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Resumo

RODRIGUES, D. M. R. Persisténcia do Virus Sincicial Respiratério em modelo animal: o
papel da IL-10. 2023. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular e Molecular) — Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2023.

O virus sincicial respiratorio (RSV) € um dos patdgenos de maior importancia em saude infantil,
e até os 5 anos de idade, praticamente 100% das criangas ja foram infectadas pelo menos uma

vez pelo agente. Estudos do nosso grupo de pesquisa detectaram RSV em tonsilas de criangas

assintomaticas e em linfonodos de pacientes adultos com hiperplasia linfoide benigna,
sugerindo que RSV causa infecgdo prolongada e/ou persistente. E também conhecida a
importancia de IL-10 no estabelecimento de infecgdes virais persistentes. No presente estudo
investigamos a persisténcia de RSV em modelo murino, comparando animais normais e knock
out para IL-10. Camundongos C57BL6 wild type e knock out para o gene de IL-10 com 3 a 5
dias de vida foram infectados intranasalmente com 10* pfu de RSV num volume de 6,6 uL.
Foram coletados pulmao, rim, cérebro, bago, timo e figado nos tempos de 7, 15, 40, 80, 120 e
150 dias p6s infeccdo. Encontramos genoma de RSV 150 dias ap6s a infec¢do no figado, timo,
baco, rim e cérebro nos animais selvagens, mas nao nos animais knock out para IL-10. Nestes
ultimos, aos 15 dias pos infec¢do ndo foi detectado virus. A carga viral diminuiu ao longo do
tempo, o que confirma o papel essencial de IL-10 para a persisténcia. Ambos os grupos, tanto
o knock out para IL-10 quanto selvagem, os animais infectados apresentaram dano tecidual
compativel com pneumonia e bronquiolite. Além disso, a expressdo alterada de IFN v na fase
aguda nos animais sem IL-10 indicam o inicio da elimina¢do viral, compativel com a
diminui¢do nas copias de genoma nesse grupo. Assim, o0 modelo murino de RSV torna-se util

para estudar mecanismos de persisténcia de RSV e o papel de IL-10 na infecgdo prolongada.

Palavras-chave: Virologia, Persisténcia, Virus Sincicial Respiratorio, Camundongo



Abstract

RODRIGUES, D. M. R. Persistence of Respiratory Syncytial Virus in an animal model:
the role of IL-10. 2023. Dissertacdo (Mestrado em Biologia Celular e Molecular) — Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Respiratory syncytial virus (RSV) is one of the most important pathogens in child health, and
by the age of 5, practically 100% of children have already been infected at least once by the
agent. Studies from our research group detected RSV in asymptomatic children's tonsils and in
lymph nodes from adult patients with benign lymphoid hyperplasia, suggesting that RSV causes
prolonged and/or persistent infection. IL-10 is an important molecule in the establishment of
persistent viral infections. In the present study we investigated the RSV persistence in a murine
model, comparing wild type and knock out of IL-10 animals. C57BL6 wild type and knock out
mice aged 3 to 5 days were infected intranasally with 10* pfu of RSV in a volume of 6.6 uL.
The Lung, kidney, brain, spleen, thymus and liver were collected at 7, 15, 40, 80, 120 and 150
days post infection. We found RSV genome 150 days after infection in the liver, thymus, spleen,
kidney, and brain in wild-type animals, but not in IL-10 knock out animals. In the latter, 15 days
after infection no virus was detected. The viral load decreased over time, which confirms the
essential role of IL-10 for persistence. In both groups, both IL-10 knock out and wild-type,
infected animals showed tissue damage compatible with pneumonia and bronchiolitis.
Furthermore, the altered expression of IFN vy in the acute phase in animals without IL-10
indicates the beginning of viral elimination, compatible with the decrease in genome copies
found in this group. Thus, the RSV murine model becomes useful for studying mechanisms of

RSV persistence and the role of IL-10 in prolonged infection.

Key-words: Virology, Persistence, Respiratory Syncytial Virus, Mice
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1- Introdugdo

O virus sincicial respiratério (RSV) ¢ um dos agentes patogénicos de maior importancia na
infancia (HAN; TAKEDA; GELFAND, 2011) e estima-se que até os 2 anos de idade 100% das
criangas ja tiveram infecg¢do por esse virus (MALINCZAK; LUKACS; FONSECA, 2020). O
grupo mais afetado por RSV sdo criangas de menos de 2 anos de idade (GRIFFITHS; DREWS;
MARCHANT, 2017).

Ha dois grupos de RSV: A e B, ambos do género Orthopneumovirus, da familia Pneumoviridae
e da ordem Mononegavirales (GRIFFITHS; DREWS; MARCHANT, 2017). O RSV ¢
envelopado, tem como genoma RNA de polaridade negativa, e ¢ visto em duas formas: a forma
esférica, com aproximadamente 150nm, e a filamentosa, que pode chegar a poucos micrometros
de comprimento (Figura 1) (GRIFFITHS; DREWS; MARCHANT, 2017; KNIPE; HOWLEY,
2016). O RSV codifica 11 proteinas estruturais e nao estruturais, sendo as proteinas G ¢ F
imuno-dominantes (RAGHUNANDAN; HIGGINS; HOSKEN, 2021). O virion tem envelope
contendo a proteina de fusdo (F), a glicoproteina (G) e a proteina hidrofobica pequena (SH).
Abaixo do envelope ha a proteina de matriz (M). O genoma € recoberto da proteina N, formando
o nucleocapsideo, ao qual estdo ligadas a fosfoproteina (P) ¢ a RNA polimerase RNA-

dependente (L) (Figura 1) (KNIPE; HOWLEY, 2016).

Figura 1: Representacio esquematica da estrutura do Virus Sincicial Respiratorio (RSV).
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A entrada do RSV na célula ¢ dependente de dois eventos: inicialmente, a proteina G se liga a
CXRCR1 0ou,CX3CLI1, anexina ou TLR-4, o que culmina com a ligacdo da proteina F a
nucleolina, TRL4, EGFR, ICAM-1, IGFR-1 ou lectinas do tipo C. Ao se ligar, a proteina F
muda de conformacgao, permitindo a fusdo da membrana celular com o envelope viral, gerando
o poro de fusdo (BERGERON; TRIPP, 2021). RSV infecta principalmente células epiteliais de
bronquios e do pulmao (MALINCZAK; LUKACS; FONSECA, 2020), e pode causar infecgdes
graves e até mesmo letais (LAUDANNO; SANCHEZ YANOTTI; POLACK, 2020).

HRSYV ¢ frequentemente associado, sozinho ou em coinfecgdes, com doenga grave do trato
respiratdrio inferior no Brasil (ARRUDA et al., 2014). Em estudo prévio do nosso grupo, vimos
que HRSV foi isolado em cultura de células a partir de 63% de amostras de criancas de menos
de 5 anos com atendidas no Hospital das Clinicas por infec¢do respiratdria aguda, e em 74%

delas havia coinfec¢do por pelo menos um virus adicional (GAGLIARDI et al., 2013).

A ocorréncia de HRSV ¢ fortemente sazonal, predominando nos meses mais frios do ano em
climas temperados(GRIFFITHS; DREWS; MARCHANT, 2017), o que também ¢ observado
no estado de Sao Paulo (BOTOSSO et al., 2009), e inclusive em regides mais quentes do norte
do estado, como Ribeirdo Preto (CINTRA et al., 2001). Um estudo longitudinal de 10 anos
realizado no estado de Sdo Paulo entre criangas de menos de 5 anos mostrou que multiplos
gendtipos de HRSV A e B co-circulam num mesmo surto sazonal, com substitui¢do de
genotipos dominantes em anos consecutivos, com adaptacdo evolutiva por selecdo positiva
seguida de reversao em anos subsequentes. Essa adaptacao ocorre num padrao filogenético do
tipo "flip-flop" em certos codons, refletindo mudangas no estado imune da populagdo e um

repertdrio limitado de aminodcidos possiveis nessas posi¢oes (BOTOSSO et al., 2009) .

H4 poucos dados oficiais sobre a epidemiologia de RSV no Brasil e os dados disponiveis no
sistema DATASUS, provavelmente muito subestimados, mostra que foram registradas 4.096
mortes de criangas com menos de 1 ano, e 1635 em pessoas com mais de 60 anos, por
bronquiolite aguda por RSV (J21) de 2000 a 2021, foram registradas 4.096 mortes de criancas
com menos de um ano e de 1635 pessoas com 60 anos ou mais (Departamento de Informatica

do SUS, 2023).

O recorte de mortes apresentados na Figura 2, mostra como durante o periodo da pandemia
(2020 a 2022) o ntimero de mortes diminuiu comparando com 2018 e 2019. A diminuicao de
obitos por bronquiolite de 2019 para 2020 foi de 72%, muito provavelmente pelas medidas de
distanciamento social adotadas nesse periodo, como fechamento de escolas e creches. Ja em
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2021, as mortes aumentaram 145% em relagdo a 2020, porém, ainda foram menos que em 2018
e 2019. Ja em 2023 até julho, as mortes aumentaram 16,3% das ocorridas no mesmo periodo
de 2018 e 2019. Com base nesses dados, sugere-se que no ano de 2023, devido ao fim por
completo das medidas de isolamento o comportamento do virus se assemelha com o anterior a

pandemia. Talvez até um pouco mais grave por razdes ainda ndo investigadas.
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Figura 2. Mortalidade por Bronquiolite Aguda causada por RSV no Brasil em criancas menores
que 1 ano de idade através dos meses do ano. Os dados foram retirados do DATASUS (até 2021) e
das secretarias estaduais de saude (de 2022 ¢ 2023) e plotados em grafico pela autora. Os anos 2022 ¢
2023 estdo marcados com asterisco porque contém apenas os dados dos estados: BA, CE, ES, MT, MG,
PB, PR, PE, RJ, RO, RR, SC, SE e SP. Os demais estados nao disponibilizam os dados atualizados nas
secretarias estaduais de saude.

Existe uma imunoterapia passiva para RSV feita com um anticorpo monoclonal humanizado, o
Palivizumab, que tem como alvo a glicoproteina F, administrado pela via intramuscular como
profilaxia em criancas de grupos de risco, no periodo sazonal de maior ocorréncia do virus.
Incorporado ao SUS em 2012, o Palivizumab reduz o risco de internacdo em 39% a 78% entre
os mais susceptiveis (MINISTERIO DA SAUDE, SECRETARIA DE CIENCIA,
TECNOLOGIA, 2022).

Em 2023, duas vacinas para o Virus Sincicial Respiratorio com base na glicoproteina F pré-
fusdo (WALSH et al.,, 2023) foram aprovadas pelo FDA: a ABRYSVO (FDA, 2023)
desenvolvida pela Pfizer, e a Arexvy (FDA, 2023) pela GlaxoSmithKline Biologicals SA. As
duas vacinas tém administragdo aprovada para individuos com 60 anos ou mais, ¢ a da Pfizer
também foi aprovada para gestantes com 32 a 36 semanas, como forma de imunizar recém-

nascidos. As duas vacinas tém eficicia semelhante: 82,3% para Arexvy e 85,7% para a
12



ABRYSVO, para pacientes acima de 60 anos de idade. Com relag@o a eficdcia da vacina da
Pfizer em prevenir doenga em recém-nascidos mediante vacinagdo materna, houve reducao no
risco de infec¢do grave do trato respiratério inferior em 91,1% aos 90 dias, e 76,5% aos 180

dias ap6s o nascimento.

O trabalho de Bergeron e Tripp (2021) traz uma descricdo abrangente da resposta imune ao
RSV e as informagdes a seguir foram retiradas dele. A resposta imune inata ao RSV ¢
caracterizada inicialmente pela acdo de neutrofilos, eosinofilos, basofilos e mastocitos, e
neutrofilos sdo as células imunes inatas mais encontradas no lavado bronco-alveolar de criancas
com bronquiolite grave causada por RSV (SEBINA; PHIPPS, 2020). Este virus modula a
expressdo de citocinas por macrofagos alveolares, aumenta a expressao do fator de inibicdo de
migracdo (MIF), TNF-o e IL-10. Também sdo importantes as células dendriticas
plasmocitdides, que secretam interferon do tipo I durante a infec¢ao (Figura 3). Na fase de
resposta adaptativa, linfocitos B produzem anticorpos anti-F com boa afinidade e capacidade
de neutralizagdo viral, mas o RSV consegue infectar essas células, levando a uma maior
gravidade na doenca e o aumento na expressao de IL-10 e na resposta do tipo Th2. Linfocitos
T citotoxicos t€m papel essencial no controle do RSV e na imunopatologia causada por ele, a
proteina G do virus pode ser reconhecida por MHC do tipo I, estimulando a produgdo de IFN-
vy e o recrutamento de células T para os pulmdes por uma resposta do tipo Th2.

Figura 3: Representacio esquematica da resposta imune ao virus sincicial respiratorio. Detalhes
no texto. Figura criada utilizando o biorender.com.
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A persisténcia viral se caracteriza pela presenca do virus por muito tempo depois da fase aguda
da infecgdo, o que requer uma relacdo especial do virus com a célula e com o hospedeiro. Os
pilares nos quais se baseia a persisténcia sdo que 1) o sistema imune nao consegue eliminar o
virus; 2) a replicacdo do virus e sua expressao gé€nica sdo diferentes na persisténcia; e 3) os
padrdes de doengca mudam e podem ser até inesperados (Figura 4) (OLDSTONE, 2006). A
citocina anti-inflamatéria IL-10 e seus receptores estdo mais expressos nas células
apresentadoras de antigeno nos animais onde o virus conseguiu persistir, € isso leva a inativagao
de células T impedindo a eliminacgao viral (BROOKS et al., 2006). Na persisténcia viral, o virus
consegue desviar a fungdo de células dendriticas, diminuindo a expressdo de moleculas de
MHC, reduzindo a apresentacdo de antigenos e ativagdo das células T, e de citocinas

inflamatorias, ao passo que aumenta a expressdo de citocinas anti-inflamatérias (NG;

SULLIVAN; OLDSTONE, 2011).

Mejias e colaboradores (2008) definiram em seus estudos que durante a fase aguda da infec¢ao
experimental € possivel isolar RSV de orgdos e secrecdes de camundongos, enquanto apos esta
fase, apenas podemos encontrar RNA viral. Foi também evidenciado que a proteina P do RSV
tem capacidade de agir como um inibidor protéico viral da enzima do tipo FADD conversora
de interleucina-1p, impedindo a apoptose pela via extrinseca e, consequentemente, a
eliminagdo viral (NAKAMURA-LOPEZ; VILLEGAS-SEPULVEDA; GOMEZ, 2015). Ha
também um componente bastante conhecido da estratégia de persisténcia que sdo os Genomas
Virais Defectivos (DVGs), que mais recentemente vém sendo chamdos “genomas virais nao
padrao”. O estudo de Xu e colaboradores (2017) mostrou que células com alta concentragao de
DVGs conseguem ativar a sinalizacdo mitocondrial antiviral (MAVS), em contraste com as
células com alta concentragdo de genomas virais completos, nas quais o TNF-a protegeda
apoptose.. Assim, varios estudos propdem mecanismos pelos quais 0s virus conseguem

persistir.
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Figura 4: Conceitos e evidéncias de persisténcia viral. Na imagem, os dados s3o retirados de
diferentes artigos cientificos sobre persisténcia de virus em geral e de RSV. Detalhes no texto. Imagem
criada utilizando o biorender.com.
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2- Objetivo Geral

O nosso objetivo geral ¢ estudar a infeccao experimental persistente por HRSV em

camundongos na auséncia de IL-10.
2.1. Objetivos Especificos

e Detectar RSV (genoma e proteina) em tecidos e secrecdes de animais wild type e
knockout para IL-10, experimentalmente infectados, aos 7, 15, 40, 80, 120 e 150 dias
pOs infecgao;

e (Quantificar IL-10 (mRNA) nos tecidos dos animais com infec¢ao persistente;

e Quantificar a expressao de citocinas (mMRNA) nos animais infectados € nao infectados
e avaliar se had aumento de alguma delas nos animais infectados com e sem IL-10;

e Avaliar integridade do tecido pulmonar de camundongos wild type e knockout
infectados por RSV.
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3 — Material e Métodos
3.1. Modelo animal

Camundongos do tipo C57B16 neonatos (3 a 5 dias de idade) utilizados nesse trabalho foram
comprados no Biotério Geral da USP de Ribeirdo Preto e os camundongos knockout para a IL-
10 adultos foram comprados do Centro de Criagao de Camundongos Especiais da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto. Esse trabalho teve autorizacdo do Comite de Etica no Uso de
Animais com numero: 1038/2022R.1 (anexo). Camundongos neonatos (3 a 5 dias de idade)
foram infectados pela via intranasal com 6,6 uL de indculo diluido em PBS. O grupo mock foi
inoculado com dilui¢ao de meio de cultura de células ndo-infectadas em PBS. Os animais foram
mantidos em caixas com maravalha, racdo e 4gua a vontade em rack ventilado, e as caixas eram
trocadas 2 vezes na semana. Apds os tempos de 7, 15, 40, 80, 120 e 150 dias pos-infecgdo, 4
animais infectados com RSV e 1 que recebeu indculo mock foram anestesiados com excesso
de anestésico (Quetamina e Xilazina) para eutandsia. Com o coracdo ainda batendo, 1 mL de
PBS foi injetado no ventriculo esquerdo para perfundir o animal. Apds esse processo, o pulmao,
figado, bago, timo, rins e cérebro foram coletados. Uma parte de cada 6rgdo foi transferida para
um tubo contendo Trizol e beads de metal, e a outra para um tubo contendo paraformaldeido a

4%.

Figura 5: Representacio esquematica dos métodos. Figura elaborada no biorender.com.
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3.2. Virus e infeccio

O RSV utilizado foi a cepa Long e o estoque foi propagado em células Hep-2. A titulagao obtida
por ensaio de formacao de placas de lise em Hep-2 e Vero CCLS81. Para as infec¢des, o estoque

foi diluido para chegar a concentragdo de 10* pfu por inoculago.
3.3. RT-qPCR

Para a realiza¢ao de PCR em tempo real, um pequeno pedaco de tecido foi macerado em Trizol
com uma bead metalica no Tissue Lyser (QIAGEN) por 10 minutos na velocidade de 50
oscilacdes por segundo. A amostra macerada no Trizol foi usada para extracdo de RNA de
acordo com a recomendacao do fabricante. A amostra foi eluida em agua ultrapura, quantificada
em Nanodrop e usada para a reacdo de transcri¢do reversa na concentracdo de no maximo
1000ng de RNA por 10pL de amostra. As amostras passaram por duas reacdes de transcriptase
reversa diferentes: Uma com primers especificos para a regido leader do genoma do RSV e
outra com Random primers, a fim de aumentar a deteccdo do virus em amostras positivas e
diminuir rea¢des inespecificas. Apos a normalizacdo da concentra¢do, 2 pL de primer foi
adicionado a cada tubo e as amostras passaram pelo Hot Start (5 minutos a 95°C). Depois do
hot start, as amostras foram tiradas do termociclador direto para o gelo e foi adicionado o mix
contendo a enzima RT Applied Biosystems, o tampao e os dNTPs, e devolvidas ao
termociclador para a ciclagem de 25°C a 10 minutos, 37°C a 120 minutos e por ultimo 85°C a
5 minutos. Ao final, as amostras foram armazenadas em freezer -20°C. A enzima utilizada na
PCR em tempo real foi a Sybr Green e os primers estdo listados na Tabela 1. O cDNA foi
diluido numa proporcao 1:20 para ser utilizado na rea¢do. O mix foi preparado de acordo com
a recomendacgdo do fabricante e a reagdo foi feita em One Step Plus da Applied Biosystems. A
reacdo teve a seguinte ciclagem: 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de 5 segundos a 95°C e 30
segundos a 60°C, 15 segundos a 95°C e por ultimo a curva de melting. A RT-qPCR foi utilizada
para medir niveis de expressdo de citocinas ao comparar aos niveis de expressdo do gene
endogeno P actina utilizando o Ct da PCR. Para calcular a carga viral, foi utilizado um cDNA
de estoque viral titulado que foi diluido de forma seriada e adicionado na reagao, foi inserido
no programa StepOne quantas particulas virais foram adicionadas no primeiro ponto da curva
e o célculo da quantidade de genoma por cada amostra foi feito ao final da reacdo estar
completa. Para confirmar que o amplificou na reagdo era realmente genoma viral, a temperatura

de melting de cada amostra foi comparada com a temperatura do controle positivo.
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Tabela 1: Sequéncias dos Oligonucleotideos utilizados como Primers.

Alvo Sequéncia foward Sequéncia reverse

IFN vy GAGGAACTGGCAAAAGGATGGT CGCTTATGTTGTTGCTGATGGC

IL-10 GCAGGACTTTAAGGGTTACTTGGG GATTTCTGGGCCATGCTTCTC
B actina AGCTTCTTTGCAGCTCCTTCG CATCCATGGCGAACTGGTG

3.4 Coloracao de hematoxilina e eosina

Para coloragdo por hematoxilina e eosina, as laminas foram levadas a estufa por 30 minutos ou
mais para derreter a parafina, depois foram desparafinizadas no xilol em 3 passagens de 4
minutos. Posteriormente, as laminas foram hidratadas em série decrescente de concentracao de
alcool por 2 minutos cada, depois passaram por lavagem em agua corrente. Apds isso, as
laminas foram coradas em Hematoxilina de Harris por 3 minutos, lavadas em dgua da torneira
e diferenciadas em alcool 4cido, com troca da solugdo 4 vezes. Depois as laminas foram lavadas,
azuladas em 4gua amoniacal por 5 minutos, lavadas novamente, passar alcool 80% 3 ou 5 vezes
na cubeta, corar na solu¢ao de Eosina-Floxina por 3 minutos, retirar o excesso de corante em
alcool 70%, desidratar em alcool e diafanizar com xilol. Por ultimos as laminas foram secadas

e montadas com laminula e Entellan™,
3.5 Analise estatistica

Os dados foram tratados no excel, para fazer calculos de AACT e consequente fold-change e,

posteriormente, foram passados para o GraphPad Prism 8 para calculos estatisticos e plotagem
dos dados.

19



4 Resultados
4.1. Deteccio de genoma de RSV ao longo do tempo pés-infeccio

Houve detec¢do do RSV por RT-qPCR nos diferentes 6rgdos dos animais do tipo selvagem
(WT) e no knock out para IL-10 (KO). Na fase aguda da infec¢do (7 e 15 dias pos infecgdo)
100% dos animais WT tiveram RNA do virus detectado no pulmao. Nos animais KO para IL-
10 também houve detecgdo do virus no pulmao na fase aguda, mas em menores frequéncias do
que nos WT. Assim, podemos constatar que o modelo de infeccdo aguda por RSV funcionou.
Apds 15 dias, ndo foi possivel detectar virus em nenhum 6rgdo dos animais KO para IL-10.
Isso contrasta com os animais W'T, nos quais foi possivel detectar virus até¢ 150 dias, que foi o
ultimo tempo de coleta. Tanto nos animais WT quanto KO para IL-10, foi observado que a
infeccdo por RSV foi sisté€mica, ja que foi encontrado virus no timo, figado, bago, rim e cérebro.
Tabela 2: Positividade para RNA de RSV no camundongos WT e KO para IL-10 ao longo do

tempo. As percentagens se referem a N=4. Os dados dos animais WT foram parte da Tese de Bruna Lais
de Jesus, 2019.

Dias Pulmao Timo Figado Bacgo Rim Cérebro
P WwT KO WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO
infec¢ao

7 100% 50% 50% 0% 25% 25% 25% 25% 0% 0% 0% 50%
15 100% 25% 25% 25% 0% 25% 50% 0% 0% 25% 0% 50%
40 0% 0% 25% 0% 25% 0% 25% 0% 100% 0% 25% 0%

80 50% 0% 25% 0% 0% 0% 25% 0% 50% 0% 50% 0%
120 0% 0% 25% 0% 25% 0% 25% 0% 50% 0% 50% 0%
150 0% 0% 25% 0% 50% 0% 75% 0% 50% 0% 25% 0%

4.2. Carga viral

A carga viral nos pulmdes foi de cerca de 10° genomas por 1000 ng de RNA, mostrando que o
modelo funciona, e tanto os animais WT quanto os KO para IL-10 sdo susceptiveis a infecgao
pelo virus. As cargas virais nos pulmoes dos animais WT e KO para IL-10 ndo diferiram entre
si nos dias 7 e 15 pos-infeccao (Figura 6A), sugerindo que a carga viral no pulmao ndo sofre
influéncia de IL-10. Também no cérebro (Figura 6B) ndo houve diferenca de cargas entre
animais WT e KO pala IL-10, mas com valor mais baixo, proximo a 10* genomas por 1000 ng

de RNA.
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Figura 6: Carga de RSV no pulmaio e cérebro dos animais nos tempos de 7 e 15 dias pods- infeccao.
A: Carga viral no Pulmao. B: Carga Viral no Cérebro. A carga viral esta representada como copias de
genoma por 1000 ng de RNA.

A infecg¢do do bago, um orgdo linfoide secundario, indica fortemente que a infec¢do aguda ¢
sistémica (Figura 7). Pode-se observar que aos 7 dias pds-infecgdo a carga viral nos animais
KO para IL-10 foi maior em quase 1 log, porém diminuiu significantemente ja no tempo de 15
dias pos-infeccdo. Esse dado indica que em 8 dias o animal sem IL-10 ja esta eliminando o
virus do organismo, enquanto o animal com IL-10 ndo apresenta diminui¢do significante da

carga viral no Baco.

Ja com relagdo a carga viral nos tempos mais tardios (Figura 8), o 6rgdo com maior carga no
tempo de 80 dias pos-infec¢io foi o bago, com aproximadamente 10>° genomas virais por 1000
ng de RNA. A carga viral menor em relacdo a fase aguda ¢ compativel com a hipdtese de
persisténcia viral. Viu-se diminuigao significante da carga de 80 para 150 dias, mas € importante
destacar que mesmo tanto tempo pos-infecgao foi detectada carga viral no rim, figado, timo e
cérebro, embora em niveis diferentes entre o6rgaos. Outro ponto importante (Figura 8) ¢ a
variac¢ao na carga de 80 para 150 dpi no timo e cérebro, mostrando que mesmo em baixo nivel,

o virus ainda mantém seu genoma nos tecidos do animal.
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Figura 7: Carga de RSV no baco dos animais nos tempos de 7 e 15 dias pés-infec¢io. A carga viral
esta representada como copias de genoma por 1000 ng de RNA. “**” significa p < 0,0065.

106_
= . 3 Bago
10°4
5 3 Cérebro
—_ 104+ .
Z i | * [ Figado
= 34
= = 109 7 3 Rim
2= 102 .
S c Timo
©] £ 10'-
=
0
21| mlIs Hlall
101 T |

80 dpi 150 dpi

Figura 8: Carga de RSV nos diferentes érgiios de animais WT nos tempos de 80 e 150 dias pés-
infeccao. A carga viral esta representada como copias de genomas por 1000 ng de RNA. *p = 0,0244.
Ao comparar a carga viral no bago ao longo do tempo, observa-se redugdo significante,
compativel com a hipotese da persisténcia (Figura 9), de aproximadamente 10° genomas por

1000 ng de RNA aos 7 dias para 10 genomas por 1000 ng de RNA aos 150 dias p6s-infecgao.
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Figura 9: Carga de RSV no baco ao longo do tempo pos-infec¢do. A carga viral estd representada
como copias de genoma por 1000 ng de RNA. **p = 0,0066.

4.3. Avaliacao da histologia dos tecidos

Ao avaliar os tecidos dos pulmdes de animais ao 7 dias pos-infec¢ao foi visto espessamento
septal periférico e consolidagdo pulmonar com uma intensidade de 1 nos animais WT (Figura
11) em comparag@o com o animal nio infectado (Figura 10). O pulmao do animal KO para IL-

10 ndo infectado (Figura 12) apresenta discreto espessamento septal quando comparado ao do

animal WT ndo infectado, mas de menor intensidade do que no pulmao do animal KO para IL-

10 infectado (Figura 13).
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Figura 10: Cortes de tecido pulmonar de camungondos selvagens nio infectados corados com HE.
A- via aérea com bronquilo respiratorio, B- via aérea menor normal, C — alvéolo, D- bronquiolo
primario.
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Figura 11: Cortes de tecido pulmonar de camungondos selvagens infectados com RSV. A- dutos
alveolares com espessamento septal, B- bronquiolo respiratorio, C- bronquiolo com infiltrado espumoso
e eosinofilico e ao seu lado uma artéria bronquial D — visdo aproximada de C.

Figura 12: Cortes de tecido pulmonar de camungondos knock out para IL-10 néo infectados. A-
bronquiolos e dutos alveolares, B- via aérea, bronquiolo e alveolos, C — bronquiolo e artéria bronquial,
D- dutos alveolares.
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Figura 13: Cortes de tecido pulmonar de camungondos knock out para IL-10 infectados com RSV.
A- alvéolos apresentando dano alveolar difuso, via aérea com presenga de macréfagos e infiltrado
eosinofilico, B- maior aumento em A, C — bronquiolo respiratorio associado a alveolos, D- Maior
aumento em um bronquiolo com infiltrado eosinofilico.

4.5. Expressao de Citocinas

A expressao de IFN-y aos 15 dias pos-infeccdo estava quase 10 vezes maior no pulmao do
animal sem IL-10 com relagdo ao WT (Figura 14). No cérebro houve aumento dessa expressao,
mas em menor escala. Esses resultados sugerem que o aumento da expressao de IFN-y estava

ligado a eliminagao viral nos animais sem IL-10.
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Figura 14: Expressao de interferon-y aos 15 dias pés-infec¢io nos animais WT e KO para IL-10.
Os dados apresentados foram calculados a partir do Ct da RT-qPCR. O gene enddgeno utilizado foi o de
B actina. *p<0,0432.
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A expressao de interferon-y no timo dos camundongos C67Bl/6 WT infectados (Figura 15)
mostrou-se 100 vezes maior que nos animais ndo infectados no tempo de 80 dpi, e diminui de
forma significante aos 150 dpi. Observamos também que aos 150 dias pos-infecgao a expressao
de interferon-y no figado dos animais infectados tendeu a um aumento de quase 10 vezes em

relag@o a expressdo dos nao infectados.
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Figura 15: Expressio de interferon-y nos animais WT infectados com relacio aos animais nao
infectados nos tempos de 80 e 150 dias pos infec¢ao. Os dados apresentados foram calculados a partir
do Ct da RT-qPCR. O gene endogeno utilizado foi o de  actina. *p = 0,0447.

Observamos que no timo aos 80 dias pds-infecgdo a expressao de IL-10 foi mais de 1000 vezes
maior nos animais infectados (Figura 16). IL-10 também estava aumentada no figado e no rim

nesse mesmo tempo. Aos 150 dias pds-infecgdo houve forte redugdo na expressao de IL-10 no
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Figura 16: Expressio de IL-10 nos animais WT infectados com relaciio aos animais nfio infectados
nos tempos de 80 e 150 dias pés-infec¢do. Os dados apresentados foram calculados a partir do Ct da
RT-qPCR. O gene endogeno utilizado foi o de B actina. ***p = 0,0005.
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5- Discussao

O presente estudo reitera observagdes prévias feitas por grupos de pesquisa, inclusive o nosso,
sobre a susceptibilidade de camundongos C57/Bl6 a infeccdo intranasal por RSV, com o
desenvolvimento de alteracdes histopatoldgicas pulmonares agudas, e acimulo de carga viral
(ESTRIPEAUT et al., 2008; JESUS, B.L.S., 2019). Além disso, dados obtidos com este modelo
experimental mostram que a infeccao aguda por RSV pela via intranasal nao se restringe ao
trato respiratorio, mas tem carater sistémico, uma observacao importante no contexto de
persisténcia, pois na fase aguda o virus atinge diferentes 6rgdos e tecidos nos quais podera
persistir.

Em estudo anterior do nosso grupo, mostramos que RSV causa infec¢do persistente em
camundongos C57BI/6, inclusive com deteccao de RNA e antigenos virais em diferentes 6rgaos
(JESUS, B.L.S, 2019). Dando continuidade aquela investigagdo sobre a infec¢ao persistente, o
presente estudo mostra de modo inequivoco que o estabelecimento de infec¢do prolongada por
RSV depende de IL-10, pois o virus ndo persistiu em animais knockout para IL-10. Este
resultado corrobora estudo prévio feito com outro virus por Brooks e colaboradores (2006), que
trabalharam com o arenavirus da coriomeningite linfocitaria (LCMV). O LCMYV, que tem
camundongo como hospedeiro natural, ¢ um arenavirus e, portanto, tem mecanismo de
replicagdo muito diferente de RSV. O estudo de Brooks e colaboradores (2006) foi feito no
grupo de Michael Oldstone, no Scripps Research Institute, e mostrou que a infecgao persistente
por LCMV reagudizou quando a IL-10 foi neutralizada. Portanto, o presente estudo expande o
papel de IL-10 na manuten¢do de infeccdo experimental persistente por RSV, sugerindo que os
mecanismos subjacentes a este efeito podem ser comuns a infec¢des por diferentes virus. O
achado de RNA viral até 150 dias apds a infec¢@o aguda em 6rgaos como figado, rim, cérebro,
e especialmente nos orgaos linfoides timo e bago, mesmo na auséncia de detec¢ao de RNA de
RSV nos pulmdes, indica fortemente o carater sistémico da persisténcia. Este achado abre
campo para investigacdo de situacdes em que possa haver reagudizagdo ou recrudescéncia da
infec¢do, como por exemplo em situacdes de imunossupressao, seja ela iatrogénica ou nao.

IL-10 ¢ uma citocina predominantemente anti-inflamatdria, produzida por linfocitos T CD4+ e
CD8+ nas vias areas de camundongos experimentalmente infectados com RSV, e modula a
inflamagdo aguda nesses animais, especialmente durante a fase de recuperagdo da doenga
pulmonar aguda (LOEBBERMANN et al., 2012). E importante que, no presente estudo, nio
houve diferenca muito importante nas cargas virais na fase aguda entre animais WT e KO para
IL-10, em diversos 6rgdos, indicando que a presenc¢a de IL-10 nao afeta diretamente a produgdo
de progénie viral. Esta observagdo corrobora observacdes de Loebbermann e colaboradores
(2012) sobre carga viral nos pulmdes aos 4 dias pds-infecgao.

Com relacdo a carga tecidual de RSV em tempos mais tardios, foi marcante a redugao de 4 logio
no bago entre os dias 7 e 150 pos-infecg¢do, mostrando que a persisténcia viral se dd em vigéncia
de baixa producao de progénie, como esperado em infecg¢des virais prolongadas ou persistentes
(OLDSTONE, 2006).

Em estudo feito com outro virus, o meta-pneumovirus humano (HMPV), cuja estratégia de
replicagdo ¢ semelhante & de RSV, Alvarez e colaboradores (2004) relataram a presenca de
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HMPYV nos pulmdes até 180 dias pds-infec¢do, mas ndo em rins € cérebro em nenhum tempo.
Um estudo mais antigo relatou a presenca de proteina e RNA de RSV nos pulmdes até 60 dias
pos infec¢dao, em modelo experimental diferente do nosso, feito em cobaia (HEGELE et al.,
1994).

No presente estudo, foi observada inflamacao nos pulmdes infectados, mas ficou evidente o
significante aumento de mRNA de interferon gama em pulmdes e cérebro aos 15 dias da
inocula¢do, nos animais knockout para IL-10 em compara¢do com os animais WT, como
esperado, confirmando relato de Loebberman e colaboradores (1012).

Importantemente, houve aumento na expressdao de mRNA de interferon gama mesmo 80 dias
apos a infecgdo, com redugdo para niveis normais 150 dias pos-infec¢do. Com a relagdo a
expressao de citocinas nos tempos mais tardios da infecg¢ao, observamos no figado um aumento
na expressdo de interferon gama, o que pode ser normal em individuos em idade
avancada (SINGH et al., 2011), que inclusive leva a regeneragao tecidual (HORRAS; LAMB;
MITCHELL, 2011).

Observamos um aumento na expressdo de mRNA de IL-10 no timo e no bago, o que pode
decorrer da produgao de o aumento es 6rgaos tem um aumento decorrente das suas populacdes
celulares, ja que linfécitos T ¢ B podem responder a RSV com produgdo de IL-
10 (LAUBRETON et al., 2020). No caso do timo, a expressdao maior de IL-10 e interferon gama
pode se dever também a atrofia timica, um mecanismo utilizado por diversos virus, como o
sarampo, para reduzir a resposta imune (LUO et al., 2021).

O presente estudo mostra que a infeccao experimental prolongada de camundongo por RSV ¢
dependente de IL-10, ndo acontecendo em animais knock out para esta citocina, um resultado
que fortemente ressoa dados da literatura, que podem ser epitomizados nos estudos do grupo
de Oldstone e colaboradores (2006).
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6- Conclusoes

Com base nos nossos dados e em estudos publicados, concluimos que o virus sincicial
respiratorio persiste no organismo de forma sistémica apos infec¢ao experimental, por

mecanismos dependentes de IL-10, e possivelmente envolvendo persisténcia no timo.

29



8- Referéncias

ARRUDA, E. et al. The burden of single virus and viral coinfections on severe lower
respiratory tract infections among preterm infants a prospective birth cohort study in Brazil.
Pediatric Infectious Disease Journal, v. 33, n. 10, p. 997-1003, 2014.

BERGERON, H. C.; TRIPP, R. A. Immunopathology of rsv: An updated review. Viruses, v.
13, n. 12, 2021.

BOTOSSO, V. F. et al. Positive selection results in frequent reversible amino acid
replacements in the G protein gene of human respiratory syncytial virus. PLoS Pathogens, v.
5,n. 1, 2009.

BROOKS, D. G. et al. Interleukin-10 determines viral clearance or persistence in vivo.
Nature Medicine, v. 12, n. 11, p. 1301-1309, 2006.

CINTRA, O. A. L. et al. Occurrence and severity of infections caused by subgroup A and B
respiratory syncytial virus in children in Southeast Brazil. Journal of Medical Virology, v.
65, n. 2, p. 408412, 2001.

DATASUS. Departamento de Informatica do SUS - Ministério da Saude. 2023

DE JESUS, B. L. S. Infeccao de linfonodos humanos por virus sincicial respiratorio. 2019.
Tese (Doutorado em Biologia Celular e Molecular) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2019.

ESTRIPEAUT, D. et al. Respiratory syncytial virus persistence in the lungs correlates with
airway hyperreactivity in the mouse model. Journal of Infectious Diseases, v. 198, n. 10, p.
1435-1443, 2008.

GAGLIARDI, T. B. et al. Concurrent detection of other respiratory viruses in children
shedding viable human respiratory syncytial virus. Journal of Medical Virology, v. 85, n.
10, p. 1852-1859, 2013.

GRIFFITHS, C.; DREWS, S. J.; MARCHANT, D. J. Respiratory syncytial virus: Infection,
detection, and new options for prevention and treatment. Clinical Microbiology Reviews, v.
30,n. 1, p. 277-319, 2017.

HAN, J.; TAKEDA, K.; GELFAND, E. W. The role of RSV infection in asthma initiation and
progression: Findings in a mouse model. Pulmonary Medicine, v. 2011, 2011.

KNIPE, D. M.; HOWLEY, P. M. Respiratory Syncytial Virus and Metapneumovirus. In:
Fields Virology, 6th edition. [s.l: s.n.]. p. 1602—-1646.

LAUBRETON, D. et al. Regulatory B lymphocytes colonize the respiratory tract of neonatal
mice and modulate immune responses of alveolar macrophages to RSV infection in IL-10-
dependant manner. Viruses, v. 12, n. 8, p. 1-17, 2020.

LAUDANNO, S. L.; SANCHEZ YANOTTI, C. I.; POLACK, F. P. RSV Lower Respiratory
Tract Illness in Infants of Low- and Middle-income Countries. Acta medica academica, v.
49, n. 2, p. 191-197, 2020.

LOEBBERMANN, J. et al. IL-10 Regulates Viral Lung Immunopathology during Acute
Respiratory Syncytial Virus Infection in Mice. PLoS ONE, v. 7, n. 2, 2012.

LUO, M. et al. Infection-Associated Thymic Atrophy. Frontiers in Immunology, v. 12, n.
30



May, p. 1-21, 2021.

MALINCZAK, C.-A.; LUKACS, N. W.; FONSECA, W. Early-Life Respiratory Syncytial
Virus Infection, Trained Immunity and Subsequent Pulmonary Diseases. Viruses, v. 12, n.
505, p. 297-315, 2020.

MEIJIAS, A. et al. Respiratory syncytial virus persistence: Evidence in the mouse model.
Pediatric Infectious Disease Journal, v. 27, n. SUPPL. 10, p. 60—62, 2008.

MINISTERIO DA SAUDE, SECRETARIA DE CIENCIA, TECNOLOGIA, I. E1. E. EM S.
Uso do anticorpo monoclonal Palivizumabe durante a sazonalidade do Virus Sincicial
Respiratério - VSR [recurso eletronico]. [s.1: s.n.].

NAKAMURA-LOPEZ, Y. et al. Intrinsic apoptotic pathway is subverted in mouse
macrophages persistently infected by RSV. Virus Research, v. 158, n. 1-2, p. 98-107, 2011.

NAKAMURA-LOPEZ, Y.; VILLEGAS-SEPULVEDA, N.; GOMEZ, B. RSV P-protein
impairs extrinsic apoptosis pathway in a macrophage-like cell line persistently infected with
respiratory syncytial virus. Virus Research, v. 204, p. 82-87, 2015.

NG, C. T.; SULLIVAN, B. M.; OLDSTONE, M. B. The role of dendritic cells in viral
persistence. Current Opinion in Virology, v. 1, n. 3, p. 160-166, 2011.

OLDSTONE, M. B. A. Viral persistence: Parameters, mechanisms and future predictions.
Virology, v. 344, n. 1, p. 111-118, 2006.

RAGHUNANDAN, R.; HIGGINS, D.; HOSKEN, N. RSV neutralization assays — Use in
immune response assessment. Vaccine, v. 39, n. 33, p. 4591-4597, 2021.

SEBINA, I.; PHIPPS, S. The contribution of neutrophils to the pathogenesis of RSV
bronchiolitis. Viruses, v. 12, n. 8, 2020.

WALSH, E. E. et al. Efficacy and Safety of a Bivalent RSV Prefusion F Vaccine in Older
Adults. New England Journal of Medicine, v. 388, n. 16, p. 1465-1477, 2023.

XU, J. et al. Replication defective viral genomes exploit a cellular pro-survival mechanism to
establish paramyxovirus persistence. Nature Communications, v. 8§, n. 1, 2017a.

31



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

7
& mieirAo preTo Yy

Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto

Sao Paulo, 28 de Margo de 2022
liImo(a)
Dr(a). Eurico de Arruda Neto

Certificamos que a proposta intitulada "Persisténcia de virus sincicial respiratério em modelo experimental”,
registrada com o n° 1038/2022R1,sob a responsabilidade de Eurico de Arruda Neto - que envolve a produgéo,
manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordocom os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacionalde Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS do/a
Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto, em reuniao realizada em 28 de Margo de 2022.

Vigéncia da Autorizagao: 18/04/2022 a 18/04/2024

Finalidade Pesquisa
Espécie Linhagem Idade Peso Quantidade
M F M+F

Camundongo C57BI6 3 dias 20g 40 40 80
Camundongo C57BI6 42 dias 2509 0 10 10
Origem: biotério - Instalagdo Animal da Prefeitura da USP do Campus de Ribeirdo Preto TOTAL 90
Vigéncia da Autorizagao: 18/04/2022 a 18/04/2024
Finalidade Pesquisa
Espécie Linhagem Idade Peso Quantidade

M F M+F
Camundongo Knockout KO IL-10 3 dias 20g 40 40 80
Camundongo Knockout KO IL-10 42 dias 2509 0 10 10
Origem: biotério - Centro de Criagdo de Camundongos Especiais TOTAL 90
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