos linfonodos infra-diafragmaticos de
pacientes adultos com hiperplasia benigna dos linfonodos, sem IRA (35). Além disso,
estudos imuno-histoquimicos em série revelaram que a proteina HRSV foi detectada
em foliculos linfoides em associacdo com linfocitos B e CD4+T (35). Portanto, a
presenca de HRSV em células linfoides ndo se restringe aos tecidos linfoides
secundarios associados a mucosa respiratoria, mas parece ser sistémica(44). Essa
situagcdo lembra a histéria natural da laténcia de virus de Epstein-Barr (EBV) em
linfocitos B de memoéria em tecidos linfoides secundéarios, com subsequente ativagdo
policlonal da producdo de imunoglobulinas pelas células B infectadas, e ciclos
recidivantes de infeccao litica ao longo da vida, permitindo a eliminacdo salivar do

virus infeccioso (45).
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A infeccdo natural de células linféides pelo HRSV incita a investigacdo da interacéo
virus-célula e suas possiveis consequéncias para as funcdes das células imunes
infectadas, o que motivou o presente estudo. Encontramos proteina N do HRSV com
formacdo de estruturas semelhantes a corpos de inclusdo em linfocitos B
naturalmente infectados obtidos de amigdalas de criangcas com hipertrofia tonsilar, na
auséncia de sintomas de IRA relacionada ao HRSV no més anterior a amigdalectomia.
Esta descoberta sugere fortemente que a infeccao natural de células B por HRSV
pode ser produtiva. Curiosamente, um estudo encontrou infecgdo por HRSV em
células B humanas purificadas do sangue do corddo umbilical de recém-nascidos que
tiveram bronquiolite grave por HRSV. Nesse estudo, as células B reguladoras
neonatais (nBreg) foram mais frequentemente infectadas do que as células B maduras

ou imaturas naive (46).

A linhagem de células Jeko-1 de linfocitos B usada neste estudo, originalmente obtida
de um linfoma de células do manto em um paciente de 78 anos, produz IgM, que é
um marcador aceito de células B imaturas (47). Descobrimos que mais de 30% das
células Jeko-1 em cultura foram infectadas por HRSV (MOI=1) nos primeiros dias de
infeccao, indicando que séo suscetiveis ao virus. A proteina HRSV N foi detectada
por IF nas células, indicando que havia atividade viral suficiente para acumular
proteinas virais em estruturas semelhantes a corpos de inclusdo. Entretanto
verificamos que praticamente ndo houve producéo de progénie viral, indicando que as
células Jeko-1 apresentam baixa permissividade a replicacédo de HRSV sem producéo
de progénie no sobrenadante. Se ha alguma producédo presente, esta ndo é detectavel
pelos métodos usados. E digno de nota que as estruturas semelhantes a corpos de
inclusdo em linfocitos B tém aspecto sugestivo de corpos de inclusdo ndo funcionais,
conforme previamente mostrado pelo nosso grupo para a infeccdo de células T de
linhagem A3.01 (48), o que corrobora a existéncia de uma infec¢cdo improdutiva de

linfocitos B.

E importante ressaltar que a infeccdo por HRSV ndo causou morte apreciavel de
células Jeko-1 em 24 horas, indicando que a infec¢do nédo era litica mesmo ap6s 72
horas e, portanto, linfécitos B poderiam abrigar o virus por um certo periodo de tempo,
até que sobrevenha a senescéncia celular. Se conseguirmos provar que este é o caso,
e se validarmos os resultados em linfécitos B humanos primarios de érgaos linfoides

secundarios, este sistema in vitro pode se tornar util em experimentos futuros para
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recapitular as caracteristicas bioquimicas e viroldgicas da infec¢éo de longo prazo de
linfécitos B por HRSV. Sera importante investigar se o HRSV infecta linfocitos B naives
ou diferenciados e se torna a célula incapaz de proliferar. A natureza clonal da

infeccd@o natural € outra questdo pendente a ser investigada no futuro.

Nossos resultados in vitro de quantificacdo de citocinas proé-inflamatérias
indicaram que a infec¢do de células B pelo HRSV leva ao aumento de IL-6 e IL-10.
Tal resultado sugere que a infeccdo de HRSV, apesar de pouco produtiva, pode
induzir expressdo dessas duas citocinas, especificamente. A IL-10, exerce funcdes
imunossupressoras especialmente durante a resolugcdo da fase de infeccédo e
inflamacédo, tendo como alvo as respostas imunes tanto inata quanto adaptativa,
minimizando o dano tecidual causado pelo excesso e descontrole de respostas
inflamatérias efetoras (49). A IL-6 € uma citocina pro-inflamatoria, que atua ndo sé nas
reacOes de fase aguda das infeccbes, mas também leva ao desenvolvimento de
respostas imunolégicas humoral e celular especificas, através da diferenciagdo de
linfécitos B, secre¢cdo de imunoglobulinas e a ativacao de linfécitos T, tendo um papel

importante como moduladora na transicédo das fases aguda e cronica da infeccéo (50).

As células B se diferenciam em plasmadcitos e, durante sua diferenciacao,
funcionam como moduladores da resposta imune, dependendo das citocinas que
secretam. Embora linfocitos B naives ndo secretem muitas citocinas, podem fazé-lo
apos a ativacdo e, a medida que se tornam capazes de produzir citocinas, podem
regular as respostas. Além disso, o0s subtipos de células B efetoras Bel e Be2 séo de
importancia critica para as respostas tipo | ou tipo Il, uma vez que seus produtos
desempenham papéis em mecanismos de regulacéo cruzada (51). Dependendo dos
estimulos, as células B podem produzir IL-1(52), IL-5 (53), TNF-a, linfotoxina, IL-6, IL-
10 (54,55) e IFN-y (56). Tornou-se evidente que as células B desempenham
importantes papéis reguladores do sistema imunoldgico e, portanto, a presenca de
infeccdo por HRSV em células B pode afetar diretamente a secrecdo de citocinas.
Portanto, a descoberta da secrecdo aumentada das citocinas IL-6, IL-10 em células
infectadas por HRSV em meio a um painel representativo de citocinas mesmo dez
dias apoOs a inoculacdo, é sugestiva de que a infeccdo por HRSV, ainda que
improdutiva da progénie do virus, pode afetar significativamente as funcdes
reguladoras imunoldgicas de células B e outras células nos tecidos linfoides

secundarios.
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Ao refletir sobre essa interagdo de HRSV e linfécito B no contexto de tonsilas
humanas naturalmente infectadas pelo virus, é tentador especular que a infeccao de
HRSV em célula B, fendtipo mais abundante residente de amigdalas e adenoides,
pode promover a manutencdo de um ambiente inflamatério facilitador da persisténcia
viral (aumento de IL-10) bem como um ambiente facilitador da hiperplasia (aumento
de IL-6). Se faz necessario validar tal hipétese por meio de experimentos ex vivo tal
como a utilizacéo de explantes de tonsilas humanas infectadas com HRSVA deteccéo
de HRSV em tecido linfoide tonsilar varia de 7% a 17% (22,37,57-59). Além disso, 0s
linfécitos B sdo importantes células apresentadoras de antigenos, e um linfocito B
persistentemente infectado com HRSV em um 6érgéo linfoide secundario poderia

funcionar como um refor¢co da memoria imunoldgica.

Em resumo, descobrimos que o antigeno de HRSV em linfocitos B de amigdalas
naturalmente infectadas de criangcas com hipertrofia amigdaliana na auséncia de
sintomas respiratérios agudos. O HRSV infecta culturas primarias de células
linfomononucleares tonsilares inoculadas in vitro, como confirmado por IF, com
formacdo de estruturas semelhantes a corpos de inclusdo, mas sem producéo
mensuravel de progénie por RT-PCR em tempo real. O HRSV infecta células B da
linhagem Jeko-1, causando alteracbes morfoldgicas e agregacdo celular, mas sem
morte celular significativa. Apesar do acumulo de proteina N viral com formagéo de
estruturas sugestivas de corpos de inclusdo, ndo houve producédo significativa da
progénie de HRSV nas células Jeko-1, o que recapitula as observacdes em culturas
de linfécitos B de amigdalas. A andlise da deteccdo de um grupo selecionado de
citocinas mostrou aumento de secrec¢ao para IL-6, IL-10 e ainda em fase aguda, de
TNF-a, por células Jeko-1 infectadas, sugerindo que HRSV causa efeitos importantes

na expressao génica da célula hospedeira.

Em conclusdo, o HRSV infecta os linfécitos B sem comprometer a viabilidade
celular, com formacdo de estruturas semelhantes a fabricas virais, mas com baixa
producdo de carga viral no sobrenadante. Ao longo de 10 dias, apenas 4% dos
linfécitos B encontram-se persistentemente infectados pelo HRSV, sendo que tal
infeccdo aumenta a producao de citocinas IL-6 e IL-10, podendo contribuir para a
manutencdo do virus persistente nessas células. Coletivamente, nossos dados de
infeccao in vitro de linfocitos B por RSV, sdo consistentes com a existéncia de infeccao

viral persistente por HRSV nestas células, levando em conta a susceptibilidade dos
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linfécitos B, com pouca producdo de progénie, sem afetar a viabilidade celular e
elevando a expressdo da citocina IL-10, marcador candnico de infeccao viral

persistente (60).
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