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RESUMO

Neste trabalho demonstramos que a presenca de tupanvirus, um virus gigante
da familia Mimiviridae, é capaz de induzir a formacao de armadilhas extracelulares de
neutrofilos (NETS) por neutréfilos humanos. A incubacao de diferentes multiplicidades
de infeccdo (MOIs) do virus por 2 horas promoveu liberacdo significativa de NETS,
com leve reducéo da viabilidade celular, enquanto o tratamento das células com o
virus tupanvirus tratado por UV também resultou nesta reducdo, indicando que
componentes estruturais virais sdo suficientes para ativar a resposta. A caracterizacao
morfolégica das NETs por imunofluorescéncia confirmou a presenca de estruturas
extracelulares de DNA associadas a elastase neutrofilica, além da colocalizacao do
virus com as redes, evidenciando seu aprisionamento pelas mesmas. Investigando os
mecanismos de ativacdo, observamos que a inibicdo do receptor celular do tipo Toll 4
(TLR4) bloqueou a liberacdo de NETs induzida pelo tratamento com tupanvirus,
enquanto TLR2 ndo apresentou participacdo, mostrando que a resposta depende
especificamente da ativacdo de TLR4. O tratamento com tupanvirus induziu producéo
significativa de espécies reativas de oxigénio (ROS); porém, a inibicdo dessas
espécies reativas ndo impediu a formacdo de NETSs, indicando que a via ativada é
independente de ROS. Por outro lado, o bloqueio da fagocitose reduziu parcialmente
a NETose induzida pelo tratamento com o virus, sugerindo contribuicdo desse
processo. Além disso, a inibicdo da peptidil arginina deiminase 4 (PAD4) e do célcio
citosélico suprimiu a formacdo de NETs, demonstrando que ambos sdo essenciais
para esse mecanismo induzido pelo tupanvirus. Em contraste, a inibicdo de elastase
neutrofilica e mieloperoxidase (MPO) nédo afetou a liberacdo de NETS, reforcando que

essas enzimas nao participam dessa via especifica de ativacéo.

Palavras-chave: Tupanvirus, neutroéfilos, redes extracelulares de neutréfilos (NETS),
receptor do tipo Toll 4 (TLR4) e peptidil arginina deiminase 4 (PAD4)



ABSTRACT

In this study, we demonstrate that presence of tupanvirus, a giant virus of the
Mimiviridae family, can induce the formation of neutrophil extracellular traps (NET) by
human neutrophils. Incubation with different multiplicities of infection (MOIs) of the
virus for 2 hours resulted in significant NET release, accompanied by a slight reduction
in cell viability. Incubation of these cells with UV-treated tupanvirus also induced such
reduction, indicating that viral structural components are sufficient to trigger the
response. Morphological characterization by immunofluorescence confirmed the
presence of extracellular DNA structures associated with neutrophil elastase, as well
as the colocalization of the virus with these networks, evidencing its entrapment within
the NET. Investigating the activation mechanisms, we observed that inhibition of toll-
like receptor 4 (TLR4) blocked NET release induced by tupanvirus, while TLR2 showed
no involvement, demonstrating that the response specifically depends on TLR4
activation. Tupanvirus induced significant reactive oxygen species (ROS) production;
however, inhibition of these reactive species did not prevent NET formation, indicating
that the activated pathway is ROS-independent. In contrast, phagocytosis blockade
partially reduced virus-induced NETosis, suggesting a contribution of this process.
Additionally, inhibition of peptidyl arginine deiminase (PAD4) and cytosolic calcium
suppressed NET formation, demonstrating that both are essential for this tupanvirus-
induced mechanism. Conversely, inhibition of neutrophil elastase and
myeloperoxidase (MPO) did not affect NET release, reinforcing that these enzymes do

not participate in this specific activation pathway.

Keywords: Tupanvirus, neutrophils, neutrophil extracellular traps (NET), toll-like

receptor 4 (TLR4), peptidyl arginine deiminase 4 (PAD4)
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1 INTRODUCAO

Os neutrofilos s@o células essenciais da imunidade inata e constituem a
primeira linha de defesa frente a microrganismos invasores. Sao 0s principais
leucécitos circulantes, exercem funcgdes efetoras classicas que incluem a fagocitose,
a producado de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a degranulacdo, mecanismos
fundamentais para a contencéo e eliminacéo rapida de patdégenos. Esses processos
sdo desencadeados logo apods o reconhecimento de padrdes conservados associados
a microrganismos (PAMPs) ou ao dano tecidual, permitindo respostas altamente
eficientes e imediatas (Pérez-Figueroa et al., 2021; Da-Silva; Finotti, 2019; Agraz-
Cibrian et al., 2017; Silva, 2015; Yam-Puc; Garcia-Marin; Sanchez-Torres, 2012;
Vorobjeva; Pinegin, 2014;; Brinkmann et al., 2004).

Entre os mecanismos efetores empregados pelos neutroéfilos, destaca-se a
liberacdo das Armadilhas Extracelulares de Neutréfilos (NETS), estruturas formadas
por DNA descondensado associado a proteinas nucleares (como histonas) e
proteinas granulares (como elastase e mieloperoxidase). As NETs constituem uma
barreira capaz de imobilizar patdégenos e, em muitos casos, exercer atividade
antimicrobiana direta, contribuindo para a contencdo da infeccdo e impedindo a
disseminacao microbiana (Agraz-Cibrian et al., 2017).

A liberacdo de NETs pode ser induzida por uma ampla variedade de estimulos
microbianos, como bactérias, fungos, protozoarios e diversos virus, além de
mediadores pro-inflamatérios associados ao dano tecidual. A diversidade de estimulos
capazes de induzir liberacéo de NETS, reflete a versatilidade funcional dos neutrofilos
e evidencia que a capacidade de formar NETs esta ligada ao reconhecimento de
padres moleculares especificos e caracteristicas estruturais das particulas
estimuladoras. Um dos estimulos conhecidos sao os virus, como influenza, dengue,
HIV, virus respiratdrio sincicial, entre outros(Burgener; Schroder, 2020; Delgado-Rizo
et al., 2017; Vorobjeva; Pinegin, 2014).

Nas ultimas duas décadas, a descoberta dos virus gigantes (VGSs) resultou em
uma profunda reformulacdo do que se acreditava na virologia, especialmente no que
diz respeito ao tamanho, a organizacdo estrutural e a complexidade genética dos
virus. Inseridos no filo de Nucleucytovircota, os VGs caracterizam-se por particulas

virais que podem ultrapassar 1 um de comprimento e genomas que frequentemente
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superam 1 Mb, muitos dos quais sem homologos conhecidos (Bosmon; Abergel;
Claverie, 2025; Abrahao, 2025; Oliveira et al., 2021).

Entre os representantes, estd o tupanvirus, descoberto no Brasil em
ambientes extremos, como sedimentos marinhos de grande profundidade e lagoas
hipersalinas do Pantanal. Pertencente a familia Mimiviridae, o tupanvirus apresenta
uma estrutura incomum composta por um capsideo de cerca de 450 nm associado a
uma longa cauda fibrilar que pode exceder 550nm, resultando em particulas que
alcangcam até 2,3um de comprimento. Seu tropismo é direcionado a amebas de vida
livre, especialmente Acanthamoeba castellanii e Vermamoeba vermiformis, que
servem como principais modelos experimentais (Nunes, 2025; Abrahéo et al., 2018;
Rodrigues et al., 2019).

Apesar de ndo haver evidéncias de replicagdo em células humanas, o
tupanvirus apresenta um nivel de complexidade morfologica e estrutural. Além disso,
estudos anteriores demonstraram que esse virus pode interagir com receptores do
tipo Toll (TLR), que o torna um modelo relevante para investigar como células efetoras
da imunidade inata reconhecem particulas virais complexas e ndo convencionais.
Estudos prévios também demonstraram que NETs podem ser induzidas ndo apenas
por microrganismos infecciosos, mas também por estruturas ndo vivas, incluindo
nanoparticulas sintéticas e agentes quimicos como o miristato acetato de forbol
(PMA), com uma alta taxa de liberacdo, permitindo seu uso como controle positivo
(Oliveira et al., 2022; Kenny et al, 2017).

Este estudo apresenta um ensaio experimental inédito sobre a interacdo entre
virus gigantes, especificamente o tupanvirus, e neutréfilos humanos, propondo uma
abordagem inovadora para compreender como particulas virais de grande porte e
complexidade estrutural sdo reconhecidas por células da imunidade inata. Os
resultados poderéo contribuir para o avanco do conhecimento sobre 0s mecanismos
de ativacao neutrofilica frente a padrdes virais ndo convencionais, além de ampliar o

entendimento sobre a interface entre VGs e a resposta imune humana.
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1.1 JUSTIFICATIVA

Os virus gigantes, como o tupanvirus, apresentam caracteristicas Unicas que
desafiam conceitos tradicionais da virologia, porém sua interagdo com o sistema
imune humano ainda é pouco compreendida. Neutrofilos séo células fundamentais da
imunidade inata e podem liberar armadilhas extracelulares (NETs), um importante
mecanismo de defesa contra diversos patdogenos. Apesar disso, ndo existem estudos
avaliando se virus gigantes sé@o capazes de induzir NETSs.

Dessa forma, compreender a interacdo entre o tupanvirus e neutrofilos
humanos, bem como os mecanismos intracelulares envolvidos na formacao de NETS,
é fundamental para ampliar o conhecimento sobre a imunidade inata frente a virus
nao convencionais. Além disso, tais informag6es podem contribuir para a construcéo
de uma base tedrica sélida acerca da biologia dos virus gigantes e de suas possiveis
implicacdes clinicas e imunoldgicas. Assim, o presente estudo se justifica pela
relevancia cientifica e pela necessidade de preencher lacunas importantes na

literatura sobre a resposta imune a virus da familia Mimiviridae.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar se o tupanvirus induz a liberacdo de

NETs em neutréfilos humanos.
1.2.2 Objetivos especificos

1. Verificar se o0s tupanvirus induz a liberacdo de NETs em neutrdfilos

humanos in vitro.
2. Caracterizar morfologia das NETs induzidas pelo tupanvirus.

3. Avaliar se o tupanvirus induz a producéo de espécies reativas de oxigénio

(ROS) por neutrdfilos.

4. Estudar as vias de sinalizacao envolvidas no processo de liberacdo das

NETs induzidas pelo tupanvirus.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Virus gigantes

Os virus gigantes (VGs) sdo um grupo complexo e heterogéneo de virus de
DNA que revolucionaram a virologia por conta do seu tamanho morfolégico e
complexidade genbmica, desafiando os conceitos tradicionais sobre o que seria um
virus (Abrah&o, 2025). A descoberta do Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV),
a primeira espécie de VG, ocorreu em 1992, porém sua caracterizagdo sé foi
estabelecida em 2003. Inicialmente, o APMV foi isolado a partir de uma torre de
resfriamento durante a investigacdo de um surto de pneumonia e, devido ao seu
grande tamanho, foi confundido com uma pequena bactéria Gram-positiva, até que
andlises posteriores, revelaram sua natureza viral (La Scola, 2003).

Seu tamanho € tdo grande comparado a outros virus, que € possivel sua
visualizacdo por microscopia éptica, ja que seus capsideos podem ultrapassar 1,5um
de comprimento. Seu genoma também é grande e complexo; muitos VG passam de
1 Mb e com alguns representantes como Pandoravirus atingindo até mais de 2 Mb.
Esses genomas séo tdo grandes que superam o tamanho de genomas de algumas
bactérias pequenas, como Mycoplasma, porém, com uma grande quantidade de
genes ORFans (genes ndo presentes em outras espécies).

Em laboratério, estes virus sdo parasitas obrigatérios de células fagociticas
profissionais, principalmente as amebas, que constituem os principais modelos
experimentais para estudo, embora existam VG que infectem outros seres vivos como
algas. A partir desses modelos, foi possivel delinear o ciclo replicativo caracteristico
dos mimivirus: a entrada por fagocitose, seguida pela abertura da estrutura
denominada stargate (complexo externo proteico do capsideo que permite a vedacao
do capsideo), permite posterior liberacdo do viral seed e a fusdo com a membrana do
fagossomo da ameba. Apds o genoma viral ser liberado inicia-se a formacéo da fabrica
viral, um compartimento citoplasméatico especializado onde ocorrera replicacdo do
DNA, a sintese proteica e a montagem das particulas virais. Ao final do ciclo
replicativo, com o acumulo de virions no interior da célula hospedeira, ocorre a lise
celular (Oliveira et al., 2021; Schrad et al., 2020).

Estudos metagendmicos ampliaram ainda mais a relevancia ecoldgica desses
virus, demonstrando que VGs podem ser mais abundantes do que procariotos em

determinados ambientes marinhos. Nesses ecossistemas, desempenham papéis
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importantes no controle populacional de microrganismos, interagindo em redes
ecologicas complexas que incluem ainda os viréfagos, que sdo pequenos virus que
se replicam utilizando a fabrica viral dos VGs (Boratto et al., 2022).

A complexidade estrutural e genémica dos VGs, levantaram diversos debates
na ciéncia, tanto sobre a origem da vida quanto a organizacdo dos sistemas
bioldgicos, levando alguns cientistas, como Patrick Forterre, a discutir sobre a
possibilidade destas entidades representarem um quarto dominio da vida. Todavia,
existem hipoteses mais bem aceitas, incluindo a hipétese regressiva, em que os VGs
se originaram de organismos que acabaram perdendo genes suficiente para manter
seu metabolismo proprio. A hipotese quimérica, considera que as amebas séo
consideradas “caldeirdes de fus&do” e facilitam a transferéncia horizontal de genes. E,
mais recentemente, tem sido sugerida a hipétese de que os VG possuem um ancestral
comum com virus menores gue infectam procariotos e foram ganhando complexidade
com a transferéncia horizontal de genes (Boratto et al., 2022; Brandes; Linial, 2019;
Oliveira; La Scola; Abrah&o, 2019; Forterre, 2010).

2.1.1 Tupanvirus

O género Tupanvirus (conhecido popularmente com o mesmo nome) foi
descrito no Brasil em 2018 a partir da prospeccdo em ambientes extremos. Foram
encontrados em amostras de sedimentos do oceano Atlantico em alta profundidade e
nas lagoas salinas de Nhecolandia no Pantanal (que possuem alto pH e salinidade).
Ele é representado por duas espécies, Tupanvirus salinum e Tupanvirus
altamarinense, que estédo agrupados dentro da familia Mimiviridae, a partir de analises
genéticas dos genes da familia de DNA polimerase B, proteina do capsideo, helicase-
primase D5 e helicase D6/D11 (Silva, 2024; ICTV, 2024; Abrahdo et al., 2018;
Rodrigues et al., 2019).

Os tupanvirus (TPV) apresentam uma morfologia peculiar e complexa, porém,
possuem um ancestral em comum com outros mimivirus. Seu capsideo apresenta
cerca de 450 nm de diametro e esta associado a uma cauda com aproximadamente
550 nm, resultando em um virion com uma extensdo média de 1,2 um, mas podendo
atingir até 2,3 um. Como outros VGs, apresentam membrana lipidica interna e a
estrutura stargate, entretanto, a longa cauda é uma caracteristica singular e uma das
maiores estruturas ja descritas na virosfera, embora sua composicdo interna

permaneca desconhecida. A superficie viral € inteiramente recoberta por fibrilas
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glicosiladas, que desempenham papel fundamental na interacdo com as amebas
hospedeiras, reconhecendo componentes de superficie, possivelmente incluindo
receptores de acUcar presentes na membrana dessas células. A composi¢do dessas
fibrilas levanta hipéteses sobre sua possivel interacdo com elementos do sistema
imunologico, uma vez que apresenta modificacdes glicosidicas e padrées estruturais
repetitivos que podem potencialmente interagir com receptores de padrées
moleculares, como o TLR4 (Nunes, 2025; Oliveira et al., 2022; Rodrigues et al., 2019;
Abrah&o et al., 2018).

N&o obstante a sua morfologia, seu genoma € tdo complexo quanto. Seu
material genético € o DNA de fita dupla, com aproximadamente 1,5 Mb, codificando
entre 1276 e 1425 genes, identificados em até 70 tRNA, 20 aminoacil-tRNA sintetases
(aaRS), 11 fatores para etapa de traducao, fatores para maturacao do tRNA ou mRNA
e fatores para modificacdo de proteinas ribossomais. Essa extensa maquinaria
molecular evidencia o quanto a fronteira conceitual entre virus e organismos vivos
pode ser ténue, dado que o repertdério génico dos tupanvirus ultrapassa, em
complexidade, o de alguns organismos celulares (Nunes, 2025; Rolland; La Scola;
Levasseur; 2020; Abrah&o et al., 2018).

Ademais, como os demais virus, 0s tupanvirus sao parasitas obrigatérios, sem
metabolismo proprio fora da célula hospedeira. Eles conseguem parasitar uma grande
quantidade de protistas, em que as principais utilizadas in vitro sdo as amebas A.
castellanii e Vermamoeba vermiformis, entretanto, os hospedeiros naturais ainda sado
desconhecidos. As particulas virais se ligam a superficie do hospedeiro e séo
internalizadas por fagocitose. Subsequentemente, ocorre a fusdo da membrana
interna do virus com a membrana do fagossomo da ameba. Em seguida, ocorre a
liberac@o do material genético dentro da célula, e com isso, a fabrica viral € formada.
Nesta estrutura, ocorre a formacdo de proteinas e particulas virais. Apés o
preenchimento do citoplasma com os virions, ocorre a lise celular e sua liberacdo. Um
fator essencial neste processo, € a abertura do stargate, e estudos mostraram que in
vitro, alguns ions (como ferro e cobre), baixo pH e peroxido de hidrogénio (H202) séao
indutores para abertura desta estrutura (Schard et al., 2020; Cortines et al., 2024;
Abrahao et al., 2018).

Além disso, o0 tupanvirus causa outros danos como efeitos citotoxicos e
“desligamento” do RNA ribossomal, que sédo independentes de sua replicagdo. Esses

efeitos podem ser observados em células ndo hospedeiras, como as linhagens
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RAW264.7 (macréfagos de rato) e THP-1 (células monociticas humanas). Nesse
intuito, serd utilizado neutréfilos humanos (células ndo hospedeiras) para avaliar o
efeito da presenca de TPV (Rolland; La Scola; Levasseur; 2020; Abrah&o et al., 2018;
Rodrigues et al., 2019).

2.2 Neutrofilos

Os neutrofilos sdo células polimorfonucleares do sistema imune e sdo 0s
principais efetores na defesa inata e um dos primeiros leucocitos a se encontrar com
agentes estranhos. Junto com os eosindfilos e basofilos, formam o grupo chamado de
granuldécitos, que sao caracterizados pela presenca de um nucleo lobulado e granulos

citoplasmaticos (Almaraz-Arreortua; Torres-Aguilar, 2022).

Eles sdo formados, diferenciados e maturados principalmente em 6rgaos
hematopoiéticos (como medula 6ssea) a partir do processo de granulopoiese. Nesta
etapa ocorre a sintese e formacdo dos granulos citoplasméaticos primarios ou
azurdfilos, secundarios ou especificos, terciarios ou gelatinases e secretores ou
citocinas. Os granulos apresentam diversas funcdes, como acédo antimicrobianas,
capturar agentes patogénicos, sinalizacdo para as células e até mesmo degradacéo
da matriz para facilitar a movimentacao dos leucécitos pelo tecido (Almaraz-Arreortua,;
Torres-Aguilar, 2022).

Apos 0 processo de granulopoeise, os neutrofilos migram para a corrente
sanguinea por quimiotaxia e migram aos tecidos pela cascata de adesdo e
transmigracdo. Na corrente sanguinea, possuem um tempo de vida entre 8 e 12 horas,
porém, apos a transmigracao, podem sobreviver por alguns dias (Almaraz-Arreortua,;
Torres-Aguilar, 2022; Grieshaber-Bouyer et al., 2022; Brach, 1992).

Como sao células que agem na defesa inata, ndo possuem mecanismos
especificos de defesa, por isso portam receptores que respondem a diferentes grupos
de estruturas de agentes bioldgicos (receptores de reconhecimento de patdégenos —
PRRs) e padrdes moleculares associados ao dano (DAMPSs). Os PRRs sao separados
em cinco principais familias, receptores do tipo toll (TLR), receptores lectina tipo C
(CLR), receptores tipo NOD (NLR), receptores tipo RIG (RLR) e sensores de DNA
(CDS). Apoés a ativagdo de algum destes receptores, trés estratégias podem ser

seguidas: a fagocitose, producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
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degranulacao e liberacdo de armadilhas extracelulares de DNA (Almaraz-Arreortua,;
Torres-Aguilar, 2022; Da-Silva; Finotti, 2019).

2.3 Armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS)

As Armadilhas Extracelulares de Neutréfilos (NETS) sao estruturas liberadas
pelos neutrofilos como mecanismo de resposta para diferentes tipos de estimulos. Sédo
compostas por DNA descondensado, proteinas nucleares (histonas), proteinas
granulares (como elastase, mieloperoxidase, lactoferrina, a-defensinas, catepsina G,
entre outras) e proteinas citoplasmaticas (actina, miosina, S100 célcio proteinas).
Porém, a composicao pode variar de acordo com o estimulo que a induziu (Burgener;
Schroder, 2020; Brinkman et al., 2004).

Elas desempenham uma importancia fundamental no sistema imune contra
patégenos, impedindo ou dificultando a mobilidade deles, e até mesmo podendo
possuir atividades antimicrobianas. Porém, as NETs sao prejudiciais quando em
excesso, podendo ser responsaveis para alguns tipos de doencas autoimunes (lupus
eritematoso sistémico, vasculite de pequenos vasos, artrite reumatoide), doencas
vasculares (podendo causar trombose pelo excesso de coagulacdo) e doencas
inflamatorias (sindrome do desconforto respiratorio agudo ou fibrose cistica)
(Vorobjeva; Pinegin, 2014; Zawrotniak; Rapala-Kozik, 2013).

Deste modo, as NETs devem ser degradadas apés desempenharem sua
funcdo. Para isto, sua degradacao fisiologica € realizada por uma acdo de
desoxirribonucleases (DNases) extracelulares secretadas, e por meio intracelular
(fagocitose) por macrofagos. Da mesma forma, as NETs sdo negativas para 0s
patdgenos. Por consequéncia, alguns microrganismos desenvolveram mecanismos
para resistir a esta defesa utilizando nucleases, como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Vibrio cholerae e

Pseudomonas aeruginosa (Liu et al., 2025; Demkow, 2023).
2.4 Receptores do tipo toll (TLRS)

Os receptores tipo toll (TLR) sdo receptores, tanto de membrana quanto
internos que conseguem reconhecer certos PRR, e ativam diversos mecanismos de
defesa. Os neutrofilos expressam 9 tipos de TLR: TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e

TLR11 (estes estdo localizados na superficie celular) e TLR7, TLR8 e TLR9 (estes
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estéo localizados no interior celular, como em endossomos ou lisossomos). Os mais
estudados sdo os TLR2 e TLR4 e podem sinalizar para a formacdo de NETs por
diversos estimulos, como LPS, HGMBL1, histonas, lipoproteinas de baixa densidade
oxidadas (oxLDL) e agente patogénicos no geral (virus, protozodrios, bactérias etc.).
A ativacdo destes receptores promove diversos mecanismos de formacao de NETS,
como ROS dependente (por exemplo em Fonsecaea pedrosoi e na presenca de
oxLDL), NADPH dependente (por exemplo em Streptococcus suis), citocina
dependente (como no virus da dengue e H5N1), PAD4 dependente (por exemplo no
reconhecimento de DAMPs como histonas e HMGB1) (Wu et al., 2025; Mufioz-Caro
etal., 2021; Chen et al., 2021; Yipp; Kubes, 2013; Clark et al., 2007).

2.5 Mecanismos de formacao e liberacdo das NETs

As NETSs séo liberadas por diferentes mecanismos, dependendo do estimulo
de ativacdo do neutrdfilo, e pelo menos trés vias de liberacdo foram identificadas:
rapida, mitocondrial e litica/classica. Na via rapida, as NETSs ja sdo evidenciadas ap6s
10 min de estimulo, sendo liberadas via vesiculas nucleares (Pilsczek et al., 2010). A
via mitocondrial descrita inicialmente em eosindfilos, também ocorre em neutrdfilos,
uma vez que marcadores de DNA mitocondrial foram identificados nas NETs (Youssefi
et al., 2009). A via classica/litica € a mais estudada e conhecida, ocorrendo mais
lentamente (>2 h) e com a morte dos neutréfilos (Branzk et al., 2013). Embora diversas
vias de sinalizacdo envolvidas na formacao das NETs ja tenham sido evidenciadas, a

grande maioria se refere a forma litica como veremos a seguir.
2.5.1 Espécies reativas de oxigénio (ROS)

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas que possuem oxigénio
com alta reatividade. O ROS é produzido principalmente pela NADPH ou a partir da
cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias e apresentam diversas funcdes,
como em mecanismos envolvendo a fagocitose, a apoptose (em altas concentragdes
de soro), as NETSs e sinalizagao celular. Nas NETs um dos primeiros mecanismos a
serem descobertos foi o mecanismo classico ativado por PMA, Staphylococcus
aureus, Aspergillus sp., entre outros. A funcdo do ROS na formacao das NETs ainda
ndo é totalmente elucidada, mas é proposto que pode ajudar na formacao de poros,

ativar outras proteinas essenciais para o processo e liberar proteinas no citosol.
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Porém, existem diversos estimulos que podem promover a formacéo de NETs, como
serdo abordados nos préoximos topicos (Liu et al., 2025; Vorobjeva, 2020; Stoiber et
al., 2015; Kirchner et al., 2012; Fuchs et al., 2007).

2.5.2 PADA4 e célcio

A enzima Peptidil Arginina Deiminase 4 (PAD4) € uma das enzimas de sua
familia que € encontrada primariamente no ndcleo ou ao redor, apresentando
importancia fundamental em alguns processos de formacgédo de NET. Sua funcéo é a
citrulinacdo das histonas, permitindo seu afrouxamento e descondensagao ao mudar
as cargas de residuos das histonas. A principal sinalizacdo envolvida neste
mecanismo € o aumento no fluxo de calcio, ja que este ion € um cofator desta enzima,
permitindo sua ativagdo. Porém a envolvimento de PAD4 depende do estimulo, como
por exemplo, ionoforos e bactérias. Além da ativacéo da via PAD4, ha evidéncias que
apontam que o calcio pode promover geracdo de ROS pela NADPH oxidase e a
translocacdo da elastase e da MPO para o nucleo, dependendo do estimulo (Thiam
et al., 2020; Gupta et al., 2014 Wang, S.; Wang, Y.; 2013; Rohrbach et al., 2012).

2.5.3 Fagocitose

A fagocitose € o mecanismo mais utilizado pelos neutréfilos para combater
patdgenos. Para isto, ocorre o reconhecimento dos PRR pelos TLR e receptores tipo
NOD, ou por moléculas de sinalizacdo de morte celular (como exposicdo a
fosfatidilserina). O processo de reconhecimento pode ser amplificado pela
opsonizacdo. Apdés o reconhecimento de uma molécula estimuladora, ocorre a
remodelacdo no citoesqueleto, permitindo o englobamento do microrganismo ou
particula, formando uma vesicula interna. Esta vesicula é chamada de fagossomo, e
apos a fusdo com os granulos (principalmente os secundarios), forma o
fagolisossomo. Nele ocorre a atividade microbicida pela liberagdo de ROS por conta
da atividade da NADPH, liberacdo de proteinas granulares (como mieloperoxidase e
elastase), acidificagdo do meio interno da vesicula (pela acdo da V-ATPase), entre
outros, sendo um dos processos mais importantes e bem estudados nos neutrofilos
(Almaraz-Arreortua; Torres-Aguilar, 2022; Pérez-Figueroa et al., 2021; Da-Silva;
Finotti, 2019; Silva, 2015; Zawrotniak; Rapala-Kozik, 2013).
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2.5.4 Elastase e mieloperoxidase (MPO)

A elastase € uma serina protease presente nos granulos primarios, e €
fundamental para certos mecanismos de producao de NETs. H& evidéncias de que é
liberada do granulo para o citoplasma por conta do ROS e ativagdo da gasdermina,
podendo se ligar com a actina do citoesqueleto, promovendo sua degradacdo e
consequente perda de mobilidade do neutréfilo (0 que impede a fagocitose).
Entretanto, sua principal fungdo € no nucleo, clivando e inativando subpartes de
histonas (H4 e H2B), o que promove a descondensa¢cdo do DNA. Além disso, é uma
das proteinas mais abundantes nas NETs, com uma fung¢do antimicrobiana, ja que
tem a capacidade de clivar a membrana externa de alguns organismos (Burgener;
Schroder, 2020; Sollberger et al., 2018; Papayannopoulos et al. 2010).

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente também nos granulos
primarios, que, quando ativada, catalisa a formacao de &cido hipocloroso (HCIO) a
partir de peroxido de oxigénio (H202), tendo uma importante funcdo antimicrobiana
nas NETs. Ja na formacao das NETS, alguns estudos mostraram que a MPO participa
da descondensacdo do DNA junto a elastase, tendo uma acgdo sinérgica e
independente de sua atividade enzimatica (Burgener; Schroder, 2020; Sollberger et

al., 2018; Papayannopoulos et al. 2010).

2.6 Acanthamoeba castellanii

Acanthamoeba castellanii foi descoberta em 1930 por Aldo Castellani e € uma
espécie de amebas de vida livre amplamente distribuida e presente em diversos
habitats (com ou sem ac¢éo antrépica), como em solos, agua salgada e doce, piscinas,
sistemas de ar-condicionado, entre outros; sdo generalistas e se alimentam
principalmente de microrganismos, porém também sdo hospedeiras para muitos
microrganismos e virus (Koéhsler; Mrva; Walochnik, 2016).

Seu ciclo de vida possui dois principais estagios, o trofozoito, a fase que é
vegetativa, onde se alimenta e se multiplica, com uma morfologia amebdide (sem
forma definida), podendo infectar humanos e causar patologias, por exemplo a ceratite
e encefalite amebiana granulomatosa, que sdo doencgas graves, mas raras; e também,
€ a forma que pode ser infectada e ser hospedeira. O cisto € a fase que é

metabolicamente reduzida e permite que a ameba sobreviva a condicfes adversas,
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como dessecacdao, calor, falta de nutrientes e impeca a infeccao viral (Oliveira; La
Scola; Abrahéo, 2019; Kéhsler; Mrva; Walochnik, 2016). Atualmente, esta ameba, em
conjunto com Acanthamoeba polyphaga e Vermaboema vermiformis, sédo os principais
modelos utilizados para estudar virus gigantes, e para este trabalho foi utilizado a A.
castellanii (La Scola, 2003). Uma caracteristica importante é sua alta capacidade de
fagocitar particulas, assim como algumas células do sistema imune dos mamiferos

(macrofagos e neutrofilos).
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3 METODOLOGIA
3.1 Cultura de células (Acanthamoeba castellanii).

A cepa de amebas utilizada foi de Acanthamoeba castellani (ATCC 30011),
com estoques pré-existentes no laboratorio, foram cultivadas em meio de peptona,
extrato de levedura e glicose (PYG, ATCC Medium 712), suplementado com 1 mg/mL
de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich) e 15 ug/mL de gentamicina (Thermo

Fisher Scientific) e mantidas a 28°C.
3.2 Cultura e purificacdo do Tupanvirus

As amebas (Acanthamoeba castellani) foram expandidas em garrafas T182
até a formacado da monocamada confluente. Apds completa adeséo, as amebas foram
infectadas com o tupanvirus e mantidas em estufa a 28°C. Apds 96 horas de infec¢ao,
o lisado celular coletado foi cuidadosamente colocado em uma camada de sacarose
a 22% e centrifugado a 36.000xg por 30 min. As particulas virais resultantes foram
ressuspensas em 500 pyL de PBS estéril e os estoques armazenados em geladeira,

até seu uso.
3.3 Titulag&o viral

Os titulos virais foram determinados utilizando o método de Reed e Muench,
onde os estoques virais (provindo da purificacdo) foram diluidos de maneira serial para
concentracdes de 102 até 1012 em meio PYG. Estes foram inoculados em placas pés
inoculacao e incubadas por 3 dias, com verificacao diria da sua situacéo e dos efeitos
citopéticos. Apoés a verificacdo dos efeitos citopaticos, fez-se a quantificacdo do titulo

viral pelo célculo proposto pela metodologia de TCID50 (Reed; Muench, 1938).
3.4 Marcacdao das particulas virais com rodamina

Para marcacao viral utilizou-se o corante fluorescente rodamina (40 pyg/mL),
que foi adicionado a um estoque de virus e mantido a temperatura ambiente por 1
hora. A rodamina néo ligada foi removida por 5 lavagens com 1 ml de PBS estéril. A
amostra viral marcada foi centrifugada a 25.000xg, por 10 minutos a 4°C. Apds estes

processos, o pellet foi ressuspendido no mesmo volume inicial do estoque.
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3.5 Comité de ética

Todos os procedimentos utilizando células humanas foram aprovados pelo
comité de ética para estudos em humanos do Hospital Clementino Fraga Filho,
(Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. Protocolo niamero:
4261015400005257).

3.6 Isolamento de neutrofilos humanos

Neutrofilos foram isolados do sangue periférico de doadores saudaveis por
gradiente de densidade (Histopaque®-1077, Sigma), centrifugado por 30 min a 400xg,
21°C, sem freio e com aceleracao lenta. Os neutrofilos foram recolhidos da camada
de polimorfos nucleares e submetidos a 2 lises hipoténica das heméacias, por 5 min
pela adicdo do tampédo ACK (155 mM NH4CL, 10 mM KHCOs, 0,1 mM EDTA, pH 7,4),
centrifugadas por 10 min a 400xg, 21°C. As células livres de hemacias foram lavadas
com PBS por 10 min, 400xg, 21°C. Os neutroéfilos foram ressuspendidos em meio
RPMI-1640 (Gibco) e utilizados imediatamente (Guimardes-Costa et al., 2009).

3.7 Ensaio de inducao e quantificacdo das NETs

Os neutroéfilos (2x10° células/poco) foram incubados em placas de 96 pocos,
com o volume final de 100 ul, em meio RPMI com ou sem tupanvirus viavel ou tratado
com UV (MOls 0,05; 0,1; 0,5; 1 e 2; TPV) e PMA (100 nM; Merck), por 2 h a 37°C e
5% de CO2. Os niveis de DNA de fita dupla (NET-DNA) foram aferidos no
sobrenadante das culturas, usando o kit Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA (Invitrogen)
seguindo as instru¢cdes do fabricante. A dosagem foi feita em placas de 96 pocos
foscas e a intensidade de fluorescéncia detectada pela excitacdo em 485 nm e
emissdo 538 nm em espectrofluorimetro Paradigma (Molecular Devices) conforme

descrito (Guimardes-Costa et al., 2009).
3.8 Ensaio de viabilidade celular (reducao da resazurina)

Neutrdfilos (2x10° células/poco) foram incubados em placas de 96 pocos, com
o volume final de 100 pl, em meio RPMI com ou sem tupanvirus (MOls 0,05; 0,1; 0,5;
1le2; TPV) e PMA (100 nM), por 2 h a 37°C e 5% de CO2. Para o ensaio de reducao
da resazurina, 44 uM de resazurina (Sigma) foi adicionada aos pocos. A intensidade

da fluorescéncia do ensaio foi analisada pela excitagdo a 544 nm e emissdo em 590
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nm apods incubacao da amostra de 2 a 4 horas a 37°C e 5% CO2. Células lisadas foram

usadas como controle.
3.9 Microscopia de imunofluorescéncia

Neutréfilos isolados (6x10° células/poco) foram aderidos em laminulas de
vidro de 13 mm (Knittel Glass) revestida com 0,01% de poli-L-lisina (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) em placas de 24 pocos. As células foram incubadas na presenca ou
na auséncia do tupanvirus marcado com rodamina (MOls 0,5; 1 e 2) ou PMA (100
nM), por 2 h a 37°C e 5% CO:. As células foram fixadas com 4% de paraformaldeido
(Sigma-Aldrich ) por 30 min, depois lavadas com PBS 1x e incubadas com solucéo de
bloqueio (PBS/3%BSA; Sigma-Aldrich) por 1 h em temperatura ambiente e apos
lavadas com PBS. As amostras foram incubadas overnight, a 4°C, com anticorpos
primarios anti-Elastase (1:800; Coelho; Calbiochem). Apéds, foram lavadas com PBS
e incubadas com anticorpos secundarios Alexa Fluor 488 anti-Rabbit (1:800,
Invitrogen), por 1 h em temperatura ambiente. As amostras foram contrastadas com
DAPI (1 pg/mL; Sigma Aldrich), para a marcacdo do DNA. As laminulas foram
novamente lavadas e montadas em laminas com ProLongTM Gold antifade com DAPI
(Thermo Fisher). A leitura das laminas foi realizada em um microscopio confocal Nikon
C2.

3.10 Ensaios de inibicdo das NETs

Neutréfilos (2x10° células/pogo) foram pré-incubados por 30 min na auséncia
ou presenca dos inibidores listados na Tabela 1, a 37°C e 5% de CO2. Apés, as células
foram estimuladas ou ndo com o tupanvirus (MOI de 0.5; TPV), PMA (100 nM), LPS
(10 pug/mL; Sigma) ou zimosan (100 pg/mL; Sigma) e mantidas em estufa por 2 horas
nas mesmas condi¢des acima. Em seguida, os sobrenadantes foram recolhidos e a
liberacdo das NETs (NET-DNA) foi quantificada usando o kit Quant-iT™ PicoGreen®

como ja descrito.
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Tabela 1 - Inibidores utilizados no pré-tratamento dos neutréfilos para investigar as vias de sinalizacao
das NETs induzidas pelo tupanvirus.

Inibidor (Fabricante) Abreviacdo  Concentracéo Acdo
de trabalho
Difenileneiod6nio (Sigma) DPI 32 uM Inibidor de flavoproteinas
N-Acetilcisteina (Sigma) NAC 1mM Antioxidante
Inibidor de MPO-1(Calbiochem) i.MPO 300 nM Inibidor de MPO
Cl-amidina (Cayman Chemical) Cl-a 12 uM Inibidor de PAD
GW-311616 (Tocris Bioscienc) GW 10 uM Inibidor de Elastase
BAPTA-AM (Calbiochem) BAPTA 10 uM Quelante intracelular de célcio
TL2-C29 (InvivoGen) i.TLR2 20 uM Inibidor de TLR2
TAK-242 (Sigma-Aldrich) i.TLR4 15 uM Inibidor de TLR4
Citocalasina-D (Sigma-Aldrich) CytoD 10 pug/mL Inibi_d_or da polimerizagéo da
aquitina

3.11 Dosagem da producédo de ROS

Neutrofilos (2x10° células/poco) foram pré-tratados com N-
Acetilcisteina (NAC; 1 mM), por 30 min a 37°C com 5% CO2. Apoés, foram estimulados
com ou sem PMA (100 nM) ou tupanvirus (MOI 0,5). A geracdo de ROS foi detectada
através da sonda dihidrorodaminal23 (1,2 uM, DHR123, Sigma). A cinética foi
realizada em espectrofluorimetro (Paradigma) ao longo de 2 horas a 37°C, com

excitacao de 500 nm e emissédo em 536 nm.
3.12 Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas através do software
GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software®). As comparacdes de dados entre mais
de dois grupos foram feitas atraves do teste One-way ANOVA, com Tukey como pos-

teste. O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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4 RESULTADOS
4.1 Tupanvirus induz a liberacdo de NETs em neutréfilos humanos.

Tendo em vista a complexidade dos virus gigantes, bem como, dos
mecanismos imunes inatos e ainda da auséncia de estudos que correlacione
interacdes entre esses virus e células humanas, decidimos analisar se a presenca do
tupanvirus induz a liberacdo de NETs por neutréfilos humanos in vitro. Para tal,
incubamos diferentes concentra¢des do virus com os neutréfilos por 2 horas e depois
avaliamos a liberagdo de NETs utilizando o ensaio de PicoGreen. Utilizamos
neutroéfilos ndo estimulados como controle negativo e PMA como controle positivo.
Nossos resultados mostram que todas as MOIs testadas induziram a liberacdo de
NETs (Figura 1A). Utilizamos o teste de reducdo da resazurina para determinar a
viabilidade dos neutrdfilos controles e tratados. Nossos resultados demonstram que
existe uma tendéncia de diminuicdo da viabilidade dos neutréfilos a medida que
aumentamos as MOIs do tupanvirus, assim como observamos com o PMA. Utilizamos
células lisadas como controle. Demonstramos nossos resultados com grafico e pela

representagdo colorimétrica (Figura 1B e 1C).

Figura 1. Tupanvirus induz a liberacdo de NETs em neutréfilos humanos. Neutréfilos foram
incubados na presenca ou auséncia de diferentes MOIs do tupanvirus (TPV; 0,05, 0,1, 0,5, 1) e PMA
(100 nM), por 2 horas a 37°C e 5% CO2. (A) A liberacdo de NETSs foi quantificada usando o ensaio
PicoGreen dsDNA. (B) A viabilidade dos neutrdfilos foi analisada utilizando o ensaio de redugéo da
resazurina, demonstrada no gréfico de barras e (C) por representacdo colorimétrica do ensaio de
viabilidade dos neutréfilos do gréfico B. Os dados foram demonstrados por unidades arbitrarias (UA),
resultados de pelo menos 3 experimentos independentes (A; n=4, B; n=3), apresentados como média
+ SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p=0,0002 e ****p<0,001, calculados pelo teste One-way ANOVA.

kK Fokokdk
| 1T ‘ Rk Ctrl
9x105 H 2 g L F* 0.05
I 8x105 . S 150108 {— TPV | 01
=2 s =
= «Q
= 2% 2 Mol
2 ™10% 2L 0 (MOD | 05
' ]
._ 53 1
2 Gxt0s- 2= sar- =
3 PMA |
[’Ij = =
5x105 . T 0 T T Lise @f

T
ot 005 04 PMA Ctrl 005 01 05 1 PMA Lise
TPV (MOI) TPV (MOI)



29

4.2 Tupanvirus tratado com UV induz a liberacdo de NETs em neutrofilos.

Decidimos analisar se a presenca do tupanvirus tratado com UV induzia a
liberacdo de NETs por neutrdfilos. Assim, tratamos o virus utilizando radiacdo
ultravioleta (UV), depois incubamos os neutrofilos com diferentes concentragdes do
virus viavel e tratados, apos 2 horas avaliamos a liberacdo de NETs. Demonstramos
através dos nossos resultados que todas as MOIls de ambos os virus testadas

induziram a liberacédo de NETs de forma significativa (Figura 2).

Figura 2. Tupanvirus tratado com UV induz a liberagédo de NETs. Neutréfilos foram incubados na
presenca ou auséncia de diferentes MOIs do tupanvirus vidvel e tratado com UV (TPV; 0,05, 0,1, 0.5,
1) e PMA (100 nM), por 2 horas a 37°C e 5% CO:.. A liberacdo de NETSs foi quantificada usando o ensaio
PicoGreen dsDNA. Os dados foram demonstrados por unidades arbitrarias (UA), resultados de pelo
menos 3 experimentos independentes (n=4), apresentados como média + SEM. *p<0,05 e ****p<0,001,
calculados pelo teste One-way ANOVA.
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4.3 Caracterizacdo morfolégica das NETs induzidas pelo Tupanvirus.

Para confirmar nossos resultados, decidimos caracterizar a morfologia das
NETs usando microscopia de imunofluorescéncia para retratar sua estrutura.
Neutrofilos foram incubados com tupanvirus (MOI 0,5; 1 e 2) ou PMA (100 nM) por 2
horas. As culturas marcadas com anticorpos anti-elastase neutrofilica e contrastadas
com DAPI (Figura 3). Como esperado, NETs coradas com DAPI (azul) e elastase
(verde) foram observadas em resposta a todas as MOls do tupanvirus (Figuras 3A, 3B
e 3C) e PMA (Figura 3D). O tupanvirus foi marcado usando rodamina (Figuras 3A, 3B
e 3C; vermelho). A colocalizag&o de estruturas de DNA extracelular e elastase com o
tupanvirus mostram o virus preso nas redes, destacados pelo zoom das
sobreposicoes (Figuras 3A, 3B e 3C). Juntos, esses resultados confirmam a liberacéo

das NETs induzidas pelo virus, que é preso nessas estruturas.
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Figura 3. Caracterizagdo morfolégica das NETs por imunofluorescéncia. Neutrofilos foram
incubados com tupanvirus (TPV MOIs 0,5, 1 e 2; A — C) ou (D) PMA (100 nM), por 2 h a 37°C e 5%
CO2. DAPI foi usado para marcar o DNA (azul), anticorpos anti-elastase para marcar elastase (verde)
e rodamina para marcar o virus (vermelho). Sobreposicéo das imagens, mostrando os virus presos nas
NETs. Zoom digital da sobreposicao sinalizando as particulas virais aprisionadas nas NETs. Ampliacéo
da regido marcada em branco original, 40X; barra = 20 pym.
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4.4 A liberacdo das NETs induzidas pelo Tupanvirus é dependente da interagcéo
com TLRA4.

Jé& foi descrito que virus gigantes como Acanthamoeba polyphaga mimivirus
e tupanvirus, possuem estruturas que sao reconhecidas por componentes do sistema
imune inato humano, tais como o Toll-like receptor 4 (TLR4) e desencadear toda a
cascata de sinalizacao envolvida na interacdo com esses receptores (Oliveira et al.,
2022). Baseados nestas evidéncias, decidimos analisar a participagédo dos receptores
TLR4 e TLR2 no processo de liberagdo de NETs induzidas pela presenca de
tupanvirus. Assim, pré-tratamos ou nao os neutrofilos com inibidores de TLR4 e TLR2
e depois estimulamos os neutrofilos com o tupanvirus por 2 horas, e dosamos a
liberacdo de NETs . Usamos LPS como controle para TLR4 e zimosan para TLR2, por
serem ligantes dos respectivos receptores e indutores de NETs ja evidenciados
(Burgener; Schroder, 2020; Schauer et al., 2014). Conforme mostra a figura 4, o uso
do inibidor de TLR4 bloqueou a liberacdo de NETs induzidas pela presenca de
tupanvirus, semelhante ao que acontece com o LPS, evidenciando a dependéncia da
interacao do virus com o receptor no processo de inducao das NETs (Figura 4A). O
pré-tratamento com o inibidor de TLR2 n&o inibiu a liberacdo de NETs induzidas pela
presenca de tupanvirus, diferente da liberacdo induzidas pelo zimosan, que foi inibida
(Figura 4B). Estes dados mostram que a interacdo com o receptor TLR4 é importante

neste processo de inducao das NETS.
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Figura 4. A liberacdo de NETs por neutrofilos humanos ativados pelo Tupanvirus é dependente
da interacdo com o TLR4. Neutrofilos foram pré-tratados ou ndo com o (A) inibidor de TLR4 (i.TLR4;
15 uM; TAK-242) e (B) inibidor de TLR2 (i.TLR2; 20 pM; TL2-C29) por 30 min, e em seguida foram
incubados na presenca ou auséncia do tupanvirus (TPV; MOI 0,5), LPS (10 pg/mL) e zimosan (100
pg/mL) por 2 horas a 37°C e 5% CO.. A liberacdo das NETs foi analisada por PicoGreen dsDNA e os
dados foram demonstrados por unidades arbitrarias (UA). Resultados de pelo menos 3 experimentos
independentes (A e B; n=3) apresentados como média + SEM. **p<0,01, ***p=0,002, ****p<0,001,
calculados pelo teste One-way ANOVA.
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4.5 Tupanvirus induz a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) em

neutréfilos humanos.

A producédo de ROS desempenha um papel importante na formacéo das NETs
em neutréfilos, que pode seguir por vias que dependem ou ndo de sua producao (Bont
et al., 2018). Assim, avaliamos se a presenca do tupanvirus era capaz de induzir a
producdo de ROS. Pré-incubamos os neutréfilos ou ndo com o antioxidante N-
acetilcisteina (NAC), por 30 minutos e depois adicionamos o0 virus e o PMA
separadamente. Usamos a sonda DHR123 para detectar a producdo de ROS em uma
cinética de 2 horas. Nossos resultados mostram que o virus induz a producéo de ROS
de forma significativa em 2 horas de estimulo, assim como acontece com o PMA
guando comparados com os neutréfilos ndo estimulados (Ctrl). Representamos pelo
grafico da curva de producdo de ROS em 2 horas e pelo grafico que determina a area
sobre a curva (AUC) (Figuras 5A e 5B respectivamente). O pré-tratamento com o
antioxidante inibe significamente a producédo de ROS pelos neutrdfilos, confirmando

0s resultados anteriores.
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Figura 5. Tupanvirus induz a producédo de ROS em neutréfilos humanos. Neutréfilos foram pré-
tratados ou ndo com NAC (1 mM) por 30 min, depois incubados ou hdo com tupanvirus (MOI 0,5; TPV).
PMA (100 nM) foi usado como controle. A produgdo de ROS foi analisada usando a sonda DHR123
(1,2 uM) por 2 horas a 37°C e representada pelo (A) grafico da curva e pelo (B) grafico da area sobre
a curva. Resultados de pelo menos 3 experimentos independentes (n=3) apresentados como média +
SEM. *p<0,05, **p<0,01 e **p=0,0002, calculados pelo teste One-way ANOVA.
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4.6 A liberacdo das NETs induzidas pelo Tupanvirus ocorre de forma

independente da producédo de ROS.

Para relacionar a producdo de ROS com a liberacdo de NETSs, os neutrofilos
foram pré-incubados por 30 minutos com difenileneiodénio (DPI), um inibidor de
flavoenzimas, como a NADPH oxidase e NAC. Em seguida, foram incubados com o
tupanvirus ou PMA, por 2 horas, seguida pela avaliagdo da liberacdo das NETSs.
Nossos resultados demonstram que tanto DPI quanto NAC ndo inibiram a liberacéo
das NETs induzidas pela presenca do tupanvirus (Figura 6). Estes dados sugerem
que as NETs induzidas pela presenca tupanvirus sdo independentes de espécies

reativas de oxigénio.
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Figura 6. A liberacdo das NETs induzidas pelo Tupanvirus € independente de espécies reativas
de oxigénio. Neutrofilos foram pré-tratados ou nao com DPI (32 yM) e NAC (1 mM) por 30 min, seguido
pela incubacg&o na presenca ou auséncia do Tupanvirus (TPV; MOI 0,5) e PMA (100 nM) por 2 horas a
37°C e 5% CO2. A liberacdo de NETs foi quantificada por PicoGreen dsDNA os dados foram
demonstrados por unidades arbitrarias (UA). Resultados de pelo menos 3 experimentos independentes
(n=3) apresentados como média + SEM. **p<0,01 e ****p<0,001, calculados pelo teste One-way
ANOVA.
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4.7 A fagocitose estarelacionada com a liberacdo das NETs induzidas pelo

Tupanvirus.

A fagocitose é frequentemente relatada como um componente importante da
defesa inata do hospedeiro, neutréfilos fagocitam microrganismos e séo ativados para
produzir superoxido e outras espécies reativas de oxigénio. Além disso, os neutréfilos
contém reservas de peptideos e enzimas antimicrobianas que atuam em conjunto com
o ROS para eliminar os microrganismos ingeridos (DelLeo et al., 2020). A fagocitose
também pode desempenhar papel importante no processo de formacéo e liberacéo
das NETSs, ja foram evidenciados diversos estimulos dependentes de fagocitose,
como Streptococcus pneumoniae e particulas opsonizadas como anticorpos ou
complemento (Ullah et al., 2017; Saffarzadeh et al., 2014). Sendo este um processo
complexo e ainda néo totalmente elucidado. Decidimos analisar se a fagocitose
participava deste processo. Assim, pré-tratamos o0s neutréfilos com citocalasina-D,
uma micotoxina fungica que age como um potente inibidor da polimerizag&o da actina
e portanto, inibe a fagocitose. Usamos PMA como controle positivo, uma vez que induz
a liberacdo de NETs de forma independente de fagocitose. O pré-tratamento com a
citocalasina-D (CytoD) inibiu parcialmente a liberacdo de NETs por neutréfilos

incubados com o tupanvirus, contrario ao que se vé com o PMA (Figura 7).
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Demonstramos atraves deste resultado que a fagocitose esta relacionada ao processo

de liberacdo de NETs induzidas pela presenca de tupanvirus.

Figura 7. A liberacdo das NETs induzidas pelo Tupanvirus dependente de fagocitose. Neutrofilos
foram pré-tratados ou ndo com citocalasina-D (CytoD; 10 ug/mL), por 30 min, seguido pela incubagao
na presenca ou auséncia do tupanvirus (TPV; MOI 0.5) e PMA (100 nM) por 2 horas a 37°C e 5% COa.
Aliberagdo de NETS foi quantificada por PicoGreen dsDNA os dados foram demonstrados por unidades
arbitrarias (UA). Resultados de pelo menos 3 experimentos independentes (n=3) apresentados como
média £ SEM. **p<0,01 e ***p=0,0002, calculados pelo teste One-way ANOVA.
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4.8 PAD e célcio estdo envolvidos no processo de liberacdo das NETs em

neutrofilos ativados pelo Tupanvirus.

A enzima peptidil arginina deiminase 4 (PAD4) é responsavel por catalisar a
citrulinizacdo das histonas (modificacéo de arginina em citrulina), sendo dependente
dos niveis citoplasmaticos de calcio por ser seu cofator. Uma vez que este mecanismo
estd associado a descondensacao da cromatina, processo fundamental na producéo
das redes extracelulares de DNA (Leshner et al., 2012), procuramos caracterizar o
envolvimento da PAD e do calcio durante a liberacdo das NETs induzidas pela
presenca do tupanvirus. Para isso, pré-tratamos os neutréfilos com Cl-amidina (Cl-a),
um inibidor de PAD e com o quelante de calcio intracelular BAPTA-AM, depois
incubamos ou ndo com o tupanvirus ou PMA, seguida pela anélise da liberacdo das
NETs. Nossos resultados demonstram que a inibicdo da PAD e do calcio reduziu a
liberacdo de NETs induzida pela presenca do tupanvirus, bem como pelo PMA
(Figuras 8A e 8B). Estes dados mostram que a PAD e o calcio desempenham um

papel essencial na liberacdo das NETSs.
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Figura 8. A liberacdo de NETs ativados pelo Tupanvirus tem o envolvimento de PAD e calcio.
Neutrofilos foram pré-tratados ou nao com (A) Cl-amidina (Cl-a; 12 uM) e (B) BAPTA-AM (Bapta; 10
1M) por 30 min, seguida pela incubacgéo na presenc¢a ou auséncia do tupanvirus (TPV; MOI 0.5) e PMA
(200 nM) por 2 h a 37°C. A liberagdo das NETSs foi analisada por PicoGreen dsDNA e os dados foram
demonstrados por unidades arbitrarias (UA). Resultados de pelo menos 3 experimentos independentes
(A e B; n=3) apresentados como média + SEM. *p<0,05, **p=0,002, ****p<0,001, calculados pelo teste
One-way ANOVA.
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4.9 Elastase e MPO néo participam do processo de liberacdo das NETs

induzidas pelo Tupanvirus.

Papayannopoulos e colaboradores (2010), demonstraram que, apés a ativacao
do neutrdfilo, a elastase neutrofilica escapa dos granulos azurofilicos e transloca para
0 nucleo, onde degrada parcialmente histonas especificas, promovendo a
descondensacéo da cromatina. Subsequentemente, a mieloperoxidase (MPO) age
em sinergia com a elastase neutrofilica, impulsionando a descondensacdo da
cromatina independentemente de sua atividade enzimatica. Avaliamos a participacao
dessas enzimas na formacdo das NETSs induzidas pela presenca do tupanvirus. Para
tal, pré-tratamos os neutrofilos com GW-311616 (GW), um potente inibidor da elastase
neutrofilica e inibidor de MPO (i.MPO), e incubamos ou ndao com tupanvirus. PMA foi
usado como controle positivo. O uso dos inibidores ndo bloqueou a liberacdo de NETs
induzidas pela presenca do tupanvirus, contrario ao que acontece com o PMA (Figura

9A e 9B. Evidenciando que a elastase e a MPO né&o participam deste processo.
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Figura 9. As NETs induzidas pelo Tupanvirus sdo independentes de elastase e MPO. Neutrofilos
foram pré-tratados ou ndo com GW-311616 (GW; 10 yuM; GW311616A) ou com o inibidor de MPO
(i.MPO; 300 nM), por 30 min. Depois foram incubados na presenca ou auséncia do tupanvirus (TPV;
MOI 0,5) e PMA (100 nM), por 2 h a 37°C e 5% CO:a. A liberagdo das NETSs foi analisada por PicoGreen
dsDNA e os dados foram demonstrados por unidades arbitrarias (UA). Resultados de pelo menos 3
experimentos independentes (A e B; n=3) apresentados como média + SEM. ***p=0,002 e ****p<0,001,
calculados pelo teste One-way ANOVA.
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5 DISCUSSAO

Este estudo demonstra de forma inédita, que a presenca do tupanvirus é
capaz de induzir intensamente a liberagdo de NETs por neutréfilos humanos. A
observacéo de que todas as MOlIs testadas desencadeiam NETose, acompanhada da
reducao da viabilidade celular, indica que o processo resulta da ativacéo celular e ndo
simplesmente de dano citotoxico. Além disso, o fato de que a presenca do tupanvirus
tratado com UV também promove a formagéo de NETSs reforca que a particula viral €
suficiente para estimular essa resposta.

A caracterizacdo morfolégica por imunofluorescéncia confirma a producéo de
NETSs tipicas, compostas por DNA extracelular associado a elastase neutrofilica. A
colocalizac&o do tupanvirus com essas estruturas evidencia que o virus é fisicamente
aprisionado nas NETS, sugerindo um possivel papel desse mecanismo na contengéo
inicial de virus gigantes, apesar de sua complexidade estrutural.

A via de ativacdo pelo TLR4 desempenha papel central na inducdo de NETs
pela presenca do tupanvirus, enquanto o TLR2 n&o apresenta envolvimento. Esses
dados séo coerentes com evidéncias prévias de que membros da familia Mimiviridae
interagem especificamente com TLR4 (Oliveira et al., 2022), ativando vias classicas
de reconhecimento de patdgenos pelo sistema imune inato.

Embora a presenca do tupanvirus induza producédo significativa de ROS, a
inibicdo dessas espécies reativas ndo interfere na liberagdo de NETs. Esse resultado
é particularmente relevante, pois evidencia que o tupanvirus promove um mecanismo
alternativo de NETose.

O fato da inibicao da fagocitose reduzir parcialmente a NETose induzida pela
presenca do tupanvirus indica que esse processo contribui para a ativacdo das
células, embora ndo seja o tnico mecanismo envolvido. Considerando o tamanho e a
morfologia do tupanvirus, é possivel que sua interacdo com a membrana do neutrofilo
ou o inicio de um processo fagocitico seja suficiente para desencadear sinais
intracelulares associados a liberacédo de NETS.

A dependéncia de PAD4 reforca que a citrulinizagdo de histonas e
subsequente descondensacgao da cromatina S&o passos cruciais nesse processo. Por
outro lado, a auséncia de participacdo da elastase neutrofilica e da MPO distingue
claramente o mecanismo ativado pelo tupanvirus do modelo classico de NETose

dependente dessas enzimas. Embora ambas sejam fundamentais em vias candnicas,
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especialmente na ativacdo por PMA, nossos resultados mostram que elas nao
desempenham papel significativo na resposta induzida pelo virus. Esse padrao reforca
que a presenca do tupanvirus aciona uma via nao classica.

Em conjunto, os dados obtidos neste trabalho revelam que a presenca do
tupanvirus induz NETose por uma via TLR4 dependente, PAD4 e célcio dependente,
associada a fagocitose, porém independente de ROS, elastase neutrofilica e MPO.
Esses achados contribuem significativamente para o entendimento da interacao entre
virus gigantes e o sistema imune humano, sugerindo que neutréfilos reconhecem e
respondem ao tupanvirus por meio de mecanismos especificos e ndo convencionais.
Além disso, os resultados ampliam o conhecimento sobre a capacidade das NETs de
aprisionar particulas virais complexas, levantando novas questdes sobre o impacto
desse processo na imunidade e na patogénese associada aos Mimiviridae em algum

momento da evolucao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Em conjunto, os dados obtidos neste trabalho revelam que a presenca do
tupanvirus induz NETose por uma via TLR4 dependente, PAD4 e célcio dependente,
associada a fagocitose, porém independente de ROS, elastase neutrofilica e MPO.
Esses achados contribuem significativamente para o entendimento da interacao entre
virus gigantes e o sistema imune humano, sugerindo que neutrofilos reconhecem e
respondem ao tupanvirus por meio de mecanismos especificos e ndo convencionais.
Além disso, os resultados ampliam o conhecimento sobre a capacidade das NETs de
aprisionar particulas virais complexas, levantando novas questdes sobre o impacto
desse processo ha imunidade e na patogénese associada aos Mimiviridae em algum

momento da evolucao.
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