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RESUMO

O virus Influenza possui a capacidade de infectar uma ampla gama de hospedeiros,
sendo responséavel por importantes epidemias e pandemias ao longo da historia. A
infeccdo por esse virus leva a uma desregulacéo das respostas imunolégicas e danos
a barreira epitelial pulmonar, predispondo o hospedeiro a infeccdo bacteriana
secundaria, sendo o Streptococcus pneumoniae um dos principais patégenos
envolvidos. Diante disso, por meio da técnica de genética reversa, foi construido um
virus influenza recombinante defectivo para a replicacdo carreando o gene da IL-22
murina (Flu-1L22). O virus Flu-IL22 construido foi caracterizado de forma genotipica,
fenotipica e funcional. A capacidade de produzir a IL-22 foi avaliada tanto in vitro
quanto in vivo. O impacto imunomodulatério do Flu-IL22 foi avaliado através de
coinfecgBes subletais do virus recombinante com o virus influenza selvagem
(A/PR/8/34:H1N1) ou com S. pneumoniae (ATCC6303), através do acompanhamento
da perda de peso e contagem bacteriana pulmonar, respectivamente. Além disso,
também foi realizada analises histopatolégicas de pulmdes dos animais coinfectados
com o virus Flu-IL22 e S. pneumoniae. Nossos resultados demonstraram que o virus
Flu-IL22 apresenta estabilidade genética do inserto heterdlogo e produz de forma
satisfatoria a IL-22 tanto in vitro quanto in vivo. No contexto de coinfec¢cdo com o virus
influenza selvagem, nosso virus recombinante nao apresentou impacto na perda de
peso dos animais. Todavia, o principal achado esta correlacionado a coinfec¢éo do
Flu-IL22 com S. pneumoniae, que apresentou reducdo da contagem bacteriana no
BALF. Além do mais, as andlises histopatologicas também oriundas de uma
coinfeccdo entre o virus recombinante e S. pneumoniae, apresentou um maior
infiltrado neutrofilico septal e alvear. Diante do exposto, foi possivel analisar um
mecanismo de acao do Flu-IL22 durante a coinfecgdo com S. pneumoniae, através de
um maior infiltrado neutrofilico e reducdo da contagem bacteriana no microambiente
pulmonar. De um modo geral, este trabalho podera contribuir para o enriquecimento
de informacgdes no que diz respeito a novas tecnologias
terapéuticas/imunomoduladoras de modo inovador utilizando vetores virais capazes
de reduzir as infec¢des bacterianas secundarias, representando um grande avancgo

para o enfrentamento dessas complica¢des de interesse medico.

Palavras chaves: Interleucina 22, Influenza, Genética reversa, Streptococcus

pneumoniae.



ABSTRACT

The Influenza virus has the ability to infect a wide range of hosts, being responsible for
important epidemics and pandemics throughout history. The infection by this virus
leads to a deregulation of immune responses and damage to the lung epithelial barrier,
predisposing the host to secondary bacterial infection, being Streptococcus
pneumoniae one of the main pathogens involved. In view of this, by means of reverse
genetics technique, a recombinant replication-deficient influenza virus carrying the
murine IL-22 gene (Flu-IL22) was constructed. The constructed Flu-IL22 virus was
characterized genotypically, phenotypically and functionally. The ability to produce IL-
22 was evaluated both in vitro and in vivo. The immunomodulatory impact of Flu-1L22
was evaluated by sublethal co-infections of the recombinant virus with wild-type
influenza virus (A/PR/8/34:H1N1) or with S. pneumoniae (ATCC6303) by monitoring
weight loss and lung bacterial counts, respectively. In addition, histopathological
analysis of lungs from animals coinfected with Flu-IL22 virus and S. pneumoniae was
also performed. Our results demonstrated that Flu-IL22 virus exhibits genetic stability
of the heterologous insert and satisfactorily produces IL-22 both in vitro and in vivo. In
the context of coinfection with wild-type influenza virus, our recombinant virus showed
no impact on weight loss of animals. However, the main finding correlates with
coinfection of Flu-IL22 with S. pneumoniae, which showed reduced bacterial counts in
BALF. Moreover, the histopathological analyses also from a coinfection between the
recombinant virus and S. pneumoniae, showed a greater septal and alveolar neutrophil
infiltrate. In view of the above, it was possible to analyze a mechanism of action of Flu-
IL22 during coinfection with S. pneumoniae, through a greater neutrophil infiltrate and
reduction of bacterial count in the lung microenvironment. In general, this work may
contribute to the enrichment of information regarding new
therapeutic/immunomodulatory technologies in an innovative way using viral vectors
capable of reducing secondary bacterial infections, representing a great advance for

facing these complications of medical interest.

Key words: Interleukin 22, Influenza, reverse genetics, Streptococcus pneumoniae.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 O virus Influenza

1.1.1 Caracteristicas e aspectos gerais

Os virus Influenza, sdo responsaveis por ocasionar infeccdo respiratéria em
véarias espécies de mamiferos, gerando a doenca denominada gripe, uma doenca de
importancia clinica e epidemioloégica (HAN; JEONG; JANG, 2019). Estes virus
pertencem a familia Orthomyxoviridae, apresentam forma esférica ou filamentosa e
se subdividem nos géneros A, B, C e D (LIU et al., 2020). O virus Influenza do tipo A
(IAV) é o mais relevante clinicamente para os seres humanos e possui capacidade de
infectar uma ampla gama de hospedeiros, sendo responsavel por importantes
epidemias e pandemias ao longo da histéria (BOUVIER; PALESE, 2008). As infeccdes
pelo virus influenza geralmente causam uma doenca autolimitada que varia de leve a
moderada em individuos saudaveis, entretanto, a doenca grave estd associada a
morbimortalidade significativa. A influenza sazonal atinge cerca de 3 a 5 milhdes de
casos graves e 250 a 500 mil 6bitos anualmente em escala global (NYPAYER,;
DEHLINHER; CARTER, 2021). A gravidade das infeccdes por esse virus esta tanto
relacionada a fatores de viruléncia viral quanto aqueles ligados ao hospedeiro, mais
especificamente a resposta imunolégica excessiva ou desbalanceada de citocinas e
guimiocinas (KUIKEN et al., 2012; SHORT et al., 2014; ABOOD et al., 2019).

No que se refere a estrutura e biologia do IAV (FIGURA 1), seu genoma viral é
constituido de 8 segmentos de acido ribonucleico (RNA) de fita Unica e polaridade
negativa. O RNA viral encontra-se sob a forma de complexos ribonucleoproteicos
(RNPs), no qual cada segmento estd associado a nucleoproteina (NP) e as trés
proteinas do complexo polimerase, sendo: polimerase acida (PA), polimerase basica
1 (PB1) e polimerase basica 2 (PB2); responsaveis pela replicacdo/transcri¢cdo viral
no nucleo das células hospedeiras infectadas. Adicionalmente, os IAV codificam
outras proteinas: a proteina de matriz 1 (M1), que regula a interagdo da

ribonucleoproteina viral, a exportacado nuclear e o brotamento viral; a proteina matriz
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2 (M2) também se encontra inserida no envelope do virus, sendo uma proteina
transmembrana que funciona como um canal iénico para a acidificacdo do interior da
particula viral durante a infeccao por influenza. Além das proteinas estruturais existem
as proteinas nao estruturais: a proteina nao-estrutural 1 (NS1), que esta relacionada
a inibicdo da resposta imune do hospedeiro, mais especificamente a limitacdo da
producao dos interferons (IFN), essa proteina também esta relacionada ao processo
de replicagdo do RNA viral, sintese de proteinas virais e modulacéo da fisiologia geral
da célula infectada; e a nuclear export protein (NEP) que controla a exportacdo do
RNPs do nucleo em direcdo a membrana citoplasmatica, onde ocorre o processo de
brotamento (HALE et al., 2008; BOUVIER; PALESE, 2008; ROSSMANN; RAO, 2012)
(FIGURA 1). O seu envelope viral apresenta em sua superficie duas glicoproteinas
gue sao os principais determinantes antigénicos e os principais alvos dos anticorpos,
sendo: (1) a hemaglutinina (HA), responsavel pela fixacdo do virus ao receptor celular
(as moléculas de acido sialico) e penetracdo na célula hospedeira; (2) e a
neuraminidase (NA) que atua preferencialmente removendo o &acido sialico que
recobre as células epiteliais do trato respiratério (onde o virus influenza se multiplica)
e do proprio virus, evitando assim a aglutinacdo das particulas virais entre si e
facilitando a sua propagacdo no meio extracelular (HALE et al., 2008; BOUVIER,;

PALESE, 2008).
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FIGURA 1. Desenho esquematico do virus influenza A. A superficie do virus influenza A é
constituida por duas glicoproteinas HA e NA, sustentadas sobre uma bicamada lipidica, que compde o
envelope viral. Revestindo a parte interna do envelope encontra-se a proteina de matriz M1 e
integrando o envelope viral encontra-se a proteina transmembrana de canal idnico M2. No interior do
virus estao localizados os RNPs constituidos de 8 segmentos de RNA fita Unica e polaridade negativa
(PB1, PB2, PA, HA, NA, NP, M, NS) recobertos pela proteina NP e associado as proteinas do complexo
de replicacédo (PB1, PB2 e PA).

Fonte: LI et al., 2021.

1.1.2 Replicacéo viral

Os IAVs iniciam o processo de infeccdo através das moléculas de HA presentes
no envelope viral. A HA € um homotrimero que forma picos na membrana lipidica viral,
esses picos se ligam preferencialmente ao acido sidlico encontrado na superficie da
membrana da célula hospedeira (SKEHEL; WILEY, 2000). O precursor da HA, HAO,
€ composto por duas subunidades: HA1, que contém o dominio de ligac&o ao receptor,
e HA2, que contém o peptideo de fusdo (HUANG et al.,, 2003). Duas ligacoes
principais sdo encontradas entre os acidos sialicos e os carboidratos aos quais estao
ligados nas glicoproteinas: a (2,3) e a (2,6), essas ligacdes sdo extremamente
importantes para a especificidade das moléculas de HA na ligacédo aos receptores de
acido sialico da superficie celular encontrados em diferentes espécies. Os virus

influenza em humanos reconhecem a ligagado a (2,6), enquanto em aves e equinos
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reconhecem as ligacdes a (2,3) (DOU et al., 2018). Embora essas preferéncias se
correlacionem com as ligacdes de acido sialico nos respectivos hospedeiros, estudos
demostraram que combinar as preferéncias de ligacdo do receptor HA com as
ligacdes de &cido sialico em um determinado hospedeiro ndo é essencial para a

infeccdo, mas é critico para a transmissao (DOU et al., 2018).

Apos a ligagcdo ao acido sidlico da célula hospedeira, ocorre a endocitose
mediada pelo receptor celular e o virus entra na célula hospedeira em um endossomo,
esse apresenta um pH baixo em torno de 5 a 6, o que desencadeia a fusdo das
membranas virais e endossomais (FIGURA 2). O ambiente acido do endossomo
também abre o canal ibnico M2, que atua como um canal idnico seletivo de préotons
acidificando o interior viral (SAMJI, 2009). Este ambiente &cido libera o vVRNP da M1
de tal forma que o VRNP fica livre para entrar no citoplasma da célula hospedeira
(PINTO; LAMB, 2005).
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FIGURA 2. Entrada do virus influenza nas células. (i) IAVs iniciam a entrada na célula usando o
dominio de ligacdo ao receptor HA (localizado na regido HAL) para se associar a glicoconjugados
sialilados em um receptor celular. A ligacdo ao receptor desencadeia a endocitose. (i) O virus é
endocitado, e esse endossomo apresenta o pH mais baixo facilita uma mudanca conformacional no
HA, expondo o peptideo de fusdo (localizado na regido HA2) para insercdo na membrana
endossomal. (iii) A conformacédo pré-gancho do HA comeca a entrar em colapso, formando um feixe de
seis hélices que promove a hemifusédo do envelope viral com a membrana endossomal. O canal M2 se
abre para liberar as ribonucleoproteinas virais (VRNPs) de M1 acidificando o interior viral. (iv) HA
colapsa ainda em um trimero de grampos para promover a formacado do poro de fuséo, que (v) libera
0s VRNPs no citosol. (vi) Os sinais de localizacéo nuclear expostos (NLS) nos VRNPs sdo reconhecidos
pela proteina adaptadora importina-a, levando ao recrutamento de importina-f que (vii) facilita o

transporte através do complexo de poros nucleares (NPC) e para o nucleo.
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Fonte: Traduzido e adaptado de DAN et al., 2018.

O trafego do VRNP para o ndcleo apds o evento de fusdo é altamente
dependente da maquinaria da célula hospedeira e das vias de transporte importina-a
e importina-B (EISFELD; NEUMANN; KAWAOKA, 2014). Apoiado por numerosos
estudos, o modelo atual € que os VRNPs citoplasmaticos recém-liberados usam a via
de importagdo nuclear importina-a—importina-g para obter entrada no nucleoplasma
da célula hospedeira (DOU et al., 2018). Para envolver inicialmente essa via, acredita-
se que os VRNPs usem as sequéncias de localiza¢do nuclear expostas a superficie
das numerosas moléculas de NP para recrutar a proteina adaptadora importina- a. Ao

se ligar ao VRNP, a importina-a é reconhecida pelo receptor de transporte importina-
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B, que direciona o VRNP para o complexo do poro nuclear, onde €é transportado para
o nucleoplasma (FODOR, 2013; PFLUG et al., 2017).

O genoma viral do virus influenza é composto por fitas de RNA de sentido
negativo, desse modo, para que 0 genoma seja transcrito, primeiro ele deve ser
convertido em um RNA de sentido positivo para serevir de molde para a producao de
RNAs virais (SAMJI, 2009). Uma vez dentro do nucleo, a RNA polimerase dependente
de RNA viral heterotrimérica realiza a transcricdo e replicacdo dos VRNAs (FODOR,
2013; PFLUG et al., 2017) (FIGURA 3). A replicacdo do genoma do virus influenza
envolve duas etapas: transcricdo de RNA complementar (cCRNA), seguida de
transcricdo de novas copias de VRNA usando os cRNAs como modelos. A sintese
proteica do IAV é inteiramente dependente da maquinaria de traducdo da célula
hospedeira. ApGs a exportacdo nuclear, a traducdo dos RNA mensageiros (MRNAS)
virais é dividida entre ribossomos citosélicos (para PB1, PB2, PA, NP, NS1, NS2 e
M1) e ribossomos associados ao reticulo endoplasmatico para as proteinas de
membrana (HA, NA e M2). Dentro do citoplasma, os VRNPs séo trafegados em
direcdo a membrana plasmatica para montagem viral por Rabll. Rab11 facilita a
interacdo associando-se a subunidade PB2 da polimerase viral (AMORIM et al., 2011),
fornecendo potencialmente um mecanismo de controle de qualidade que garante que
novos virions incorporem VRNPs (FIGURA 3). Apés todos esses processos, uma das
etapas mais importantes que deve ocorrer antes que a particula viral recém-formada
possa deixar a membrana plasmatica é a clivagem do residuo de acido sidlico de
glicoproteinas e glicolipidios. A NA facilita a liberacao viral catalisando a hidrélise da
ligacdo glicosidica que liga o acido sialico as moléculas de acucar subjacentes (DOU
et al., 2018). Ao remover os residuos de acido sialico, a NA impede a ligagdo do HA
na superficie da célula, o que facilita a liberagédo do virus durante brotamento para que

possa se iniciar um novo ciclo de replicagdo (DOU et al., 2018).
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FIGURA 3. Coordenacdo da montagem e transporte da ribonucleoproteina viral (vRNP) para a
membrana plasmética. Apés a entrada no nudcleo da célula hospedeira, (i) a polimerase viral
associada ao VRNP transcreve os mRNAs virais. (i) Os mMRNAs sdo diretamente, ou apds splicing
alternativo, exportados para traducdo pelos ribossomos citosélicos. (iii) Subunidades de polimerase
viral recém-sintetizadas (PA, PB1 e PB2) e nucleoproteina (NP) sdo importadas de volta ao nucleo. (iv)
Devido a iniciacdo de dinucleotideos ineficiente, a polimerase viral associada a VRNP também
raramente transcreve copias de RNA complementares (CRNA) que se montam em cRNPs via(v) ligagédo
de uma polimerase viral recém-sintetizada (PA, PB1 e PB2) e NP. (vi) A polimerase transcreve cOpias
de RNA viral (vRNA) da fita positiva nos cRNPs e estes se montam em VRNPs por (vii) associacdo com
uma nova polimerase viral (PA, PB1 e PB2) e NP. Uma vez montados, os hovos VRNPs podem (Viii)
transcrever mRNAs virais adicionais, (ix) transcrever novas cépias de cRNA ou (X) associar-se as
proteinas virais recém-sintetizadas M1 e NS2 para facilitar o recrutamento de CRM1, que (xi) medeia
a exportacdo nuclear do VRNP. (Xii a) Uma vez exportados, os VRNPs entdo se associam com Rab11
gue auxilia no trafego dos VRNPs em direcao a superficie da célula. O trafego de vRNP ocorre por
vesiculas contendo Rabll associadas a microtibulos ou (xiib) através da Rabll localizada nas

membranas do reticulo endoplasméatico modificada.
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Fonte: Traduzido e adaptado de DOU et al., 2018.

1.1.3 Variacdo antigénica dos virus influenza A (IAVs)

Os IAVs séo responsaveis por ocasionar epidemias sazonais, isto ocorre pois
0 genoma viral possui alta taxa de mutacéo, de tal forma que os anticorpos gerados
em infecgBes prévias ou na vacinacao sdo incapazes de conferir protecdo completa

contra novas infec¢ges. Ademais, o virus influenza também é conhecido por ocasionar
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pandemias esporadicas, as quais sao resultado da transmissdo direta de um virus
animal para os seres humanos, a exemplo do que o ocorreu em 2009, quando um
virus suino se adaptou aos seres humanos (SULLIVAN et al., 2010). Alternativamente,
pode ocorrer a troca de segmentos entre virus humanos e animais e o surgimento de
um terceiro virus, o qual se adaptado aos seres humanos, pode provocar pandemias,
como ocorreu em 1957 (gripe asiatica: H2N2) e em 1968 (gripe de Hong Kong: H3N2)
(HONIGSBAUM, 2020).

Um modo pelo qual as mutacées podem alterar as proteinas de superficie (HA
e NA) é denominada deriva antigénica ou antigenic drift, caracterizada por mutacdes
pontuais e cumulativas inseridas durante o processo replicativo viral (DUFFY;
SHACKELTON; HOLMES, 2008; MCHARDY; ADAMS, 2009). Esse processo permite
a evolucéo antigénica viral pela selecdo de novas variantes contendo alteraces de
aminodacidos nas proteinas HA e/ou NA. Outro modo pelo qual essa mudanca genética
pode ocorrer é denominada rearranjo antigénico ou antigenic shift, em que ocorre
troca de um ou mais segmentos entre virus diferentes, o que pode levar ao surgimento
de um novo subtipo de influenza (SHINDE et al., 2009; SMITH et al., 2009).

Até o momento, trés subtipos HA dos IAV (HIN1, H2N2 e H3N2) foram os
Unicos responsaveis por ocasionar pandemias em seres humanos no ultimo século
conforme (FIGURA 4). A literatura apresenta a transmissao ocasional de gripe aviaria
para humanos com as HA (H5, H6, H7, H9 e H10), essa transmissédo pode ocasionar
doenca variando de leve a moderada, mas ndo apresentam transmissao consistente
estabelecia de humano para humano (FIGURA 4). A passagem do IAV estabelecido
em aves para mamiferos requer diversas adapta¢des do virus de modo que favoreca
a sua multiplicagéo e disseminacéo, essas mudancgas incluem a temperatura 6tima de
replicacdo do virus diminuindo de 40°C (aviario) para 37°C (mamifero); o local de
replicacdo mudando de intestinal para respiratorio; e a especificidade do receptor
mudando de acido sialico 02,3 para acido sialico a2,6. Desse modo, estudos se
intensificam para evitar que essas transferéncias interespécies de IAV ocorram, a fim
de reduzir potenciais novos virus pandémicos (WEBSTER; GOVORKOVA, 2014).
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FIGURA 4. Diagrama das gamas de hospedeiros dos 18 subtipos de (HA) dos IAV. Os desenhos
abertos indicam hospedeiros nos quais linhagens estaveis sdo estabelecidas. Os desenhos
preenchidos indicam hospedeiros nos quais ocorreu a transmisséo esporadica, mas ndo consistente.
Os subtipos de HA destacados em vermelho indicam subtipos de IAV que causaram influenza
pandémica ou epidémica em humanos. As transmissdes esporadicas de H4, H5, H6, H7, H9 e H10
para humanos porcos aumentaram desde meados da década de 1990, mas nenhuma transmissao

consistente entre hospedeiros ocorreu.
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1.1.4 Transmisséo, sintomatologia e diagndstico

A transmissdo do virus ocorre através do contato proximo com pessoas
contaminadas que ao tossir, espirrar ou até mesmo falar, liberam nas goticulas e
secrecdes de origem respiratdria uma grande carga viral. A transmissao também pode
acontecer de forma indireta através do contato das maos com superficies
contaminadas por secrecdes respiratorias de uma pessoa infectada, nessa situagao,
o individuo leva as particulas virais das maos diretamente para as mucosas (GIRARD
et al., 2010). Além do mais, tem sido implicada a transmissao por via aérea (particulas

< 5 microns que permanecem suspensas no ar através de aerossolizagao de goticulas
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gue podem ocorrer com cantos, gritos e procedimentos médicos especificos, por
exemplo, processo de intubacao orotraqueal, uma vez que, os IAV podem permanecer
infecciosos em superficies que ndo sejam o corpo por longos periodos, podendo variar
de dias a semanas (NYPAVER; DEHLINGER; CARTER, 2021). O periodo de
incubacédo do virus endémico H1N1, por exemplo, € de 2 a 7 dias, grande parte dos
individuos contaminados ja comecam a eliminar o virus um dia antes do inicio dos
sintomas (GAITONDE; MOORE; MORGAN, 2019). Pessoas de todas as idades s&o
suscetiveis a infeccdo pelo virus influenza, porém alguns grupos estdo mais
propensos a desenvolver formas graves da doenca (pneumonia viral ou bacteriana,
bronquite, sinusite, infeccbes de ouvido e agravamento de problemas crénicos de
salde preexistentes), nesse sentido, destacam-se as gestantes, puérperas, idosos,
criangas com menos de cinco anos, imunossuprimidos, individuos que apresentam
doencas cronicas (asma, insuficiéncia cardiaca congestiva, diabetes, etc. e obesidade
(GAITONDE; MOORE; MORGAN, 2019; UYEKI et al., 2018). Os sinais e sintomas
aparecem na maioria dos casos de forma abrupta, sendo mais comum o aparecimento
de tosse seca, febre de aproximadamente 38°C (a febre geralmente é mais elevada e
persistente em criancas), dor de garganta, mal-estar e dor de cabeca, as queixas
respiratorias tornam-se mais evidentes com a progressao da doenca e mantém-se,
em geral, por trés a quatro dias ap6s o desaparecimento da febre (BRASIL, 2017). O
diagnéstico da gripe € sobretudo clinico, baseado em sinais e sintomas. A confirmacao
laboratorial também é utilizada, quando necessario, para determinar o manejo clinico
do paciente, em especial para aqueles que pertencem ao grupo de risco e apresentam
alto risco para as complicacfes da gripe (NYPAVER; DEHLINGER; CARTER, 2021).

1.1.5 Prevencao das infec¢des pelo virus influenza

A vacinacao contra influenza é a principal medida de protecao e o método mais
econdmico para prevenir infeccoes e estdo no mercado desde a década de 1930. A
rapida disponibilidade de vacinas contra a influenza sazonal para a populagdo mundial
pode ser relacionada a um dos fatores-chave para uma cobertura vacinal eficaz,

embora esse fator seja dependente da adeséo da populacdo as campanhas vacinais
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ofertadas pelo calendario anual de vacinacdo (SOEMA et al., 2015; NYPAYER,;
DEHLINHER; CARTER, 2021). A eficacia da vacina para influenza € de cerca de 60%,
todavia, se a vacina ndo corresponder as cepas circulantes atuais do virus, essa
eficiéncia pode atingir niveis baixos entre 10% e 20%. A eficiéncia global estimada
das vacinas contra a gripe é de 38%, sendo a pior resposta imunoldgica relacionada
a idosos (GROHSKOPF et al., 2019). O processo de desenvolvimento de vacinas
ocorre de forma anual, uma vez que, o centro de controle e prevencao de doengas
(CDC) realiza anualmente a caracterizagcédo antigénica em cerca de 2.000 cepas do
virus influenza circulantes, com a finalidade de monitorar a deriva ou mudanca
antigénica desses virus, comparando-0s com 0s virus incluidos na vacina atual contra
gripe. Além disso, a caracteriza¢ao antigénica ajuda os especialistas do CDC em suas
recomendac¢des sobre quais virus incluir na proxima vacina contra a gripe sazonal
(NYPAYER; DEHLINHER; CARTER, 2021).

As vacinas atuais contra a gripe induzem anticorpos neutralizantes contra
as proteinas de superficie da membrana viral HA e NA (REPERANT,;
RIMMELZWAAN; OSTERHAUS, 2014). As formulacdes atuais englobam vacinas
trivalentes sazonais contra influenza (TIV) que contém antigenos de influenza
inativados ou virus influenza atenuados vivos, derivados de duas cepas de influenza
A (HIN1 e H3N2) e uma cepa de influenza B (Victoria ou Yamagata). Além das
formulactes de TIV, as formulacBes de vacina quadrivalente contra influenza (QIV)
também séo utilizadas, sendo a elas adicionada uma segunda cepa de influenza B
(Victoria e Yamagata). Ademais, vérias vacinas pandémicas foram desenvolvidas na
preparacao de possiveis futuros surtos de cepas de influenza altamente patogénicas
(SOEMA et al., 2015).

A eficacia das vacinas contra a gripe € determinada pela presenca de titulos
adequados de inibicdo da hemaglutinacéo (HI) ou neutralizagdo do virus (VN) em
individuos vacinados. Os titulos de HI indicam respostas de anticorpos contra HA, que
ndo sao reativas cruzadas e nao protegem contra cepas de influenza
incompativeis. Os titulos de VN indicam respostas de anticorpos que sao capazes de
neutralizar o virus influenza e, portanto, podem ser potencialmente aplicadas para
vacinas de resposta imunologica cruzada. A inducdo de respostas imunes contra
epitopos novos e mais conserevados, além dos epitopos variaveis de HA, tem estado

sob a atencao nos ultimos anos (FIGURA 5). Estes incluem vacinas que induzem
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anticorpos direcionados contra regides especificas de HA e ectodominios da proteina
de matriz M2, e vacinas que induzem respostas celulares contra proteinas internas da
gripe. Essas vacinas podem ser a base de uma vacina universal contra a gripe
(SOEMA et al., 2015).

FIGURA 5. Respostas imunes contra o virus influenza. (A) Anticorpos reativos a cabeca ou
pedunculo HA neutralizam o virus. (B) Anticorpos especificos de HA impedem a ligacao do virus e a
entrada nas células hospedeiras. (C) Anticorpos especificos de M2 impedem o brotamento e liberacéo
de particulas virais produzidas em células hospedeiras infectadas. (D) As células T
citotdxicas reconhecem epitopos de proteinas internas da influenza apresentada na superficie da célula
hospedeira por moléculas de complexo principal de histocompatibilidade (MHC) classe |e

subsequentemente lisam a célula hospedeira infectada através da liberacdo de perforina e granzima.

(A) Anticorpos HA
neutralizam virus

(C) Anticorpos M2e
impedem o brotamento viral
Liberagdo
de
perforina/
granzima

(D) CTL lisa célula hospedeira

\ infectada por virus

(B) Anticorpos HA impedem a
entrada do virus

Fonte: Traduzido e adaptado de SOEMA et al., 2015.

1.2 A genéticareversa do virus influenza

A tecnologia de genética reversa (GR) contribui para uma plasticidade a
biologia molecular do virus influenza, desse modo se destacou como uma ferramenta
indispensavel no que tange os estudos dos diversos aspectos da biologia do virus
influenza. Em adicdo, essa tecnologia impulsionou os estudos de utilizagcdo do virus
influenza como vetor para a construcao de vacinas recombinantes e imunomodulador
terapéutico (NEUMANN; KAWAOKA, 2002).Os virus influenza apresentam

caracteristicas relevantes que os tornam candidatos notaveis nos modelos vacinais e
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imunoterapéuticos de interesse médico e veterinario, dentre as quais, o fato de que
eles ndo persistem no organismo, ndo se integram ao genoma do hospedeiro e
possuem a capacidade de induzir uma resposta imune heteroespecifica (ROCHA et
al., 2004; LI; AREVALO; ZENG 2013). Além disso, a existéncia de diferentes variantes
e subtipos de IAV torna possivel a realizacdo de um esquema vacinal utilizando-se
dois subtipos ou variantes dos virus influenza, eliminando assim os problemas
relativos a resposta imune pré-existente dirigida contra o vetor (ROCHA et al., 2004).

De forma resumida, a técnica de GR utilizada para influenza consiste na
transfeccéo de células permissivas pelos plasmideos que codificam cada um dos oito
segmentos do virus influenza A. Nesse tipo de construcdo, a expressao das
sequéncias virais se encontra sob o controle de promotores das RNA polimerases
humanas | e/ou Il, as quais permitem a reconstituicdo de RNPs funcionais nas células
transfectadas. Desta forma, ocorre a replicacdo dos segmentos virais, a transcricao
do RNAm, traducdo das proteinas virais e, consequentemente, a sintese de novas
particulas do virus influenza (HOFFMANN et al., 2000).

Em 2003, Kawaoka e colaboradores demonstraram que a sequéncia
codificadora da NA poderia deletada de forma parcial e entdo substituida por uma
sequéncia heterodloga. Esse tipo de construcéo consereva cerca de 150 nucleotideos
das regides codificadoras adjacentes as regides 3" e 5" ndo codificadoras (NCR), além
dos nucleotideos destas regides 3" e 5° NCR, as quais contém os minimos sinais
necessarios para que ocorra o processo de transcricdo, replicacdo e empacotamento
desse segmento (FUJII et al., 2003). Esse processo é importante, uma vez que,
mesmo estando fora do contexto de uma janela aberta de leitura (ORF - open reading
frame), tais nucleotideos sdo importantes para o processo de empacotamento dos
segmentos do virus influenza dentro da particula viral (GIESE; BOLTE;
SCHWEMMLE, 2016). Este tipo de abordagem permitiu a construcdo de virus
influenza recombinantes defectivos para a multiplicagdo, carreando sequéncias
heter6logas de antigenos que sdo capazes de induzir resposta imune heterosubtipica,
demonstrando assim a aplicabilidade e seguranca desse tipo de construcéo para o
desenvolvimento de vacinas recombinantes (SHINYA et al., 2004; DE GOEDE et al.,
2009; MARTINA et al., 2011)

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que 0 virus
influenza recombinante carreando o segmento truncado da neuraminidase € atenuado

€ seguro para experimentos in vitro e in vivo, mesmo em camundongos desprovidos
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de componentes do sistema imune inato ou adquirido (BARBOSA et al., 2014). Ao
longo dos dltimos anos, nosso grupo construiu virus influenza recombinantes
carreando segmentos da neuraminidase com dele¢des parciais da ORF e sequéncias
heterdlogas tais como antigenos de patdgenos, genes sinalizadores (RFP e GFP),

além de citocinas murinas.

1.3 Infeccdo bacteriana secundaria

Embora a maioria das infec¢des pelo virus influenza resulte em infeccao
pulmonar leve a moderada, alguns casos podem evoluir para doenca grave e o
aumento da morbimortalidade. De um modo geral, o prognostico negativo da doenca
estd associado a pneumonia bacteriana secundaria causada principalmente
por Staphylococcus  aureus ou Streptococcus  pneumoniae  (RYNDA-APPLE;
ROBINSON; ALCORN, 2015), esse processo pode ocorrer devido a desregulagcéo da
resposta imune e danos ao revestimento epitelial pulmonar (ABOOD et al., 2019;
RYNDA-APPLE; ROBINSON; ALCORN, 2015). No ultimo século, a humanidade
vivenciou quatro pandemias de gripe que impactaram todo o mundo. Em 1918, o IAV
H1N1 infectou cerca de 500 milhdes de pessoas em todo 0 mundo e resultou no 6bito
de mais de 50 milhdes de pessoas. Apenas uma peguena porcentagem (<5%) dos
Obitos ocorreram de forma precoce relacionados a sindrome do desconforto
respiratério agudo grave (SDRA), em contrapartida, os demais 6bitos ocorreram no
periodo de 7-14 dias pos-infeccdo (DPI), esses foram relacionados com
broncopneumonia, com bactérias patogénicas cultivadas da autépsia. Entre as
espécies bacterianas pneumopatogénicas causadoras, 0 S. pneumoniae foi o0
patogeno bacteriano mais comumente identificado. Esses dados implicam fortemente
a infeccdo pelo virus influenza combinada com a superinfecgéo bacteriana como a
principal causa de mortalidade durante as pandemias de influenza (RYNDA-APPLE;
ROBINSON; ALCORN, 2015). Apesar da introducdo de antibidticos e vacinas contra
influenza, as mortes por pneumonia bacteriana secundaria continuam sendo um
problema de saude publica (BAKALETZ, 2017).
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1.3.1 Streptococcus pneumoniae: Aspectos gerais

O S. pneumoniae (também conhecido como pneumococo) € um patdgeno
oportunista gram-positivo (FIGURA 6), extracelular que coloniza as superficies
mucosas do ser humano no trato respiratério superior (TRS) (WEISER; FERREIRA,;
PATON, 2018). Esta bactéria € um anaerdbio facultativo que € frequentemente
encontrado como diplococos (BRIDY-PAPPAS et al., 2005). Atualmente, existem pelo
menos 97 sorotipos de S. pneumoniae que foram identificados e caracterizados
(GENO et al.,, 2015). Grande parcela da populagdo sao colonizados pelo S.
pneumoniae e para a maioria desses individuos, este evento é completamente
assintomatico. A depender das condi¢cfes geograficas e socioeconbmicas, oito a cada
dez criancas pré-escolares saudaveis sdo colonizadas por S. pneumoniae em um
determinado momento (27-65%), por outro lado, as taxas de colonizacao
pneumococica séo significativamente menores em individuos mais velhos (~10%),
isso reflete uma relacdo comensal entre a bactéria e o hospedeiro. Embora os
correlatos imunologicos exatos da protecdo contra nova colonizagdo pneumocécica
continuem a ser objeto de discussdes, sugere-se que anticorpos e imunidade celular
desempenham um papel importante (WEISER; FERREIRA; PATON, 2018; SHORT et
al., 2012).
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FIGURA 6. Corte transversal esquematico da parede celular do Streptococcus pneumoniae. A
parede celular bacteriana é composta por acidos teicoicos, uma espessa camada de peptideoglicano

e uma bicamada fosfolipidica.
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A coloniza¢do nasofaringea, embora em alguns casos seja assintomatica,
marca o0 primeiro passo no desenvolvimento da doenca pneumocécica invasiva
(FIGURA 7) (BOGAERT; GROOT; HERMANS, 2004). A transi¢cdo da colonizacao
para a doenca ocorre com a disseminacao local, aspiracdo ou disseminagéo para a
corrente sanguinea resultando em doencas inflamatérias invasivas. Quando a bactéria
supera as defesas imunolégicas da mucosa da nasofaringe-orofaringe e se dissemina
para a cavidade do ouvido médio (otite média), trato respiratério inferior (pneumonia),
sangue (sepse) e/ou meninges (meningite). Existem inUmeros fatores relacionados
aos hospedeiros, ambientais e microbianos que definem a suscetibilidade de um
individuo a desenvolver doenca pneumocécica. No entanto, um dos fatores de
suscetibilidade mais bem caracterizados é uma infec¢ao recente ou concomitante por

um virus respiratorio, em particular pelo virus influenza (SHORT et al., 2012).
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FIGURA 7. O ciclo de vida do Streptococcus pneumoniae e a patogénese da doenca
pneumocdcica. O S. pneumoniae coloniza a mucosa do (TRS). Este transporte é o pré-requisito tanto
para a transmissao para outros individuos quanto para a doenca invasiva no portador. Os portadores
podem liberar o S. pneumoniae nas secre¢des nasais e, assim, transmitir a bactéria. A disseminagao
além de seu nicho ao longo do epitélio nasal, seja por aspiracdo, bacteremia ou disseminacéo local,

pode levar a doencas invasivas, como pneumonia, meningite e otite média.
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Em 2017, a organizacdo mundial de saude (OMS) incluiu oS.
pneumoniae como um dos 12 patdgenos prioritarios existentes, isso se deve,
sobretudo, ao aumento das taxas de resisténcia a penicilina e outros antibiéticos
(WEISER; FERREIRA; PATON, 2018). O S. pneumoniae € disseminado por goticulas
no ar e estima-se que cause cerca de quatro milhdes de doencas nos Estados Unidos
e cerca de 450.000 hospitalizagdes por ano (BROOKS; MIAS, 2018). O uso das
vacinas pneumococicas conjugadas (PCVs) reduziu a doenca invasiva dos sorotipos
com os tipos de polissacarideo capsular (CPS) que estéo incluidos na vacina 10 a 13
dos 97 tipos de CPS conhecidos (WHITNEY et al., 2003). A notavel capacidade do S.
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pneumoniae de remodelar seu genoma através da captacao e incorporacdo de DNA
exdgeno (natural competence) de outros pneumococos Ou estreptococos orais
intimamente relacionados facilitou a disseminagéo da resisténcia aos antibioticos e a
evasdo da imunidade preexistente induzida pela vacina. A proeminéncia de S.
pneumoniae como causa de doenca é devido a combinacdo de altas taxas de
transmissdo, sua adaptabilidade genética e sua capacidade de mudar de uma
interagdo comensal para uma patogénica com seu hospedeiro (WEISER; FERREIRA,
PATON, 2018).

1.3.2 Mecanismos imunoldgicos que levam a superinfeccao bacteriana durante a
infeccdo por influenza

O IAV interrompe as fungBes da barreira respiratéria induzindo, de forma
direta ou indireta (através de mondcitos inflamatérios) a morte de células epiteliais
e degradacdo de mucinas. Essa alteracdo leva a exposicdo de novos locais de
fixacdo para bactérias e permite a translocacdo bacteriana (FIGURA 8). O 1AV
também pode alterar a funcgao ciliar respiratéria, prejudicando assim a depuracao
das bactérias aspiradas dos pulmdes. Em particular, o controle bacteriano
deficiente no contexto de infeccao prévia por IAV é devido a perda e/ou disfuncao
da atividade de macréfagos e neutrdéfilos (PAGET; TROTTEIN, 2019).
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FIGURA 8. Modelo de suscetibilidade induzida pelo virus influenza & infec¢cdo pneumocdcica.
(A) Apo6s a entrada nas células epiteliais, a replicagao viral diminui a velocidade mucociliar, afetando
adversamente a eliminacéo do S. pneumoniae do muco. (B) A infecgdo pelo virus influenza resulta na
producao de IFN-y dependente de IL-12 e TNF-a pelas células T, bem como na produgéo enddgena
de IFN-y pelas APCs. O IFN-y regula negativamente o receptor MARCO, expresso pelos macréfagos
alveolares, 0 que leva a inibicdo da fagocitose bacteriana. (C) Em resposta a infeccdo pelo virus
influenza, as DCs, assim como outros tipos de células, apresentam apoptose aumentada. As células
imunes apoptéticas aumentam sua expressao de superficie de CD200, que pode posteriormente se
ligar a CD200R expresso em DCs mieloides e macro6fagos. O envolvimento de CD200R resulta na
dessensibilizacdo sustentada a estimulos bacterianos. (D) A producdo de IFNs tipo | por células
epiteliais e células imunes inatas também inibe o recrutamento de PMNs e macrofagos da periferia

através do eixo IL-23-IL-17. (E) O influxo de PMN também é reduzido pela liberacéo de corticosteroides.
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Fonte: Traduzido e adaptado de SHORT et al., 2012.

A disfuncao de neutrdéfilos polimorfonucleares (PMN) induzida por IAV é
considerada um componente chave das coinfec¢des virais-bacterianas, uma vez que,
os neutrdfilos sdo importantes no controle de infec¢cdes pneumocécicas (STANDISH
et al., 2009). Os macréfagos também apresentam um papel importante no que tange
o controle da colonizacdo pneumocécica. No contexto de coinfeccdo entre IAV e S.

pneumoniae, os macréfagos apresentam uma diminui¢cdo da ligagédo e fagocitose do
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pneumococo (SUN; METZGER, 2008), isso ocorre devido a producéo de interferon-
gamma (IFN-y) pelas células T ativadas. O IFN-y regula negativamente o macrophage
receptor (MARCO) como representado na figura 6, resultando em uma reducgéo na
funcionalidade antibacteriana dos macrofagos. O IAV também causa
dessensibilizacéo prolongada de macréfagos alveolares aos ligantes bacterianos do
receptor Toll-like (TLR), como flagelina (TLR5), lipopolissacarideo (TLR4) e acido
lipoteicoico (TLR2). Este efeito de dessensibilizacdo pode perpetuar por varios meses,
devido a longevidade dos macréfagos residentes das vias aéreas. Macrofagos
‘dessensibilizados' reduzem a producdo de quimiocinas, ativacdo de NF-kB e,
consequentemente, recrutam menos neutroéfilos para o local da infeccdo (SHORT et
al.,2012).

Além de afetar uma variedade de leucdcitos diferentes, a infeccao por 1AV
também pode desencadear a producdo de varios mediadores sollveis, incluindo
interferons do tipo | (IFNs). A producdo de IFNs tipo | resultou em apoptose de
neutréfilos, leucopenia e, como resultado, aumento do crescimento
bacteriano (NAVARINI et al., 2006). Os IFNs do tipo | induzidos por virus também
podem desempenhar um papel no aumento da colonizacdo pneumocécica apéds a
infeccdo pelo IAV (LODOEN; LANIER, 2006). Além do mais, ocorre a inibicdo da
producdo de quimiocinas (CXCL1 e CXCL2) importantes para o recrutamento de
macrofagos e neutréfilos para o pulméo, prejudicando assim, suas respostas
fagocitarias. Por fim, a infec¢do pelo IAV reduz, por meio do transdutor de sinal de
ativacao e transcricdo-1 (STAT-1), a producgéo de citocinas relacionadas ao Th17, uma
familia critica de citocinas envolvidas no controle de infeccdes bacterianas
respiratorias (PAGET; TROTTEIN, 2019). Em suma, dois mecanismos principais
(mecénicos e imunoldgicos) explicam a superinfeccéo bacteriana pos-influenza: perda
da funcdo de barreira epitelial e defesa imune inata alterada (PAGET; TROTTEIN,
2019).
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1.4 A interleucina 22 (IL-22)

A interleucina 22 (IL-22) esta emergindo como um importante modulador das
respostas teciduais durante a inflamacéo em diversos tecidos. Essa citocina pertence
a familia IL-10, uma familia de citocinas que é agrupada com base em sua semelhanca
estrutural, uso de receptor comum e alvos de sinalizacdo semelhantes a jusante
(OUYANG; O'GARRA, 2019). Inicialmente, a IL-22 foi descrita como uma citocina
TH17, uma vez que, sua producao foi obserevada dentro das mesmas células que
produzem a interleucina 17 (IL-17), todavia, estudos posteriores indicaram que ela
pode ser gerada independentemente de IL-17 (DUDAKOV; HANASH; BRINK, 2015;
SHABGAH et al., 2017).

A IL-22 apresenta estrutura a-helicoidal, composta por seis a-hélices e alcas
de conexao, seu receptor IL-22R é um receptor de citocina Tipo 2 e membro da familia
de receptores IL-10 (FIGURA 9). O receptor é composto por duas subunidades
heterodiméricas, IL-22R1 e IL-10R2. A IL-22R1 define a especificidade da IL-22, pois
€ predominantemente expressa em células epiteliais do trato gastrointestinal, trato
urogenital, pulmdo e pele, mas esta ausente nas células hematopoiéticas desses
tecidos (SABIHI et al., 2020). Estudos de ligacéo revelaram que a IL-22 tem uma alta
afinidade para IL-22R1, mas nenhuma afinidade para IL-10R2, no entanto, existe uma
forte afinidade de ligacdo da subunidade IL-10R2 para a IL-22-Complexo-IL-22R1
(BLEICHER et al., 2008). Através do IL-22R1 ligado a membrana, o IL-22 é capaz de
realizar a sinalizac&o do sistema imunologico para o tecido. Estes dados sugerem que
a ligacao inicial de IL-22 a subunidade IL-22R1 permite a ligacdo secundaria da
subunidade IL-10R2, permitindo assim a sinalizacdo a jusante (DUDAKOV; HANASH;
BRINK, 2015). A ativagao do IL-22R1 leva a uma ativagao da Janus quinase 1 (Jak1l)
e da proteina tirosina quinase 2 nao receptora (Tyk2), essa ativacéo leva a fosforilagcédo
do residuo de tirosina de STAT3. Além de STAT3, a STAT1 e STAT5 também sé&o
ativados por IL-22 (LEJEUNE et al., 2002; WOLK et al., 2004). Distintas vias adicionais
foram descritas como envolvidas na sinalizac¢édo de IL-22, incluindo as vias da proteina
quinase de ativacdo de mitogénios (MAPK), Akt (SEKIKAWA et al., 2010) e vias p38
(ANDOH et al.,, 2005; SABIHI et al., 2020). Essa citocina €& produzida
predominantemente pelas células T helper 17 (Th17), T helper 22 (Th22) e células
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linféides inatas do tipo 3 (ILC3) (SABIHI et al., 2020). Outras fontes celulares de IL-22
incluem células T y®, neutréfilos e células T Natural Killer (NKT) (DUDAKOV;
HANASH; BRINK, 2015).

FIGURA 9. Receptores e moléculas JAK-STAT da familia de citocinas IL-10. A IL-22 é um membro
da familia de citocinas IL-10, todas as quais compartilham caracteristicas comuns em seus receptores.
O IL-22R é composto por duas subunidades: a subunidade comum IL10OR2 e a subunidades IL-22R1.
Cada um desses receptoras sinaliza através de componentes da via JAK-STAT, embora haja

evidéncias de que a IL-22 também possa sinalizar através das vias p38 e MAP quinase.

Fonte: DUDAKOV; HANASH; BRINK, 2015.

A IL-22 estad envolvida em diversos processos do sistema imunolégico, a
medida em que é um modulador ativo na preserevacao de um epitélio intacto, além
de estar relacionada a uma microbiota equilibrada (trato gastrointestinal) e atuar em
um sistema de defesa funcional contra ameacas externas (ZENEWICZ et al., 2008;
PICKERT et al.,, 2009; ZENEWICZ et al.,, 2013). A IL-22, apresenta importantes
funcdes em uma ampla gama de tecidos (FIGURA 10), incluindo figado, pulmé&o, pele,
timo, pancreas, rim, trato gastrointestinal, tecidos sinoviais, coragao, tecido adiposo,
mama e olho (DUDAKOV; HANASH; BRINK, 2015). Além de apresentar papel nesses
tecidos, a IL-22 também € conhecida por atuar em diversas doencas como psoriase,

doenca inflamatoria intestinal, artrite, infec¢des bacterianas e cancer.

Uma vez que essa citocina € produzida em locais de inflamacao, ela pode estar
mediando uma resposta fisioldgica para reparar o dano tecidual local ou pode estar
contribuindo para a inflamacéo fisiopatolégica. Dessa forma, estudos consideram que

essa citocina possui um papel dual em situaces fisiopatoldgicas, uma vez que
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apresenta efeitos protetores em locais de barreira que se encontram expostos a
estimulos externos em um cenario agudo, em contrapartida diante de uma inflamacéo
cronica pode ocorrer uma desregulacdo da sinalizagéo de IL-22, podendo promover
danos teciduais e cancer (SABIHI et al., 2020; DUDAKOV; HANASH; BRINK, 2015).
Ha extensa evidéncia de que a IL-22 medeia a protecdo e regeneracao de tecidos
epiteliais em modelos experimentais, incluindo hepatite, pancreatite, colite e lesdo
timica (DUDAKOV; HANASH; BRINK, 2015). No entanto, essas obserevacfes ndo se
aplicam em todos os modelos de doencgas, uma vez que essa citocina pode induzir a
expressdo de moléculas pro-inflamatérias, incluindo IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, GCSF,
GMCSF e proteina de ligacdo a LPS (ANDOH et al., 2005; SCHULZ et al., 2008;
WEBER et al., 2007). Potenciais efeitos patoldgicos dessa citocina podem estar
relacionados a outras citocinas co-expressas com IL-22. Estudos propuseram que a
patologia relacionada a IL-22 pode ser devido ao "priming" do tecido por interferons
do tipo | que desviam a sinalizacédo de IL-22 de STAT-3 para uma resposta STAT-1
(ZHANG et al., 2011). Além disso, IL-17 e IL-19 tém efeitos aditivos com IL-22 na
inducéo da producao de outras moléculas inflamatérias (SUH et al., 2013), sugerindo
ainda que os efeitos patoldgicos da IL-22 podem ser dependentes da co-expressao
com outras citocinas inflamatérias (DUDAKOV; HANASH; BRINK, 2015).
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FIGURA 10. Tecidos alvo e efeitos fisioldgicos da IL-22. Um papel para IL-22 foi descrito em varios
tecidos, incluindo intestino, figado, pulmao, pele, timo, rim, coracdo, pancreas e tecido sinovial. IL-22R
€ expresso em células epiteliais e alguns fibroblastos desses tecidos. Essa citocina pode promover
proliferacéo celular, resisténcia a apoptose e cicatrizagdo de feridas. Em érgdos de barreira como
intestino, pulméo e pele, a IL-22 também promove a producao de moléculas antimicrobianas como
S100, Reg3pB e Reg3y, bem como defensinas, auxiliando assim na defesa do hospedeiro e na fungao
de barreira. A IL-22 é importante para promover a regeneracao tecidual apés lesdo em diversos
orgaos. No entanto, estudos também indicaram que a IL-22 esta associada a malignidades da pele,
tiredide, mama, estbmago, pancreas, figado, colo do Utero e célon, bem como outras patologias

inflamatérias, incluindo psoriase.

Timo: Células epiteliais do timo
(TECs).

Pulmé&o: Células
brénquicas, fibroblastos.
. Promove a proliferagéo
de células epiteliais.
. Regeneracdo por dano
tecidual.

epiteliais

Promove a proliferacéo e

sobrevivéncia de TEC.

. Regeneracdo endogena
da timopoiese apds lesdo
timica aguda.

Pancreas: Células acinares, células

Sindvia: Fibroblastos.

Promove a proliferacéo
de fibroblastos.

Induz a expressédo de
CCL-2 e RANKL.

a das ilhotas e células B.
. Alta expressao constitutiva
de IL-22R
. Induz: Reg3p, Reg3y, Bcl-
2, Bel-XL.

GVDH: Trato GlI, figado, pele, timo.

. ILCs produtoras de IL-22
esgotadas e tecidos epiteliais
direcionados durante GVHD.
IL-22 poderia contribuir para a

Céancer: Pele, tireoide, pulméo,
mama, estdmago, pancreas,
figado, colo do utero, célon.

0 Eliminacéo de IL-22BP.

* Ativacdo constitucional

de STAT-3. patologia GVHD.
Figado: Hep,atocnos, ce!ulas- Rim: Células epiteliais tubulares
tronco do figado e células - Promove a  regeneracdo
progenitoras.

tecidual de forma dependente
de TLR4.

. Polimorfismos de IL-22R levam
a nefropatia em criancas.

*+ Aumenta a regeneragao
de danos nos tecidos.

. Promove a proliferagédo
de células estaminais e
progenitoras do figado.

Intestino: Células-tronco e progenitoras,
células epiteliais, miofibroblastos
. Tem como alvo células-tronco
e progenitoras e epitélio mais
maduro
. Induz: proteinas S100; Reg3p;
Reg3y; Bcl-2; Bcl-XL;
defensinas.

Pele:  Queratinécitos, fibroblastos ‘\
dérmicos. \ \,1
. Promove a proliferacdo de I\ \
queratinécitos e fibroblastos I
dérmicos.
. Induz: CXCL-2, -2, -5 e -8;
defensinas; moléculas S100.

Fonte: Traduzido e adaptado de DUDAKOV; HANASH; BRINK, 2015.

No contexto de infeccao por influenza e superinfecgao bacteriana, a IL-22 se
destaca por apresentar diversos efeitos no epitélio pulmonar, tais como: (a) producéo
de proteinas antibacterianas, incluindo (em conjunto com IL-17) lipocalina-2, -

defensina 2 (AUJLA et al., 2008) e quimiocinas; (b) proliferacéo celular; e (c) reparo
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apos lesdo (DUDAKOV; HANASH; BRINK, 2015). Alguns estudos demonstram que a
IL-22 endbgena apresenta efeito protetor (pneumonia reduzida) durante infeccdes por
virus influenza HIN1 e H3N2 e leva a reducédo suscetibilidade a infec¢do bacteriana
pneumocadcica secundéria (IVANOV et al., 2013; PAGET et al., 2012; KUMAR et al.,
2012; POCIASK et al., 2013). Nestes sistemas, a IL-22 pode proteger contra danos
epiteliais causados por replicacdo de virus, participar da regeneracao epitelial das vias
aéreas e reparo das barreiras pulmonares ( PAGET et al., 2012; KUMAR et al., 2013,
POCIASK et al., 2013). Estudos que avaliaram o efeito da suplementacéo exdgena de
IL-22 para o controle da infeccdo bacteriana pos-influenza demonstraram que essa
suplementacdo nao impede o desenvolvimento bacteriano no compartimento
pulmonar, mas reduz disseminacdo bacteriana sistémica, essa reducdo esta ligada a
funcdes de barreira pulmonares reforgadas pela citocina (BARTHELEMY et al., 2018).
Outros trabalhos demonstraram que a administracdo do agonista de TLR5 flagelina
aumenta a producédo de IL-22 por ILC3 resultando em protecéo contra infeccdo por S.
pneumoniae. Outros trabalhos demonstraram que durante a infeccdo por Klebsiella
pneumonia, a IL-22 produzida principalmente por células NK, tem um efeito protetor e
durante a infeccdo com a bactéria intracelular Chlamydia muridarum os niveis de IL-
22 no pulmao aumentam rapidamente (XU et al., 2014; PENG et al., 2014). Por outro
lado, estudos que realizaram a inibicdo de IL-22 com anticorpos monoclonais
neutralizantes anti-IL-22 resultou em respostas Thl e Thl7 prejudicadas e
exacerbacdo da infeccdo bacteriana. Trabalhos que realizaram a administracéo
intranasal de IL-22 aumentou significativamente a resposta Thl7 e resultou em
protecdo apos infeccdo pulmonar por clamidia (DUDAKOV; HANASH; BRINK, 2015).
Em suma, a IL-22 esta envolvida em lesé&o pulmonar, reparo e regeneracao epitelial
durante a infec¢ao por influenza, sugerindo que a presenca dessa citocina pode ser
essencial para o controle da infeccdo pneumocdcica secundaria (SHABGAH et al.,
2017).

De um modo geral, a gravidade da infecgédo pelo virus influenza esta tanto
relacionada aos fatores de viruléncia viral quanto aqueles ligados a uma resposta
imune desbalanceada do hospedeiro. Esses fatores danificam a barreira epitelial,
prejudicam a protecdo mecanica e as func¢des quimicalfisiologicas dos pulmdes,
favorecendo a invasao e proliferacdo bacteriana. Alguns estudos ja demonstraram a
importancia da IL-22 durante a infec¢cdo pelo virus influenza, uma vez que essa

citocina atua de maneira benéfica no tecido epitelial pulmonar, reduzindo a progressao
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para uma infeccdo bacteriana secundaria. As estratégias utilizadas nesses estudos
consistiram principalmente na injecao sistémica da IL-22 (BARTHELEMY et al., 2018),
utilizacdo da proteina de fuséo bilateral (HAN et al., 2021), e uso de proteina de
ligagéao para a IL-22 (ABOOD et al., 2019).

Apesar de importantes para 0 avanco do conhecimento relativo a
imunomodulacéo realizada pela IL-22 durante a infec¢do por IAV, essas estratégias
nao reproduzem o que ocorre durante uma infeccdo natural, na qual as producdes
desses mediadores inflamatdrios ocorrem de forma localizada e transitoria. Portanto,
neste trabalho, foi construido através da GR um virus influenza recombinante
defectivo para multiplicacdo carreando o gene da interleucina 22 murina (Flu-IL22)
(FIGURA 11). Esta estratégia constitui uma abordagem alternativa e vantajosa, por
permitir que a IL-22 seja produzida somente no local da infecgdo e por um curto
espaco de tempo, de maneira analoga ao que ocorre durante a infeccédo natural pelo
virus influenza. Ademais, as infec¢des bacterianas representam uma preocupacao
acerca do crescente surgimento de cepas multirresistentes a antimicrobianos. Deste
modo, este trabalho podera contribuir para o enriquecimento de informac¢des no que
diz respeito a novas tecnologias terapéuticas/imunomoduladoras de modo inovador
utilizando vetores virais capazes de reduzir as infec¢cdes bacterianas secundarias,
representando um grande avan¢o para o enfrentamento dessas complicacdes de
interesse meédico.

Diante do apresentado, a tecnologia da genética reversa em virus influenza se
caracteriza como uma abordagem interessante para estudos em aplicacdo vacinal e
terapéutica. Nosso grupo de pesquisa detém de forma bem estabelecida a construcéo
de virus influenza recombinantes e com essas constru¢cdes, demonstrou-se que estes
virus carreando segmentos truncados da NA s&8o seguros para experimentos em
modelos murino e relevantes para estudos vacinais, terapéuticos e avaliacdes

imunomoduladoras.
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FIGURA 11. Representacdo esquematica do virus influenza recombinante carreando o gene da
interleucina 22 murina, construido por genética reversa. A porgdo catalitica da neuraminidase viral
foi deletada e substituida pelo gene da IL-22 murina, dando origem ao virus influenza recombinante

defectivo para a multiplicagéo (Flu-1L22).

Flu-1L22

Influenza virus

%GATG \
) ) )/

Segmentos de neuraminidase

Fonte: O autor.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar, em modelo murino, o efeito do virus influenza recombinante carreando
0 gene da interleucina 22 (Flu-1L22) na infecg&o pelo virus influenza selvagem (H1N1-

(A/PR8/34) e na infecg&o por Streptococcus pneumoniae

2.2 Objetivos especificos

* Produzir estoques virais do virus recombinante Flu-I1L22;

» Caracterizar genotipica, fenotipica e funcionalmente o virus recombinante Flu-
IL22 e Flu-Ct;

» Avaliar a perda de peso dos animais infectados simultaneamente com o virus
recombinante Flu-IL22 e com o virus influenza selvagem H1N1 - A/PR/8/34;

= Avaliar o impacto da expressao heteréloga da IL-22 durante a coinfeccdo do

virus Flu-IL22 e Streptococcus pneumoniae;
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3.1 Delineamento experimental

Padronizacéo e producéo
dos estoaues virais

48

{ Amplificac&o por diluicdo limite em cultura celular;

l Avaliacdo da estabilidade genética: PCR/Sequenciamento;

Caracterizag&o genotipica, fenotipica | | €/0u TCIDso;
e funcional dos estoques virais

Quantificacdo do titulo viral: Titulacdo em placa de lise sob agarose

Quantificacdo da producdo de IL-22: ELISA;

l Caracterizacdo funcional: Cinética de producdo de IL-22 e carga viral

-

in vitro em células MDCK;

sacarose e/ou TCIDso;

Experimentagdo em modelo
e ‘ murino I

Caracterizacdo
in vivo

Coinfeccdo dos virus recombinantes
—» | (Flu-IL22 e Flu-Ct) e influenza selvagem
H1N1 (A/PR8/34)

Purificacao viral em colchdo de { Quantificacdo do titulo viral: Titulagdo em placa de lise sob agarose

Cinética de producéo de IL-22 e carga
viral in vivo em C57BL - 6 SPF;

<|:Acompanhamento de perda de peso por 21 dias;

Coinfeccéo dos virus recombinantes
—> (Flu-IL22 e Flu-Ct) e S. pneumoniae

Contagem bacteriana do BALF apés 48h da

coinfeccgéo;

Histopatologia dos pulmdes;
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3.2 Células

As células MDCK (Madin-Darby canine kidney cells), foram cultivadas em meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) completo com alta concentracdo de
glicose (4.500mg/L) (DMEM High Glucose, SIGMA), contendo 3,7 g/L de bicarbonato
de sédio (SIGMA), 50 mg/L de 4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazineethanesulfonic Acid
(HEPES) (SIGMA) e 10 mL/L da solucao de antibidticos estreptomicina (10 mg/mL) e
penicilina (10.000 U/mL) (SIGMA) e o seu pH foi ajustado para 7,2. O meio foi
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO) e as culturas celulares

foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de COa.

3.3 Camundongos

Todos os experimentos em modelo murino foram realizados apés a aprovacao
do projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CEUA-Fiocruz), licenga LW- 8/21. Camundongos C57BL-6 Specific Pathogen Free
(SPF) machos ou fémeas de 6 a 12 semanas de idade foram fornecidos pelo Biotério
de Producéo (BIOT) do Instituto René Rachou (IRR) ou do Centro de Bioterismo
(CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(ICB/UFMG), Belo Horizonte/ Minas Gerais — Brasil. Todos os animais foram mantidos
de acordo com as recomendac¢des da CEUA — Fiocruz e padrdes institucionais. Os
materiais utilizados para a manutengdo dos animais, tais como micro isoladores, agua,
comida, maravalha e materiais para enriquecimento ambiental eram autoclavados
antes das trocas semanais dos animais. O enriquecimento ambiental foi realizado
alternadamente com macos de algodédo hidrofobico, papel ou pedacos de cano

policloreto de vinila (PVC), com a finalidade de reduzir o estresse dos animais.
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3.4Construcdo do virus influenza recombinante carreando o gene da IL-22
murina

3.4.1 Construcéo dos plasmideos de transferéncia

O plasmideo de transferéncia pPRNA codifica o segmento da NA (selvagem ou
recombinante) do virus influenza A/WSN/33(H1N1), clonados em orientagdo negativa
no plasmideo de transferéncia pPR7, entre a sequéncia truncada do promotor da
polimerase | humana (pol I) e a sequéncia da ribozima do virus da hepatite & (Rib HY),
como preciamente descrito em outros estudos (MACHADO et al., 2003; MACHADO
et al., 2006). Este tipo de construcdo permite sintese de um RNA pseudoviral, cuja
sequéncia é idéntica aquela do segmento viral original, quando células de primatas
permissivas sdo transfectadas com esse plasmideo. O plasmideo pPRNA166x178
codifica os primeiros 166 da regido 3" do segmento da NA, seguido por um sitio
multiplo de clonagem para as enzimas Xbal, Xhol, Nhel e Sall e os ultimos 178
nucleotideos da regido 5°do segmento da NA, os quais flanqueiam um sitio multiplo
de clonagem. Esse plasmideo apresenta todas as trincas ATG presentes nos
primeiros 166 nucleotideos mutadas, de modo que a traducédo da proteina se inicie no
ATG da sequéncia heterdloga, a qual serd produzida em sua forma nativa. A
sequéncia codificadora da IL-22 murina foi construida sob a forma de gene sintético
pela empresa GENSCRIPT (Hong Kong) e clonada no plasmideo pPRNA166x178 ao
nos sitios de clonagem Xhol e Nhel. A presenca do inserto foi verificada por perfil de
digestdo com enzima de restricdo, seguida da andlise por sequenciamento pelo
método Sanger. (Sequenciador de DNA - ABI 3730 Life Technologies; Plataforma de
sequenciamento de DNA CPQRR). Este plasmideo foi utilizado para a construcao do
virus recombinante Flu-IL22 (FIGURA 12). Nesse tipo de construgdo, a sequéncia

heteréloga é produzida na sua forma nativa secretada.
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FIGURA 12. Desenho esquematico do plasmideo pPR IL-22. As sequéncias das citocinas foram
inseridas no sitio maltiplo de clonagem entre os primeiros 166 e os Ultimos 178 nucleotideos do
segmento da NA. O promotor da polimerase | humana (pPoll) permite a transcricdo de um segmento
de vRNA sintético sem adigédo de CAP e cauda poli A e a sequéncia ribozima do virus da hepatite delta
realiza a clivagem do segmento recém gerado em posicoes especificas, de tal forma que a sequéncia
do RNA sintetizado é idéntica aquela do segmento de RNA viral original. A transcrigdo do RNAm e
traducgdo da proteina é realizada pelas proteinas virais geradas pelos demais plasmideos ambissenso.

3, RNAv (166-IL-22-178) 5
e
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5 _ NA L NA ___ .
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Fonte: o autor.

3.4.2 A genética reversa

Os virus influenza recombinantes foram previamente construidos pela entédo
doutoranda Ana Paula de Faria Goncgalves, através da genética reversa (GR). De
forma resumida, co-cultivos subconfluentes de células HEK-293T e MDCK em meio
DMEM High foram transfectadas através do auxilio do reagente FUGENE HD®
(ROCHE), com os plasmideos bidirecionais pPR-PB1, pPR-PB2, pPR-PA, pPR-NS,
pPR-NP, pPR-M e pPR-HA, além do plasmideo pPR IL-22 os quais sdo capazes de
permitir tanto a transcricdo do RNA viral quanto do RNA mensageiro do virion de
interesse Flu-IL22 (FIGURA 13). Desta forma, nas células transfectadas, ocorreu a
transcricéo, a replicacdo do material genético e a sintese de todas as proteinas virais
e, consequentemente, a formacdo dos oito complexos ribonucleoproteicos e sintese
de novas particulas virais. A utilizagdo da co-cultura durante a transfeccdo é uma

estratégia importante, uma vez que, a linhagem celular HEK-293T é mais permissiva
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a transfeccdo e é onde ocorre a montagem inicial das particulas virais, enquanto a
linhagem MDCK é padrdo ouro para a multiplicacdo das particulas virais recém-
geradas, permitindo assim melhor eficacia do processo de genética reversa. Apés
48h, os sobrenadantes foram coletados, centrifugados a 150 xg, a 4°C por 5 min para
clarificacdo e congelados a -70°C para posterior obtencdo de estoques semente e

trabalho dos virus recombinantes.

FIGURA 13. Desenho esquematico da genética reversa dos virus recombinantes. A construcéo
viral ocorre a partir de sete plasmideos bidirecionais codificando cada um dos segmentos virais (HA,
M, NS, PB1, PB2, PA, NP) e o plasmideo da NA truncada contendo a sequéncia heterdloga das
citocinas IL-22 murina. As células HEK-293T s&o altamente transfectaveis e os plasmideos de
transferéncia possuem o promotor da RNA polimerase | humano, possibilitando que nessas células
ocorra a transcricao de todos os segmentos de VRNA, traducao das proteinas virais e a montagem das
primeiras particulas virais apos a transfec¢éo. As células MDCK é padrao ouro para a multiplicacéo do
virus influenza, portanto, é utilizada para a amplificagéo das particulas virais geradas nas células HEK-
293T. (1) O vius recombinante Flu-IL22, apresenta a NA truncada, portanto, apenas HA no envelope e
codifica a IL-22, a qual é secretada pelas células. (2) Os virus selvagens possuem a NA e HA no seu
envelope.
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1) Virus influenza
recombinante FlulL-22
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HEK 293T — Montagem viral MDCK CCL34 — Multiplicagao viral

Fonte: o autor.
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3.5 Padronizacéo e producao dos estoques virais

Para o preparo dos estoques semente e trabalho (ES e ET), foi necessaria a
padronizacdo das melhores condi¢des para a amplificacéo do virus recombinante Flu-
IL22, para tal, foi realizada uma amplificagdo viral utilizando diferentes multiplicidade
de infec¢ao (multiplicity of infection: m.o.i) variando de 0,01 e 0,001. Foram utilizados
50 ul de cada condicdo na infeccdo de monocamadas subconfluentes de células
MDCK (8,10° cél/placa) em placa de 96 cavidades. Apés 1h de adsorcéo viral em
estufa a 37°C e 5% COz, foram adicionados, apés a retirada do inéculo, 200 ul do
meio de amplificagdo constituido de DMEM com baixa concentracdo de glicose
(1g/litro), suplementado com 0,3 % de albumina sérica bovina (Bovine Serum
Albumin - BSA) (SIGMA). Ademais, para a otimizacdo da preparacdo dos estoques
virais, foram testadas diferentes concentracdes de tripsina TPCK (SIGMA) (1ug/mL;
2ug/mL; 3ug/mL; 4ug/mL; 8ug/mL) e diferentes concentragdes de neuraminidase de
Vibrio cholerae (300pU/ml; 600pU/ml; 1200uU/ml). As placas foram incubadas durante
72h em estufa a 37°C e 8% CO..

Conforme demonstrado na figura 14, para cada m.o.i, 0S pogos apresentavam
diferentes combinacdes das concentracdes de tripsina TPCK e neuraminidase. Apos
incubacdo por 72h, foram avaliadas as diferentes condicdes e coletado o
sobrenadante com maior efeito citopéatico (ECP) (FIGURA 14 - A). Os sobrenadantes
coletados foram clarificados por centrifugagéo a baixa velocidade (300 x g) por 10 min
a 4°C e, posteriormente titulados e corados para a avaliacdo do ECP e quantificacédo
da carga viral. Ademais, foi realizado um teste 48h apos infeccdo com a adicdo de
TPCK e/ou neuraminidase no intuito de avaliar se uma suplementacdo com esses
componentes ao longo da multiplicacdo viral refletiria em um titulo viral maior para o
estoque de Flu-IL22 (FIGURA 14 - B). Posteriormente foi realizada nova padronizacao
da m.o.i utilizada, a fim de avaliar se uma m.o.i de 0,002 iria favorecer a multiplicacédo
do Flu-IL22. Apos essas analises foi escolhida a melhor condicdo de amplificacéo do
Flu-IL22.
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FIGURA 14. Padronizacéo das condi¢gdes para multiplicacdo do virus Flu-1122). (A) Padronizagéo
com diferentes concentracdes de TPCK (1ug/mL; 2ug/mL; 3ug/mL; 4ug/mL; 8ug/mL) e Neuraminidase
Vibrio cholerae (300uU/ml; 600uU/ml; 1200pU/ml) com diferentes m.o.i (0,01 e 0,001). (B)
Padronizacéo 48h apds infeccao, diferentes grupos receberam (1) TPCK, (2) Neuraminidase, (3) TPCK
e Neuraminidade ou (4) controle (sem adi¢cdo de TPCK e Neuraminidase).
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Para o preparo dos ES, apds as padronizacfes, os sobrenadantes de cultura
oriundos da terceira amplificagédo (3A) da GR foram diluidos na razéo 1:100 e 1:1000
em meio DMEM Low Glucose. Foram utilizados 50 ul de cada diluicdo na infeccéao de
monocamadas subconfluentes de células MDCK (8.10° cél/placa) em placa de 96
cavidades. Apos 1h de adsorcéo viral em estufa a 37°C e 5% COg, foi adicionado,
apos a retirada do inoculo, 200 ul do meio de amplificacdo que constituido de DMEM
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com baixa concentracao de glicose suplementado com 0,3 % de BSA, 3 pg/ml de
tripsina TPCK e 600pU/ml de Neuraminidase de Vibrio cholerae, em cada poco. As
placas foram incubadas durante 72h em estufa a 37°C e 8% CO2. Ap0s o periodo de
incubacdo, foram coletados o0s sobrenadantes dos pocos de cultura celular
correspondentes as maiores diluicdes nas quais foi obserevado o efeito citopatico em
pelo menos 80% da area de monocamada celular. Os sobrenadantes foram coletados
e clarificados por centrifugagcdo a baixa velocidade (300xg) por 10min a 4°C.
Posteriormente os sobrenadantes foram aliquotados e congelados a -80°C. Os titulos
infecciosos dos ES foram avaliados através da titulacéo por placa de lise sob agarose
em células MDCK, a capacidade do virus recombinante Flu-IL22 em produzir a
citocina IL-22 foi analisada através de ELISA e, por fim, os ES seguiram para a
caracterizacdo quanto sua estabilidade genética por PCR e sequenciamento. O
preparo do ET também foi realizada em placas de cultura de 96 pocos contendo
monocamadas de células MDCK subconfluentes (8.10% cél/placa) de maneira
semelhante aquela utilizada para a preparacdo dos estoques semente, porém em
maior volume (~100mL) em placa de 96 pogcos e com m.o.i que foi previamente
padronizada de 0,002. Os sobrenadantes das culturas celulares foram coletados 72h
apos a infeccdo e submetidos a caracterizacdo conforme realizado para o estoque
semente (PCR, sequenciamento, titulacdo e ELISA). Terminada a caracterizacdo, 0s
ET foram purificados por ultracentrifugagédo (100000 G, 4°C, 2 horas) em colch&o
sacarose 20%/PBS estéril.

3.6Caracterizacdo genotipica e avaliacdo da estabilidade genética dos
estoques de virus recombinantes

O RNA viral dos estoques foi extraido utilizando QlAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN) seguindo as instru¢des do fabricante e esse RNA foi usado para a sintese
de um cDNA através da reacdo de transcricdo reversa pela Transcriptase Reversa
(RT, PROMEGA) de Virus da Leucemia Moloney Murina (M-MLV) e iniciador senso
positivo uni-12 (5’- AGCAAAAGCAGG-3’), cuja sequéncia corresponde aos ultimos 12

nucleotideos da regido 3’ terminal conserevados em todos os segmentos do virus
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Influenza (HOFFMANN, et al., 2000). Para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
foi utilizado o protocolo com os iniciadores senso N1/+/51 (forward: Fw) e antisenso
N1/-/1308 (reverse: Rev) (TABELA 1). Estes iniciadores se anelam nas porc¢des da
neuraminidase flanqueando a sequéncia da IL-22, permitindo a amplificacdo completa
desse gene. Os segmentos amplificados foram analisados em gel de agarose (1%)
com corante brometo de etidio e a visualizacdo foi realizada através de um
transiluminador com radiagéo ultravioleta (UV). Em seguida, os segmentos foram
purificados (QIAquick PCR Purification Kit) e sequenciados (Sequenciador de DNA -
ABI 3730 Life Technologies; Plataforma de sequenciamento de DNA —IRR/FIOCRUZ
MINAS).

TABELA 1. Iniciadores e seus respectivos ciclos utilizados para amplificacdo da neuraminidase
contendo a sequéncia da IL-22 murina por PCR.

Ciclo de Reacdao
Iniciador Sequéncia
a Etapas T (°C) Te”.‘po N°
(min)
Desnaturacdao inicial 94 02:00 1
N1/+/51 | 5'-GATCGATCTGTATGGTAG-
(Foward) 3 Desnaturagao 94 00:30
Anel t 50 00:30
nelamento 35
- Extens 72 1:
N1/-1308 | o, A TTGCGTCCTCCTCAG-3: xtensao 01:00
(Reverse) —
Extensdo final 72 07:00 1

3.6.1 Extracao de RNA viral

Para a extracdo do RNA viral, foi utilizado o kit de extragédo viral Viral RNA Mini
Kit da Qiagen, segundo as orientacbes do fabricante. Resumidamente, foram
adicionados 140pL dos sobrenadantes das amplificagfes virais a tubos de
microcentrifuga (1,5mL) contendo 560uL de tamp&o AVL adicionado de “Carrier RNA”
e apos homogeneizacgéao, os tubos foram incubados a temperatura ambiente (T.A.) por
10min. Esta etapa permite a lise por desnaturacdo da membrana viral. Em seguida,
foram adicionados 560uL de &lcool (96-100%) as amostras, o lisado viral foi

adicionado, em duas etapas, as colunas de extracdo (QlAamp Mini column) acoplada
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a tubos coletores (2mL) e centrifugados a 6.000xg por 1min a temperatura ambiente.
Em seguida, as colunas foram lavadas duas vezes com 500uL do tampéo de lavagem
AW1 e AW2, respectivamente, e centrifugadas a 20.000xg 3min a temperatura
ambiente, em cada etapa. Por fim, foram adicionados 60puL do tampdo AVE nas
colunas para eluir o acido nucléico da membrana e apos incubacéo (2min) os tubos
foram centrifugados a 6.000xg por 1min a temperatura ambiente. Os RNAs foram

armazenados a -80°C.

3.6.2 Sintese de cadeia simples de cDNA por transcricao reversa (RT M-MLV)

Para a sintese do cDNA foram usados 2ug do RNA total para 0,5ug do iniciador
Uni12, descrito anteriormente, em um volume <15uL de agua livre de nuclease. Os
microtubos foram aquecidos a 70°C durante 5min para desfazer a estrutura
secundaria da molécula molde, e em seguida, levados ao gelo por 2min, para impedir
gue a estrutura secundaria se reestruture. Apos centrifugacdo a 600xg por 1min, foram
adicionados ao molde/iniciador anelados os seguintes reagentes: 5uL de tampéao de
reacdo M-MLV (5x), 1,25uL de dATP (10mM), 1,25uL de dCTP (10mM), 1,25uL de
dGTP (10mM), 1,25uL de dTTP (10mM), 25 unidades de inibidor de ribonuclease
RNasin®, 200 unidades de M-MLV RT, para um total de 25uL de agua livre de
nuclease. Os tubos foram homogeneizados e incubados por 60min a 42°C. Os cDNAs

foram armazenados a -80°C.

3.6.3 Purificagédo dos produtos de amplificagdo por PCR

O produto de PCR foi purificado em kit para PCR (QIAGEN® RNeasy Mini Kit).
Resumidamente, foram adicionados 5 volumes do tampéo PB (alta concentracdo de
cloridrato de guanidina e isopropanol) para 1 volume de cada amostra de PCR. Este
tampdo permite a eficiente ligacdo de amostras tdo pequenas quanto 100pb a
membrana de silica e elimina oligos de até 40pb. As amostras foram adicionadas as

colunas acopladas a tubos coletores (2mL) e centrifugadas a 17.900xg por 1min &
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temperatura ambiente. As colunas foram lavadas com 750uL do tampé&o PE. Os tubos
foram centrifugados duas vezes 17.900xg por 1min a temperatura ambiente. Por fim,
foram adicionados 50uL do tampé&o EB (10mM Tris-Cl, pH 8,5) nas colunas para eluir
o0 4cido nucléico da membrana e apds incubacédo (2min) os tubos foram centrifugados

a 17.900xg por 1min a temperatura ambiente.

3.6.4 Sequenciamento dos estoques virais (semente e trabalho)

O sequenciamento das amostras foi realizado pela técnica de Sanger em
colaboragédo com a plataforma de sequenciamento do IRR. Os produtos de PCR dos
estoques (ES e ET) e controle positivo (plasmideo pPR IL-22 utilizado para a
construcdo do virus Flu-1L22) foram purificados e posteriormente dosados quanto ao
seu material genético, através do NanoDrop™. A concentracdo das amostras
utilizadas para o sequenciamento foi de 20 ng/ul. Para cada amostra foi preparado um
pré-mix com 1ul dos iniciadores fw e rev (os mesmos utilizados na PCR),
separadamente. Neste pré-mix foi adicionado H20 para completar o volume total da
reacdo em 10ul. Os demais insumos foram acrescentados na propria plataforma de

sequenciamento (Big Dye - 1ul; tampéo - 1,5ul).

3.7Purificagéo viral em colch&o de sacarose

O volume total de virus produzido na amplificacdo do preparo do estoque
trabalho, foi adicionado cuidadosamente em tubos especificos para ultracentrifuga
(34mL) contendo sacarose (SIGMA) a 20% em PBS 1x (tampao fosfato-salino, pH 7,2-
7,4) gelado, na proporcédo de 30% de sacarose e 70% do sobrenadante da
amplificacéo viral. Os tubos foram centrifugados a 100.000xg por 2h a 4°C. Apoés a
ultracentrifugacdo, toda a sacarose e o meio sobrenadante foram retirados com o
auxilio de uma seringa, e o virus foi ressuspenso em PBS 1x estéril e gelado, a
suspensao viral foi aliquotada, congelada (-80°C) e titulada antes dos experimentos

in vivo.
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3.8Caracterizacao fenotipica dos estoques: quantificacéo viral e avaliacdo da
producao da IL-22 in vitro

3.8.1 Titulacao por placa de lise sob agarose (PFU)

Placas de seis pocos contendo camadas subconfluentes de células MDCK
(8x108 cél/placa), foram infectadas com as amostras (sobrenadante de células
infectadas ou macerado de pulm&es de camundongos infectados), diluidas de forma
seriada na razdo 1:10 em DMEM Low Glucose 2X, num volume de 400uL por poco. A
adsorcao viral ocorre em 1lh, sendo que a cada 10 minutos as placas foram
homogeneizadas para evitar que as bordas da monocamada celular ressecassem.
Apés a adsor¢do, sem a retirada do indculo, foi adicionado 4mL por po¢o de uma
mistura (1:1) constituida de agarose 1% (KASVI) fundida em agua de injecao estéril e
DMEM high Glucose 2X, suplementado para obter uma concentragéo final de 0,6%
de BSA (SIGMA), 3ug/mL de tripsina tratada com TPCK (SIGMA) e 900 pU/mL de
neuraminidase de Vibrio cholerae (SIGMA). As placas foram incubadas durante 72h
em uma estufa a 37°C e 8% CO2. Apos este periodo, as placas foram coradas/fixadas
em 10% de formol tamponado (em PBS 1x) com 1% de cristal violeta, para
visualizacdo e contagem das placas de lise. O numero de unidades formadoras de
placa (PFU) por mL foi determinado segundo a formula abaixo, onde “n” corresponde
ao numero de placas de lise, “d” corresponde ao inverso da diluicado onde as placas

foram contadas e “f” é o fator de corregéo para 1mL (2,5).

PFUmMlI=nxdx f

3.8.2 Titulagéo por anélise de efeito citopatico (TCID50 - The median tissue
culture infectious dose)

Placas de noventa e seis pocgos, desconsiderando 0s poc¢os das bordas,
contendo camadas subconfluentes de células MDCK (8x10° cél/placa), foram

infectadas com as amostras (sobrenadante de células infectadas), diluidas de forma
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seriada na razdo 1:10 em DMEM Low Glucose. Para cada diluicéo foi realizada em
meédia 7 replicatas, o inodculo foi de 50ul por poco. A adsorcao viral ocorreu por 1h e,
apos a retirada do inéculo, foi adicionado 200uL por po¢o do meio de amplificacdo que
constituido de DMEM com baixa concentracdo de glicose suplementado com 0,3 %
de BSA, 3 ug/ml de tripsina TPCK e 600pU/ml de Neuraminidase de Vibrio cholerae,
em cada poco. As placas foram incubadas durante 72h em estufa a 37°C e 8% CO..
ApOs o periodo de incubacéo as diluicdes foram analisadas de acordo com o ECP, e
o calculo do titulo viral foi realizado com base na maior diluicdo que apresentou ECP
(FIGURA 15). O titulo infeccioso foi calculado segundo o método Reed-Muench. O
TCID s0 pode ser convertido em unidades formadoras de placa (PFU) através da
distribuicdo de Poisson. Esta conversédo é uma estimativa baseada no raciocinio de
que a diluicdo limitante, que infectaria 50% das camadas de células desafiadas,
produziria uma Unica placa em uma monocamada de células (“Viral Titering-TCID50
Assay Protocol - Creative Biogene”, [s.d.]). Apdés a analise, as placas foram

coradas/fixadas em 10% de formol tamponado (em PBS 1x) com 1% de cristal violeta.

FIGURA 15. Modelo de analise para TCIDso. As replicatas das diluicbes s@o avaliadas quanto a
presenca de ECP. O simbolo (+) indica presenca de ECP e o (-) representa a auséncia de ECP. Ao
final temos uma porcentagem do total de ECP avaliado nas replicatas de cada diluicdo. Apds a analise
visual em microscépio, a presenga ou auséncia de ECP é plotada em um modelo de andlise do Excel
para o calculo do titulo em TCIDso/mL.

(PooooooooooY
1 PPOOOHOHOOOOE®O |
2 fPOHOHOOOHGOOOP |
3 p(POOOOOOO®®O |
24 f(POOOOOHOH®OEOO
S FPOOOOOOOOOOD | ™
* (POOOOOOOOOGOD |
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Fonte: o autor.
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3.8.3 Quantificacéo da citocina IL-22 por ELISA

A concentracdo da citocina IL-22 foi determinada por kit comercial de ELISA
sanduiche (R&D SYSTEMS), conforme recomendacdo do fabricante.
Resumidamente, o anticorpo de captura foi diluido em PBS 1x na concentragcao
recomendada e adicionado (100 pL/pogo) a microplaca de 96 pocos
(NUNC®MaxiSorp), a qual foi incubada durante a noite a temperatura ambiente. No
dia seguinte, a placa foi lavada trés vezes com tampao de lavagem (0,05% Tween®20
em PBS 1x, pH 7,2-7,4). Em seguida, o bloqueio foi realizado pela adicdo de
300puL/poco de reagente diluente (5% Tween 20 em PBS, pH 7,2-7,4) e a placa foi
incubada a temperatura ambiente, por no minimo 1h. O processo de lavagens
supracitado foi entdo, repetido uma vez. Em seguida foram adicionados a cada poco
100 pL das amostras ou padrdes diluidos em reagente diluente. A cureva padrao (7
pontos) foi gerada a partir de diluigbes seriadas (razéo 1:2), iniciando na concentragéo
recomendada pelo fabricante (ponto maximo da cureva = 2000 pg/mL). O reagente
diluente puro foi utilizado como controle negativo. A placa foi incubada por 2h a
temperatura ambiente. O processo de lavagens supracitado foi entdo, repetido uma
vez. Na etapa seguinte, foi adicionado 100 pL/poco do anticorpo de deteccdo
previamente diluido em reagente diluente e a placa foi incubada por mais 2h a
temperatura ambiente. O processo de lavagens supracitado foi repetido uma vez. Em
seguida, foram adicionados 100 puL/poco de Estreptavidina-HRP (Horseradish
Peroxidase) diluida em reagente diluente. A placa foi incubada por 20 min. a
temperatura ambiente ao abrigo da luz. Em seguida, foram adicionados 100 pL/poco
da solucéo substrato contendo peroxido de hidrogénio (H202, tetrametilbenzidina). A
placa foi incubada por 20min a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Por fim, foram
adicionados 50 pL da solucdo de parada (2N H2SO4) e a densidade Optica
determinada em espectofotdmetro (450 nm).
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3.8.4 Cinética da producao da citocina IL-22 e carga viral in vitro em células
MDCK infectadas pelo virus recombinante Flu-1L22

Camadas subconfluentes de MDCK (placa 6 pocos) foram infectadas com o
virus recombinante Flu-IL22 na m.o.i 0,002. Ap6s 1h de adsorcéo, foi adicionado, apos
a retirada do inoculo viral, o meio de amplificacdo DMEM Low Glucose suplementado,
para obter uma concentracdo final com 0,3% de BSA (SIGMA), 3 ug/mL de tripsina
tratada com TPCK (SIGMA) e 600 pU/mL de neuraminidase de Vibrio cholerae
(SIGMA). As placas foram mantidas em estufa a 37°C e 8% de CO2. Os sobrenadantes
foram coletados em diferentes tempos (24h, 48h, 72h e 96h) apds a infeccéo. Estes
sobrenadantes da infeccdo coletados foram clarificados (300xg, 4°C por 10min) e
congelados a -80°C. A producdo da citocina IL-22, expressa pelos virus
recombinantes, nos diferentes tempos e condi¢cdes foram avaliadas pela técnica de
ELISA e o titulo infeccioso do virus por titulagdo em placa de lise sob agarose,

conforme previamente descrito.

3.9Caracterizacdo do virus recombinantes Flu-IL22 in vivo

3.9.1 Cinética de producdo de IL-22 e carga viral nos pulmdes de
camundongos infectados com os virus recombinantes Flu-1L22

Camundongos C57BL/6, machos, de 8 a 12 semanas, foram anestesiados por
via subcutdnea com uma mistura de Ketamina (100 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) e
divididos em grupos (TABELA 2) que foram inoculados via intranasal dose de 104
PFU/animal dos virus influenza recombinantes (Flu-IL22 ou Flu-Ct, o qual ndo possui
a insercédo de nenhuma sequéncia heteréloga), diluidos em PBS 1x no volume de 40
pL/animal (in6culo). O grupo Mock (controle negativo) recebeu o0 mesmo volume de
in6culo, porém apenas com PBS 1x. Os camundongos foram eutanasiados 24h, 48h,
ou 72h apds a infeccao para a coleta do lavado bronco-alveolar (BALF) (3 instilagdes
com 1mL/pulméo de PBS 1x via traquéia). Os pulmdes foram congelados (-80°C),
posteriormente macerados em 1mL de tampdo com inibidor de protease e
centrifugados por 10min a 4°C e 13.000xg e o sobrenadante armazenado a -80°C. Por
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ELISA, foi realizada a quantificacdo da citocina IL-22 no sobrenadante do BALF
clarificado (300xg, 4°C por 10 min). A quantificacdo viral dos pulmdes foi realizada
através da titulacao por placa de lise sob agarose no sobrenadante do macerado dos

pulmdes.

TABELA 2. Protocolo de infecgéo e eutanasia para cinética de producédo de IL-22 nos pulmdes
de camundongos infectados com os virus recombinantes Flu-IL22.

Indculo N° total de Eutanésia
Grupos  (PFU/animal) Animais 24h 48h 72h
Flu-IL22 10* 12 4 4 4
Flu-Ct 10* 12 4 4 4
Mock PBS 4 - - 4
3.10 Avaliacdo da perda de peso em animais inoculados com o virus

recombinantes (Flu-IL22 e Flu-Ct) e/ou virus selvagem H1N1 (A/PR/8/32)

Camundongos C57BL/6, machos, de 8 a 12 semanas, foram anestesiados por
via subcutanea com uma mistura de cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg) e
divididos em grupos (TABELA 3) que foram inoculados via intranasal com dose de 104
PFU/animal dos virus influenza recombinantes (Flu-IL22 ou Flu-Ct) e/ou 107
PFU/animal do virus influenza selvagem H1N1 (A/PR/8/32) diluidos em PBS 1x no
volume de 40 pL/animal (in6culo). O grupo Mock (controle negativo) recebeu 0 mesmo
volume de inGculo, porém apenas com PBS 1x. Os animais foram acompanhados por

21 dias para avaliacao da perda de peso e sobrevivéncia.
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TABELA 3. Protocolo de coinfeccdo dos virus recombinantes (Flu-IL22 e Flu-Ct) e/ou virus
selvagem H1N1 (A/PR/8/32)

Grupos Inéculo (PFU/animal) N° de animais
A/PR/8/32 10? 6
A/PR/8/32 + Flu-1L22 102 + 104 6
A/PR/8/32 + Flu-Ct 102 + 104 6
Mock PBS 4

3.11Avaliacdo do impacto da citocina IL-22 diante a coinfec¢do do virus
recombinante Flu-IL22 e Streptococcus pneumoniae

Camundongos C57BL/6, fémeas, de 8 a 12 semanas foram anestesiados por
via subcutanea e, em seguida, inoculados pela via intranasal com a dose de 104
PFU/animal dos virus influenza recombinantes (Flu-IL22 e Flu-Ct) e/ou 107
UFC/animal (dose subletal) da bactéria S. pneumoniae ATCC - 6303 sorotipo 3, em
40 ul de PBS, (TABELA 4). Quarenta e oito horas ap0s a coinfec¢éo, os animais foram
eutanasiados e foi realizada a coleta do lavado broncoalveolar em ambiente estéril

para determinacdo da carga bacteriana por titulacdo em placa agar-sangue.

TABELA 4. Protocolo de coinfeccdo dos virus recombinantes (Flu-IL22 e Flu-Ct) elou
Streptococcus pneumoniae ATCC - 6303 sorotipo 3.

Grupos In6culo viral In6culo bacteriano N° de animais
(PFU/animal) (UFC/animal)
S. pneumoniae - 102
S. pneumoniae 10* 102
+ Flu-1L22
S. pneumoniae 10* 102 7
+ Flu-Ct
Mock PBS PBS 4

3.11.1 Determinacgéo da carga bacteriana pulmonar
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Para determinacdo da carga bacteriana nos pulmdes, o BALF foi coletado
através de 3 instilagcdes com 1mL/pulméo de PBS 1x via traguéia. Os tubos foram
centrifugados a 2.000xg por 10min a 4°C, o sobrenadante descartado e o precipitado
bacteriano ressuspendido em 200uL de PBS 1x. A suspensao de bactérias foi diluida
(razdo 1:10) em PBS 1 x e 200uL de cada diluicdo foram aplicadas em placas de petri
contendo agar-sangue (BHI-agar com 5% de sangue de carneio desfibrinado e
8ug/mL de gentamicina). As placas foram mantidas a 37°C sob restricdo de oxigénio
por 16-18 horas. A carga bacteriana foi determinada pela contagem de colbnias que

apresentavam a-hemodlise (hemolise parcial).

3.12 Analises histopatoldgicas

Para as analises histopatoldgicas, realizada em colaboracéo, o lobo esquerdo
dos pulmdes foi fixado em solucdo tamponada de formaldeido a 10%, conforme
mencionado. Os tecidos foram processados e embebidos em parafina em
equipamento automatizado para entédo ser realizados os cortes de 0,5 micrémetro nos
blocos de parafina para confeccdo das laminas histolégicas, que foram coradas com
hematoxilina e eosina (H&E). Os tecidos foram avaliados de acordo com 0s seguintes
parametros: a) Vias aéreas (bronquios e bronquiolos) - descamacdao/destruicao
epitelial, edema e congestdo, hemorragia, infiltrado inflamatério, metaplasia
escamosa, membrana hialina; b) Parénquima pulmonar (alvéolos) — edema e
congestdo, hemorragia alveolar, infiltrado inflamatério septal, infiltrado inflamatério

alveolar, trombose e membrana hialina.

3.13 Andalises Estatisticas

Para todas as analises estatisticas serd utilizado o software de andlises

GraphPad Prism v7.0, utilizando o teste estatistico adequado.
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4. RESULTADOS

4.1 Padronizacado da construcdo dos estoques (semente e trabalho) do virus
recombinante Flu-IL22

A primeira etapa do projeto consistiu na padronizacdo do protocolo para a
construgdo dos estoques (ES e ET), primeiramente foram utilizadas diferentes
concentracfes de tripsina TPCK (lug/mL; 2ug/mL; 3ug/mL; 4ug/mL; 8ug/mL) e
neuraminidase (300pU/ml; 600uU/ml; 1200uU/ml) correlacionados com as m.o.i de
0,01 e 0,001. Essa etapa laboriosa foi necesséria, pois todos os virus influenza
recombinantes possuem uma condicdo ideal para ser multiplicado,
independentemente de todos eles compartilharem o fato de possuirem segmentos de
neuraminidase truncados. Os resultados apresentados na figura 16 demonstram que
apos o periodo de 72h, as melhores condi¢ées foram 3ug/mL de TPCK e 600uU/mL
de Neuraminidase, na m.o.i 0,001 por apresentar maior ECP e menor sofrimento
celular no grupo controle (FIGURA 16). No intuito de melhorar a multiplicacdo viral do
Flu-IL22, foi realizado um teste 48h apds a infec¢cdo onde diferentes grupos foram
novamente suplementados com (1) TPCK (3ug/mL); (2) Neuraminidase (600uU/mL);
(3) TPCK (3ug/mL) e Neuraminidade (600pU/mL) ou (4) controle (sem adicdo dos
componentes anteriormente citados. A nossa hipétese era a de que esses reagentes
pudessem estar sendo consumidos durante a multiplicacdo viral de modo que
necessitassem serem repostos. Os resultados apds a suplementacdo nao
apresentaram diferencas significativas entre os titulos virais encontrados (~10°
PFU/mL), esse dado demonstra que embora os reagentes sejam naturalmente
consumidos durante a multiplicag&o viral, a sua reposi¢céo nao afeta significativamente
na carga de particulas infectantes, diferentemente da concentragéo utilizada (FIGURA
17). Ao longo da padronizacéo, se fez necessario a avaliagdo de nova condi¢do de
multiplizagdo da m.o.i utilizada, uma vez que, o Flu-IL22 ndo apresentou boa
multiplicacéo para um ET na m.o.i de 0,001. Desse modo, foi utilizada uma m.o.i de
0,002 com as concentracdes de TPCK e neuraminidase ja padronizadas. Em suma,
embora a m.o.i de 0,001 néo tenha diferencas significativas com a m.o.i de 0,002,

essa mudanca delicada apresentou um impacto significativo no que tange a boa
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multiplicacédo do virus recombinante Flu-IL22, logo a m.o.i de 0,002 ficou padronizada
para a amplificacdo do Flu-IL22 com a adicdo de 3ug/mL TPCK e 600pU/mL de

neuraminidase.

FIGURA 16. Padronizacdo para a construcdo dos estoques (ES e ET) utilizando diferentes
concentragdes de TPCK e Neuraminidase nas m.o.i de 0,01 e 0,001. Ap6s 72h da infec¢do em
monocamada subconfluente de MDCK, foi realizada a anélise de ECP e sofrimento celular nas
diferentes concentra¢gdes de TPCK e Neuraminidase correlacionadas com as m.o.i de 0,01 e 0,001. Em
(A) esta representado o grupo controle com auséncia de sofrimento celular e (B) o efeito citopatico
obserevado, ambas nas concentracBes de 3ug/mL TPCK e 600uU/mL de Neuraminidase.

Fonte: o autor.



68

FIGURA 17. Padronizacdo de amplificacdo do Flu-IL22 apés suplementacdo de TPCK e/ou
neuraminidase em 48h apoés infecgcdo. Apos a suplementacdo ndo foram obserevadas diferengas
significativas nos titulos virais entre os grupos que atingiram cerca de 105 PFU/mL. As condicdes
testadas e seu respectivo titulo viral estdo representados em (A) adicdo de TPCK; (B) adigdo de
neuraminidase; (c) adicdo de TPCK e neuraminidase e (D) o controle sem a suplementacdo em 48h de
infeccéo.
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Fonte: o autor.

4.2 Caracterizacdo dos estoques virais qguanto a estabilidade genética

Os estoques virais (ES e ET) do virus influenza recombinante carreando as
sequéncias da citocina murina IL-22 no segmento recombinante truncado da NA,
foram analisados no que diz respeito a sua estabilidade genética. Para tal, foi realizada
a extracdo do RNA viral dos estoques, seguida pela sintese do DNA complementar
(cDNA) através da transcricdo reversa. Para a realizagdo da PCR foram utilizados
primers que pudessem amplificar todo o segmento da NA mutada, conforme
mencionado na metodologia deste trabalho. Com o produto da PCR, foi realizada a
corrida em gel de agarose a 1% conforme demonstrado na figura 18. Com a finalidade
de manter o controle da qualidade do experimento, foi utilizado como controle positivo



69

(C+) o plasmideo utilizado para a construcao do virus recombinante Flu-1L22 (pPR-IL-
22), como controle negativo (C-) foi utilizado o mix da reacdo de RT-PCR sem o
material genético. ApGs a analise do gel, os produtos de PCR foram purificados e
enviados para a plataforma de sequenciamento do IRR — FIOCRUZ MINAS, utilizando
a técnica de Sanger. Os resultados apresentados inferem que os tamanhos dos
amplicons virais foram correspondentes aqueles de seus plasmideos de origem (C+)
e a analise de sequenciamento ndo apresentou muta¢gdes no segmento recombinante
da NA. Em suma, os resultados foram positivos para a estabilidade genética dos
estoques virais demonstrando que ndo houve a perda do inserto e permitindo que

seguissemos para as préoximas etapas do projeto (FIGURA 18).

FIGURA 18. Eletroforese do produto de PCR da NA do virus recombinante Flu-IL22 (ES e ET). Os
produtos de PCR dos estoques trabalho (ET) e estoque semente (ES), foram realizados em gel de
agarose a 1%, corados com brometo de etidio e revelados em transiluminador UV. Foi utilizado o
padrdo de 1Kb (Promega). Para o controle positivo (C+) foi utilizado o plasmideo utilizado para a
construgéo do virus recombinante pPR-IL-22 (~700pb); para o controle negativo (C-) foi utilizado o mix
sem DNA.

Padréo CT+ ES ET CT-
1Kb

1500
1000
750

500

250

Fonte: o autor.

4.3 Caracterizacao fenotipica e determinacdo do titulo infeccioso dos
estoques virais por titulagcdo em placa de lise sob agarose

As caracterizacdes fenotipicas dos estoques virais (ES e ET) foram realizadas
através da determinacéo do titulo infeccioso e avaliacdo dos fenétipos das placas de
lise obserevadas em células MDCK sob agarose. Através da figura 19, pode ser
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obserevado que o tamanho das placas de lise do virus recombinante Flu-IL22
contendo sequéncias da citocina IL-22 € menor que aquelas do virus com NA truncada
sem inserto (Flu-Ct), que por sua vez € menor que as placas do virus influenza
selvagem H1N1 (A/PR/8/34). De forma correlata, o titulo infeccioso do virus
recombinante Flu-IL22 foi menor do que aquele dos virus controle e selvagem, uma
vez que, o Flu-IL22 atinge titulo infeccioso na ordem de 10° PFU/mL e os estoques de
HIN1 (A/PR/8/34) e Flu-Ct atingem a ordem de 108 PFU/ml e 107 PFU/mL,
respectivamente. Em suma, os virus Flu-IL22 apresentaram titulos infecciosos na
ordem de 1,5x10° PFU/mL para os ES, 2x10° PFU/mL para o ET e 8,4x10° PFU/mL
para 0 mesmo ET ap6s a purificacdo e concentracdo em colchdo de sacarose
(FIGURA 19).

FIGURA 19. Fenotipo das placas de lise de virus selvagem e virus recombinante visualizadas
em células MDCK através da titulacdo viral por placa de lise sob agarose. Apés setenta e duas
horas da infeccdo em monocamada subconfluente de MDCK sob agarose, as células foram fixadas e
coradas permitindo a visualiza¢do das placas de lise (formas circulares). Estao representados o virus
influenza selvagem H1N1 (A/PR/8/34) (A) e os virus recombinantes Flu-Ct (B) e Flu-IL22 (C).

A/PR/8/34 (H1N1) Flu-Ct Flu-1L22

Fonte: o autor.

Durante o processo de caracterizacao do ET, apos a etapa de purificagao viral,
comecamos a ter dificuldade em titular os estoques virais pela técnica de placas de
lise sob agarose. Desta forma, optamos utilizar, como técnica alternativa a titulacao
por TCID50 conforme o protocolo mencionado na metodologia deste trabalho, com o
intuito de confirmar o titulo que foi analisado na primeira replicata da titulacédo de placa
de lise sob agarose. Segundo os resultados representados na tabela 5, podemos
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inferir que a técnica de titulacéo viral por TCID50 apresentou reprodutibilidade entre
suas replicatas e semelhantes ao apresentado pela titulacdo de placa de lise sob
agarose, portanto, € uma técnica eficiente para a caracterizacdo dos titulos
infecciosos do virus Flu-IL22 (TABELA 5).

Tabela 5. Titulo viral do Flu-IL22 analisado em trés replicatas utilizando duas técnicas diferentes:
Titulacdo de placa de lise sob agarose e TCIDs_ A titulacdo em placa de lise sob agarose apresentou
sofrimento celular na 2° e 3° replicata dificultando a analise do titulo viral. As replicatas de TCIDso foram
consistentes entre si nas trés replicatas e também com o titulo encontrado na 1° replicata de placa de
lise sob agarose.

Flu-IL22 Placa de lise sob agarose TCIDso
1° Replicata 8 x 108 PFU/mL 5,60 x 106 PFU/mL
2° Replicata Sofrimento celular 1,18 x 107 PFU/mL
3° Replicata Sofrimento celular 1,34 x 108 PFU/mL

4.4 Caracterizacdo funcional dos estoques virais quanto a producdo da
citocina IL-22 por células infectadas

A fim verificar se os estoques (ES e ET) produziam a citocina IL-22 em células
MDCK infectadas, foi realizada a técnica de ELISA em uma diluicdo seriada de 1:10
dos sobrenadantes de cultura celular desses estoques. Conforme demonstrado na
figura 20, foi verificado que ambos os estoques virais expressam de forma satisfatéria
a proteina IL-22. E not6rio que ocorre uma producio maior da citocina no ET, embora
0S mecanismos gue levam a esse aumento ndo tenham sido avaliados, acreditamos
gue pode estar relacionado ao ao fato de que o ET apresenta um titulo viral maior em
relacdo ao ES, desse modo, é sugestivo que quanto maior a quantidade de particulas
infectantes maior sera a producéo da IL-22 (FIGURA 20).
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FIGURA 20. Caracterizacdo da producdo de IL-22 no sobrenadante dos estoques semente e
trabalho. O sobrenadante dos estoques semente e trabalho foram coletados para mensuragéo de IL-
22 por reagdo enzimatica através do ELISA. Os resultados estdo representados em um gréafico de
barras, no eixo X estdo representadas as dilui¢cdes realizadas (seriada em 1:10) e no eixo Y a producdo
de citocina em pg/mL.
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Fonte: o autor.

4.5 Cinética de producdo da citocina IL-22 e carga viral (in vitro) em células
MDCK infectadas com o virus recombinante Flu-IL22

A fim de avaliarmos a cinética do virus recombinante Flu-IL22 em células
MDCK, essas foram infectadas com o virus recombinante na mesma m.o.i utilizada
para a construcao do estoque trabalho (0,002). Em diferentes tempos apos a infec¢éo
(24h, 48h, 72h e 96h), os sobrenadantes das células infectadas foram coletados para
a quantificacdo da IL-22 atraves da técnica de ELISA e quantificagdo da carga viral
por titulacdo de placa de lise sob agarose (FIGURA 21). Com relacdo a cinética de
producéo da citocina IL-22 podemos obserevar que o seu pico de produgéao foi em 48h
apos a infecgao, reduzindo quase que pela metade a sua concentracédo no tempo de

72h e caindo para valores mais baixos no tempo de 96 horas apés a infeccdo. No
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tocante da analise de titulo viral, obserevamos que o seu pico também é atingido em
48h apos a infeccdo, com um sutil declinio 72h apos infecgcdo. Concomitantemente,
0s resultados obtidos demonstraram que a producao da IL-22 esta relacionada com o
pico da multiplicacdo viral, (48h ap6s a infeccdo). Enquanto o titulo infeccioso se
mantém estavel, a IL-22 apresenta uma reducdo em sua concentracao a partir de 72h
(FIGURA 21). Em ambas as cinéticas, ndo foram detectadas quantidades
significativas de IL-22 no sobrenadante da cultura infectada com o virus controle (Flu-
Ct) ou Mock (PBS) (dados ndo mostrados).

FIGURA 21. Cinéticada producdo de IL-22 e carga viral em células MDCK infectadas com o Virus
recombinantes Flu-IL22. A infecgdo das células MDCK foi realizada com a m.0.i 0,02. O sobrenadante
da cinética foi coletado 24h, 48h, 72h e 96h para mensuracao de IL-22 por reacdo enzimatica através
do ELISA e quantificacdo da carga viral por titulacdo em placa de lise sob agarose. (A) Mensuracgéo da
IL-22 em células MDCK infectadas com a m.0.i 0,02; (B) quantificacdo da carga viral em células MDCK
por titulagdo em placa de lise sob agarose. Os resultados estéo representados, em um grafico de barras
(A), onde estdo plotadas a concentracdo de citocina produzida em cada tempo. No eixo x estdo
representados os tempos avaliados em horas, no eixo y a producéo de citocina em pg/mL. E também
em grafico de linha com simbolos (B), onde esta plotado a quantificacdo do titulo viral em PFU/mL. No

eixo x estdo representados os tempos avaliados em horas, no eixo y a carga viral em PFU/mL.
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4.6 Cinética de producado da citocina IL-22 e multiplicacdo viral (in vivo)
utilizando o modelo murino infectados com os virus recombinantes Flu-
IL22 e Flu-Ct

Uma vez que foi evidenciada a producdo da citocina IL-22 pelo virus
recombinante FlulL22 em células MDCK, a etapa seguinte foi avaliar se essa
producdo também ocorria in vivo. As padronizacdes de dose inoculada em modelo
murino com 0s virus recombinantes jA haviam sido padronizadas em trabalhos
anteriores do nosso grupo, portanto nao foi necessario a utilizacdo de animais para
essa atividade. Para avaliar a cinética de producao da IL-22 e a carga viral em modelo
murino, foram utilizados camundongos C57BL6, machos, de 8 a 12 semanas,
provenientes do Biotério de Producdo do IRR. Os animais receberam o in6culo de
40ul por gotejamento via intranasal, contendo 10* PFU/animal dos virus
recombinantes (Flu-IL22 ou Flu-Ct), e o grupo mock recebeu o in6culo apenas PBS.
Apés a infeccdo os animais foram eutanasiados em diferentes tempos pos-infecgéo
(24h, 48h e 72h), para a coleta dos pulmdes e BALF, com o objetivo de mensurar 0s
niveis de IL-22 pela técnica de ELISA e a carga viral por titulacdo emy placa de lise

sob agarose. Conforme mostrado na figura 22, a inoculagdo intranasal de
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camundongos com Flu-IL22 foi capaz de induzir a producdo da IL-22 no trato
respiratorio dos animais infectados. O pico de producdo da IL-22, assim como o
obserevado nas andlises in vitro, aconteceu 48h ap6s a infeccdo no BALF. E relevante
o fato de que a inoculagcdo com o préprio virus Flu-Ct levou a producéo da IL-22 nos
animais infectados, embora tenha sido inferior quando comparada ao grupo Flu-1L22.
N&o obstante, enquanto os niveis da IL-22 permaneceram praticamente inalterados
nos animais infectados com Flu-Ct no tempo de 48 horas apés a infec¢éo e reduzindo
drasticamente no tempo de 72 horas apés a infec¢éo, os niveis de IL-22 aumentaram
nos animais inoculados com o virus Flu-IL22 no tempo de 48 horas apoés a infecgéo e
diminuindo no tempo de 72 horas apos a infeccdo (FIGURA 22), sendo este o tempo
no qual a diferenca dos niveis de IL-22 é mais relevante entre os dois grupos de
animais vacinados. Estes dados demonstram que a producdo da IL-22 ocorre de
forma transitéria no trato respiratério dos animais inoculados com o virus

recombinante Flu-1L22.
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FIGURA 22. Cinética da producdo de IL-22 e carga viral (in vivo) utilizando os virus
recombinantes Flu-IL22 e Flu-Ct. Os animais foram inoculados com os virus recombinantes e
posteriormente foram eutanasiados em diferentes tempos pds-infecgdo (24h, 48h e 72h). Com a coleta
do BALF, foi realizada a quantificagdo da IL-22 (A) e com a coleta dos pulmdes foram realizadas a
guantificacdo da carga viral (B). Os resultados estdo representados, em um grafico de barras (A), onde
estdo plotadas as médias de producao da citocina em cada tempo. No eixo x estdo representados 0s
tempos avaliados em horas, no eixo y a producao de citocina em pg/mL. E também em gréfico de linha
com simbolos (B), onde esta plotado a quantificacdo do titulo viral em PFU/mL. No eixo x estao
representados os tempos avaliados em horas, no eixo y a carga viral em PFU/mL.
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4.7 Ensaios de perda de peso e sobrevivéncia de camundongos inoculados
com virus recombinantes e/ou virus selvagens (PR/8)

A fim de investigar se existe algum papel imunomodulatério realizado pelo Flu-
IL22 no contexto de coinfeccdo com uma dose subletal do virus influenza selvagem
replicativo HIN1 (A/PR/8/34). Para tal, foram utilizados camundongos C57BL6,
fémeas, de 8 a 12 semanas, provenientes do CEBIO (ICB/UFMG), estes animais
foram inoculados simultaneamente via intranasal (inéculo de 40ul) com os virus
recombinantes (Flu-1L22 ou Flu-Ct) (10* PFU/mL) e o virus influenza selvagem H1N1
(A/PR/8/34) (10? PFU/mL). A perda de peso e a mortalidade dos animais foram
acompanhadas durante 21 dias. As doses utilizadas para a inoculagdo foram
padronizadas anteriormente por colaboradores do nosso grupo de pesquisa, em
adicdo, trabalhos anteriores do mesmo grupo demonstraram que O0S Virus
recombinantes sdo incapazes de causar doenc¢a nos animais, validando desta forma,

a seguranca na utilizagéo do constructo para experimentacédo animal.

Desse modo, os resultados apresentados na figura 23 demonstram que néo
houve diferencas estatisticas na perda de peso entre os grupos coinfectados com os
virus recombinantes (Flu-IL22 ou Flu-Ct) com o virus selvagem (A/PR/8/34) e o grupo
infectado apenas com o virus selvagem, embora o ultimo tenha apresentado uma
tendéncia maior a perda de peso e um atraso para a recuperacdo dos animais em
comparacao com os demais grupos. O grupo Mock que recebeu o indculo apenas com
PBS 1X apresentou seu peso estavel durante toda a analise. O ensaio foi realizado
em duplicata, ambas apresentaram a tendéncia de perda de peso por volta do 4 DPI
com o apice em 9 DPI e seguindo para a recuperacdo apos 10 DPI, esses dados
corroboram com o ciclo natural da infec¢éo pelo virus influenza, onde ocorre uma piora
do ciclo da doenca por volta do 7° ao 9° DPI, momento em que 0s animais estdo mais
suscetiveis ha uma infeccao bacteriana secundaria. Desse modo, a coinfeccao entre
0s virus recombinantes (Flu-IL22 ou Flu-Ct) e o virus selvagem (A/PR/8/32) ndo

apresentam impacto no fenétipo de perda de peso nos animais (FIGURA 23).
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FIGURA 23. Peso dos animais coinoculados pelos virus recombinantes (Flu-IL22 e Flu-Ct) com

o virus influenza selvagem H1N1 (A/PR/8/34). O experimento foi realizado em duplicata. Os
resultados estdo representados em graficos de simbolos e linhas em que estdo plotadas as médias e
erro padrdo da média para cada grupo/tempo. No eixo x estdo representados os tempos avaliados

em dias e no eixo y estdo representadas as porcentagens (%) de perda de peso
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Fonte: o autor.

4.8 Avaliacdo do impacto na contagem bacteriana pulmonar apés a

coinfeccédo do virus recombinante Flu-IL22 e Streptococcus pneumoniae

Uma vez que a principal complicag&o pelo virus influenza € a infec¢do bactéria
secundaria, nés resolvemos testar a hipotese de que o virus recombinante (Flu-1L22)
teria algum papel fundamental durante a infec¢éo bacteriana, uma vez que, ha relatos
na literatura acerca do papel da IL-22 durante o processo de recuperacao tecidual
apos infeccdes bacterianas. Para esta analise foram utilizados camundongos
C57BL/6, fémeas SPF, de 8 a 12 semanas, provenientes do CEBIO (ICB/UFMG). Os
animais foram coinoculados via intranasal com a dose subletal (10?2 UFC/animal) da
bactéria Streptococcus pneumoniae (ATCC6303) e 10* PFU/animal dos virus

recombinantes (Flu-1L22 ou Flu-Ct). Quarenta e oito horas apds o desafio os animais



79

foram eutanasiados e o BALF coletado para determinacdo da carga bacteriana
pulmonar por titulagdo em agar sangue. A escolha de utilizar o BALF ao invés dos
pulmdes foi baseada na leitura do trabalho publicado por GOULART et al., 2020, que
demonstra a eficacia da utilizacdo do BALF para andlise de carga bacteriana, além de
ser uma técnica mais pratica no que diz respeito ao seu processamento quando
comparada ao processamento dos pulmdes. Apds o processamento e diluicdo (1:10)
do BALF, esses foram aplicados em placas de &gar-sangue que foram mantidas a
37°C sob restricdo de oxigénio por 16-18 horas. A carga bacteriana foi determinada

pela contagem de colbnias que apresentavam a-hemolise (hemdlise parcial).

Nossos resultados demonstraram um bom controle de qualidade do ensaio, uma vez
gue o grupo mock, que recebeu apenas PBS, ndo apresentou crescimento de colbnias
de S. peneumoniae. Em adicdo, podemos perceber que os grupos inoculados
somente com cepa de S. pneumoniae ou coinoculados com o virus recombinante
Flu-Ct e a cepa bacteriana nédo apresentaram diferencas significantes quando
comparados (FIGURA 24). Em contrapartida, o grupo que recebeu o virus
recombinante Flu-IL22 juntamente com a cepa bacteriana Streptococcus pneumoniae
(ATCC 6303) apresentou uma tendéncia significativa na reducdo de contagem
bacteriana no BALF. Esse resultado nos leva a hip6tese de que o nosso constructo
viral pode apresentar algum mecanismo imunomodulador durante a infeccéo
bacteriana pulmonar. E importante salientar que a cepa bacteriana utilizada neste
estudo é de alta viruléncia.
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FIGURA 24. Carga bacteriana no BALF de camundongos inoculados com os virus
recombinantes (Flu-IL22 e Flu-Ct) e/ou Streptococcus pneumoniae (ATCC6303). Os camundongos
inoculados via intranasal com os virus recombinantes (Flu-Ct e Flu-IL22) e/ou com a bactéria
Streptococcus pneumoniae sorotipo 3 (ATCC6303), quarenta e oito horas apés o desafio os o lavado
broncoaoveolar (BALF) foi coletado para quantificagdo da carga bacteriana através da titulagdo em
agar-sangue. Os dados estdo plotados em grafico de barras, nos quais estéo representados os grupos
no eixo X e no eixo y os valores da titulacdo bacteriana (UFC/pulmé&o). Diferencas estatisticamente
significativa estao representadas por barras e asteriscos, conforme o grau de significancia: (*) p=0,01 -
0,05, (**) p= 0,001 - 0,01 e (***) p< 0.001.
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Fonte: o autor.

4.8.1 Analise histopatologica dos pulmdes de animais infectados com os virus
recombinantes e Streptococcus pneumoniae

No intuito de avaliar alteracdes histopatologicas no tecido pulmonar, foi
realizada uma coinfec¢do dos virus recombinantes (Flu-IL22 ou Flu-Ct) com S.
pneumoniae. Os pulmdes foram coletados 48h apos infeccao e posteriormente foram

fixados, corados com H&E e analisados sob microscopia 6ptica (FIGURA 26). No que
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tange a analise das vias aéreas (brénquios e bronquiolos), foi obserevado a presenca
de edema e congestao em todos os grupos de forma discreta. Também foi obserevado
discreta hemorragia nos grupos coinfectados pelos virus recombinantes (Flu-IL22 e
Flu-Ct) com S. pneumoniae e no grupo infectado apenas com S. pneumoniae. Além
do mais, foi encontrado infiltrado inflamatorio neutrofilico discreto nos grupos (Flu-1L22
+ S. pneumoniae) e (Flu-Ct + S. pneumoniae). Nas analises do parénquima pulmonar
(alvéolos) foi obserevado edema e congestdo moderados e hemorragia alveolar
discreta em todos os grupos. Os achados mais relevantes estdo relacionados a
presenca de infiltrado neutrofilico septal de forma discreta e infiltrado neutrofilico
alveolar acentuado no grupo (Flu-IL22 + S. pneumoniae). Por outro lado, o grupo (Flu-
Ct + S. pneumoniae) e Mock ndo apresentaram infiltrado neutrofilico septal e alveolar
em nenhum pulmao analisado. Quando o grupo (Flu-IL22 + S. pneumoniae) é
comparado com o0 grupo que recebeu apenas S. pneumoniae, também se sobrepdem
no que diz respeito aos infiltrados neutrofilicos, uma vez que o grupo que recebeu S.
pneumoniae apresentou esse infiltrado de forma discreta e em menor quantidade
animais (FIGURA 25 e 26).
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FIGURA 25. Alteracdes histopatoldgicas e perfil inflamatério das vias aéreas pulmonares de
camundongos coinoculados com os virus recombinantes (Flu-IL22 e Flu-Ct) e/ou S.
pneumoniae. Os pulmdes dos animais infectados foram coletados 48h apds a inoculagdo via
intranasal. Os pulm&es foram fixados com solugédo tamponada de folmaldeido a 10%, os tecidos foram
processados e envolvidos em bloco de parafina, a partir do qual foram realizados cortes de 0,5 micron
nos para confecgdo das laminas histolégicas, que foram coradas com H&E. As laminas foram
visualizadas em microscopio éptico sob lente de maior aumento (10x) para analise do tecido. No eixo
y estdo representados a porcentagem da ocorréncia das variaveis avaliadas: Infiltrado neutrofilico
septal e infiltrado neutrofilico alveolar. No eixo x estdo representados 0s grupos experimentais
analisados.
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FIGURA 26. AlteracBes histopatologicas das vias aéreas pulmonares de camundongos
inoculados com os virus recombinantes (Flu-IL22 e Flu-Ct) e/ou S. pneimoniae (ATCC6303). Os
pulm&es dos animais infectados foram coletados 48h apos a inoculagdo via intranasal. O pulméo foi
fixado em solugdo tamponada de folmaldeido a 10%, os tecidos foram processados e envolvidos em
bloco de parafina, a partir do qual foram realizados cortes de 0,5 micron nos pulmdes para confecgdo
das laminas histolégicas, que foram coradas com H&E. As laminas foram visualizadas em microscépio
Optico sob lente de aumento de 10x/40x para andlise do tecido. Nos quadros A e B, é possivel obserevar
um tecido pulmonar normal (brénquios, bronquiolos e alvéolos livres) e presenca de extravasamento
de heméacias. Os quadros C, D, E e F, apresentam brénquios e aovéolos com infiltrado inflamatério,
edema e congestédo tecidual, sendo que nos quadros D e F é possivel visualizar detalhadamente o
infiltrado inflamatério peribrénquico com predominio de neutrifilos. Além do mais, nos quadros G, H, |
e J, é possivel obserevar uma estrutura pulmonar mais préxima daquelas obserevadas em Ae B. O
guadro | apresenta infiltradro inflamatorio de forma discreta, ndo sendo comparado com o obserevado
emC,D,EeF.

Aumento 10x Aumento 40x
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5. DISCUSSAO

Os virus influenza representam uma preocupacdo em escala global, uma vez
que sao responsaveis por importantes epidemias e pandemias ao longo da histéria.
Estes virus apresentam capacidade de infectar uma ampla gama de hospedeiros o
que dificulta o controle de sua disseminacéo, tendo em vista as limitacdes para evitar
que essas transferéncias interespécies ocorram (WEBSTER; GOVORKOVA, 2014;
BOUVIER; PALESE, 2008). A marca registrada dos virus influenza é a capacidade de
sofrer rapida variacdo antigénica devido ao acumulo de mutacdes nos sitios de ligacdo
de anticorpos nas proteinas de superficie HA e NA, anulando a ligacdo de alguns
anticorpos, favorecendo o escape da resposta imune pré-existente em humanos e
dificultando a construcdo de uma vacina eficiente que possa alcancar todas essas
variagbes (DUFFY; SHACKELTON; HOLMES, 2008; MCHARDY; ADAMS, 2009;
SHINDE et al., 2009; SMITH et al., 2009; MEDINA; SASTRE, 2011). Desse modo, 0s
estudos se intensificam na busca de novas estratégias vacinais que possam conferir
resposta cruzada por similaridade antigénica nos sitios conserevados do virus
influenza conferindo alta imunogenicidade e que seja capaz de promover resposta
cruzada contra diferentes isolados (NYPAYER; DEHLINHER; CARTER, 2021).

Alguns trabalhos ja investigaram a utilizagcdo de interleucinas como potenciais
adjuvantes vacinais e como tratamento baseado na imunomodulacao, tendo em vista
gue as citocinas sdo moléculas de sinalizacdo celular usadas pelo sistema
imunologico para promover a resposta de outras células (TREGONING; RUSSEL;
KINNEAR, 2018). Neste sentido, a utilizacdo de particulas virais recombinantes
expressando 0 gene de citocinas especificas constituem uma estratégia relevante
para a modulacdo da resposta imune a medida que a citocina é produzida in loco ao
mesmo tempo que a resposta antiviral acontece (YANG et al., 2009).

Diante do exposto, o0 nosso trabalho propés uma analise distinta do que ja foi
realizado em outros estudos, utilizando um virus influenza recombinante que produz
a IL-22 de forma localizada e transitoria. A escolha dessa citocina se deu através de
relatos na literatura que demonstraram o seu envolvimento em diversos aspectos do
sistema imunolégico, na medida em que € um modulador com acéo na preserevacao
de um epitélio intacto. Essa caracteristica faz com que a IL-22 possa ser um fator

importante na protecdo contra a infeccdo bacteriana secundaria, a principal
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complicacéo da infeccao pelo virus influenza (ZENEWICZ et al., 2008; PICKERT et
al., 2009). A abordagem utilizada nesse trabalho consistiu em avaliar o impacto da IL-
22 na imunopatologia da coinfecgdo do virus recombinante com um virus selvagem
replicativo (A/PR/8/34) e coinfecc¢ao do virus recombinante com S. pneumoniae.

Os virus recombinantes utilizados nesse trabalho (Flu-IL22 e Flu-Ct) sao
defectivos para a multiplicacdo, uma vez que, apresentam a NA do virus truncada,
sendo esta, importante para a liberacdo das novas particulas virais formadas. Os virus
Flu-IL22 sdo capazes de infectar as células do hospedeiro e expressar o gene
exdgeno (IL-22), este virus apresenta a caracteristica de infeccbes abortivas, nao
sendo capazes de gerar progénie viral e infectar novas células, uma particularidade
importante no que diz respeito a biosseguranca. Neste contexto, em todos 0s
experimentos que requeriam a multiplicagéo dos virus recombinantes foi adicionada a
neuraminidase exdgena (de Vibrio cholerae) no meio de amplificacdo para suprir a
falta da sialidase viral. Contudo, como obserevado em outros trabalhos do nosso
grupo, a adicdo da neuraminidase exdégena ndo € suficiente para garantir uma
replicacdo eficiente dos constructos com NA viral truncada, de tal forma que os
estoques de virus recombinantes produzidos alcancam titulos infecciosos inferiores
agueles atingidos pelos virus selvagens (MESSIAS, 2019).

Assim sendo, o primeiro passo deste trabalho foi produzir estoques virais com
uma concentracao satisfatéria de particulas recombinantes viaveis, uma etapa
laboriosa que representou uma das grandes dificuldades encontradas neste trabalho.
No intuito de aprimorar este processo foram realizadas adaptacdes no protocolo
experimental, a fim de favorecer uma boa multiplicacdo do virus Flu-IL22, dentre elas
0 ajuste das concentragdes de TPCK e neuraminidase no meio de amplificagéo viral.
Essa etapa é importante uma vez que as ceélulas podem apresentar sensibilidade a
determinadas concentracbes TPCK e neuraminidase, mesmo que essas moléculas
sejam cruciais para uma boa replicacdo dos virus recombinantes em cultura celular
(MESSIAS, 2019). Ademais, é importante que haja um equilibrio entre a capacidade
de ligacdo da hemaglutinina aos seus receptores e a atividade sialidase da
neuraminidase bacteriana. Durante as padronizagcdes foi obserevado que
concentragcdes maiores de TPCK (4ug/mL e 8ug/mL) aumentavam o sofrimento celular
e que as concentracdes mais baixas (lug/mL e 2ug/mL) ndo favoreciam uma boa
replicacédo viral. E no que tange as concentracdes testadas de neuraminidase, nao foi

obserevada grandes diferencas entre as concentracbes 600uU/ml e 1200pU/ml e a
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concentracdo de 300uU/ml foi correlacionada a baixa replicacdo viral. Diante do
exposto, para alcancar o equilibrio entre essas moléculas ficou definido que 3ug/mL
TPCK e 600pU/ml eram as concentracdes ideais para amplificacéo do virus Flu-IL22,
uma vez que favoreceram uma boa multiplicacdo para o preparo dos estoques dos
virus recombinantes, com o minimo de sofrimento celular e particulas defectivas. A
escolha da m.o.i utilizada também é uma etapa crucial para a obtencédo de um bom
estoque viral do virus recombinante, neste trabalho testamos trés m.o.i (0,01; 0,001 e
0,002). A m.o.i de 0,01 n&o favoreceu um bom resultado no que tange o resgate de
particulas virais viaveis, uma vez que ocorre uma multiplicacdo de forma acelerada
refletindo na destruicdo da monocamada celular de forma mais rapida, favorencendo
0 surgimento de particulas virais ndo viaveis, com a perda do incerto. Embora as m.o.i
de 0,001 e 0,002 nédo apresentem grande diferenca entre si, 0s resultados
demonstraram que a m.o.i de 0,002 foi a que mais favoreceu o resgate satisfatério de
particulas virais recombinantes viaveis. Com o intuito de aperfeicoar ainda mais a
amplificacdo viral, foi testada a hipotese de que a adicdo de TPCK (3ug/mL) e
neuraminidase (600uU/ml) 48h apds a infeccdo da monocamada celular poderia
aumentar o titulo infeccioso viral, todavia os resultados obtidos ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos testados. Em suma, apos as padronizacdes
realizadas ficou estabelecido que para o Flu-IL22 as melhores concentracdes de
TPCK e Neuraminidase seriam de 3ug/mL e 600uU/ml, respectivamente, na m.o.i de
0,002.

Esses resultados refletem o delicado equilibrio a ser alcancado entre a
atividade de adsorcéo das particulas virais as moléculas de acido sialico mediadas
pela hemaglutinina e a atividade de sialidase da neuraminidase. De fato, um dos
mecanismos utilizados pelo virus influenza para se tornar resistente as drogas
inibidoras da neuraminidase, tais como o oseltamivir, consiste exatamente na
alteracao da forca de ligacdo da hemaglutinina ao seu receptor, mais especificamente,
diminuindo a sua afinidade pelas moléculas de acido sialico, tornando-as
consequentemente, menos dependente da atividade da neuraminidase (LAMPEJO,
2020). Ademais, em se tratando da infeccdo do trato respiratorio, sabe-se que a
neuraminidase também apresentaria um papel importante nas etapas iniciais da
infeccédo viral, removendo, através de sua atividade sialidase, as camadas de muco
gue revestem o epitélio celular, favorecendo que as particulas virais atinjam as células

do epitélio do trato respiratorio, permitindo a sua infec¢éo (DOU et al., 2018).
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A caracterizacdo genotipica é fundamental para avaliar a estabilidade genética
do virus recombinante, uma vez que, ao longo da replicacdo viral o virus recombinante
pode perder ou sofrer mutacdes em seu inserto heter6logo. Nossos resultados de
PCR e sequenciamento demonstraram que o Flu-IL22 apresenta a estabilidade
genética desejada, essa analise foi realizada em ambos os estoques (ES e ET), a fim
de certificar que durante a multiplicacéo viral em células MDCK para o preparo do ET
0s virus recombinantes ndo tenham sofrido alteracbes no seu inserto heterélogo,
mesmo que o ES j& tenha apresentado uma estabilidade genética. Estes dados
demonstram que apesar da sequéncia da IL-22 ndo ser necessaria para a
multiplicacéo viral, ela pode ser importante para que o segmento truncado da NA seja
corretamente empacotado. A partir da confirmacdo da estabilidade genética, as
andlises seguiram para a caracterizacdo fenotipica do Flu-1L22.

A primeira andlise do fenétipo do nosso virus recombinante Flu-IL22, consistiu
em analisar se nossos estoques (ES e ET) seriam capazes de produzir a IL-22 em
cultura de células MDCK. Essas analises foram realizadas através de ELISA e os
resultados demonstraram que o0 nosso virus recombinante Flu-1L22 produz de forma
satisfatoria a citocina IL-22, essa producdo ocorre a partir da prépria maquinaria da
célula infectada sendo detectada no sobrenadante de cultura celular. Posteriormente,
com a realiza¢do da titulacdo em placa de lise sob agarose, obserevamos que o virus
recombinante Flu-IL22 apresenta placas de lise bem menores quando comparadas
com as placas formadas pelo virus selvagem H1IN1 (A/PR/8/34) e do virus controle
(Flu-Ct), além do seu titulo viral ser 100 vezes inferior (106 PFU/mL) que o virus
selvagem e cerca de 10 vezes menor que o Flu-Ct Apesar dos mecanismos
responsaveis por estes fenoétipos ndo terem sido avaliados, é possivel que a insercéao
de uma sequéncia heterdloga impacte negativamente na replicacdo do segmento da
NA e/ou no processo de empacotamento dos complexos ribonucleoproteicos deste
segmento, durante o processo de brotamento das particulas virais (LI et al., 2021).
N&o obstante, os dados obtidos com nosso constructo e demais virus recombinantes
construidos pelo nosso grupo, demonstraram que os virus influenza recombinantes
carreando citocinas sao surpreendentemente estaveis, ndo apresentando qualquer
tipo de mutacdo ou delecdo da sequéncia heterdloga inserida na NA (dados néo

mostrados).
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A fim de entender mais sobre as caracteristicas do Flu-IL22, foi realizada uma
cinética in vitro através da infeccdo de células MDCK com o virus recombinante, onde
analisamos o titulo infeccioso e a producéo da IL-22 em diferentes tempos (24h; 48h
e 72h). Foi obserevado que o pico de producdo da citocina ocorre em 48h apos a
infeccdo, esse dado é correlacionado ao pico de multiplicacédo viral que atinge o seu
maximo também 48h apdés a infeccdo. No que tange a producéo da citocina, podemos
obserevar que apds o seu pico de 48h ocorre uma queda em quase 50% da sua
concentracdo e voltando em 72h para niveis mais préximos daqueles encontrado em
24h de infeccdo, confirmando que a producdo dessa citocina pelos nossos virus
recombinantes ocorre de forma transitoria, assim como ja foi obserevado em outros

trabalhos do nosso grupo de pesquisa.

Posteriormente, realizamos uma cinética in vivo, a fim de avalizar como seria 0
comportamento do virus recombinante Flu-IL22 em modelo murino. Para a realizacao
de experimentos em modelo murino, vale a pena ressaltar, que 0s Vvirus
recombinantes contruidos em nossos grupos de pesquisa foram previamente testados
por colaboradores no que diz respeito a seguranca da utilizacdo dos virus
recombinantes em animais, os resultados demonstraram que esses virus nao causam
doenca em animais (resultados ndo apresentados). Ademais, as doses dos virus
recombiantes inoculados nos animais também foram previamente padronizadas por
colaboradores. Nossos resultados demonstram que apesar de nao ocorrer um
aumento da carga viral em relacdo ao indculo, ela se manteve estavel durante todo
experimento. Apesar de surpreendentes e discordantes com dados anteriores obtidos
no nosso laboratério, nos quais detectamos uma forte queda da carga viral no tempo
de 48h apos a infeccdo e que ela se torna indetectavel no tempo de 72h apés a
infeccdo, acreditamos que esses resultados possam ser um artefato de técnica. Mais
especificamente, as células do epitélio pulmonar, contendo as particulas virais
agregadas, poderiam estar liberando essas particulas quando o tecido foi macerado
para analise e assim, permitindo a infecgcdo das células em cultivo. Além do mais,
obserevamos que o pico da IL-22 no BALF ocorre em 48h apéds a infec¢cdo. Embora
tenhamos detectado a producéo da IL-22 no BALF dos animais infectados com o virus
Flu-Ct, ela foi significativamente menor do que a aquela detectada no BALF dos
animais inoculados com o virus Flu-IL22, sobretudo no tempo de 72h apds a infeccao.

Esse achado pode ser justificavel pois em se tratando de animais, eles podem
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apresentar alguma infeccao preexistente e/ou podem ter desenvolvido uma resposta
imune ao proprio Flu-Ct. Ademais, a presenca da producdo dessa citocina com a
inoculacao do Flu-Ct ndo ira impactar na avaliacdo do papel imunomodulador do Flu-
IL22, uma vez que esse apresenta concentracdes significativamente maiores em
relacdo aos controles.

Embora a IL-22 nédo esteja associada a complicacfes pela infeccdo do virus
influenza, esse achado se torna relevante, tendo em vista que alguns estudos ja
relataram que a producdo descontrolada dessa citocina favorece a inflamacgao
dérmica e acantose, inflamacdo das vias aéreas induzida por bleomicina, artrite
induzida por colageno e choque de lipopolissacarideos, em parte pelo aumento da
inflamacéo tecidual em conjunto com fatores inflamatorios, como o fator de necrose
tumoral alfa (TNF -a) e IL-17. Além do mais, a presenca prolongada de IL-22 também
pode podendo promover danos teciduais e cancer (SABIHI et al., 2020; IVANOV et
al., 2013). Desta forma a producéo da IL-22 de forma localizada e transitéria, podera
ser importante para garantir os efeitos terapéuticos dessa citocina, sem que haja por
outro lado, os efeitos deletérios da sua producéo sustentada.

De um modo geral, tanto a cinética in vitro quanto in vivo demonstraram que o
nosso virus recombinante Flu-IL22 realiza a producédo da IL-22 de forma satisfatéria,
esses dados nos permitem realizar infecgbes “programadas”, uma vez que sabendo o
pico de producdo dessa citocina podemos realizar a inoculagdo intranasal sabendo
exatamente quando iremos ver o efeito imunomodulatério da IL-22 no contexto de
infeccdo por influenza e S. pneumoniae. Essa carateristica do nosso modelo
experimental se torna um diferencial quando comparada a outros modelos de estudo
que utilizam injecao sistémica da citocina, proteina de fusdo bilateral ou utilizac&o de
proteina de ligagdo (BARTHELEMY et al., 2018; HAN et al., 2021; ABOOD et al.,
2019).

Nesse contexto, foi realizado um ensaio de perda de peso e mortalidade dos
animais coinoculados com os virus recombinantes (Flu-IL22 ou Flu-Ct) com o virus
selvagem H1N1 (A/PR/8/34). Nossos resultados, apés o acompanhamento desses
animais por 21 dias, demonstraram que no contexto de coinfec¢éo do Flu-IL22 com o
virus influenza selvagem H1N1, ndo ocorreu um impacto significativo na recuperacéo
desses animais através da acdo do nosso virus recombinante. O virus influenza é
conhecido por danificar de forma significativa o complexo da juncéo apical das células

epiteliais, que séo criticas para a regulacdo da permeabilidade paracelular e garantir
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regeneracao epitelial das vias aéreas e a integridade da barreira (POCIASK et al.,
2013; KUMAR et al., 2012). Além do mais, trabalhos ja demonstraram que a
expressao de varios genes que codificam fatores envolvidos na juncéo célula-célula e
no reparo/protecdo tecidual foi induzida por IL-22. Em consonancia com isto, 0
tratamento com IL-22 durante a gripe melhorou a funcéo da barreira epitelial-endotelial
pulmonar, avaliada por uma diminuicdo da concentracédo total de proteina nos fluidos
de BALF dos animais tratados (BARTHELEMY et al., 2018). Uma vez que 0 nosso
modelo de estudo apresenta o pico de producdo da citocina IL-22 em 48h apos a
infeccdo (conforme apresentado nas cinéticas in vivo e in vitro), correlacionamos
esses dados com o processo patolégico da infec¢do por influenza, que apresenta o
pico da inflamacdo e sucepstibilidade a infeccdo bacteriana no sétimo dia pés-
infeccdo (BARTHELEMY et al., 2018). Desse modo, a partir dos nossos dados e
relatos na literatura, inferimos que a melhor aplicacdo para o nosso modelo
experimental seria realizar a inoculacao do Flu-1L22 em forma de tratamento, de modo
que o pico de citocina produzida coincida com o pico inflamatério e lesdo pulmonar
ocasionado pelo virus influenza.

Diante do exposto, realizamos uma nova tentativa de avaliar o papel do Flu-
IL22 utilizando outra cepa selvagem do virus influenza (H3N2) a fim de evitar uma
resposta imune ao proprio virus recombinante, uma vez que ele é construido a partir
do virus influenza HIN1l. Desse modo, realizamos o tratamento com o virus
recombinante Flu-IL22 no quarto dia poés-infeccdo com o virus selvagem H3N2
(resultados nao apresentados), todavia, os animais utilizados sucumbiram a infeccéo
pelo virus de subtipo H3N2 utilizado, independente da dose utilizada, vindo a falecer
em torno do quinto/sexto dia pés infeccdo. Uma alternativa a ser futuramente
explorada sera a utilizacdo de um isolado de subtipo H3N2 que seja adaptado a
camundongos e que apresente menor grau de viruléncia, a fim de que possamos
tentar validar a nossa hip6tese. Para tal fim, sera necessario previamente adaptar
esse virus influenza aos camundongos através de sucessivas passagens nesses
animais, haja vista o fato de que o virus influenza ndo € um patogeno natural de
camundongos, apesar de poder ser adaptado a esses animais.

A principal complicacéo relacionada a infec¢ao pelo virus influenza é a infec¢ao
bacteriana secundaria, ocasionada principalmente por Staphylococcus
aureus ou Streptococcus pneumoniae (RYNDA-APPLE; ROBINSON; ALCORN,

2015). Este processo ocorre devido a desregulacdo da resposta imune e danos ao
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revestimento epitelial pulmonar (ABOOD et al., 2019; RYNDA-APPLE; ROBINSON,;
ALCORN, 2015). Apesar da introducéo de antibiéticos para infec¢des bacterianas e
vacinas contra influenza, as mortes por pneumonia bacteriana secundéria continuam
sendo um problema de saude publica (BAKALETZ, 2017). Desse modo, se faz
necessario a procura de vias alternativas para tratamento da gripe a fim de reduzir as
complicacBes ocasionadas por essa infeccdo ou até mesmo para sua prevencao.
Diante do exposto, analisamos o papel imunomodulador da coinfec¢do do nosso virus
recombinante com uma dose subletal de Streptococcus pneumoniae (ATCC 6303).
Nossos resultados demonstraram uma tendéncia de reducéo da contagem bacteriana
no BALF, esses dados corroboram com outros trabalhos ja realizados (IVANOV et al.,
2013; PAGET et al., 2012; KUMAR et al., 2013; POCIASK et al., 2013; BARTHELEMY
etal., 2018; SHABGAH et al., 2017). Vale a pena destacar que a analise da coinfeccao
bacteriana conta com alguns fatores limitantes, tais como (1) a utilizacdo da dose
subletal pode ndo desenvolver pneumonia em todos os animais, uma vez que, a
prépria imunidade inata pode realizar a resolucéo da infec¢éo e (2) a cepa ATCC 6303
do S.s pneumoniae apresenta alta viruléncia, portanto a utilizacdo de doses mais
elevadas para que todos os animais desenvolvam pneumonia pode levar a morte
desses animais. Futuramente, para conseguirmos analisar mais aprofundadamente o
impacto do nosso virus recombinante na coinfeccdo com S. pneumoniae, sera
necessaria a utilizacdo de uma cepa bacteriana mais adaptada a camundongos e

menos virulenta.

Por fim, realizamos andlises histopatolégicas dos pulmbes de animais que
foram coinfectados com os virus recombinantes (Flu-IL22 ou Flu-Ct) e/ou S.
pneumoniae (ATCC 6303). Nossa andlise apresentou a mesma problematica citada
anteriormente, uma vez que nao foram todos animais que evoluiram para pneumonia
bacteriana. Apesar da heterogeneidade dos animais com pneumonia, nos
conseguimos obserevar um mecanismo da imunomodula¢do do virus recombinante
Flu-IL22, uma vez que no grupo (Flu-IL22 + S. pneumoniae) ocorreu maior proporgao
do infiltrado neutrofilico septal e alveolar no parénquima pulmonar, diferentemente do
obserevado nos demais grupos. Embora nédo tenha sido realizado o acompanhamento
desses animais em um tempo superior a 48h para aprofundar as analises a cerca
desse infiltrado inflamatdrio e possiveis outros achados histopatologicos, inferimos

que o infiltrado neutrofilico, neste cenario agudo, representa um mecanismo positivo
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para a depuracao bacteriana. Ademais, esse resultado pode ser correlacionado com
a reducao da contagem bacteriana no BALF durante a coninfec¢do do Flu-IL22 com
S. pneumoniae no mesmo tempo de 48h apds a infeccdo, diferente do obserevado
nos demais grupos de andlise. Sabe-se que os neutrofilos desempenham um papel
crucial no controle da carga de S. penumoniae (AMULIC et al., 2012), uma vez que
desempenham um papel critico na regulacéo da inflamacéo através da producédo de
citocinas que recrutam leucécitos adicionais para o local da infec¢cao (TECCHIO et al.,
2014).

Conforme ja4 foi mencionado, sabe-se que a IL-22 desempenha papéis
fundamentais na defesa do hospedeiro contra microorganismos. Nossos achados
tanto na contagem bacteriana do BALF quanto na histopatologia vao de acordo com
os relatos na literatura, uma vez que trabalhos anteriores ja demonstraram que a IL-
22, trabalhando juntamente com outras citocinas, como a IL-17, possui funcdes
efetora in vivo que séo cruciais para manter a imunidade da mucosa contra patégenos
especificos e incluem a inducdo de proteinas antimicrobianas, recrutamento de
neutroéfilos para locais de invaséo bacteriana e aumento do reparo e manutencéo da
barreira da mucosa estimulando a proliferacdo de células epiteliais e producdo de
proteinas de juncao (LIANG et al., 2006 ; AUJLA et al., 2008 ; ZHENG et al., 2008;
PICKERT et al., 2009). Em outros modelos de estudos envolvendo infeccdes
intestinais, também foi constatado que a IL-22 promove o recrutamento de neutréfilos
em resposta a Infeccdo por Salmonella entérica, atraves da IL-23 que estimula a
producdo dessa citocina através das células T da mucosa intestinal (GODINEZ et
al., 2009). Coletivamente nossos dados demonstraram que o Flu-IL22 tende a
apresentar um papel importante na imunomodulacdo durante a coinfecgdo com S.
pneumoniae, para aperfeicoar as nossas analises e aprofundar os estudos a cerca
desse virus recombinante, se faz necessario adaptacdes das cepas virais e bacteriana

utilizadas.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho contribuiu para conhecimento cientifico acerca do papel da
IL-22 durante a infecgdo por influenza e S. pneumoniae, atraves da utilizacdo de um
virus influenza recombinante, que utiliza a prépria maquinaria da célula infectada para
realizar a producao dessa citocina. A estratégia de utilizar o virus recombinante é um
diferencial, uma vez que a producdo da citocina ocorre de forma localizada e
transitéria representando uma abordagem diferente das encontradas na literatura para
a andlise de citocinas em modelo murino. A construcéo e caracterizagdo do Flu-1L22
apresentou estabilidade genética do inserto heterdlogo, significativa producéo da IL-
22 tanto in vitro quanto in vivo, além de ter alcancado um bom titulo infeccioso.
Ademais, a cinética realizada em células MDCK bem como em modelo murino
demonstraram que tanto o pico de producao da IL-22 quanto o do titulo infeccioso do
Flu-IL22 ocorre em 48h apés a infeccdo, reafirmando que a producdo da citocina
ocorre de forma transitoria, caracterizando o diferencial do nosso modelo de estudo.
Além do mais, foi obserevado que a administracao intranasal do Flu-IL22 no contexto
de coinfec¢do com o virus influenza selvagem H1N1 (A/PR/8/34) nao apresentou
impacto na perda de peso dos animais, esse resultado pode estar correlacionado ao
fato de que no tempo de 48h apd6s a infeccdo, momento em que ocorre 0 pico de
producao da IL-22, essa citocina ndo apresenta efeitos protetores para a recuperagao
desses animais. Em contrapartida, o principal achado estéa relacionado a coinfeccao
entre o Flu-IL22 e S. pneumoniae (ATCC6303) que apresentou uma tendéncia na
reducdo da contagem bacteriana quando comparado aos demais grupos de andlise,
esse dado vai de acordo ao encontrado na literatura, representando um ponto positivo
para 0 nosso modelo experimental. Ademais, nossas analises histopatoldgicas
demonstraram que o0 grupo coinfectado com o virus recombinante Flu-IL22 e S.
pneumoniae (ATCC6303) apresentaram maior infiltrado neutrofilico septal e aoveolar
em comparagcao com 0s demais grupos, esse resultado pode representar um dos
mecanismos imunomodulatérios do virus Flu-IL22 para a reducdo da contagem
bacteriana pulmonar, uma vez que os neutrofilos sdo cruciais para a depuracao
bacteriana. Em suma, esses foram 0s primeiros passos para posterior
aprofundamento nos mecanismos imunomodulatérios induzidos pelo virus

recombinante Flu-IL22 durante a infec¢éo por influenza e S. pneumoniae.
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7. PERSPECTIVAS

Como perspectivas deste trabalho temos a adaptacdo em modelo murino de
novas cepas de influenza selvagem (H3N2) e S. pneumoniae (ATCC6303), de modo
gue fiqguem menos virulentas, possibilitanto que os animais desenvolvam a doenca de
forma homogénea sem sucumbir a infeccdo. Além disso, sera realizada as
padronizacdes de protocolos de tratamento com o Flu-IL22 de modo que possamos
correlacionar o pico de producdo da citocina IL-22 com momentos cruciais de pior
prognéstico das infecgdes por influenza e S. pneumoniae, para assim analisar o seu
papel imunomodulador durante essas infec¢des. Por fim, apos essas adaptacbes e
padronizacdes, poderemos seguir para analises aprofundadas dos mecanismos
imunomodulatérios realizados pelo virus recombinante Flu-IL22 no que tange a
atracdo de neutrofilos para o sitio de infeccdo, mediadores e células imunol6gicos

envolvidos nessa imunomodulagéo.
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Cartificamos que o protocolo (P-29/20.2), intitulado "Utilizacio de virus influenza
recombinantes carreando os genes das citocinas 1L-22 e 1L-17A como ferramentas para
avaliar seu papel imunomodulador durante a infecgio pelo viros influenza A e infecgio
secundiria pelo Streprococens prewmoniae”, sob a responsabilidade de ALEXANDRE DE
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