ESTUDO DO PAPEL DAS REDES
EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS

PROPESQ
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INTRODUCAO

A bronquiolite aguda é a doenca respiratdria mais frequente em criancas
nos primeiros anos de vida. Aproximadamente 30 em cada 1000
criancas hospitalizam por bronquiolites em todo o mundo (Stein, 2008).
A infeccao por RSV (do inglés Respiratory Syncytial Virus, ou, Virus
Sincicial Respiratorio) € a principal causa da bronquiolite viral e da
pneumonia em todo o mundo, infectando acima de 50% das criancas no
primeiros ano de vida e cerca de 100% das criancas de até trés anos de
idade (Mejias, et al., 2005). A Organizacao Mundial da Saude (OMS)
estima que ocorram a cada ano, em todo o mundo, 4 milhGes de mortes
de criancas abaixo dos 5 anos de idade por infeccao respiratoria
causada por RSV (Garenne, et al., 1992). O RSV €& um virus
envelopado, com RNA fita simples negativa e codifica 11 proteinas,
entre elas a proteina de fusédo (F), caracterizada por mediar a fuséo
entre o virus e a superficie da ceélula-alvo, promovendo a formacao do
sincicio (Bueno, et al., 2008).. As Redes Extracelulares de Neutrofilos
(NETs) sao formadas pela liberacdo do conteudo nuclear dos neutrofilos
no espaco extracelular. Elas sao fundamentais para Iimpedir a
disseminacdo de microrganismos, que Ssao mortos pelas proteinas
antimicrobianas gue ficam ancoradas nas redes de DNA, como elastase
e mieloperoxidase (Papayannopoulos e Zychlinsky, 2009).

METODOLOGIA

Neutrofilos humanos foram purificados do sangue periférico de doadores
voluntarios sadios e estimulados (2x10%/mL) com a proteina F (1pg/mL),
LPS (100ng/mL), PMA (25nM) ou somente meio por 3h a 37°C em
atmosfera de 5% de CO2. Apods esse periodo, as células foram fixadas
com paraformaldeido 4% e coradas com Hoechst 33342 (1:2000). As
Imagens foram avaliadas em microscopio de fluorescéncia. As NETs
também foram quantificadas nos sobrenadantes das culturas usando o Kit
Quant-iT dsDNA HS (Invitrogen), seguindo as instrucoes do fabricante.
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Fig. 1. A proteina de Fusao do RSV é capaz de induzir a formacao de NETs.
Neutréfilos Humanos (2 x 10%/300 pL) foram estimulados com meio de cultura (A), LPS
(100 ng/mL) (B), PMA (100 nM) (C) ou proteina F do RSV (1 pg/mL) (D) por 3 h a 37°C
com 5% CO,. Ceélulas foram entdo fixadas e coradas com Hoechst 33342 (1:2000).
Imagens foram obtidas atraves de um microscopio de fluorescéncia. (E) Neutrofilos (2 x
10%/mL) foram estimulados como descrito acima por 1h a 37°C com 5% CO..
Posteriomente, enzimas de restricao foram adicionadas a cultura, que foram mantidas por
2h a 37°C com 5% CO,. A formagao de NETs foi quantificada no sobrenadante da cultura
usando o Kit Quant-iT dsDNA HS. **p<0.01; ***p<0.001 comparado com o controle
negativo (CN).
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Fig. 2. A proteina de F do RSV induz a *
producao de NETs de uma maneira
dependende de concentracao. Neutrofilos
humanos (2 x 10%/mL) foram estimulados
com a proteina F do RSV (0,1 — 5 pg/mL) ou
PMA (100 nM) por 1h a 37°C com 5% CO..
Posteriomente, enzimas de restricao foram
adicionadas a cultura, que foram mantidas
por 2h a 37°C com 5% CO,. A formacao de
NETs foi quantificada usando o Kit Quant-iT
dsDNA. *p<0.05 comparado com o controle
negativo (CN).
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Fig. 3. Efeito do tratamento com Polimixina B ou Dnase na formacao de NETs
induzidas pela proteina F do RSV. Neutréfilos humanos (2 x 10%mL) foram
estimulados com a proteina F do RSV (1 pg/mL) (A) na presenca ou na auséncia de
Polimixina B (Pmx B, 1 pg/mL). Também foram tratados ou com LPS (100 ng/mL) (B)
ou proteina F (1 pg/mL) na presenca ou auséncia de Dnase-1 (100U/mL) por 1h a
37°C com 5% CO,. Posteriomente, enzimas de restricdo foram adicionadas a
cultura, que foram mantidas por 2h a 37°C com 5% CO,. A formac&do de NETs foi
guantificada no sobrenadante da cultura usando o Kit Quant-iT dsDNA. *p<0.05
comparado com controle negativo (CN); #p<0.05 comparado com o tratamento
somente com LPS ou proteina F.

CONCLUSAO

Esses resultados indicam que a proteina F do RSV é capaz de induzir
a producao de NETs. Avaliaremos futuramente o papel do receptor
TLR-4 na formacéo das NETs induzida por esta proteina. O excesso
da producao de NETs nos pulmoes de criancas com bronquiolite viral
causada por RSV pode acabar piorando a patologia, ja que o DNA das
armadilhas pode causar dano tecidual, juntamente com as proteases
presentes nas NETSs.
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