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RESUMO

Infeccbes do trato respiratorio sdo importante problema da salde publica
mundial causando as doengas mais comuns em seres humanos. Muitos
microorganismos estéo implicados nessas infec¢des, mas 0s virus e as bactérias sao
0s patdégenos mais frequentemente associados. Dentre as infeccbes do trato
respiratério, destaca-se o resfriado comum, como a doenca infecciosa que mais
acomete seres humanos. Apesar de ser considerada uma doenca autolimitada e de
baixo risco, o resfriado comum é responsavel por altos custos econémicos e de
qualidade de vida, especialmente nos extremos etarios. O resfriado comum pode ser
causado por um grupo heterogéneo de virus, mas tem como principal agente
etioldgico o rinovirus humano (HRV). As interagdes entre virus e bactérias na
patogénese das infeccbes do trato respiratério ja foram extensamente discutidas na
literatura, e dentre os mecanismos virais que favorecem infeccbes bacterianas
posteriores destacam-se as alteracdes epiteliais induzidas pelos virus, o aumento da
expressao de receptores de superficie utilizados durante o processo de aderéncia e
internalizacdo bacteriana, e a capacidade de modular o sistema imunolégico do
hospedeiro, comprometendo as respostas imunes. O HRV, como tantos outros
microorganismos, possui mecanismos que visam evadir o sistema imunoldgico para
assim alcancar o objetivo de se replicar e se disseminar. Apesar desses mecanismos
favorecerem infeccdes bacterianas subsequentes de uma maneira geral, estudos
demonstram existir uma associacdo entre infeccdes pelo rinovirus humano e
infeccOes bacterianas subsequentes causadas por S. pneumoniae, o principal agente
etiolégico associado aos quadros de pneumonia adquirida na comunidade. O presente
estudo teve como objetivo avaliar a literatura cientifica disponivel a fim de propor
associacfes entre as alteracfes imunolégicos induzidas pelo HRV e o0 aumento da
susceptibilidade a infeccdo pneumocécica em especial. Através dessa analise
identificamos que a capacidade do rinovirus humano de alterar as fun¢gfes acessorias
de células do sistema imune, de interferir nas vias de sinalizagdo que resultam na
producéo de interferons do tipo | e de aumentar a expresséo de receptores do fator
de agregacao plaquetéria sdo provaveis mecanismos implicados no favorecimento

das infecc¢des por S. pneumoniae.

Palavras-chave: Rinovirus, Streptococcus pneumoniae, co-infec¢ao



ABSTRACT

Respiratory tract infections are a major problem on public health worldwide,
causing the most common diseases in human beings. Many microorganisms are
involved in these infections, but viruses and bacterias are the pathogens most
frequently associated. Among the respiratory tract infections, the common cold stands
out, the most common infectious disease in human beings. In spite of being considered
an auto limited and a low-risk disease, the common cold is responsible for high
economic and life quality costs, especially on age extremes. A heterogeneous group
of viruses may cause the common cold, but it has, as it's mainly etiological agent the
human rhinovirus (HRV). The interactions between viruses and bacterias on the
pathogenesis of respiratory tract infections has already been extensively discussed in
literature, and among the viral mechanisms that favour subsequent bacterial infections
the epithelial alterations induced by the viruses, the upregulation of surface receptors
utilized by bacterias during their adherence and internalization processes, and the
capacity to modulate the host’s immune system, compromising the immune responses,
stands out. The HRYV, like many others microorganisms, possess mechanisms that
intends to evade the immune system, so it can achieve its aim of replication and
spread. Although these mechanisms favour subsequent bacterial infections in general,
studies demonstrate the existence of an association between infections caused by
human rhinovirus and subsequent bacterial infection caused by Streptococcus
pneumoniae, the mainly etiological agent associated to cases of community-acquired
pneumonia. The aim of this study was to evaluate the available scientific literature in
order to propose which mechanisms the HRV possess that favour pneumococcal
infection in particular. Through this evaluation we identified that the capacity of the
human rhinovirus in altering the accessory functions of the immune system cells, the
disrupting of the pathways that results in the production of type | interferons, and the
up-regulation of the expression of PAF-R, are the mechanisms that most likely

positively affects S. pneumoniae infections.

Keywords: Rhinovirus, Streptococcus pneumoniae, coinfection
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13
1 - INTRODUCAO
1.1 — Infec¢Bes do Trato Respiratorio

InfeccBes do Trato Respiratério causam as doencas mais comuns em seres
humanos (FENDRICK et al., 2003). Todas as classes de microrganismos, incluindo
virus, bactérias, fungos, parasitas e protozoarios tem a capacidade de infectar o trato
respiratorio, mas apenas certos virus e bactérias sdo considerados causas comuns.
Os mesmos agentes causam infec¢des ao redor do mundo, e a incidéncia total de
infecgbes respiratorias é similar nas diversas regifes. No entanto, a severidade
dessas infeccdes € largamente maior em criangas de paises em desenvolvimento,
especialmente em funcao dos fatores de risco elevados que esses paises
apresentam (DENNY, 1995). Os virus sdo os principais agentes infecciosos
envolvidos nas infec¢des do trato respiratorio superior, com menos de 10% dos
casos sendo causados por bactérias (DENNY, 1995).

Virus respiratorios tais como o rinovirus humano (HRV-A, B e C), o virus
sincicial respiratorio humano (HRSV-A e B), os virus influenza (FIuA, B e C), os virus
parainfluenza (PIV-1, 2, 3, 4A e 4B), os coronavirus humano (229E, HKU1, NL63 e
0C43), os adenovirus (AdV), o Bocavirus humano (Boca; HBoV), os poliomavirus (KI
e WU) e, mais recentemente, o metapneumovirus humano (hMPV), sdo plenamente
reconhecidos como agentes causais de infec¢des do trato respiratorio (ESSA et al.,
2015).

Em paises desenvolvidos ou industrializados, infeccfes dos tratos respiratorios
superior e inferior sdo importantes causas de incapacitacdo e de afastamento tanto
de escolas e quanto de ambientes de trabalho, tendo, no entanto, poucos casos de
fatalidade em individuos imunocompetentes, com excecdo de epidemias causadas
pelo virus influenza e infeccBes pelo virus respiratorio sincicial humano (HRSV)
(SANTOS, 2015). Nos paises em desenvolvimento, o mesmo cenario de
incapacitacédo e absentismo se repete, no entanto, as infec¢des do trato respiratério
nesses paises configuram a principal causa de morte de criangas com menos de cinco
anos de idade (DENNY, 1995), contribuindo com cerca de 4,5 milhdes de mortes por
ano (SANTOS, 2015). Nos Estados Unidos da América, as infec¢cdes causadas pelo
rinovirus humano, principal agente causal do resfriado comum e causa mais comum

de doencas agudas do trato respiratorio, € associado com pelo menos 5
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hospitalizagbes dentre 1000, em criangas até cinco anos de idade (RUUSKANEN;
WARIS; RAMILO, 2013). Em paises em desenvolvimento, os agentes virais sao
identificados em cerca de 3 a 40% dos quadros de infec¢cao respiratoria, e contribuem
com cerca de 6 a 21% dos 0Obitos causados por essas infecgcdes (SANTOS, 2015).

Dados de 2002, sugeriam que nos Estados Unidos da América, 0s custos
diretos e indiretos com infec¢fes do trato respiratério alcangavam o valor de cerca 25
bilhbes de ddlares. (BERTINO, 2002). Estudos posteriores apresentam estimativas
ainda mais alarmantes onde, devido as infec¢ces virais do trato respiratorio nédo
relacionadas ao virus influenza, a maior parte delas causadas pelos rinovirus, sdo
gastos cerca de 40 bilhdes de ddlares por ano nos Estados Unidos, dos quais mais
de 20 bilhdes apenas pelas perdas de dias de trabalho (FENDRICK et al., 2003). Outro
estudo realizado em 2003 estimou que o gasto total em medicamentos para o resfriado
comum nos Estados Unidos ja ultrapassava o montante de 4 bilhdes de ddlares, sendo
cerca de 1,1 bilhdo de dolares gastos apenas em prescricdes inapropriadas de
antibioticos (GERN, 2010).

Dados coletados entre os anos de 2006 e 2012 em diversas regides do territorio
brasileiro informam a percentagem média de circulacdo de diversos virus respiratérios
causadores de quadros tais como os de gripe, resfriado, faringite, bronquite,
bronqueolite e pneumonia. Os trés mais circulantes sdo o HRSV, contribuindo com
24,3%, o rinovirus humano, com 20,1% e o metapneumovirus humano (HMPV) com
cerca de 9,8% de circulagdo média (SANTOS, 2015).

InfeccBes agudas do trato respiratério sdo um problema maior para os mais
jovens e os idosos. Todas as infeccBes respiratérias sdo mais frequentes e mais
graves em criangas, como indicado por um envolvimento mais frequente do trato
respiratério inferior. A severidade dessas infec¢cdes em idosos também caracteriza um
sério problema, visto que essas infeccfes sdo uma das principais causas de

morbidade e 6bito nessa parcela da populacdo (DENNY, 1995).
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1.2 = O resfriado comum

O resfriado comum, condicdo identificada na Classificagdo Internacional de
Doengcas como Infeccdo Aguda do Trato Respiratério Superior, e mais
especificamente como nasofaringite aguda (CID 10 J0O0), é a mais frequente doenca
infecciosa a acometer seres humanos (WAT, 2004)

O resfriado comum €&, no entanto, um grupo heterogéneo de doencas causadas
por uma numerosa quantidade de virus que pertencem a diversas familias
(HEIKKINEN; JARVINEN, 2003), e que é caracterizado por manifesta¢des clinicas
nao-especificas que incluem dor de garganta, tosse, espirros, rinorréia, estado febril,
mal-estar, dor de cabeca, mialgia, entre outros (TURNER, 1997; HENDLEY, 1998;
MACKAY, 2008; MILLER; MACKAY, 2013; SANTOS, 2015). Vale destacar ainda, que
nenhum desses sintomas é patognomdonico para os virus causadores do resfriado
comum, cabendo aos diagnosticos laboratoriais a definicdo e confirmacdo da

presenca do agente causal do quadro (MACKAY, 2008) .

Resfriados ocorrem com grande frequéncia durante toda a infancia e toda a
vida adulta. Um dos aspectos que influéncia largamente essa frequéncia é o amplo
namero de virus que podem gerar o quadro de resfriado comum e a capacidade destes

em promover uma imunidade duradoura.

Alguns dos virus causadores do resfriado comum sdo capazes de infectar um
individuo repetidas vezes, sem gerar imunidade a posteriores reinfeccbes, enquanto
outros possuem a capacidade de infectar o individuo uma unica vez, gerando, no
entanto, uma resposta imune que é sorotipo-especifica, onde cada sorotipo do virus

é capaz de infectar o mesmo individuo pelo menos uma vez.

Virus como o HRSV, o parainfluenza e o coronavirus, tipicamente néao
produzem imunidade pos-infecgcdo, o que por sua vez possibilita que infeccbes
sintomaticas por esses agentes possam ocorrer ano ap0s ano. Ja as infeccoes
causadas pelo rinovirus humano, por adenovirus e por influenza usualmente
produzem imunidade sorotipo-especifica a longo prazo. Apesar de gerar imunidade, é
importante notar que em fungéo do grande nimero de sorotipos que cada um desses
virus possui (o rinovirus humano possui, por exemplo, 160 sorotipos descritos

atualmente (SANTOS, 2015)) é possivel que um individuo passe por 4 resfriados por
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ano, durante um periodo de 50 anos, sem enfrentar uma reinfec¢do causada por um

sorotipo ao qual foi previamente exposto (HENDLEY, 1998)

A evolucdo do quadro do resfriado comum é diferente em recém-nascidos e
criancas em idade pré-escolar, quando comparada com individuos adultos. Febre &
um sintoma bastante atipico em um individuo adulto, sendo, no entanto, bastante
presente durante os primeiros 3 dias de resfriado em criangas com idade pré-escolar.
A congestdo nasal e irritacdo na garganta também sdo prontamente percebidas por
individuos adultos, mas sao tipicamente ignorados em criancas com idade pré-
escolar. O comprometimento nasal costuma ser observado apenas quando a crianca
apresenta uma mudanca ou surgimento de secrec¢do nasal. (HENDLEY, 1998). Por
fim, a sintomatologia do resfriado costuma durar menos de uma semana em adultos,
podendo, no entanto, durar até cerca de 12 a 14 dias, enquanto em recém-nascidos
e criancas em idade pré-escolar o quadro tipicamente se estende por cerca de 10 a
14 dias (HENDLEY, 1998; SANTOS, 2015).

O rinovirus humano em conjunto com outros virus que compde a familia
Picornaviridae sdo a causa mais comum de doencas virais ao redor do mundo
(ROTBART; HAYDEN, 2000) sendo a causa mais comum de resfriado comum,
(MACKAY, 2008) contribuindo com pelo menos metade dos quadros com esta
manifestacao clinica (STAUNTON et al., 1989). Aos dois anos de idade, cerca de 90%
das criancas ja vai ter enfrentado pelo menos uma infeccédo causada pelo rinovirus
humano (RUUSKANEN; WARIS; RAMILO, 2013). Os virus influenza, parainfluenza e
adenovirus podem causar sintomas semelhantes aos dos resfriados comuns,
causando, contudo, associado a esse quadro, sintomas sistémicos ou préprios do
trato respiratdrio inferior em adicdo aos sintomas nasais caracteristicos dos resfriados
(TURNER, 1997).

Estima-se que a sindrome do resfriado comum resulta isoladamente em cerca
de 20 milhdes de dias de auséncia nos trabalhos e cerca de 22 milhdes de dias de
auséncia em escolas (HEIKKINEN; JARVINEN, 2003) (ADAMS; HENDERSHOT;
MARANO, 1999) (BERTINO, 2002) (FENDRICK et al., 2003)

Um estudo conduzido na Europa levantou dados que revelaram que, na Suécia,

uma media de 5,1 dias de trabalho séo perdidos, com um custo total de € 653 por



17

pessoa anualmente em decorréncia de resfriado comum e rinite alérgica. (HELLGREN
et al., 2010).

Mesmo sendo o principal causador de uma manifestacdo clinica de tao alta
incidéncia, o rinovirus humano foi continuamente subestimado. Ao final do século 20,
cientistas haviam caracterizado dezenas de sorotipos, que pertenciam a duas grandes
linhagens, conhecidas como HRV-A e HRV-B. Em 2006, no entanto, os cientistas lan
Lipkin e Thomas Briese da Universidade de Columbia, ao procurar a causa de
sintomas semelhantes ao da gripe em nova-iorquinos que nao estavam infectados
pelo virus influenza, encontraram um sorotipo de rinovirus humano que nao estava
estreitamente relacionado a nenhuma das duas linhagens caracterizadas,
identificando assim a linhagem HRV-C. Desde entdo o HRV-C foi encontrado em
diversas regiées do mundo, com parcas variacfes genéticas entre si, 0 que sugere,
em funcéo dessa aparente uniformidade, que esta linhagem surgiu ha poucos séculos
e logo se espalhou pelo mundo (ZIMMER, 2015a).

Também é evidente que com a descoberta do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) em 1984, a caracterizacao e atencéo ao rinovirus humano (HRV) tenha
diminuido. Dificilmente o resfriado comum poderia ocupar o0 espagco emergencial que
a AIDS e seus profundos impactos abriram na pesquisa. No entanto, a emergéncia do
coronavirus responsavel pela sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) em
2003, (MARRA, 2003), bem como a isolamento do metapneumovirus humano
(FALSEY, 2008), podem novamente ter atraido a atencdo mundial para a pesquisa

dos virus respiratérios.

O tipo de manejo dos resfriados comuns, e consequentemente das infeccées
causadas pelo rinovirus humano, sugere uma polarizacdo de comportamentos. Em
funcd@o do seu carater auto resolutivo e da percepcdo de que o resfriado comum é
uma condicdo supostamente indcua, muitos individuos afetados pela doenca, ou
responsaveis por outros individuos afetados, negligenciam a condicéo,
menosprezando o real impacto que essa doenca pode ter na nossa saude. No outro
extremo, encontramos dados que demonstram que o rinovirus humano é a causa mais
comum para prescricdo equivocada de antibidticos para tratar doencas do trato
respiratério; mais comum do que as proprias infec¢des bacterianas, contra as quais o
tratamento seria, de fato, efetivo (GONZALES et al., 2001; KENEALY; ARROLL,;
KENEALY, 2013)
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1.3 = Rinovirus Humano (HRV)

O rinovirus humano (previamente chamado coryzavirus, ECHO 28-rhinovirus-
coryzavirus (ERCs), murisivirus, virus enterovirus-like, agentes da secre¢do nasal e
Salisbury strains) € um pequeno virus, ndo-envelopado, estavel em éter, com material
genético de RNA, e que, em funcdo dessas caracteristicas, € incluido no grupo dos
Picornavirus, assim como o poliovirus, agente causador da poliomielite, e o aftovirus
(FMDV), agente causador da febre aftosa em gado. Os HRV sao o maior grupo de
virus da familia Picornaviridae (‘pico’ = espanhol para pequeno, ‘rna’ = genoma
baseado em acido ribonucleico) e a principal causa de doencas leves do trato
respiratorio superior de humanos. (ISOLATION; PHYSICAL, 1972).

A particula viral do HRV mede de 20 a 30 nm, possui nucleocapsideo com
simetria icosaédrica composto de subunidade proteicas formando 60 capsémeros,
cada um destes capsémeros sendo composto pelas proteinas VP1 (34-36 kDa), VP2
(27-30 kDa), VP3 (24-28 kDa) e VP4 (7 kDa) (SANTOS, 2015). O peso molecular do
rinovirus 14 (HRV-B) foi calculado por McGregor & Mayor a partir de sua taxa de
sedimentacao de 158 x 107-13 cm/seq, de seu coeficiente de difuséo de 1,.71 x 10/-
7 cm”2/seg em diluicdo infinita, e do volume parcial especifico de 0.682 cm”3/g. como
tendo um valor estimado de 7,1 x 1076 Daltons (ISOLATION; PHYSICAL, 1972)

Na superficie do rinovirion, especificamente no capsideo viral, localiza-se uma
depressao denominada “canion”. Este canion é formado a partir da juncdo entre as
proteinas VP1, VP2 e VP3, e localiza-se acima de uma regido denominada pocket
factor, porcao viral responsavel pela ligacdo aos receptores expressos nas células do
hospedeiro. As bordas do cénion restringem a entrada da porgéao Fab dos anticorpos,
provendo uma espécie de protecdo ao pocket factor e assegurando o contato da
particula viral com o receptor celular do hospedeiro, responsavel pela
desestabilizacdo do capsideo que inicia o processo de desnudamento viral, essencial
ao processo infeccioso e a replicagao viral (MACKAY, 2008).

O genoma do HRYV é constituido de RNA linear de fita simples, de polaridade
positiva e ndo segmentado, que € traduzido apds entrada na célula. A proteina
estrutural VP4 é o elemento de conexdo entre o capsideo e o RNA viral (RNAv).
(KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006; SANTOS, 2015). A poliproteina viral &
dividida em trés regides: a regido P1 que é responsavel pela codificacao das proteinas
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estruturais VP1, VP2, VP3 e VP4, e as regides P2 e P3, que incluem as proteinas
2APro, 2B, 2C, 3A, 3B (VPg), 3CPro e 3DPol. As proteases virais sdo responsaveis
pela clivagem da poliproteina viral em proteinas estruturais bem como de precursores
proteicos envolvidos no processo de replicacéo do virus (KIRCHBERGER; MAJDIC;
STOCKL, 2006)

O rinovirus humano é notavelmente simples, e ainda assim, possui informacgéo
genética o bastante para permitir a invasdo do corpo humano, a evasao da resposta
imune e a producao e propagacao de novas particulas virais para novos hospedeiros.
(ZIMMER, 2015a) Estima-se que cada ser humano passe ou ja passou, em meédia,
cerca de um ano de sua vida doente em funcéo de infec¢cdes causadas ou agravadas
pelo rinovirus humano. O rinovirus humano €, em outras palavras, um dos mais bem
sucedidos virus. (ZIMMER, 2015a)

Existem cerca de 160 tipos sorolégicos de HRVs descritos atualmente, que séo
por sua vez distribuidos em trés espécies: Rhinovirus A, B e C (SANTOS, 2015). O
critério de divisdo dos rinovirus em espécies segue um padrdo baseado em critérios
genéticos e fatores biolégicos, como padrdo de processamento proteolitico,
replicacdo, encapsidacdo, recombinacdo e, em especial, os tipos celulares que
infectam no hospedeiro e o receptor que utilizam na interacdo da particula viral com a
célula do hospedeiro (MILLER; MACKAY, 2013). Inicialmente, a divisdo proposta
apresentava dois grupos de HRVs: um grupo majoritario, que interage com o dominio
amino-terminal da molécula de adesao intercelular de 90 kDa (ICAM-1; CD54)
(STAUNTON et al., 1989; MACKAY, 2008), e um grupo minoritario, que utiliza um
receptor membro da familia das Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDLR).
Com a descoberta do HRV-C, uma nova organizagao foi proposta. Atualmente, os
HRVs sdo agrupados em HRV-A e B quando utilizam como receptor para mediar a
ligagéo e a replicagao viral o ICAM-1 (do inglés: Intercellular Adhesion Molecule 1)
(STAUNTON et al., 1989), e especialmente para alguns sorotipos, o LDLR (do inglés

Low-Density Lipoprotein (LDL) Receptor), e em HRV-C quando utilizam a proteina
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CDHR3 (Cadherin-related family member 3) (BOCHKOV; GERN, 2016).

Fiaura 1 — Esauema de interacdo entre HRV e enitélio do hosnedeiro

HUMAN RHINOVIRUSES

MINOR GROUP

MAJOR GROUP

d T \1-. f 1& Epithelial cells of the airways

Adaptado de: Fred Adler, “Catching the Cold”. Disponivel em: <http://www.the-
scientist.com/articleNo/34189/title/Catching-the-Cold/>

Em 2014, Nakagome e colaboradores, descreveram que 0S representantes
sorologicos que compde as espécies A e C seriam “mais infecciosos” quando
comparados com 0s sorotipos agrupados na espécie B. Isso se daria em funcao dos
HRV-A e HRV-C replicarem-se em maior quantidade e em maior velocidade do que
os HRV-B. A partir desses achados inferiu-se que os representantes da espécie B
originariam menor resposta das células que infectam, estimulando uma menor

producao de citocinas e quimiocinas (NAKAGOME et al., 2014).

Andries e colaboradores (1990) também propuseram a existéncia de uma
super-representacao dos HRV-A em infecc¢des respiratérias sintomaticas, atribuindo a
essa espécie um papel mais frequente no desenvolvimento de doencas, mas destacou
gue isso também poderia ser atribuido ao maior nimero de sorotipos que essa espécie
possui em relacdo as outras. Um achado mais prético frente a essa questao foi o de
Hendley e colaboradores, (1972), que verificaram que um menor indculo de HRV-39
(HRV-A) era necessario para infectar voluntarios adultos livres de anticorpos sorotipo-
especificos, quando comparado com o HRV-14 (HRV-B). Os HRV-C sao responsaveis
por uma grande proporcédo de doencas positivamente testadas para rinovirus, mas
podem ter sido historicamente subestimados em funcdo de sO existirem até entdo
testes que eram estritamente direcionados a deteccdo de HRV-A e HRV-B (ANDRIES
et al., 1990; MILLER; MACKAY, 2013).
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O método mais indicado para deteccédo do HRV é o RT-PCR, em funcado de sua
rapidez, facilidade em ser executado, da sua maior sensibilidade quando comparado
com os métodos de deteccdo por cultivo e por possibilitar a deteccdo do HRV-C
(RUUSKANEN; WARIS; RAMILO, 2013), espécie ainda nado isolada através de

métodos de cultivo aplicaveis as outras duas.

Os rinovirus sdo prontamente inativados em pH &cido (3 — 5), porém sé&o
resistentes a éter. Possuem termolabilidade a 50°C por 30 minutos, e perdem sua
infecciosidade quando expostos a formol, luz UV, dessecacgao, agentes oxidantes e
quando séo cultivados em culturas celulares acrescidas de pigmentos heterociclicos

e sao posteriormente expostos a luz fluorescente.

Estes virus multiplicam-se regularmente em células humanas dipléides, como
HEK (rim embrionario) e WI-38 (pulméo embrionério) ou heteroploides (HelLa), a uma
temperatura 6tima de 33°C, distinguindo-se entdo dos enterovirus, cujas infeccoes
também podem causar sintomas respiratérios e que replicam-se otimamente em

culturas primarias de rim de macaco (MK) a 37°C.

Apesar de possuir uma janela entre 33°C e 35°C de temperatura onde sua
replicacdo é considerada 6tima, diferente do que se acreditava previamente, é
crescente o numero de evidéncias que indicam que o rinovirus humano consegue se
replicar em temperaturas como a da cavidade abdominal. Tais observacdes
aumentam as especulacdes sobre o papel do HRV em infeccBes do trato respiratério
inferior e em quadros de pneumonia adquirida na comunidade e exacerbacdes de

doencas pulmonares (JENNINGS et al., 2008)

A transmissdo dos virus respiratérios causadores de resfriado se da de uma
(ou mais) dentre trés formas. Pequenas particulas de aerossois (<5 um de diametro),
geralmente produzidas durante o ato de tossir, podem permanecer suspensas no ar
por cerca de uma hora e resultar em infecgcdo quando inaladas, enquanto grandes
particulas de aerossois (10> um de diametro) viagjam menos do que um metro e
infectam outros individuos quando entram em contato com mucosa nhasal ou
conjuntiva. Outra possibilidade de infeccdo ocorre quando méos contaminadas com
secre¢des contendo virus entram em contato direto com as mucosas conjuntiva e

nasal (HENDLEY, 1998). A transmisséo especifica do HRV se da principalmente no
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contato pessoa a pessoa por intermédio da inalacdo de pequenas particulas de
aerossois suspensas no ambiente, ou através de fomites (qualquer objeto inanimado
ou substancia capaz de reter, absorver e transportar agentes contagiantes ou
infecciosos, de um individuo para outro), tais como macganetas, copos, xicaras entre
outros (SANTOS, 2015).

HRVs conseguem manter-se infecciosos por horas e mesmo por dias em
superficies adequadas, sustentando a possibilidade préatica de auto inoculacdo do
virus através de fomites (HENDLEY; WENZEL; GWALTNEY, 1973; MACKAY, 2008)
Foi ainda avaliado que o habito de lavar as maos e a utilizacao de lencos desinfetantes
seriam meétodos efetivos na interrupcdo da transmissdo viral dos fémites para as
mucosas nasal ou conjuntiva, no entanto, em funcao da frequéncia dos reflexos de
esfregar os olhos e nariz, € possivel que a inoculacao supere os esfor¢os da higiene
pessoal (HENDLEY; WENZEL; GWALTNEY, 1973; SANTOS, 2015)

A partir do trato respiratério superior, a infeccdo pode atingir a traqueia, 0s
brénquios, bronquiolos e pulmdes, por disseminacdo célula a célula ou por viremia
(SANTOS, 2015). A replicagdo do virus se da no citoplasma da célula hospedeira em
associacdo com outras membranas intracelulares e os picornavirus de modo geral,
tém suas particulas virais liberadas da célula infectada em funcao da lise da mesma.
(DOTZAUER, 2012). A lise dessas células poderia ser associada a um suposto efeito
citopético associado a infeccao pelo rinovirus, no entanto, sabe-se que o HRV infecta
relativamente poucas células, causando pouco dano ou risco real. (ZIMMER, 2015a).

A diversidade do rinovirus humano faz dele um dificil alvo de se atingir. Uma
droga ou vacina que tenha como alvo uma proteina especifica na superficie de um
dado sorotipo pode se mostrar ineficaz contra outras que apresentem diferentes
estruturas da mesma proteina ou mesmo diferentes proteinas. (ZIMMER, 2015a).
Apesar da desafiadora diversidade dos rinovirus, alguns cientistas ainda acreditam
ser possivel encontrar uma cura para o resfriado comum (ZIMMER, 2015a)

O sucesso de um virus, ou seja, a completude de seu ciclo replicativo e
propagacdo pra novas células e novos individuos, é altamente pautado pela
capacidade que o microorganismo possui em evadir a resposta imune de seu
hospedeiro. Apesar de sua aparente simplicidade, a constante e significativa

incidéncia de infecgbes causadas pelo rinovirus humano demonstra uma clara
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necessidade de maior entendimento dos reais impactos que esse virus pode causar

€m Nnosso sistema imune.

1.4 — Resposta imune ao rinovirus

A nasofaringe foi identificada como principal sitio focal de producao do rinovirus
humano, independentemente da rota de inoculacao experimental utilizada (MACKAY,
2008).

O tempo médio de incubacdo do rinovirus humano € de cerca de 2 dias,
enquanto sua transmissdo para as secrec¢des nasais ja é detectavel cerca de 8 a 10
horas pos exposi¢do, mantendo-se ativa por cerca de 2 a 7 dias, e raramente por até
14 dias pos infeccdo, em baixas doses (DOTZAUER, 2012)

A sintomatologia dos quadros de resfriado comum foi durante muito tempo
atribuida a ruptura do epitélio nasal infectado com o rinovirus. No entanto, biopsias
nasais realizadas durante e apoOs resfriados naturalmente e experimentalmente
induzidos em jovens adultos, demonstrou que o epitélio permanecia largamente
intacto durante quadros sintomaticos de resfriado comum (HENDLEY, 1998)
(WINTHER et al., 1984a) (WINTHER et al., 1984b), permanecendo sem grandes
alteracdes em sua integridade. Ao invés disso, as infecces pelo rinovirus humano
demonstram vir acompanhadas por uma liberacdo de mediadores inflamatérios que
gerariam os sintomas (STOCKL et al., 1999). O rinovirus humano replica-se apenas
em um pequeno numero de células (cerca de 10%) e induz poucos, ou nenhum, efeito
citopatico (KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006)
A Unica alteracdo histologica observada de maneira significativa € o aumento do
influxo de leucdcitos polimorfonucleares nas porcdes submucosas e epiteliais do
tecido afetado pela infeccdo. Com subsequentes estudos demonstrando o aumento
de até 100 vezes da presenca de leucocitos polimorfonucleares em lavagens nasais
de individuos infectados, a auséncia de dano detectavel na mucosa nasal, auséncia
de efeito citopatico associado a infec¢do pelo rinovirus e o extremamente reduzido
namero de células efetivamente infectadas pelo virus, a hipétese mais aceita é a de
que a infeccdo e destruicdo de algumas poucas células epiteliais nasais e
nasofaringeais resulte numa potente producao de citocinas e outros mediadores que

seriam 0s reais responsaveis pela inducéo das respostas celulares e dos sintomas.
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Dessa forma, o quadro clinico do resfriado comum seria resultado de uma doenga
inflamatoria do hospedeiro em resposta ao virus e ndo uma doenca causada pelo virus
em si (KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006)

O mais importante mecanismo antiviral € a producéo e secrecao de interferons
do tipo | pelas células infectadas por virus. Os IFNs do tipo | sdo responsaveis pelo
estabelecimento de um estado denominado “antiviral” nas células vizinhas,
estimulando entre outras coisas, a expressdo de proteinas com propriedades
antivirais, que por sua vez auxiliam no controle da expansao da infecgéo. O subgrupo
de IFNs do tipo | inclui diversos tipos de interferons, e entre eles os subtipos IFN-a e
IFN-B, os principais implicados na resposta antiviral induzida pela imunidade inata
(DOTZAUER, 2012).

A deteccdo da presenca de virus no organismo é dada pela interacdo do
material genético viral com receptores de reconhecimento de padrées moleculares
associados a patdégenos (PRRs) presentes no citoplasma, como RIG-1 (retinoic acid-
inducible gene 1), (HORNUNG et al., 2006; KATO et al., 2006; PICHLMAIR et al.,
2006), e MDA-5 (melanoma differentiation-associated protein 5) (GITLIN et al., 2006;
KATO et al., 2006), importantes helicases envolvidas no processo de reconhecimento

de RNA de fita-dupla viral, sendo ambos expressos ubiquamente.

Além destes, também participam do reconhecimento os receptores do tipo Toll (TLR)
presentes em membranas endossdmicas, TLR3, expresso em células endoteliais,
epiteliais e dendriticas, envolvido no reconhecimento de RNA fita-dupla, e os
receptores TLR envolvidos no reconhecimento de RNA fita simples, TLR7, expressos
em células dendriticas plasmocitoides e TLR8, expresso em células dendriticas e
mondcitos (ALEXOPOULOU et al., 2001; MATSUMOTO et al., 2002).

Essas duas familias de receptores, helicases e TLRs, promovem a ativagao das
quinases IKKe/TBK1, através da interacdo com as diferentes proteinas adaptadoras,
MAVS (RIG-lI e MDA-5), TRIF (TLR3) e MyD88 (TLR7 e TLR8). Essas quinases, por
sua vez, sao responsaveis pela fosforilacdo do Fator de Resposta a Interferon 3 (IRF-
3), que resulta na sua dimerizacdo e translocagdo do citoplasma ao nucleo
(YONEYAMA et al., 1998; HEYLBROECK et al., 2000). A translocacao do dimero de
IRF-3 ao nucleo tem papel central na formacdo de um complexo de transcricdo de
IFN-B (THANOS; MANIATIS, 1995; YANG et al.,, 2004). Outros trés fatores que
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participam da inducéo da transcricao de IFN-B sédo os fatores NFkB, ATF-2 e C-Jun,
que por sua vez também sao ativados por vias de sinalizacao iniciadas pela proteina
MAVS.

Com a producdo de INF-B, o fator IRF-7 é ativado promovendo assim a
transcricdo de INF-a. Os IFN-I secretados pelas células infectadas por virus ligam-se
aos receptores de Interferons do tipo | (IFNAR1/2) nas células infectadas e nas células
vizinhas, resultando na expresséo de diversos Genes Estimulados por Interferon (do

inglés interferon-stimulated genes; ISG), através da via de sinalizacdo JAK/STAT.

Dentre os exemplos de proteinas geradas a partir da expressdo dos ISGs
podemos citar: a PKR, uma quinase ativada por RNA de fita dupla, que inibe os
eventos de transcricdo e traducdo do RNAm; as enzimas 2’,5’-oligoadenilato sintetase
e a RNase L, que estédo envolvidas na degradacdo de RNAm; e as proteinas Mx, que
se associam a estruturas do nucleocapsideo impedindo a producdo de novas
particulas virais (KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006).

A ativacdo e engajamento dos receptores de reconhecimento leva a expressao
de outras citocinas além dos INF-1 pelas células epiteliais infectadas, como IL-1f,
TNF-a, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-15 e IL-18, e quimiocinas como CXCL8 e IP-10,
responsaveis pelo recrutamento e ativacao de células do sistema imunolégico como
monaocitos, neutroéfilos, eosindfilos, células NK (natural killer) e linfécitos, além de
peptideos vasoativos como a bradicinina (EINARSSON et al., 1996; KIRCHBERGER,;
MAJDIC; STOCKL, 2006)

Além da capacidade de gerar citocinas, foi demonstrado que o tecido epitelial
infectado pelo rinovirus humano também apresenta capacidade de produzir éxido
nitrico (NO). O NO é produzido a partir da L-arginina por qualquer uma das trés
isoformas da 6xido nitrico sintetase (NOS). As células do tecido epitelial expressam
as trés isoformas (ASANO et al., 1994). Estudos demonstraram existir um aumento
na expressdo de RNAmM e da isoforma NOS induzivel (iNOS), dependente de
replicacdo viral, em células epiteliais do trato respiratorio humano infectadas pelo
rinovirus humano (SANDERS et al., 2001). Também foi demonstrado o aumento da
exalacdo de NO das vias aéreas inferiores durante infec¢bes virais de origem
desconhecida (KHARITONOV; YATES; BARNES, 1995), bem como durante
infeccbes experimentais induzidas por HRV ou pelo virus influenza (DE GOUW et al.,
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1998; MURPHY et al., 1998). Os mecanismos pelos quais o 6xido nitrico exerce acdes
antivirais ainda ndo sdo completamente esclarecidos, mas ja foi demonstrado que a
producado de NO induzida pelo processo infeccioso conduz a diminuicdo na expressao
de citocinas tais como a IL-6 e a IL-8 (SANDERS et al., 1998), uma reducdo do
processo de replicagédo viral, por inibicdo das proteases virais envolvidas nesse
processo, e mesmo a nitrosilagao de fatores de transcrigdo tais como o NFkB, inibindo
suas atividades (KRONCKE et al., 2001). Fica evidente, no entanto, que a nitrosilagéo

e inibicdo de NFkB depende fortemente do contexto celular, visto que a ativagao

Figura 2 — Esquema da via de producéo de IFNs do tipo I.
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aguda desse fator ndo é inibida por NO em células infectadas por HRV (TACON et al.,
2010) (SANTOS, 2015). Atraidos pelos mediadores inflamatérios produzidos pelas
células epiteliais infectadas pelo rinovirus, as principais células a migrarem para o0s
sitios de infec¢cdo do HRV sédo granuldcitos (destacadamente neutréfilos e em menor
nimero eosinodfilos) e mondcitos (STOCKL et al., 1999; GERN, 2010). O extenso
recrutamento de neutrofilos pode ser explicado pela presenca de IL-8 nos sitios de
infeccdo, um potente quimioatrativo, mediador de infiltracdo neutrofilica
(KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006). O recrutamento de células NK e de
mondcitos durante os estagios iniciais da infeccdo possui como objetivo a limitagédo
da extensao do processo infeccioso bem como a efetuacdo do clearence de células
epiteliais infectadas pelo rinovirus (GERN, 2010). Os mondcitos ao se diferenciarem
em células dendriticas e em macrofagos atuam ainda como células apresentadoras

de antigeno, fazendo uma interface entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa.

Teran e colaboradores (1997) encontraram uma associacdo direta entre
neutrofilos, a concentracdo de mieloperoxidase em aspirados nasais e a severidade
dos sintomas causados pelo rinovirus no trato respiratorio superior. Também foi
encontrada associacao entre os niveis de IL-8 e 0s niveis de mieloperoxidase em
aspirados nasais. (TERAN et al., 1997; KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006). A
mieloperoxidase é uma importante enzima encontrada nos granulos primérios de
neutréfilos, possuindo efeito antimicrobiano, e sendo liberada nos espacos

extracelulares durante a desgranulacéao.

A resposta imune frente a infeccdo pelo rinovirus apresenta tanto uma frente
celular quanto humoral especifica, apresentando anticorpos neutralizantes IgA
secretoria, IgA sérica e 1gG.(DOTZAUER, 2012; SANTOS, 2015). IgA secretoria anti-
HRYV é detectada em secrecfes nasais aproximadamente 7 dias pos infec¢do, periodo
no qual a doenca ja se encontra em carater resolutivo. As IgA sérica e IgG, no entanto,
s6 sdo detectaveis em cerca de 5 a 6 semanas pos exposicao, sendo que a deteccéo

da IgG pode se estender por até cerca de um ano (DOTZAUER, 2012).

A producdo e presenca desses anticorpos ndo parece efetivamente
desempenhar papel central na contencdo e eliminacdo das particulas virais
(KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006), levando em conta que sé surgem apos

a resolucdo da doenca, e visto que individuos com deficiéncia em IgA ou individuos
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com hipogamaglobulinemia passam por um processo normal de resolucdo e
recuperacdo da doenca (KAINULAINEN et al., 1999). Além disso, a producgdo de
anticorpos anti-HRV acontece em apenas cerca de 50% dos individuos infectados
pelo rinovirus. Tratando-se de uma resposta humoral sorotipo-especifica que nao
oferece protecdo cruzada entre os diversos sorotipos de HRV, a prote¢cdo humoral
contra novas infec¢des pelo rinovirus humano demonstra-se bastante limitada
(DOTZAUER, 2012)

Anticorpos neutralizantes e INFs do tipo | sdo detectados nas secrec¢des nasais
em pelo menos um terco de voluntarios infectados com o HRV, e geralmente séo
detectados em cerca de 1 ou 2 dias ap0os o pico de titulo do virus. Sdo, no entanto,
detectados apenas naqueles voluntarios que apresentam os maiores titulos de virus
e 0s quadros com sintomas mais severos (KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006;
SANTOS, 2015) Também ja& foi demonstrado que a administracdo de IFN-I
previamente ao desafio pelo rinovirus humano pode prevenir ou reduzir a intensidade
da infecgéo e seus sintomas (KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006)

Diferentemente do que pode ser observado na resposta humoral induzida pela
infeccdo pelo HRV, as células TCD4+ envolvidas na resolugdo do quadro infeccioso
apresentam reatividade cruzada a diversos sorotipos do HRV (KIRCHBERGER,;
MAJDIC; STOCKL, 2006). Gern e colaboradores (1997) isolaram clones de TCD4+
com perfil virus-especifico e demonstraram que para a maioria das pessoas essas
células eram ativadas por mais de um sorotipo de HRV, indicando o compartilhamento
de epitopos entre o0s tipos sorologicos de rinovirus (GERN et al., 1997;
KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006). Sobre o envolvimento de células TCD8+
(linfécitos com atividade citolitica sobre células infectadas) na resposta imune ao
rinovirus humano n&o existem dados relatados (KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL,
2006; DOTZAUER, 2012)

1.5 - Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae, vulgarmente conhecido como pneumococo, € uma
bactéria gram-positiva, anaerObia facultativa, nutricionalmente fastidiosa e

pertencente a familia Streptococcaceae. Isolado pela primeira vez em 1881,
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simultanea e independentemente pelos pesquisadores George Sternberg e Louis
Pasteur, ficou conhecido a partir do ano de 1886 como pneumococcus em funcéo de
seu papel como agente causal no desenvolvimento de quadros de pneumonia. Em
1920, foi renomeado Diplococcus pneumoniae em funcdo do arranjo em pares das
células microbianas observado microscopicamente apds coloracdo de Gram. Em
1974, foi finalmente nomeado Streptococcus pneumoniae em funcdo de suas

similaridades com as bactérias componentes desse género.

Apresenta-se a microscopia como diplococos lanceolados com cerca de 0.5-
1.25 um de diametro, ou em pequenas cadeias, podendo possuir capsula ou nao.
Quando cultivada em meio de cultura agar-sangue 5%, apresenta-se em colbnias
lisas, pequenas, concavas e brilhantes, de aspecto mucoide quando capsulada, e
circundada por halo hemolitico esverdeado, caracteristico de bactérias alfa-
hemoliticas. Bioquimicamente sdo caracterizados como sensiveis a optoquina,
caracteristica relevante na diferenciacdo entre o S. pneumoniae e Streeptococcus
viridans, e por sofrerem lise na presenca de sais biliares. E agente etioldgico de uma
série de infeccdes, dentre elas meningite pneumocdcica, septicemia, sinusite, otite
média, osteomielite, Ulcera corneal, artrite séptica, endocardite, e pneumonia lobar,
sendo o principal agente etioldégico atribuido as pneumonias adquiridas na

comunidade entre criancas com menos de 5 anos de idade e em idosos.

O S. pneumoniae frequentemente coloniza o trato respiratorio superior de
humanos, mas dependendo da condicdo imune do hospedeiro, da existéncia de
infeccdes virais precedentes, ou mesmo o sorotipo do pneumococo, essa colonizagao
geralmente in6cua, pode escalar para quadros de pneumococcias invasivas,
pneumonias adquiridas na comunidade, meningite e sepse. Entdo mesmo sendo
encontrado como parte relevante da microbiota de cerca de 50% de criancas
saudaveis (DENNY, 1995), em funcdo dessas variaveis, 0 S. pneumoniae €
responsavel por um grande nimero de 6bitos infantis ao redor do mundo. Estima-se
que o numero de mortes relacionadas ao S. pneumoniae entre criancas seja de pelo
menos 1,2 bilhdes por ano (JENNINGS et al., 2008).

A pneumonia causada por S. pneumoniae é a causa mais comum de 6bitos
infantis em paises em desenvolvimento e esta entre as dez principais causas de morte

entre individuos de idade avancada. Anualmente, as infec¢des por S. pneumoniae
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causam mais de 100.000 hospitalizacdes por quadros de pneumonia, 6 milhdes de
casos de otite média, mais de 60.000 casos de pneumococcias invasivas, incluindo
3.300 casos de meningite (PALANIAPPAN et al., 2006).

Atualmente ja sdo conhecidos cerca de 90 sorotipos de pneumococo, cada um
deles sendo caracterizado por sua capsula polissacaridica individual. Essa capsula
considerada importante fator de viruléncia para a bactéria visto que contribui para a
inibicdo da fagocitose e da ligacdo com fatores do sistema complemento, bem como
dificulta o aprisionamento da bactéria em armadilhas extracelulares de neutrofilos

(NETSs; do inglés neutrophil extracelular traps).

Outro importante fator de viruléncia apresentado pelo pneumococo é a
exotoxina pneumolisina (PLY), que possui acdo citotoxica em células de mamiferos

por exercer um mecanismo que forma grandes poros em membranas biolégicas.

A imunidade nas pneumococias é assegurada principal e essencialmente pelo
processo de opsonizacdo dos pneumococos pelo anticorpo especifico contra o

polisacarideo capsular.

1.6 — Resposta Imune ao Streptococcus pneumoniae

De uma forma geral, a resposta ao S. pneumoniae depende do recrutamento
e ativacao de fagécitos que por meio de opsoninas, como proteinas do sistema
complemento e proteinas de fase aguda, adquirem grande eficiéncia na
internalizacao e destruicdo do micro-organismo. Em funcdo da incapacidade dos
antigenos polissacaridicos que compdem a capsula bacteriana de elicitar a ativacéo
de linfécitos T, a resposta ao pneumococo se restringe a producéo de IgM e 1gG2
que, indiretamente, a partir da ativacao da via classica do sistema complemento

contribuem para a eliminacao da infeccéao.

Esta resposta imunolégica se inicia pelo processo de deteccdo e
reconhecimento de padrées moleculares associados a bactérias, tais como
lipopolisacarideo (LPS) que compde a membrana externa de bactérias gram-
negativas ou os acidos teicoicos presentes na parede celular de bactérias gram-

positivas. Essa deteccdo se da através de receptores de reconhecimento de padrdes
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(PRRs) expressos largamente nas ceélulas epiteliais, endoteliais e imunes do
hospedeiro.

Dentre esses receptores, destacam-se no reconhecimento do S. pneumoniae
os receptores TLR localizados na membrana celular TLR2 e TLR4; o TLR9, localizado
em endossomas; os receptores do tipo NOD presentes no citosol da célula e alguns
dos inflamassomos que estes podem compor, bem como sensores citossolicos de
DNA, que ja foram implicados em respostas por interferons do tipo | (KOPPE;
SUTTORP; OPITZ, 2012)

Os TLRs promovem de maneiras diferentes o engajamento de quatro das
principais moléculas adaptadoras, MyD88, TRIF, MAL e TRAM, que por sua vez
desencadeiam vias de sinalizacdo que levam a ativacao de fatores de transcri¢cao tais
como NFkB e IRF-3 e 7.

Componentes da parece celular do pneumococo, tais como lipoproteinas e
acido lipoteicéico (LTA), sdo reconhecidos por TLR2. O TLR9 por sua vez é
responsavel pela deteccdo de DNA bacteriano contendo motivos CpG ndo metilados,
gue sdo abundantes nos genomas bacterianos e praticamente ausente no material
genético de vertebrados. Por fim, o TLR4, receptor reconhecido por sua funcéo de
deteccdo de LPS proveniente de bactérias gram-negativas, teve a fung¢do sugerida
por alguns estudos de reconhecimento da PLY (MALLEY et al., 2003; KOPPE;
SUTTORP; OPITZ, 2012)

Além de seus papéis como indutores da producéo de citocinas, alguns estudos
sugerem que TLR2 e TLR9 possuem a capacidade, ao serem estimulados, de
aumentar o processo de fagocitose de pneumococos bem como aumentar a
capacidade intracelular bactericida dos leucdcitos (LETIEMBRE et al., 2005; ALBIGER
et al., 2007; KOPPE; SUTTORP; OPITZ, 2012)

Estudos realizados com camundongos knock-out para TLR2 demonstraram uma
diminuicdo do clearence bacteriano em fases mais avancadas da colonizacdo
pneumococica (VAN ROSSUM; LYSENKO; WEISER, 2005), revelando também que
durante pneumonias causadas por S. pneumoniae, esses camundongos
apresentavam niveis moderadamente reduzidos das citocinas IL-1 e IL-6, bem como

niveis reduzidos da quimiocina CXCL1, consequentemente, apresentando um influxo
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neutrofilico diminuido (KNAPP et al., 2004). A administragdo intranasal de LTA
proveniente de S. pneumoniae demonstrou também a existéncia de uma resposta
dependente de TLR2 para produgao das citocinas TNFa, IL-1, IL-6, MIP-2, bem como
para recrutamento neutrofilico (DESSING et al., 2008).

Estudos semelhantes desenvolvidos com camundongos TLR9 /-
demonstraram que o receptor € redundante no controle da colonizag&o da nasofaringe
pelo pneumococo, bem como na evolu¢cado da meningite pneumocadcica. No entanto,
camundongos knock-out pra TLR-9 apresentaram uma reducdo na taxa de
sobrevivéncia quando foram estudados para pneumonias pneumococicas,
apresentando maiores cargas bacterianas nos pulmdes, porém sem apresentar

alteracdes nos niveis de citocinas (ALBIGER et al., 2007)

O papel do TLR4 na deteccao e resposta ao S. pneumoniae é talvez ainda o
mais incompreendido. Estudos in vivo com camundongos TLR4 -/- demonstraram um
aumento na susceptibilidade, maiores cargas bacterianas e um aumentado nimero
de apoptose celular no trato respiratério superior, no principio da colonizacédo pelo
pneumococo e apo6s infeccdo pulmonar pneumocdcica com baixas cargas
bacterianas. A instilacdo intranasal de altas doses de PLY revelou engajamento de
TLR4 com a producédo de citocinas como a IL-1B8 e IL-6, a quimiocina CXCL-1, e
recrutamento neutrofilico, consequentemente (DESSING et al., 2009). Um estudo
publicado sobre o papel do TLR4 em relacdo a infec¢cdes pneumocaicicas e presenca
de PLY, indica que o engajamento do receptor pode se dar a partir do reconhecimento
de padrbes moleculares associados ao dano (DAMPS) liberados ap6s dano induzido
tanto pela bactéria quanto pela pneumolisina, ndo estando necessariamente

relacionado ao reconhecimento da PLY em si (IMAI et al., 2008).

Em contraste com as consequéncias relativamente leves associadas a
deficiéncia de receptores TLR2, 4 e 9 em camundongos, animais que nao apresentam
a molécula adaptadora MyD88, sdo significativamente mais susceptiveis a infeccdes
pneumocécicas. Os camundongos deficientes para MyD88 apresentaram fendtipos
mais agressivos das infec¢bes, com maiores taxas de mortalidade, impedimento
generalizado da producéo de citocinas e quimiocinas essenciais a resposta imune,
aumento na replicacdo e disseminacdo bacteriana no sangue em modelos que

abordaram meningite, sepse e pneumonia (KOEDEL et al., 2004; ALBIGER et al.,
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2005; KHAN et al., 2005; KOPPE; SUTTORP; OPITZ, 2012)

A disparidade da severidade das infec¢Oes que sao observadas quando existe
a deficiéncia dos receptores TLR em comparac¢do de quando MyD88 é deficiente,
podem ser explicadas pela redundancia das fungdes exercidas pelos receptores entre
si e pelo fato de que a molécula MyD88 esta envolvida também na sinalizacdo de
outras vias importantes para uma resolucéo eficaz da infeccdo. Consistente com 0s
dados que foram observados em camundongos deficientes em MyD88, Von Bernuth
e colaboradores (2008), demonstraram que pacientes com deficiéncia autossdomica
recessiva de MyD88 enfrentaram infeccbes pneumocdcicas de alto risco de vida
durante a infancia (VON BERNUTH et al., 2008)

Foi indicado em estudos recentes que a fagocitose e subsequente digestao
lisossomal de S. pneumoniae e a producdo de fragmentos de peptideoglicanos no
citosol das células do hospedeiro estdo envolvidos no processo de ativacdo do
receptor NOD2. A ativacdo e reconhecimento do pneumococo através do NOD2 leva
a producéo de fatores tais como o MCP-1, quimiocina responsavel pelo recrutamento
de macrofagos para os sitos de infecgcdo no trato respiratorio. Dessa forma, infere-se
gue juntamente ao TLR2, o receptor NOD2 exerga importante fungcdo nos mecanismos
de clearence e reducédo das cargas bacterianas durante infecgdes pelo pneumococo
(DAVIS; NAKAMURA; WEISER, 2011; KOPPE; SUTTORP; OPITZ, 2012).

Outro importante mecanismo que envolve receptores do tipo NOD (NLRs) é a
formacéo de inflamassomos. Em 2002, foi descrito pela primeira vez por Martinon e
colaboradores, que um conjunto especifico de receptores do tipo NOD, nomeado
NLRP1 tinha a capacidade de reunir estruturas e oligomerizé-las de maneira a formar
um complexo uanico, que coletivamente ativa a cascata da caspase-1, tendo por fim a
producdo das citocinas pro-inflamatérias IL-18 e IL-18 (MARTINON; BURNS;
TSCHOPP, 2002). Desde entdao outros NLRs foram descritos como formadores de
inflamassomas. Destacam-se entre eles NLRP-1, NLRP-3 e NLRC-4 (SCHRODER,;
TSCHOPP, 2010).

Foi previamente demonstrado que a PLY tem papel critico na inducdo a
producédo de IL-1f3 e IL-18 como consequéncia da ativacao da caspase-1 em infecgdes
pneumocacicas (KOEDEL et al., 2002). Sabendo que a forma zimogénica inativa da

caspase-1 sofre autoproteolise, transformando-se em sua forma ativa, quando esta é
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incorporada ao inflamassomo, alguns estudos demonstraram que o inflamassomo
composto por NLRP3 esté envolvido na producéo de IL-1B em macrofagos e células
dendriticas ativados por PLY. Esses mesmos estudos demonstraram que
camundongos deficientes em NLRP3 sdo mais suscetiveis a pneumonias causadas
pelo S. pneumoniae. O NLRP3 é necessario para o controle do clearence bacteriano
no pulmao, bem como para a manutencéo das barreiras epitelial e endotelial pulmonar
(MCNEELA et al., 2010; WITZENRATH et al., 2011).

Os camundongos deficientes de NLRP3, no entanto, ainda tém a capacidade
de produzir quantidades significativas de IL-13, pds-interacdo com 0 pneumococo, 0
gue indica que outro inflamassoma contribui com o reconhecimento e resposta a
bactéria pelo sistema imune inato (KOPPE; SUTTORP; OPITZ, 2012).

A proteina induzivel por interferon AIM2, também j& foi descrita como formadora
de inflamassomas, e a producéo de IL-1B através de sua ativagcdo em macréfagos
infectados por S. pneumoniae ja foi descrita. O papel semelhante ao do NLRP3 é
confirmado por dados que demonstram que camundongos que apresentam
deficiéncia em ASC, a molécula adaptadora tanto dos inflamassomas compostos por
NLRP3 quanto dos formados por AIM2, apresentam uma maior susceptibilidade a
pneumonia causada pelo pneumococo, quando em comparacdo com camundongos

gue possuem deficiéncia apenas no receptor NLRP3 (FANG et al., 2011).

Diferentes sensores citossolicos de DNA também séo implicados em respostas
imunes a bactérias. A prépria formacéo do inflamassomo por AIM2 esta relacionada
com a capacidade desta proteina em reconhecer DNA. Outros sensores desse tipo,
tal como a DHX9, uma helicase de RNA dependente de ATP, regula a expressao de
genes de maneira dependente de NFkB, mas a maioria dos outros receptores
estimulam, na verdade, a producao de INF do tipo | dependente do engajamento de
IRF3/7, através da molécula adaptadora STING (BARBER, 2011).

Apesar do papel reconhecidamente essencial nas respostas antivirais, a
implicag&o dos INF do tipo | na resposta contra bactérias tem sido descrita nos ultimos
anos. A infeccdo pelo pneumococo ativa a expressao de IFN-I por macrofagos, de
maneira dependente da internalizacdo da bactérias e expressdo de pneumolisina
(NAKAMURA,; DAVIS; WEISER, 2011; PARKER; MARTIN; SOONG, 2011; KOPPE et

al., 2012). A presenca dessas citocinas, por sua vez, € responsavel por estimular as
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células epiteliais do trato respiratorio a produzirem RANTES, uma quimiocina atrativas
para linfécitos T de memodria e mondcitos, demonstrando ser um fator essencial a
resposta protetora anti-pneumocaocica. Koppe e colaboradores (2012) demonstraram
ainda que a produgédo de IFNa/B em macrofagos infectados por S. pneumoniae
estimulou a producdo de RANTES néo s6 nas células diretamente infectadas, mas
também em células vizinhas do epitélio alveolar dos pulmdes de camundongos in vivo
(KOPPE et al., 2012)

No entanto, ao contrdrio dessa regulagdo positiva, outras quimiocinas
demonstram ter suas expressfes diminuidas em funcdo da presenca de grandes
qguantidades de interferons do tipo I. Modelos de co-infec¢do entre S. pneumoniae e 0
virus influenza, demonstraram que a producéo de IFNa/ induzida pelo virus, regulou
negativamente a expressdo de CXCL1 e MCP-1, quimiocinas responsaveis pelo
recrutamento de neutréfilos e mondcitos para o sitio de infeccdo, necessarias no para
0 processo de clearence bacteriano em infec¢cdes pneumocadcicas no tecido pulmonar
(SHAHANGIAN et al., 2009; NAKAMURA; DAVIS; WEISER, 2011)

1.7 — Infec¢cBes mistas/co-infecgdes entre virus e bactérias

As interacfes entre virus e bactérias na patogénese das infeccdes respiratorias
€ algo que ja foi extensamente discutido na literatura, e 0s mecanismos pelos quais

os virus influenciam na colonizacao bacteriana sdo muito diversos.

A ligacdo dos patdgenos a mucosa respiratéria € o primeiro passo em direcéo
ao desenvolvimento das doencas, e tendo em vista que em sua grande maioria as
infeccbes virais ativamente alteram as defesas do epitélio do hospedeiro, ja foi
proposto que a presenca de patdgenos virais pode tornar o epitélio mais suscetivel a

colonizacéo bacteriana.

Dentre os mecanismos virais implicados no favorecimento de infeccdes
bacterianas posteriores destaca-se, por exemplo, a destruicdo da barreira epitelial. De
uma maneira generalizada, o tecido epitelial configura a primeira linha de defesa dos
orgaos, tanto funcionalmente, desencadeando respostas do sistema imunoldgico,
qguanto fisicamente, por isolamento espacial. Os virus replicam-se necessariamente

no interior das células, geralmente ocasionando desarranjos dos processos celulares,
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e consequentemente causando a morte delas, seja por exaustdo metabdlica ou por
lise propriamente dita. A descontinuidade do epitélio pode, entre outras coisas,
ocasionar a exposicdo da camada basal, um microambiente rico em moléculas
adesivas. Ja foi demonstrado, por exemplo, que S. pneumoniae liga-se fortemente a
fibronectina, exposta proeminentemente na camada basal apds descamamento
epitelial (CARTHY; TUOMANEN, 1995)

As infeccdes virais também sao responsaveis por desencadear respostas pro-
inflamatoérias dos epitélios infectados, que por sua vez, levam ao aumento da
expressao de moléculas de adeséo. Essas moléculas possuem como funcao primaria
nos epitélios infectados permitir a ligacdo de células do sistema imune, que podem
assim exercer suas funcdes e combater o patdégeno viral. O rinovirus humano possui
a capacidade de aumentar a expressao de ICAM-1 (WHITEMAN et al., 2003), por
exemplo, receptor necessario para sua propria invasao tecidual, mas indiretamente, o
aumento da expressdo de ICAM-1 favorece a adesdo de H. influenzae
(AVADHANULA et al., 2006).

Algumas bactérias, tais como S. pneumoniae e H. influenzae expressam
fosforilcolina, um ligante natural do receptor do fator de agregacgéo plaquetario (PAF-
R), através do qual essas bactérias conseguem se aderir e invadir as células do
hospedeiro. O aumento da expresséo de PAF-R induzido por virus como o influenza,
consequentemente facilitam a aderéncia dessas bactérias (ISHIZUKA et al., 2003;
AVADHANULA et al., 2006; WANG; KWON; JANG, 2009).

A producédo de certos fatores virais também impacta o epitélio respiratério,
muitas vezes promovendo o favorecimento de infec¢des bacterianas. Um exemplo de
um desses fatores € a neuroaminidase (NA) produzida pelos virus influenza e
parainfluenza. A quebra de residuos terminais de acido sialico promovida pela NA
criam um ponto de entrada para bactérias ao expor receptores utilizados pelos
patdgenos bacterianos durante as etapas de aderéncia e invasdo. E importante
ressaltar que algumas bactérias, como 0 pneumococo, por exemplo, expressam
naturalmente NA, mas seja por uma pobre atividade enzimatica ou pela necessidade
de ligacdo bacteriana para induzir atividade da NA, o efeito combinado das NAs viral
e bacteriana no sitio de infeccdo apresenta-se como um importante mecanismo

sinergético entre os microorganismos (MCCULLERS, 2006). Em um estudo realizado
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com camundongos, a atividade da neuroaminidase viral, ndo s6 aumentou a aderéncia
de S. pneumonia as células epiteliais, como predispbds ao surgimento de um quadro
fatal de pneumonia (MCCULLERS; BARTMESS, 2003).

Por fim, ja foi demonstrado que alguns virus respiratorios também possuem a
capacidade de afetar diretamente o sistema imune, comprometendo indiretamente a
resposta aos patdégenos bacterianos, por exemplo, desestruturando a resposta de
neutrofilos, reduzindo o burst oxidativo ou estimulando a apoptose desses
granulécitos (COLAMUSSI et al., 1999; ENGELICH; WHITE; HARTSHORN, 2001;
MCNAMEE; HARMSEN, 2006; BOBEK et al., 2010).

As infecces virais também séo capazes de alterar as funcdes de células tais
como os mondcitos, macréfagos e células dendriticas, comprometendo 0s processos
de fagocitose, a expressao de receptores, afetando o perfil de citocinas produzidas e
causando distarbios na interface entre o sistema imune inato e o sistema imune
adaptativo. Um exemplo de tal desregulacdo foi demonstrado pelos dados obtidos
através de um modelo de co-infec¢cdo entre o virus influenza e o pneumococo em
camundongos, onde a producdo excessiva de interleucina-10, induzida pela co-
infecgao, foi associada com uma colonizag&o bacteriana mais robusta e uma taxa de
mortalidade aumentada (VAN DER SLUIJS et al., 2004).

2 - OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo apresentar e descrever as bases
imunoldgicas possivelmente envolvidas com a maior susceptibilidade que individuos
infectados pelo rinovirus humano tem em desenvolver quadros de pneumonia

pneumocacica.

3 - METODOLOGIA

Foi desenvolvida uma revisao bibliografica narrativa sobre o impacto do
rinovirus humano no sistema imunologico e o favorecimento de infecgdes por
Streptococcus pneumoniae. A pesquisa foi realizada na base eletrénica MEDLINE

via Pubmed. Mecanismos de busca incluiram adicionalmente Google® e outras
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ferramentas online. Buscas eletronicas foram complementadas por buscas manuais

de referéncias bibliograficas.

4 — DESENVOLVIMENTO

O sucesso de um virus é pautado essencialmente pela sua capacidade de
completar seu ciclo replicativo e efetivamente propagar particulas virais para novas
células e novos individuos enquanto dentro de seu hospedeiro. Como consequéncia
de presséo evolutiva, diversos virus bem-sucedidos desenvolveram uma miriade de
mecanismos que garantem sua permanéncia no hospedeiro através da modulacao, e
até mesmo do desligamento de fun¢des do sistema imune do organismo onde se

encontram inseridos.

Alguns dos virus do tipo DNA, como o herpesvirus e o citomegalovirus, utilizam
até 50% do seu genoma para producéo de proteinas especializadas em interferir na
resposta imune, incluindo uma infinidade de homologos e inibidores de citocinas tanto
da resposta imune inata quanto adaptativa, de maneira a facilitar sua replicacéo e
disseminacdo (ALCAMI; KOSZINOWSKI, 2000; KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL,
2006).

A informacéo genética de virus RNA, como o HRV, é consideravelmente menor
e mais limitada. Essa caracteristica apesar de ser de grande vantagem, visto que
propicia um ciclo replicativo mais rapido quando em comparacao com os virus DNA,
dificilmente possibilita que defesas contra o sistema imune do hospedeiro sejam
codificadas individualmente por um gene. Apesar disso, notavelmente o rinovirus
humano é um dos agentes infecciosos mais bem-sucedidos. Com registros de
infeccbes causadas pelo HRV datando desde o Egito antigo (ZIMMER, 2015b), a
evolucdo em paralelo com o seu hospedeiro parece ter compensado seu reduzido
arsenal genético, de forma que o rinovirus humano desenvolveu mecanismos que
interferem nas vias de regulagéo da resposta imune, assegurando sua disseminagao
(KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006), o que demonstra que o conhecimento
existente sobre a resposta imune a esse virus ainda é reduzido e necessita ser melhor

explorado.
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A importancia do desenvolvimento desses mecanismos, no entanto, vai muito
além do sucesso isolado do rinovirus enquanto patégeno humano. Um crescente
namero de evidéncias sugere que a infeccdo pelo HRV é fator predisponente de
exacerbacbes de doencas respiratorias tais como a asma, a doenca pulmonar
obstrutiva crénica e a fibrose cistica. O papel do rinovirus enquanto fator
predisponente de doengas respiratorias, no entanto, ndo se limita apenas a essas
exacerbacdes. Doencas classicamente associadas a infec¢des bacterianas, tais como
a sinusite, a bronqueolite e especialmente a pneumonia adquirida na comunidade

estdo cada vez mais sendo associadas a infeccéo pelo HRV.

A pneumonia adquirida ha comunidade é importante causa de morbidade entre
criancas em paises desenvolvidos, e gera profundo impacto no sistema de saude
desses paises em funcéo do alto nUmero de hospitalizac6es necessarias. Em paises
em desenvolvimento a incidéncia de pneumonia € ainda maior, representando ainda

uma das principais causas de mortalidade entre criancas (TSOLIA et al., 2004).

Segundo o The Global Burden of Disease Study, as infeccbes do trato
respiratério inferior, incluindo as pneumonias adquiridas na comunidade, foram
ranqueadas como segunda principal causa de morte e de anos de vida perdidos, no
ano de 2013. Em termos de incidéncia, as pneumonias adquiridas na comunidade
apresentam um grafico em aspecto de “U”, afetando principalmente criangas com
menos de cinco anos de idade e adultos com mais de 65 anos (PRINA; RANZANI,
TORRES, 2015).

Virus tais como o HRSV sdo comumente associados a quadros de pneumonia
em criangas, mas o advento de técnicas moleculares mais sensiveis, redesignou o
papel do rinovirus humano, tido unicamente como causador de infec¢cdes do trato
respiratorio superior, como importante patbgeno em quadros associados ao trato
respiratério inferior (TSOLIA et al., 2004).

O estudo de Tsolia e colaboradores (2004) conduzido em criancas em idade
escolar hospitalizadas com pneumonia adquirida na comunidade, demonstrou, por
exemplo, que 65% dos individuos foram positivamente analisados para infeccoes

virais, e que em 45% destes a presenca de RNA de HRYV foi detectada.
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Apesar do controverso papel das infec¢des virais no desencadeamento de
quadros de pneumonia, é crescente o numero de evidéncias que apontam que co-
infeccdes entre virus e bactérias possuem um papel critico no surgimento da doenca.
Evidéncias de infec¢cdes mistas entre virus e bactérias foram registradas em até 45%

dos casos de pneumonia adquirida na comunidade (TSOLIA et al., 2004).

O S. pneumoniae € o principal agente causador das pneumonias adquiridas
na comunidade mundialmente, independentemente da faixa etaria (HOWARD et al.,
2005; WELTE; TORRES; NATHWANI, 2012; DRIJKONINGEN; ROHDE, 2014). Na
Europa, cerca de 35% dos casos de pneumonia adquirida na comunidade s&o
causados por S. pneumoniae (WELTE; TORRES; NATHWANI, 2012), mundialmente,
sdo cerca de 27,3% (SAID et al., 2013). A frequente associacdo entre o rinovirus
humano e os quadros de pneumonia, indicam que além de causar efeitos que
predisponham infeccbes bacterianas subsequentes de uma maneira geral, o0 HRV
parece causar um favorecimento especifico das infec¢cbes causadas por S.

pneumoniae.

Um estudo conduzido por Juven e colaboradores (2000) com 254 criancas
hospitalizadas em funcdo de pneumonia adquirida na comunidade, demonstrou que
das 215 criancas que tiveram o agente etioldégico determinado, cerca de 33%

apresentaram co-infeccao pelo rinovirus humano e por S. pneumoniae.

Outro estudo conduzido por Honkinen e colaboradores (2012), demonstrou ao
analisar o escarro de 76 criancas com pneumonia adquirida na comunidade, a
presenca concomitante de HRV e S. pneumoniae em 12 dos 23 casos de infec¢éo por
HRV. A co-infec¢do causada por HRV — S. pneumoniae foi a mais frequente, sendo
observada em 16% das amostras (HONKINEN et al., 2012; RUUSKANEN; WARIS;
RAMILO, 2013). De maneira similar, a alta frequéncia da co-infeccdo HRV — S.
pneumoniae repetiu-se em um estudo com individuos adultos com pneumonia
adquirida na comunidade (JENNINGS et al., 2008), assim como tambeém foi observada
em idosos com idade média de 70 anos (JENNINGS et al., 2008; RUUSKANEN et al.,
2011).

Avaliando apenas os impactos econémicos e na qualidade de vida causados
isoladamente pelo rinovirus humano, em fungdo da sindrome do resfriado comum, a

importancia de se melhor entender esse patdégeno ja seriam justificaveis. O crescente
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namero de evidéncias de que a influéncia das infec¢des pelo HRV ultrapassa quadros
clinicos de infec¢des leves do trato respiratério, mesmo em individuos que nao
apresentam sintomas dessa infeccao, torna ainda mais alarmante a necessidade de

reposicionar o rinovirus humano como importante problema de saude publica.

4.1 — Impacto do rinovirus humano na imunidade e favorecimento de infec¢cdes

bacterianas

Diferentes impactos causados pela interacdo do rinovirus humano e algumas
células do sistema imune demonstram o0 quanto o papel desse virus como agente

modulador da resposta imune ainda precisa ser avaliado.

O estudo de Korpi-Steiner e colaboradores (2006) apresentou evidéncias, por
exemplo, de uma modulacdo causada pelo HRV, de maneira independente de
replicacdo. Nesse estudo foi observado um robusto aumento na produ¢édo de CXCL10,
uma quimiocina com funcao quimioatrativa para linfécitos Thl ativados e células NK,
em mondcitos humanos expostos ao HRV-16, pertencente ao grupo de rinovirus que
interage com as células do hospedeiro através de ICAM-1. Esse aumento expressivo
da producéo de CXCL10 foi positivamente associado a ativacdo da via de sinalizacao
JAK/STAT, através da fosforilacdo de STAT1. A fosforilacdo de STATL, por sua vez,
foi induzida pela ligagéo de IFN-a aos receptores de IFNs do tipo |, indicando que além
do aumento da expressao de CXCL10, a interacao entre HRV-16 e mondcitos também

promove aumento na producédo de IFNs do tipo I.

O estudo de Stockl e colaboradores (1999), apresenta dados que corroboram
com a proposicao do estudo de Korpi-Steiner e colaboradores (2006) sobre o papel
dispensavel da capacidade replicativa do rinovirus humano em induzir alterages na
resposta imune. Neste estudo realizado em 1999, foram analisados os sobrenadantes
de culturas de mondcitos humanos, que frente a interacdo com o HRV-14, tiveram um
aumento biologicamente significativo na quantidade produzida da citocina IL-10. Foi
demonstrado ainda a inibicdo na producao de citocinas pro-inflamatérias tais como IL-
1B, IL-12 e TNF-a, mesmo quando essas células foram previamente ativadas com
LPS/IFN gama. O estimulo da IL-10 per se modula negativamente a producéo e

liberacdo de citocinas pro-inflamatorias e induz alteracdes fenotipicas/funcionais



42

observadas nos mondcitos, tais como a drastica inibicdo da expressao de moléculas
essenciais para a funcdo de apresentacdo antigénica destas células, como o
complexo MHC Il e CD86 (STOCKL et al., 1999)

As alteracdes funcionais observadas nos mondécitos em consequéncia da
interacdo com o HRV-14 ja seriam suficientes para impactar a interface entre a
imunidade inata e a adaptativa, visto que € possivel especular que a diminuicdo na
expressdo de moléculas envolvidas na apresentacdo antigénica pode comprometer
este processo, mas o estudo de Stockl e colaboradores (1999) demonstrou ainda que
a producdao de IL-10 pelos fagécitos mononucleares induzida pela interacdo com HRV-
14 também gera impactos diretos em células da imunidade adaptativa, sendo
observada uma diminuicdo da proliferacdo de células T e das suas respostas
antigeno-especificas.

De maneira a discriminar se 0os impactos causados pelo HRV-14 foram de fato
independentes de replicacéo viral nas células expostas, também foi avaliado o efeito
da adicdo da droga antiviral WIN52035-2 nas culturas. Esta droga possui acao
blogueadora dos sitios de ligacdo encontrados no capsideo viral para o receptor
celular ICAM-1, e sua adi¢do nas culturas celulares reverteu o efeito inibitorio causado
pelo HRV-14.

O estudo de Kirchberger e colaboradores (2006) demonstrou outro relevante
impacto causado pelo rinovirus humano em fagécitos mononucleares, que ocorre
independente da replicacdo viral ativa nessas células. A interacdo entre o HRV e
fagdcitos mononucleares através da ligacao do capsideo viral com o receptor ICAM-1
induz a agregacdo homotipica de mondcitos e de células dendriticas derivadas de
monacitos. Tal aumento da adesividade entre essas células, induzido pelo rinovirus,
foi confirmado através do bloqueio dos receptores com anticorpos monoclonais anti-
ICAM-1, que reverteu o aumento de adesividade causado pelo virus. A necessidade
de um processo ativo de replicacao viral nessas células como mecanismo indutor do
aumento da adesividade foi descartado através da observacao de que particulas virais
inativadas por luz UV de forma a perder a capacidade replicativa, também promoviam

0 aumento da adesividade intercelular.

Fagocitos mononucleares com tal aumento de adesividade intercelular

possivelmente mantem-se durante um periodo maior do que o usual nos sitios de
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infec¢@o, o que pode indicar que tal emigracédo tardia das células apresentadoras de
antigeno para os tecidos linfoides e linfonodos pode ser um dos mecanismos
envolvidos em uma resposta adaptativa tardia. Esse possivel envolvimento pode
explicar porque 0s anticorpos neutralizantes anti-HRV séo detectados tao tardiamente
pos-infeccdo.(KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006)

Em contrapartida, os estudos de Oliver e colaboradores (2008) e Laza-Stanca
e colaboradores (2006), demonstraram, que macrofagos de diferentes origens,
parecem ter alteracfes em suas respostas causadas em fungéo de replicagéo viral.
No estudo de Oliver e colaboradores (2008) foi demonstrado que particulas virais de
HRV-16 e RNA proveniente do rinovirus humano sdo detectados em macrofagos
alveolares de 3 a 10 dias p6s exposi¢do ao virus, e que a producado de citocinas tais
como a IL-8 e TNF-a, sofrem aumento nas células expostas ao virus em seu estado
infectivo natural, quando em comparacdo com as células expostas ao rinovirus
inativado por UV (OLIVER et al., 2008).

A exposicao a particulas virais de HRV-16 com plena capacidade replicativa também
reduziu a capacidade de resposta desses macrofagos alveolares a substancias de
origem bacteriana tais como o LPS e o LTA, e diferentemente do que foi averiguado
por Stockl e colaboradores (1999), essa perturbacéo na resposta imune causada por

HRV ndao foi mediada pela producédo autécrina de IL-10.

Dificilmente as alteracdes induzidas pela infeccdo com HRV nas fun¢des dos
macrofagos alveolares sdo de carater inespecifico, visto que a habilidade dessas
células em fagocitar particulas de latex nao foi alterada, enquanto sua capacidade de
fagocitar bioparticulas bacterianas apresentou reducao.

Ainda nesse estudo, foi verificada a persisténcia e detec¢éo de virions e RNA
proveniente do HRV-16 em macrofagos alveolares. Considerando que foi possivel
isolar virions infectivos de macrofagos alveolares infectados, mesmo apos 3 dias da
exposicao ao rinovirus, sugere-se que ou O rinovirus possua a capacidade de
ativamente infectar macrofagos alveolares humanos ou que as particulas virais sejam
internalizadas por um processo de fagocitose, e ndo sao imediatamente eliminadas.
Considerando também que mesmo 10 dias apds a exposi¢ao ao rinovirus, ainda foi
possivel a deteccdo de RNA viral em macrofagos alveolares infectados, sugere-se

gue néo s6 o rinovirus tenha uma sobrevida como possivelmente pode se replicar em
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baixos niveis por um tempo limitado nessas células (OLIVER et al., 2008)

Mesmo 4 dias pos exposi¢cao ao HRV, a inducao de citocinas tais como TNF-a
e IL-8 por produtos bacterianos, encontrava-se reduzida, o que por sua vez, pode
indicar um impacto duradouro da infec¢do pelo rinovirus na modulacdo do sistema
imune (OLIVER et al., 2008)

No estudo de Laza-Stanca e colaboradores (2006) foi investigada a habilidade
do HRV em infectar macréfagos humanos, e 0s possiveis mecanismos moleculares
envolvidos na producdo de TNF-a nessas células infectadas. O desenho do estudo
considerou a heterogeneidade intrinseca das respostas de mondcitos e de diferentes
populacdes de macréfagos, ressaltando que o processo de diferenciacdo de
macrofagos € dependente de estimulos locais, gerando células com diferentes perfis
de resposta (HART et al., 1999; PIRHONEN et al., 1999; LASKIN; WEINBERGER,
LASKIN, 2001; AKAGAWA, 2002; HUME et al., 2002). Procurando um maior
rendimento do que o obtido através da colheita de macréfagos alveolares, o estudo
se utilizou de células de linhagem leucémica THP-1, diferenciadas em macréfagos, e
macrofagos derivados de mondcitos do sangue periférico (MDM) (LAZA-STANCA et
al., 2006)

O padrao de infeccdo encontrados nos macréfagos diferenciados a partir de
células THP-1 se mostrou semelhante ao padréo exibido por células do epitélio
respiratorio. A deteccdo de RNA viral apés 72 horas da exposicao, liberacdo de
particulas virais por pelo menos 0,1% das células infectadas e producdo de TNF-a
dependente de replicacdo também demonstraram que a replicagdo em MDMs também
€ possivel, sendo, no entanto, altamente limitada. A observacéo de uma discrepancia
entre o numero de células positivamente marcadas para protease viral 3C, essencial
ao processo replicativo (19%) e o numero de células que de fato liberam particulas
virais (0,1%) indica ainda que o processo replicativo sofre uma interrupcao na maioria
dos MDMs, com apenas um numero reduzido de células sustentando o ciclo de
replicacdo completo (LAZA-STANCA et al., 2006)

A deteccgédo de IFNs do tipo | no sobrenadante das culturas de MDMs também
é indicativo de replicacéo viral, visto que esse perfil de citocinas é induzido de forma
dependente de replicacdo. As diferencas observadas entre o padréo replicativo
apresentado por MDMs e macroéfagos derivados de THP-1 também pode ser explicado
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pela producdo e presenca de IFNs do tipo | nas culturas, visto que estes foram
encontrados apenas em quantidades despreziveis nas culturas de macréfagos
derivados de células THP-1 (LAZA-STANCA et al., 2006)

De maneira geral, o estudo de Laza-Stanca e colaboradores (2006), produziu
evidéncias de que a limitada replicacdo viral sustentada em MDMs €& estimulo

suficiente para induzir a translocagado de NFkB e a producdo de TNF-a.

Ja a replicacéo do rinovirus em macréfagos primarios tem o mesmo desfecho
observado em estudos conduzidos com HRSV e o virus influenza. Os dois virus sdo
capazes de infectar macrofagos, mas sua replicacdo ndo € detectada, havendo

auséncia da liberacao de novas particulas virais.

Longe de surgir um consenso na literatura sobre a necessidade da capacidade
replicativa em células imunes como mecanismo imunomodulador do HRV ou
unicamente da necessidade de interacdo entre o capsideo do virus e os receptores
das células hospedeiras, os diversos estudos apontam para uma mesma direcao,
onde independentemente do mecanismo utilizado pelo virus, as alteracdes
ocasionadas favorecem o surgimento de infecc6es bacterianas posteriores, mesmo

guando essas alteracbes comparadas entre si aparentam apresentar perfis opostos.

E tentador, por exemplo, frente aos dados observados por Stockl e
colaboradores (1999), especular se a diminuicdo na producdo de citocinas pro-
inflamatorias e o robusto aumento da producgéo de IL-10, induzido em mondcitos em
funcdo da interacdo com o HRV, ndo seriam responsaveis por alteracdes criticas na
imunidade local dos sitios de infec¢édo do rinovirus. A reducdo da imunocompeténcia
de células imunes pdés-interacdo com HRV pode predispor os individuos afetados a
infeccbes bacterianas subsequentes, em funcdo de uma resposta imune
comprometida, e poderia possivelmente explicar o alto nimero de ocorréncia de
bronquite, sinusite, otite média e pneumonias de origem bacteriana em individuos

infectados com HRV.

Mesmo os estudos que propdem que a capacidade de sustentar um processo
replicativo ativo do virus € um fator indispensavel da imunomodulacéo promovida pelo
HRV apresentam evidéncias de que a infeccdo pelo rinovirus é potencial fator de risco

para infeccdes bacterianas posteriores. Apesar de ndo corroborarem com os dados
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apresentados por Stdckl e colaboradores (1999), que sugerem a mudanca de um perfil
de citocinas pro-inflamatorias para um perfil de citocina imunossupressora como
principal hipotese sobre esse risco aumentado, o estudo de Oliver e colaboradores
(2008), apresentou dados claros sobre a capacidade reduzida que macrofagos
alveolares infectados por HRV tém em produzir citocinas essenciais a um processo
inflamatorio efetivo em resposta a produtos bacterianos. As evidéncias apontadas
nesse estudo corroboram a proposicdo de que infeccbes causadas pelo rinovirus
humano podem predispor infec¢des bacterianas em funcdo de uma modulacédo imune
causada pelo virus, onde a diminuicdo da expressdo de IL-8 induzida por produtos
bacterianos afeta diretamente o recrutamento de neutrofilos, a primeira classe de
granuldcitos a agir nos sitios de infeccéo, e onde o proprio processo de fagocitose de
produtos bacterianos se mostrou ineficiente. E importante ressaltar que o estudo
conduzido por Laza-Stanca e colaboradores (2006), averiguou unicamente o status
de NFkB e a produgao de TNF-a em macréfagos expostos ao HRV-14, de modo que
a producdo de IL-10 ndo foi dosada e nem a capacidade de resposta a produtos

bacterianos/bactérias.

Outra classe de células do sistema imune que parecem ser afetadas pela
interacdo com o rinovirus humano sdo as Células Dendriticas. As células dendriticas
configuram a principal classe de células apresentadoras de antigeno, e possuem
papel central na ativacéo de células T e na manutencado da imunidade. Pelo importante
papel tanto na imunidade inata quanto na imunidade adaptativa, € evidente que
diversos virus tenham como objetivo a modulacédo das funcdes dessas células visando
evadir o sistema imune (PALUCKA; BANCHEREAU, 2002; FINLAY; MCFADDEN,

2006; KIRCHBERGER; MAJDIC; STOCKL, 2006)

O estudo de Kirchberger e colaboradores (2005), baseando-se nas
observacdes de Stockl e colaboradores (1999), averiguou o impacto da interacao
entre HRV-14 e células dendriticas. Sendo os mondcitos as células precursoras das
células dendriticas, esperava-se que as fun¢gbes das DCs fossem moduladas pelo
rinovirus em fungéo da producgédo de IL-10 da mesma maneira que 0s monocitos.
Embora pequenas quantidades de IL-10 tenham sido produzidas pelas células
dendriticas, a utilizagdo de anticorpos monoclonais anti-IL-10 falharam em reverter a
inibicdo observada nas DCs, indicando que o rinovirus modula as fun¢des acessorias

dessas células por outros mecanismos.
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De forma anéloga ao que foi observado em mondcitos no estudo realizado por
Stockl e colaboradores (1999), o engajamento do receptor ICAM-1 mostrou-se
essencial no processo de alteracdo das funcdes das células dendriticas ao interagir
com o HRV-14. A necessidade desse engajamento foi demonstrada atraves da adicao
da droga antiviral WIN52035-2 nas culturas, revertendo os efeitos inibitérios
promovidos pelo virus. Além disso, foi demonstrado que o HRV-2, que utiliza LDLR
na interacao virus — célula do hospedeiro, ndo foi capaz de promover a mesma
resposta inibitoria, abrindo espaco para discusséo se a capacidade imunomoduladora

do rinovirus humano é restrita aos sorotipos que interagem com as células do

hospedeiro através do receptor ICAM-1.

A expresséo de moléculas co-estimulatorias das fungdes de células dendriticas
tais como CD40, CD58, CD80 e CD86, nao foi alterada em fungéo da interagdo com
HRV-14. Da mesma forma, o padrao de expresséo das moléculas de MHC do tipo | e
MHC do tipo I, conhecidos alvos de mecanismos de evasdo viral, permaneceu hormal.
Visto que as caracteristicas necessarias a ativacao de células T por células dendriticas
permaneceram intactas, mas sua capacidade real de ativar os linfocitos encontrava-
se inibida, foi proposto que o HRYV teria a capacidade de alterar o fenétipo de DCs

induzindo a expressao de receptores inibitorios (KIRCHBERGER et al., 2005).

Dois desses receptores foram identificados nesse estudo: o B7-H1 e o receptor
Sn. O B7-H1 € membro da familia de receptores B7, e € uma molécula acessdéria com
efeitos inibitérios exercidos através de sua ligagcdo com o receptor PD-1 expresso em
células T. O Sn por sua vez é membro da familia de lectinas ligantes de acido sidlico,
e que é frequentemente usado como marcador especifico para macréfagos visto que
ndo € expresso constitutivamente em mondcitos, em linfocitos ou em células
dendriticas. No entanto, sua expressao foi encontrada em DCs tratadas por 1-2 dias
com HRV-14, e foi correlacionada com o surgimento de um fendtipo inibitério nessas

células.

O CD43 foi descrito recentemente como sendo ligante de Sn presente em
células T. Considerada uma molécula de embarreiramento, o CD43 é deslocado da
sinapse imunoldgica durante a apresentacdo de antigenos das APCs as células T,
ganhando localizag&o no polo distal da célula T. A presenga de um contra-receptor

para CD43, como o é a molécula Sn expressa em DCs tratadas com rinovirus humano,



48

pode interferir com a movimentacao apropriada do CD43 para o polo distal da célula
T. Como consequéncia dessa ligagdo, a formacdo da sinapse imunoldgica, que é
essencial para ativagcdo completa da célula T, pode estar sendo impedida. As
interacOes entre a molécula B7-H1 e o receptor PD-1, bem como a interacéo entre a
molécula Sn e o receptor CD43, podem juntos configurar um sinal inibitorio potente o
bastante que explique o estado anérgico induzido em linfocitos T pela ativacéo através
de células dendriticas expostas ao HRV. O resultado da modulacdo das fun¢des das
DCs por parte dos virus pode ser um estado de imunossupressao transitorio, ou em
piores cenarios, persistente, frequentemente associado com infec¢des bacterianas
subsequentes ou inicio de quadros de infeccdo viral persistente (KIRCHBERGER et
al., 2005).

O estudo de Dong e colaboradores (1999), demonstrou que o0 engajamento de
receptores B7-H1 é responsavel por estimular a producdo da interleucina-10 em
linfécitos T, e pode estar envolvido com aumento de apoptose nessas células (DONG
et al., 1999).

No estudo de Ruuskanen e colaboradores (2012), observou-se uma maior
demora no clearence bacteriano em ratos previamente infectados pelo HRV. Essa
demora foi positivamente associada a uma menor producdo de quimiocinas em
resposta a Haemophilus influenzae nao-tipificavel, bem como uma supressédo no
recrutamento neutrofilico. Esses eventos foram atribuidos a degradacgéo da proteina
IRAK-1 pelo rinovirus humano (UNGER et al., 2012) A proteina IRAK-1 (do inglés
Interleukin-1 receptor-associated kinase 1) é uma das tirosina-quiinases que se
associa ao receptor de IL-1 quando este € estimulado, sendo parcialmente

responsavel pela regulagao positiva de NFkB induzida por IL-1.

Em um estudo conduzido com voluntarios saudaveis experimentalmente
infectados pelo HRV-16, demonstrou-se também que a presenca do rinovirus altera a
composi¢cado da microbiota do trato respiratério superior (HOFSTRA et al., 2015). O
estudo demonstrou que a infec¢do causada pelo HRV-16 é associada a tendéncias
direcionadas ao aumento da abundancia relativa de bactérias dos géneros
Haemophilus e Neisseria, e de maneira mais discreta, de bactérias do género

Staphylococcus.

Todos esses mecanismos expostos potencialmente favorecerem o surgimento
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de infec¢cbes bacterianas posteriores a infeccdo pelo HRV. A abordagem de
mecanismos especificos, no entanto, demonstra as possiveis razfes da existéncia de
um favorecimento particular de infeccfes pneumocadcicas posteriormente a infeccbes

causadas pelo rinovirus.

4.2 — Favorecimento de infec¢cBes pneumocécicas pelo rinovirus humano

As funcdes exercidas pelos IFNs do tipo | para estabelecer um estado antiviral
em epitélios infectados por virus de maneira a controlar a expansao da infeccéao, ja
sdo extensamente compreendidos e descritos na literatura. O papel das células
epiteliais e dessas citocinas em infecgbes bacterianas, em contrapartida, ainda é

largamente desconsiderado.

Diversos estudos, incluindo o de Parker e colaboradores (2011), no entanto,
demonstram que os INFs do tipo | exercem um papel potencialmente crucial no
controle das infec¢cdes pneumocécicas. Neste estudo foi demonstrado que as células
do epitélio respiratério desempenham participacdo ativa nos estagios iniciais de
reconhecimento de S. pneumoniae, elicitando uma resposta imune mediada pela
ativacdo da cascata dos IFNs do tipo I, induzida pelo acumulo intracelular de DNA

proveniente do pneumococo.

O trato respiratorio superior € continuamente exposto a uma microbiota de
bactérias comensais, mas 0s componentes bacterianos de uma maneira geral, e em
especial o DNA proveniente de microorganismos lisados, ndo ativam efetivamente as
vias de sinalizagdo da mucosa. O S. pneumoniae, no entanto, difere da maioria das
bactérias comensais, em funcéo de sua expressao da pneumolisina (PLY), uma toxina
com capacidade de formar grande poros em membranas celulares, e que
consequentemente permite que particulas de origem bacteriana ganhem entrada nas
células desencadeando as vias de sinalizagdo que resultam na producéo dos IFNs do
tipo I. Em um modelo de coloniza¢c&o da nasofaringe, a rota mais comum de infeccéo
pneumocacica, a resposta de IFNs do tipo I, analoga a resposta induzida pelo virus

influenza, contribuiu para a eliminacéo da bactéria.

O papel da sinalizagdo de IFNs do tipo | em resposta a infeccbOes
pneumocécicas também foi avaliado por Weigent e colaboradores (1986), que
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demonstrou através de um modelo animal o aumento da susceptibilidade a infec¢des
pneumocadcicas em camundongos tratados com anticorpos monoclonais anti-IFN-a/p.
Mancuso e colaboradores (2007), também investigaram a importancia da sinalizacao
de IFNs do tipo I, induzida por S. pneumoniae, em modelos de sepse e meningite,
encontrando dados que corroboram as observacdes de Weigent e colaboradores
(WEIGENT et al., 1986; MANCUSO et al., 2007; PARKER; MARTIN; SOONG, 2011).

O papel da inducdo de IFNs do tipo | no contexto de pneumonias
pneumocadcicas ativas € menos claro, no entanto, visto que modelos experimentais de
pneumonia que utilizaram inoculacdo direta do pneumococo no epitélio traqueal
falharam em demonstrar a mesma ativacdo ocorrida do epitélio da nasofaringe.
Porém, levando em consideracdo que a colonizacdo do trato respiratorio superior
precede a colonizac&o do trato respiratério inferior e desenvolvimento de quadros de
pneumonia pneumocadcica, a colonizacdo da nasofaringe continua ocupando papel

critico na patogénese de infec¢cdes pneumocdcicas sistémicas.

Segundo os dados observados por Parker e colaboradores (2011), o sensor
citossolico de DNA, DAI, parece estar implicado na inducéo de IFNs do tipo | induzido
pelo DNA pneumocdcico, tendo sido observada uma significativa inducdo da
expressao de DAI induzida por S. pneumoniae. Os componentes posteriores dessa
via, tais como STING, TBK1 e IRF-3, também estdo envolvidos na inducdo da

producao de IFN-B pelo pneumococo.

Tendo em vista o papel de IFNs do tipo | no controle da colonizacéo de epitélios,
etapa essencial ao processo infeccioso pneumocdcico, € na eliminagcédo ativa da
bactéria, € possivel especular que mecanismos que interfiram com a producdo de

IFNs impactem o sucesso da infec¢ao pela bactéria.

Evidéncias sugerem que o HRV, como tantos outros virus, possua mecanismos
gue inibem respostas antivirais através da clivagem de proteinas envolvidas no
reconhecimento de virus (KOTLA et al., 2008; BARRAL et al., 2009; DRAHOS;
RACANIELLO, 2009).

Um estudo conduzido por Barral e colaboradores (2009), observou a clivagem
da proteina RIG-I, em células HelLa infectadas com picornavirus, tais como o

poliovirus, ecovirus do tipo 1, o virus da encefalomiocartdite e os sorotipos 1A e 16 do
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rinovirus humano. Um estudo posterior desse grupo, ja havia demonstrado a
degradacdo de outro sensor citoplasmatico de RNA, a proteina MDA-5, durante
infeccdes por picornavirus, envolvendo proteassomos e caspases. A inibicdo dessas
proteases celulares, no entanto, ndo foi positivamente associada a degradacéo da
proteina RIG-I induzida por picornavirus. Os dados observados demonstram, na
verdade, que a degradacao da proteina RIG-I é realizada pela protease viral 3CPro,

codificada e expressa no material genético desses virus.

O estudo de Kotla e colaboradores (2008), por sua vez, avaliou a resposta de
IFNs do tipo | e o status de IRF-3 em células A549 infectadas com HRV-14. Os
resultados apresentados demonstraram que a infeccdo por HRV-14 nao foi capaz de
induzir uma forte expressao de IFNs do tipo I, evidenciada por baixissimos niveis de
RNAmM de IFN-B. A analise dos fatores de transcricdo envolvidos na ativacdo desse
tipo de resposta, revelou que tanto NFkB quanto ATF-2 foram normalmente ativados
em resposta a infeccdo, mas em contrapartida, o fator IRF-3 n&do apresentou ativacao
aparente. A deteccao inexistente da fosforilacdo, homodimerizagéo e translocacao
nuclear de IRF-3, indica que esse fator ndo € efetivamente ativado em células
infectadas por HRV-14. A auséncia da ativacado de IRF-3 apesar da ativacdo efetiva
dos fatores NFkB e ATF-2, sugere a possibilidade de que o HRV-14 previna a ativacéo
de IRF-3 de maneira a inibir a indugcdo de RNAmM de IFN- e consequentemente de
respostas antivirais associadas aos IFNs do tipo I.

O estudo de Drahos e colaboradores (2009), por sua vez, corrobora os dados
encontrados por Kolta e colaboradores (2008), e sugere ainda a degradacdo da
proteina adaptadora MAVS como possivel mecanismo envolvido na inibicdo das
funcdes do fator IRF-3. Neste estudo foi observada a expressao de RNAm de IFN-3
em células Hela infectadas com HRV-1A. No entanto, os niveis de expresséo foram
muito menores do que aqueles induzidos por outros virus. Consistente com o que foi
observado por Kolta e colaboradores (2008) em relacdo ao HRV-14, a dimerizacdo de
IRF-3 nédo foi detectada em células infectadas por HVR-1A. Tendo em vista que a
fosforilacdo de IRF-3, € mediada por quinases que dependem de sinais recebidos por
proteinas adaptadoras, tal como MAVS, que por sua vez séo ativadas por MDA-5 ou

RIG-I, o status da proteina adaptadora foi avaliado.
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Os dados observados demonstram que MAVS é clivada em células infectadas
por HRV-1A, o que justificaria a auséncia de dimeros de IRF-3. Especula-se ainda que
existe a possibilidade de ocorrerem modificagbes também com as quinases
responsaveis pela fosforilacdo de IRF-3, IKKe e TBK1, mas a degradacao de MAVS é
modificagcdo suficiente para impedir a homodimerizacdo de IRF-3. Os resultados
observados por Drahos e colaboradores (2009) demonstram ainda que a clivagem de
MAVS durante a infeccdo de células por HRV-1A é realizada por uma dentre duas
proteases virais, 2APro e 3CPro, de maneira dependente das caspases. Essas

proteases sao responsaveis pelo processamento da poliproteina viral dos rinovirus.

E possivel especular que a perturbacio causada nas vias de sinalizacdo que
resultam na producdo de IFNs do tipo |, promovidas pelo rinovirus humano, exerca
impacto negativo nas respostas ao pneumococo, favorecendo assim a colonizacao do
epitélio por essa bactéria. Visto que ainda € desconhecida a durabilidade dos efeitos
causados pelo HRV, ainda é necessario explorar a extensdo temporal deles, de
maneira a melhor compreender o0s riscos de infeccbes mistas e infeccdes

subsequentes de HRV e S. pneumoniae.

Outro importante fator associado a infecgcdo por HRV que potencialmente
favorece as infec¢des por S. pneumoniae, é o aumento da expressao de receptores

do fator de ativacéo plaquetéaria (PAF-R) induzido pelo virus.

Ainda ndo existe na literatura um consenso sobre quais seriam 0s receptores
implicados nas etapas de aderéncia e invasao do tecido utilizados por S. pneumoniae,
mas a hipotese mais aceita atualmente é a de que a bactéria se utiliza do receptor
associado a proteina G do fator de ativacdo plaquetaria (PAF-R), no qual a
fosforilcolina expressa na parede celular do pneumococo teria a capacidade de se
ligar (CUNDELL et al., 1996; ROSENOW et al., 1997).

Estudos com camundongos indicam também que o PAF-R possui envolvimento
na evolucao de infeccbes pneumocécicas do compartimento pulmonar para a corrente
sanguinea, e da corrente sanguinea para o fluido cérebro-espinhal, transicdes essas
gue estédo relacionadas ao surgimento de pneumonias pneumocécicas (ORIHUELA et
al., 2004; MCCULLERS, 2006).

O fator de ativagdo plaquetaria estd implicado em diversas funcdes
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leucocitarias, agregacdo e desgranulacdo plaquetaria, processos inflamatorios e
anafilaticos, portanto seu receptor é largamente expresso no organismo, mas ja foi
estabelecida uma relacdo entre a producdo de citocinas pro-inflamatérias e um
aumento na expressao de PAF-R (CUNDELL et al., 1995).

O estudo de Sumitomo e colaboradores (2012), demonstrou indiretamente a
importancia de PAF-R na aderéncia e colonizacdo pelo S. pneumoniae. O estudo teve
como objetivo averiguar se a acdo inibitéria do agente mucolitico, S-
carboximetilcisteina (S-CMC), frente ao pneumococo, poderia ser atribuida a
mecanismos de acdo da droga sobre o PAF-R. Utilizando-se de células de epitélio
alveolar previamente ativadas por IL-1, o estudo demonstrou que apesar do aumento
de PAF-R em funcéo da ativacao inflamatéria, o agente S-CMC eficientemente inibiu
a aderéncia dos pneumococos ao epitélio. Os efeitos da adicdo de S-CMC nas
culturas sobre a expressdo de PAF-R também foram investigados, tendo sido
demonstrado que o tratamento das células com o agente mucolitico reduziu o PAF-R
tanto em relagdo ao seu RNAm quanto em niveis pos-transcripcionais (SUMITOMO
et al., 2012).

No estudo de Ishizuka e colaboradores (2003) a infec¢do de células humanas
epiteliais da traqueia com HRV-14 foi positivamente relacionado ao aumento da
expressdo dos receptores PAF-R e aumento da aderéncia de S. pneumoniae as
células. O aumento na aderéncia bacteriana e na expressdo de RNAm de PAF-R foi
evidenciado unicamente em culturas que foram expostas a HRV-14 com capacidade
infectiva. Culturas expostas ao rinovirus inativado por luz UV ndo apresentaram
aumento na aderéncia de pneumococos. A adi¢cdo de um anticorpo monoclonal anti-
ICAM1 e de um inibidor especifico de PAF-R, Y-24180, reduziram o numero de
bactérias aderidas as células, enquanto a adi¢éo do proprio PAF inibiu o aumento da
aderéncia de S. pneumoniae induzido por HRV-14.

s

Foi demonstrado também que o aumento na expressdao de PAF-R é
possivelmente dependente da ativagdo de NFkB, visto que a ativagao desse fator
também se encontrava aumentada em células infectadas por HRV-14. A adi¢do de
um inibidor de NFkB nas culturas, PDTC, inibiu o aumento no numero de

pneumococos aderidos as células induzido pelo rinovirus, sugerindo que o aumento
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da expressdo de PAF-R esta potencialmente relacionado a uma maior ativacdo de
NFkB.

Em suma, o que o estudo de Ishizuka e colaboradores (2003), conseguiu
demonstrar foi a capacidade do rinovirus humano em estimular 0 aumento da
expressao de PAF-R em células epiteliais, e dessa forma contribuir para a infeccéao

por S. pneumoniae ao aumentar sua aderéncia.

5 — CONCLUSAO

Através da avaliacdo da literatura cientifica disponivel é possivel justificar a
consideravel prevaléncia da co-infec¢cdo HRV — S. pneumoniae. Diversos estudos
elucidaram os efeitos da infec¢ao pelo rinovirus humano nas células do hospedeiro,
demonstrando que as altera¢des promovidas pelo virus, ndo s6 possuem a
capacidade de favorecer infec¢des bacterianas subsequentes de uma maneira geral,

como favorecem especificamente o sucesso das infec¢gdes pelo S. pneumoniae.

Apesar do aparente crescimento no conhecimento sobre essas co-infeccoes,
0 numero de estudos que avaliam modelos de co-infec¢do ou infec¢do sequencial

entre HRV e o pneumococo ainda sao escassos.

Tais estudos séo necessarios para aumentar a compreensao sobre as
alteracdes induzidas pelo rinovirus que favorecem especificamente a infeccéo por S.
pneumoniae, e seus impactos no desenvolvimento de pneumonias, e desta forma
contribuirdo para se ressaltar a importancia relativa dos rinovirus e do impacto

dessas infec¢Bes na saude publica.
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