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Resumo

O Rinovirus Humano ¢ um virus de pequena dimensdao que pertence a familia
Picornaviridae, sendo conhecidos neste momento mais de 160 serotipos e 3 espécies (A,
B e C). Este virus caracteriza-se por ter elevado tropismo para as células epiteliais das
vias aéreas e por isso ¢ um dos principais responsaveis pelas infecdes do trato respiratorio
superior ¢ também inferior. Em individuos saudaveis uma infe¢ao por Rinovirus nao
acarreta grandes complicagdes, no entanto em criancas, idosos, individuos
imunocomprometidos ou com condic¢des respiratorias cronicas pode ser fatal. Nao existe
até ao momento nenhum tratamento para além do sintomatico, o que pode ser um

problema nas infe¢des severas.

No presente estudo, a presenga de Rinovirus nas narinas de voluntdrios saudaveis da
Universidade Fernando Pessoa foi testada durante um ano e em simultaneo identificaram-
se polimorfismos genéticos dos mesmos relacionados com o Sistema Imunitario (TOLLIP
rs5743899, IL6 rs18000795, IL1B rs16944 e TNFA rs1800629), tipados por PCR-RFLP,

que poderiam influenciar a infe¢do por Rinovirus.

Os resultados obtidos foram particularmente interessantes a nivel dos genes TOLLIP e
IL6. Verificou-se que o alelo G do TOLLIP aumenta a probabilidade de resultados
negativos para Rinovirus ao longo de todo o ano, no entanto, ao avaliar individuos sem o
alelo G do TOLLIP, verificou-se que ha maior titulo viral em individuos que nao possuem

o alelo C do IL6.

Este estudo permitiu assim concluir que existem polimorfismos em pelo menos dois genes

do Sistema Imunolégico que influenciam a suscetibilidade a infecdo por Rinovirus.

Palavras-chave: Rinovirus, doencgas respiratorias, polimorfismos, suscetibilidade viral
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Abstract

Human Rhinovirus is a small virus that belong to the family Picornaviridae with more
than 160 serotypes and 3 species (A, B e C). This virus is characterized by an high tropism
for the epithelial cells of the airways making it one the major causes of upper and lower
respiratory tract infections. In healthy individuals, a Rhinovirus infection doesn’t result
in major complications, however in children, elders, immunocompromised individuals or
those with chronic respiratory conditions can be fatal. There is as yet no treatment beyond

the symptomatic which can be a problem for severe infection cases.

In the present study, rhinovirus presence in the nostrils of healthy volunteers of Fernando
Pessoa University was monthly tested for a year and correlated to Immune system related
genetic polymorphisms (TOLLIP rs5743899, IL6 rs18000795, IL1B rs16944 ¢ TNFA
rs1800629), typed by PCR-RFLP.

The results were particularly interesting for TOLLIP and IL6 genes. It was found that the
G allele of TOLLIP increases the likelihood of year-long negative results for Rhinovirus.
Additionally, when evaluating individuals without the TOLLIP G allele, viral titres were
higher among individuals without the IL6 C allele.

In conclusion, the present study identified two genetic polymorphisms that mediate the

individual susceptibility to Rhinovirus infection.

Key words: Rhinovirus, respiratory diseases, polimorphisms, viral susceptibility
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il

“Recomega... se puderes

sem angustia e sem pressa

E os passos que deres,

nesse caminho duro do futuro,

da-os em liberdade.

Enquanto ndo alcangares ndo descanses,
de nenhuma fruta queiras s6 metade...”

Miguel Torga
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I. Introducao

O Rinovirus Humano (RHV) ¢ um virus humano pertencente a familia Picornaviridae
com mais de 160 serétipos diferentes e 3 espécies (A, B ¢ C). E um virus com capacidade
de infetar células epiteliais do trato respiratorio superior e inferior através de recetores
celulares (ICAM-1, LDLR ou CDHR3 dependendo das espécies). E um dos responséaveis
pela maior parte constipagdes, causando principalmente infe¢des ligeiras, auto-limitadas,
subclinicas e assintomadticas, no entanto, ndo deve ser completamente desconsiderado
pois leva a auséncia escolar e laboral. Em criancas, idosos, individuos
imunocomprometidos ou com condigdes respiratdrias cronicas (asma, doenca pulmonar
obstrutiva cronica e fibrose cistica) pode causar doencas fatais.

A transmissdo deste virus pode ocorrer por transmissao fecal-oral ou por contacto direto
com secregoes infetadas ou aerossois contendo particulas virais, contudo as opinides
ainda sdo um pouco controversas neste campo. Em relacdo a grande frequéncia de
infecdo, esta pode ser, pelo menos em parte, uma consequéncia da grande diversidade
serologica e da baixa reatividade cruzada da resposta imunolégica.

Nas ultimas décadas, foram descritos polimorfismos em vdarios genes de citocinas
(moduladores soluveis da atividade do Sistema Imunologico (SI)), indicando que a
variagdo imunologica geneticamente codificada estd apenas associada a polimorfismos
do MHC. Assim, a suscetibilidade viral de cada individuo também pode ser afetada por
essas variacoes genéticas. De facto, varios estudos indicam que polimorfismos em genes
como TOLLIP, IL1B, IL6, e TNFA entre outros, influenciam a resposta imunologica a
infegdes virais.

No presente trabalho procuram-se fatores genéticos que poderiam influenciar a presenca
de RHV nas narinas dos voluntérios. Para tal, testou-se por qPCR a presenca de RHV
durante 1 ano nas narinas dos voluntarios e por PCR-RFLP foram genotipados
polimorfismos de 4 genes (TOLLIP rs5743899, IL6 rs1800795, IL1B rs16944 ¢ TNFA

rs1800629) relacionados com o SI.
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I1. Desenvolvimento

1. Virus

O primeiro registo de um virus ocorreu em 1892 por Ivanowsky que teve a curiosidade
de estudar a doenga do mosaico na planta do tabaco. Este botanico, de nacionalidade
russa, macerou folhas da planta do tabaco que apresentavam manchas e colocou esse
mesmo macerado junto com plantas do tabaco saudaveis. Mais tarde, percebeu que as
plantas do tabaco saudaveis também teriam ficado com manchas, ou seja, com a doenga
do mosaico, concluindo assim, que esta doenga era transmissivel por um agente capaz de
passar por filtros com poros de um didmetro tdo reduzido que eram capazes de reter
bactérias. Esse agente que antigamente era designado de contagium vivium fluidum, ¢é
hoje conhecido como virus, contudo com a evolugdo dos conhecimentos teodricos e
cientificos verificou-se que nem todos os agentes filtraveis podiam ser classificados como
virus, pois estes t€m muitas outras caracteristicas para além do seu tamanho reduzido

(Ferreira, W. e Sousa, J. 2002; Trabulsi, L. et al.1998).

Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatorios com dimensdes entre 20 e 400
nanometros, pelo que sé sdo visiveis com recurso a um microscopio eletronico. Possuem
acidos nucleicos (Acido Desoxirribonucleico (DNA) ou Acido Ribonucleico (RNA)), em
cadeia simples ou dupla) que sdo protegidos por uma capside, que ¢ uma caixa proteica
cujas subunidades sdo capsomeros e que também tem a funcdo de ligagdo as células do
hospedeiro. Os virus ndo possuem um sistema enzimatico completo (necessitam por isso
de o complementar com o sistema enzimatico da célula que infetam), e podem conter ou
ndo um envelope. O envelope ¢ uma camada lipidica exterior que deriva das membranas
celulares do hospedeiro onde o virus foi montado, e como o seu contetido ¢ igual ao das
outras células nao € reconhecido pelo SI, para além disso tem a vantagem de se conseguir
fundir muito mais facilmente com as células alvo. Os virus que ndo o possuem, por norma
sdo mais resistentes aos agentes fisicos e quimicos, ja4 os que apresentam envelope sdo
mais frageis pois a presenca de glicoproteinas e lipoproteinas torna-os incapazes de
manter a sua viruléncia e de sobreviver ao meio ambiente por muito tempo (Ferreira, W.

e Sousa, J. 2002; Trabulsi, L. et al. 1998).
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Em geral, qualquer virus para conseguir cumprir o seu ciclo bioldgico precisa de infetar
um hospedeiro suscetivel, replicar-se nesse mesmo hospedeiro, difundir-se no organismo
infetado (localmente ou para zonas mais distantes do local de replicacao) e libertar-se do
hospedeiro, para isso necessita que a célula a infetar possua recetores especificos e de

utilizar os seus recursos enzimaticos (Ferreira e Sousa, 2002; Trabulsi et al. 1998).

2. O Rinovirus

2.1. Caracterizacao

O RHYV foi dos primeiros virus a ser identificado. Foi descoberto em 1950, sendo um
virus de pequena dimensao (cerca de 30 nanometros de didmetro) que pertence a familia
Picornaviridae e ao género Enterovirus. E um dos virus que causa mais morbilidade
humana em todo o mundo devido a sua ac¢do sobre as vias aéreas tanto no trato respiratorio
superior como inferior (Halfon and Newacheck, 1993; Louie et al., 2005; Lee et al., 2007,
McErlean et al., 2007, 2008; Ann C Palmenberg et al., 2009; Tapparel, Cordey, et al.,
2009; Kim, Ki and Lee, 2009; Mackay, 2010; Miller, 2010; William J. Doyle et al., 2010;
Bennett et al., 2012; Gavala, Bertics and Gern, 2012; McIntyre, Knowles and Simmonds,
2013; Chalovich and Eisenberg, 2013; Defa et al., 2013; Palmenberg et al., 2014; Saba
etal.,2014; Waman et al., 2014; Cabeda et al., 2014; Dupouey et al., 2014; Alves et al.,
2016; Royston and Tapparel, 2016).

Alguns estudos apresentam taxas de mortalidade e morbilidade muito elevadas em
comparagdo com outros estudos sugerindo surtos de RHV, no entanto isto ndo ¢
completamente certo e suspeita-se de que tais resultados poderiam ser devido a uma
superinfecao de H. influezae e outras espécies bacterianas juntamente com o RHV, que
foi o principal agente causador do surto (Halfon and Newacheck, 1993; Myatt et al., 2003;
Heikkinen and Jarvinen, 2003; Louie et al., 2005; Lee et al., 2007; McErlean et al., 2007;
Ann C Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; William J. Doyle et al., 2010; Bennett et
al., 2012; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Chalovich and Eisenberg, 2013; Hershenson,
2013; Palmenberg et al., 2014; Bochkov et al., 2014; Cabeda et al., 2014; L Huillier et
al., 2015; Alves et al., 2016; Royston and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016).
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Tal como o proprio nome indica o RHV infeta humanos. A similaridade genética torna
também os primatas suscetiveis, o que ndo acontece com os roedores. Por este motivo, a
nivel laboratorial foram desenvolvidas, propositadamente, estirpes de ratos contendo a
Molécula de Adesao Intercelular Humana-1 (ICAM-1), criando assim um modelo animal
adequado para o estudo do RHV. Contudo, este modelo animal ndo mimetiza exatamente
o organismo humano pelo que o RHV ¢ também estudado em modelos in vitro
reconstituindo o epitélio diferenciado das vias aéreas humanas (Gavala, Bertics and Gern,
2012; Chalovich and Eisenberg, 2013; L’Huillier et al., 2015; Royston and Tapparel,
2016).

O RHYV possui uma pequena cadeia simples de RNA positiva com aproximadamente 7200
pares de bases protegida pela capside de forma ecosaédrica regular, que por sua vez ¢
constituida por 60 copias de 4 proteinas (VP1, VP2, VP3 e VP4). A proteina VP1 situa-
se na parte exterior da capside formando um vale/cavidade que ¢ a zona de ligagdo a
recetores celulares e também a alguns farmacos anti-virais. Também as proteinas VP2 e
VP3 contribuem para a antigenicidade ao contrario da VP4, que permite a ligagdo entre o
RNA e a capside (Savolainen-Kopra et al., 2009; Mackay, 2010; Gavala, Bertics and
Gern, 2012; Bochkov et al., 2014; Cabeda et al., 2014; Pretorius et al., 2014; Blaas and
Fuchs, 2016a).

Este virus ndo apresenta involucro lipidico e, ao contrario de virus muito préximos como
o Enterovirus, nao ¢ capaz de resistir ao pH acido do estdbmago (Mackay, 2010; Gavala,
Bertics and Gern, 2012; Bochkov et al., 2014; Cabeda et al., 2014; Pretorius et al., 2014;
Saba et al., 2014)

As variagdes na estrutura das 3 proteinas exteriores e especialmente da VP1 e VP2, sdao
responsaveis pelo elevado numero de serotipos existentes de RHV. Atualmente, sdo
conhecidos mais de 160 serdtipos do RHV, que segundo analises moleculares
filogenéticas da regido codificante da proteina VP1, podem ser divididos em 3 espécies:
Rinovirus A, B e C e em 7 subpopulagdes geneticamente diferentes (A, Al, A2, A3, B,
C1 e C2) (Heikkinen and Jarvinen, 2003; Louie ef al., 2005; Lee et al., 2007; McErlean
etal.,2007; Ann C Palmenberg et al., 2009; Tapparel, Junier, et al., 2009; Mackay, 2010;
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Gavala, Bertics and Gern, 2012; McIntyre, Knowles and Simmonds, 2013; Hershenson,
2013; Palmenberg et al., 2014; Pretorius et al., 2014; Waman et al., 2014; Bochkov et
al., 2014; Cabeda ef al., 2014; L’Huillier et al., 2015; Blaas and Fuchs, 2016a; Chen et
al.,2016; Kamau et al., 2018).

Estudos realizados por Mc Erlean et al. descobriram um novo RHV pertencente a
subpopulagao A2, o RHV-QPM, que foi detetado pela primeira vez por Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) num lactante com bronquiolite,
destacando-se da espécie A devido a resisténcia ao Pleconaril. Este RHV ¢ mais
prevalente no Inverno, no entanto também ¢ detetado na Primavera e no Verao tendo uma
distribuicao mundial. Os seus sintomas assemelham-se aos dos RHV em geral, tal como
descrito abaixo. Mostra-se distinto apenas na sua predisposi¢ao para causar bronquiolite
sugerindo que estd relacionado com infe¢des do trato respiratério inferior, ou seja,
infegdes mais graves, contudo existe pouca informagao sobre este, sendo necessarios mais
estudos para se perceber melhor o papel deste virus ao nivel da patogénese humana

(McErlean et al., 2007, 2008; McIntyre, Knowles and Simmonds, 2013).

2.2. Variabilidade genética

Diferentes espécies de RHV apresentam diferentes complexidades, tropismos, potenciais
de viruléncia, apresentagdes clinicas e patogéneses, para além disso, ha muita diversidade
genética, o que leva a variados sindromes clinicos (Tapparel, Cordey, et al., 2009;

Royston and Tapparel, 2016).

Em geral, virus de RNA s3o bons para estudar a evolucdo genética pois possuem uma
elevada taxa de mutacao, t€ém grandes populagdes, genoma pequeno e curto tempo de
vida. Esta diversidade genética ocorre devido a grande taxa de erro (nos Picornavirus a
RNA polimerase tem uma taxa de erro de 10° a 10 por nucledtido em cada ciclo
replicativo) e de mutagdes que ocorrem no RNA que dependem da RNA polimerase e
também, mas raramente, da recombinacdo principalmente homologa. Estes dois
fendmenos genéticos intraespécies sao uma for¢a notavel de evolugdo, introduzindo

variabilidade genética dentro das espécies que originam rinoviroses (Ann C Palmenberg
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et al., 2009; Bochkov et al., 2014; Palmenberg et al., 2014; Waman et al., 2014,
L’Huillier et al., 2015; Royston and Tapparel, 2016).

2.2.1. As espécies de Rinovirus A, Be C

A sequenciagdo parcial de regides codificantes da cépside viral, das regides ndo
codificantes e de um numero limitado de genomas completos, levou a divisao dos RHV

em 3 espécies:

O Rinovirus A contém 77 serotipos e ¢ o mais detetado em adultos. Tal como o Rinovirus
C também estd associado, mas ndo tanto, a asma e outras infe¢des do trato respiratdrio
inferior, ou seja, levam a manifestacoes clinicas mais graves, principalmente em criangas.
Contudo, estas duas espécies apresentam picos diferentes e em estagoes diferentes, o que
sugere que podem interferir uma com a atividade da outra, ou entdo, que existe uma
protecdo cruzada da infe¢do prévia. O Rinovirus A ¢ eliminado mais facilmente pelos
adultos do que o Rinovirus C, mas estas duas espécies compartilham um ancestral comum
(Lee et al., 2007; Ann C Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; Arakawa et al., 2012;
Granados et al., 2012; Pretorius et al., 2014; Waman et al., 2014; Bochkov et al., 2014;
Palmenberg et al., 2014; Hasegawa et al., 2015; L’Huillier et al., 2015; Royston and
Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016; Chen et al., 2016; Scagnolari et al., 2017).

Através de analises filogenéticas descobriu-se 3 serotipos muito distintos no Rinovirus A
que foram denominados de grupo D. Esta divergéncia deve-se principalmente ao
comprimento da sequéncia do genoma, neste mesmo grupo, os serotipos possuem
elementos de RNA atipicos em relagdo as outras espécies de Rinovirus A. O grupo D
podera vir a ser uma quarta espécie, o Rinovirus D, porque ha evidéncias filogenéticas e
caracteristicas na sua sequéncia muito claras para tal (Ann C Palmenberg et al., 2009;

Tapparel, Junier, et al., 2009; Miller, 2010; Palmenberg et al., 2014).

O Rinovirus B ¢ o mais raro, fazendo parte desta espécie apenas 26 serotipos, o que indica
que provoca infe¢cdes com menos frequéncia e com menos severidade do que as outras 2
espécies porque este induz menos citotoxicidade e menos producdo de citocinas.
Adicionalmente apresenta uma taxa de replicagdo mais lenta e mais baixa do que o

Rinovirus A e C (Lee ef al., 2007; Mackay, 2010; Arakawa et al., 2012; Granados et al.,
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2012; Waman et al., 2014; L’Huillier et al., 2015; Chen et al., 2016; Royston and
Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016).

Com o desenvolvimento de tecnologias de elevada sensibilidade para identificagdo do
RHV em amostras clinicas, conseguiu-se descobrir em 2007 um grupo com origem
genética diferente das que ja eram conhecidas, sendo sugerido pelo Comité Internacional
de Taxonomia de Virus uma terceira espécie, o Rinovirus C. Até entdo esta espécie nao
teria sido descoberta porque ndo cresce in vitro nas culturas de linhas celulares padrao
imortalizadas, o que dificulta ainda hoje o estudo deste RHV, conhecendo-se cerca de 52
estirpes de Rinovirus C (Ann C Palmenberg et al., 2009; Miller, 2010; Mackay, 2010;
Arakawa et al., 2012; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Granados et al., 2012; Palmenberg
etal.,2014; Waman et al., 2014; Bochkov et al., 2014; Hasegawa et al., 2015; L’Huillier
et al., 2015; Royston and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016; Blaas and Fuchs,
2016a; Chen et al., 2016).

Em 2011, Bochkov et al. foi o primeiro a fazer crescer Rinovirus C in vitro, utilizando
tecidos da mucosa sinusal. Esta espécie ndo possui estirpes emergentes uma vez que ha
mais de 250 anos que nao se tem conhecimento de patologias graves provocadas por esta.
As infegdes pelo Rinovirus C atingem o seu pico nos meses de Inverno, sendo que as
manifestagdes clinicas provocadas sdo piores e mais disseminadas nas criangas com
pneumonia e bebés com doenga sibilante. Estas faixas etarias sdo as mais atingidas e onde
ha maior severidade da infe¢ao, provocando exacerbagdes da asma e doengas semelhantes
a gripe (Halfon and Newacheck, 1993; Lau ef al., 2007; McErlean et al., 2008; Ann C
Palmenberg et al., 2009; Savolainen-Kopra et al., 2009; Mackay, 2010; Miller, 2010;
Arakawa et al., 2012; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Granados et al., 2012; Palmenberg
etal.,2014; Waman et al., 2014; Bochkov et al., 2014; Hasegawa et al., 2015; Hatchwell
et al.,2015; L’Huillier ef al., 2015; Royston and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016;
Chen et al., 2016; Scagnolari et al., 2017).

A sensibilidade a temperatura varia muito entre estirpes de Rinovirus C, sendo que a
maioria das estirpes desta espécie conseguem crescer mais eficientemente a baixas

temperaturas. Para isso acontecer ¢ necessaria uma exposicao a ar frio, o que suporta o
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facto de o trato respiratorio superior ser o mais atingido porque € o que se encontra mais
exposto ao ambiente. Em geral, considera-se que as infe¢cdes por Rinovirus C causam
doencas mais severas, bem como mais hospitalizacdes do que as provocadas pelo
Rinovirus A e B. Estudos recentes reportaram infe¢des sistémicas por Rinovirus C e
também ja foram detetados RHV em amostras de fezes de doentes hospitalizados com
doengas entéricas (Lau et al., 2007; Kiang et al., 2008; McErlean et al., 2008; Peltola et
al., 2008; Mackay, 2010; Carta, Silvestri and Rossi, 2013; Pretorius et al., 2014; Chen et
al., 2016; Royston and Tapparel, 2016; Su ef al., 2018). A frequéncia deste virus varia
com a idade, sexo, condigdes socioecondmicas e sanitarias ¢ ainda com as estagdes do
ano (Mackay, 2010; Miller, 2010; Carta, Silvestri and Rossi, 2013; Cabeda et al., 2014;
Pretorius et al., 2014).

Relativamente as estagdes do ano, t€ém sido desenvolvidos estudos longitudinais da
epidemiologia e das caracteristicas clinicas da infecdo por RHV, descobrindo-se assim
que, de uma forma geral, existem infegdes por RHV todo o ano e em todo o mundo. Mais
especificamente, nos paises temperados € mais comum um pico de incidéncia na
Primavera e no Inverno, ja em regides tropicais, subtropicais e semidridas foram detetados
RHV em todos os meses. No entanto, existem outros estudos com resultados
contraditorios, demonstrando um pico de incidéncia de infecdo por RHV na Primavera e
no Outono, (chegando nesta ultima estagdo a causar cerca de 80% das infegdes do trato
respiratério superior), juntamente com outros realizados na Africa do Sul, em
concordancia com estudos feitos na Tailandia e mais recentemente no Quénia, que nao
consideram que exista uma sazonalidade clara para o Rinovirus A e C, pois ¢ detetado
todo o ano, ao contrdrio do que acontece com o Rinovirus B que s6 ¢ detetado
esporadicamente (Halfon and Newacheck, 1993; Heikkinen and Jarvinen, 2003; Lee et
al., 2007; Mackay, 2010; Miller, 2010; Arakawa et al., 2012; Gavala, Bertics and Gern,
2012; Cabeda et al., 2014; Pretorius et al., 2014; L’Huillier et al., 2015; Stone and Miller,
2016).

A associagdo de serotipos com a incidéncia de infe¢do, aumento da viruléncia e libertagao
viral prolongada ¢ controversa. Com efeito, enquanto alguns autores ndo encontram

qualquer associacao de serotipos com a gravidade da doenca, outros relatam por exemplo
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a associacdo entre 0 RHV16 e a infe¢do bronquica, resposta exagerada das vias aéreas e
ainda exacerbagdo da asma (Louie et al., 2005; Miller, 2010; Hershenson, 2013;
Manifesto, 2013; Clark D. Russell, Griffiths and Haas, 2014; Scagnolari et al., 2017).

2.2.2. Mutacdes virais e recombinacio genética

Embora ainda existam poucos estudos relativos a recombinagdes no RHV, pensa-se que
estas possam ocorrer na zona entre a Open Reading Frame (ORF) da poliproteina e a
Regido 5’ Nao Traduzida (UTR), o gene da protease 2A ou os genes adjacentes a capside.
Tudo indica que o mais comum ¢ ocorrerem recombinagdes dentro da mesma espécie e,
em particular, no Rinovirus A (Ann C Palmenberg et al., 2009; Tapparel, Junier, et al.,
2009; Bochkov et al., 2014; Palmenberg et al., 2014; Waman et al., 2014; L’Huillier et
al., 2015; Royston and Tapparel, 2016).

As recombinagdes interespécies, ainda que mais raras podem ocorrer entre todas as
espécies. A sua raridade resulta da grande heterogeneidade do RNA codificante entre as
espécies, sendo raras as situagdes em que ¢ possivel originar uma recombinagao viavel e
por norma as estirpes resultantes sdo menos virulentas do que as parentais. No entanto,
conhece-se uma recombinagdo interespécie entre o Rinovirus A e o C devido a ligagdo
entre a regido 5” UTR e a poliproteina que originou uma subpopulacao emergente, a C2
(Tapparel, Junier, ef al., 2009; Bochkov et al., 2014; Palmenberg ef al., 2014; Waman et
al., 2014; L’Huillier et al., 2015; Royston and Tapparel, 2016).

Sao conhecidas at¢ ao momento 46 recombinagdes, pertencendo a maior parte a
subpopulagao A2, C1 e C2 (Ann C Palmenberg et al., 2009; Palmenberg et al., 2014;
Waman et al., 2014; L’Huillier et al., 2015).

Foi realizado um estudo para analisar o Equilibrio de Ligacao (LE) do genoma usando o
Indice de Associagio (ISA), sendo que um ISA de O corresponde a auséncia de
recombinagdo. Para o RHV o ISA foi de 0,066, correspondendo este a um valor baixo que
sugere uma fraca evidéncia de LE e indica a associacdo ndo aleatoria de loci ndo
polimorficos. Provavelmente estas recombinagdes ocorrem através da co-infegao, assim
como através de sucessivas infe¢des por diferentes espécies de RHV. No entanto, também

ocorrem co-infegdes de RHV com outros virus respiratdrios, os mais comuns sdo o
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adenovirus, bocavirus, coronavirus e virus influenza (Peltola et al., 2008; Ann C
Palmenberg et al., 2009; Miller, 2010; Palmenberg et al., 2014; Waman et al., 2014;
L’Huillier ef al., 2015).

Quando ocorrem mutacdes e recombinagdes que sao uma mais valia para o virus, sdo alvo
de selecdo positiva. Os episddios de selecdo positiva ocorrem tanto nas zonas que dao
origem a proteinas estruturais como nas que ddo origem a proteinas ndo estruturais

(Waman et al., 2014).

Nas zonas estruturais os processos de diversificacdo estdo associados a propriedades
fenotipicas como a antigenicidade e a especificidade de ligagdo aos recetores. Foi
identificada sele¢do positiva em 24 coddes, pertencendo estes a 3 proteinas estruturais

(VP1, VP2 e VP3) e a 3 proteinas ndo estruturais (2A, 2C e 3D) (Waman ef al., 2014).

Destes 24 coddes, 12 pertencem a proteina VP1, sendo que 8 deles estao associados a
antigenicidade ou com o sitio de ligacdo ao Recetor de Lipoproteina de Baixa Densidade
(LDLR) (nos virus que o utilizam). Os coddes 86, 91 e 95 fazem parte do sitio antigénico
A, reconhecido pelos recetores LDLR e os coddes 268 e 278 fazem parte do sitio
antigénico B, reconhecido pelos mesmos recetores. Ja os coddes 88, 89 e 228 ocorrem na
regido mais comum de ligacdo ao recetor LDLR. Relativamente as ICAM’s, o sitio de
ligacdo a estas pelos virus ¢ determinado por um aminoécido codificado pelo coddo 80

(Waman et al., 2014).

A proteina VP2 contém os coddes 104, 235, 262 e 263 que também estdo sujeitos a
episodios de seleg¢do positiva. O coddo 235 que codifica o aminodcido serina precede o
antigénio residual alanina, que pertence ao sitio antigénico C dos virus que se ligam aos

recetores LDLR (Waman et al., 2014).

A proteina VP3 contém os coddes 180, 234, 236 e 171 que também sofrem episodios de
selegdo positiva. O codao 180 no Rinovirus A2 corresponde ao codao 179 no Rinovirus
B14. No Rinovirus A2 corresponde ao local de ligagao ao recetor LDLR e no Rinovirus
B14 corresponde ao local de ligagao as ICAM’s. J& os coddes 234 e 236 no Rinovirus A2
correspondem ao 233 e 235, respetivamente, no Rinovirus B14, situando-se perto do local

de ligagao as ICAM’s (Waman et al., 2014).
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Relativamente as proteinas nao estruturais, a 2A inclui 4 coddes o 2, 44, 74, 141 que estao

igualmente sob o efeito de sele¢do positiva (Waman et al., 2014).

J& a proteina 2C contém 3 coddes o 72, 88, e 189 que se encontram na mesma situagao,
sendo esta proteina uma das mais bem conservadas e multifuncional na familia

Picornavirus, conhecida também pela sua atividade NTPase (Waman et al., 2014).

2.3. Ciclo de infecdes por Rinovirus

2.3.1. Transmissao

No RHV a transmissdo fecal-oral ¢ a mais comum, pois este ¢ um virus que tem
capacidade de permanecer viavel durante muitas horas nas maos, sendo que a falta de
higiene nas maos favorece este tipo de transmissdo, para além disso também ¢ possivel
ocorrer transmissao pessoa a pessoa através de contacto direto com secrecdes infetadas
ou aerossois que contém particulas virais (Heikkinen and Jarvinen, 2003; Myatt et al.,

2003, 2004; Mackay, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Cabeda et al., 2014).

Num estudo realizado o RHV foi detetado em 40% das maos dos voluntarios infetados e
em 6% dos objetos da casa. Sabe-se que o contagio ¢ elevado principalmente entre
familiares, sendo que nos adultos para haver infe¢do ¢ necessario um contacto mais
prolongado, ao invés do que acontece em bebés e criangas que por serem mais suscetiveis
sofrem contagio imediato (Heikkinen and Jarvinen, 2003; Mackay, 2010; Gavala, Bertics

and Gern, 2012; Carta, Silvestri and Rossi, 2013; Cabeda et al., 2014).

Sob condig¢des experimentais observou-se que o RHV permanece vidvel, horas a dias a

temperatura ambiente num meio interno, € na pele cerca de 2 horas (Mackay, 2010).

A inoculagdo do RHV no corpo humano pode ocorrer através da mucosa nasal e depois
facilmente consegue atingir a nasofaringe ou entdo, através da conjuntiva do olho. Neste
ultimo caso, o virus € transportado pelo ducto lacrimal até a cavidade nasal seguindo
depois 0 mesmo percurso de um virus que entra no organismo humano através da mucosa
nasal. Desta forma, o epitélio das vias aéreas ¢ o primeiro e o principal local a ser infetado,
mais especificamente as células do epitélio nasal e nasofaringe, provavelmente devido a

expressao limitada das ICAM’s. No entanto, células do musculo liso das vias aéreas
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também podem ser infetadas, causando broncoespasmo e respostas exacerbadas por parte
das vias aéreas, contudo isto ainda nao foi verificado in vivo. Para além disso, também se
encontram macréofagos alveolares infetados contudo, sabe-se que ndo conseguem suportar
todo o processo que envolve a infe¢ao por RHV (Heikkinen and Jérvinen, 2003; Mackay,
2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Carta, Silvestri and Rossi, 2013; Manifesto, 2013;
Saba et al., 2014; Blaas and Fuchs, 2016a; Royston and Tapparel, 2016).

Assim que o RHV encontra a célula a infetar ocorre a ligagdo entre o vale na cépside viral
(proteina VP1) e os recetores celulares existentes a superficie das células. Os Rinovirus
A e B para que consigam infetar as células precisam que haja uma adesao desta proteina
viral aos ICAM’s, que existem nas células ciliadas e nao ciliadas das vias aéreas (este € o
fendmeno que ocorre mais frequentemente), ou entdo em alternativa, utilizam os recetores
LDLR. Os Rinovirus C ligam-se a outros recetores menos comuns, designados Recetor
Cadherin Related Family Member 3 (CDHR3) (Mackay, 2010; Gavala, Bertics and Gern,
2012; Defa et al., 2013; Hershenson, 2013; Cabeda et al., 2014; Blaas and Fuchs, 2016b;
Royston and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016).

Ap0s isto, hd uma desestabilizagdo da particula viral levando a explosao da proteina VP4
e consequentemente, a formagdo de poros na capside e de canais na membrana celular,
seguindo-se a absorcao viral que dependendo do tipo de recetor, pode ocorrer via clatrina
dependente ou independente da endocitose ou macropicnocitose. Nesta etapa o virus sofre
uma alteracao da conformagado devido a alteragdes de pH ou devido a ligagdo a recetores
(mais especificamente ICAM’s), que levam a exposi¢ao dos dominios hidrofobicos, o que
vai permitir a libertacdo do RNA viral dentro da célula (Mackay, 2010; Gavala, Bertics
and Gern, 2012; Hershenson, 2013; Cabeda et al., 2014; Blaas and Fuchs, 2016a; Royston
and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016; Yamaya et al., 2016).

Tal como se pode observar na Figura 1, o RHV-A2 utiliza o recetor LDL, ja o RHV-A89
e 0 RHV-B14 utilizam o recetor [CAM-1. Ambos os recetores sdo expressos pelas células
epiteliais nasais ciliadas. Apos a ligagdo a um destes recetores, estes RHV's sdo
encaminhados para os endossomas primarios, sendo que no caso do RHV-A2, o virus e o

recetor separam-se. O recetor € reciclado e o virus encaminhado para o endossoma tardio,
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Figura 1- Possiveis mecanismos de entrada e descapsulagdo do RHV em células epiteliais nasais ciliadas

(adaptado de Blaas and Fuchs, 2016).

onde o pH extremamente acido altera a conformacgdo e liberta o RNA viral para o
citoplasma enquanto a capside ¢ degradada. No caso do RHV-A89, a capside permanece
ligada ao recetor no endossoma primario, quando entra em contacto com o pH acido do
endossoma tardio, o RNA viral ¢ libertado para o citoplasma, enquanto a capside
permanece provavelmente ligada ao recetor sendo também ela encaminhada para o
exterior da célula. JA o RHV-B14 apesar de ligado ao ICAM-I ¢ encaminhado para o
endossoma tardio, contudo, sob a acdo do pH acido do endossoma tardio o virus (capside
e RNA) rompe o endossoma sendo o seu RNA e a capside libertados no citoplasma (Blaas

and Fuchs, 2016).

2.3.2. Recetores virais

A classificagdo dos serotipos do Rinovirus A e B faz-se com base nos recetores
especificos que usam para entrar nas células. Existem os virus que usam as ICAM’s (um
membro da superfamilia das imunoglobulinas) das células epiteliais das vias aéreas, sdo
designados como recetores major, por ser o recetor utilizado por mais de 90% dos

serdtipos de RHV (alguns destes também usam sulfato de heparano como recetor
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adicional) e existem os virus que usam membros da familia dos recetores LDLR
(recetores minor) (Ann C Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; Gavala, Bertics and
Gern, 2012; Carta, Silvestri and Rossi, 2013; Defa ef al., 2013; Hershenson, 2013;
Waman et al., 2014; Palmenberg et al., 2014; Alves et al., 2016; Yamaya et al., 2016,
2017; Blaas and Fuchs, 2016a; Stone and Miller, 2016).

Ha 12 serotipos do Rinovirus A que pertencem aos virus que utilizam os recetores LDLR
sendo que os restantes do Rinovirus A e todos os serotipos do Rinovirus B utilizam as
ICAM’s (Ann C Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012;
Hershenson, 2013; Palmenberg et al., 2014; Waman et al., 2014; Stone and Miller, 2016).

As ICAM's sdo detetadas em pequena quantidade nas células ndo ciliadas linfoepiteliais
do tecido adenoide nasofaringeal, assim como na camada basal do epitélio ciliado. No
entanto, nas células epiteliais bronquicas, o RHV regula positivamente a expressao de
ICAM’s ligadas a membrana celular através de um mecanismo dependente de Fator
Nuclear (NF)-kB que regula negativamente a libertagdo de ICAM’s soluveis (Mackay,
2010; Yamaya et al., 2016).

Tal como foi referido anteriormente o Rinovirus C utiliza recetores diferentes do
Rinovirus A e B para entrar dentro das células, isto justifica o facto de ele ndo conseguir
crescer em culturas de linhas celulares padrao imortalizadas. Estas células ndo tém os
recetores necessarios para a entrada destes virus (Halfon and Newacheck, 1993; Gavala,

Bertics and Gern, 2012; Royston and Tapparel, 2016).

Estudos feitos por Bochkov ef al sugeriram que o recetor funcional para o Rinovirus C ¢
o CDHR3, este esta presente em grandes quantidades no epitélio respiratorio, estd
envolvido na adesao celular, interagdo entre células e na polaridade de diferenciacao do
epitélio (Gavala, Bertics and Gern, 2012; Pretorius ef al., 2014; Blaas and Fuchs, 2016a;
Huang et al., 2016; Royston and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016).

A associagdo de um Polimorfismo de Nucledtido Unico (SNP) no gene que da origem a
este recetor e a exacerbagdo da asma acompanhada por sibilancia, deve-se ao facto de este
polimorfismo permitir uma maior ligacao e replicacdo do Rinovirus C. Assim, pensa-se

que a infeg¢ao por Rinovirus C, nestes individuos, pode induzir a asma, ou que as pessoas
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(principalmente criangas) asmaticas e com este SNP sdo mais vulneraveis a infe¢cdes por
este tipo de RHV, o que agrava a asma pré-existente (Peltola ef al., 2008; Gavala, Bertics
and Gern, 2012; Esposito et al., 2014; Pretorius et al., 2014; Huang et al., 2016, Royston
and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016; Scagnolari et al., 2017).

2.3.3. Tropismo

O RHV ¢ um virus que infeta principalmente células epiteliais das vias aéreas, mas
poucas. De modo geral esta infecdo ndo acarreta grandes complicagdes, causando
principalmente infeg¢des ligeiras, autolimitadas, subclinicas e assintomadticas. Esta Gltima
caracteristica ¢ muito comum e pode dever-se a libertacdo prolongada de virus apos a
resolugdo de uma doenga respiratéria sintomatica, sintomas leves ou devido a um periodo
de incubagdo antes do inicio dos sintomas e por este motivo os virus nao sao reconhecidos
(Heikkinen and Jarvinen, 2003; Lessler et al., 2009; William J. Doyle et al., 2010;
Mackay, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Carta, Silvestri and Rossi, 2013;
Chalovich and Eisenberg, 2013; Hershenson, 2013; Cabeda et al., 2014; Pretorius et al.,
2014; Hasegawa et al., 2015; L’Huillier ef al., 2015; Royston and Tapparel, 2016; Stone
and Miller, 2016).

O facto de ser uma doencga assintomatica pode explicar o motivo pelo qual ndo ha um
periodo de incubacgao definido, visto que nao se consegue saber o tempo de exposi¢ao aos
virus, o inicio dos sintomas, nem o momento de contagio. Contudo, trabalhos com
infecdes experimentais apontam para um periodo de tempo entre 2 dias a 2 semanas com
os sintomas respiratorios a durarem 1 a 2 dias apds a inoculacao (Heikkinen and Jérvinen,
2003; Lessler et al., 2009; William J. Doyle et al., 2010; Mackay, 2010; Gavala, Bertics
and Gern, 2012; Hershenson, 2013; Cabeda et al., 2014; Pretorius et al., 2014; Hasegawa
etal.,2015; L’Huillier et al., 2015; Stone and Miller, 2016; Royston and Tapparel, 2016).

As criangas, idosos € imunocomprometidos (como por exemplo seropositivos para o
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)) sdo os principais alvos para doencas
sintomaticas por RHV, sendo que nestes ultimos a infecao dura aproximadamente 28 dias.
Nestes 3 grupos o virus mostra-se mais duradouro, severo e frequente, ja nos individuos

saudaveis a infe¢ao tende a ser curta, com uma duracao média de 2 a 4 dias. Relativamente
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as criangas, estas sdo consideradas o maior reservatorio de RHV, podendo ter episddios
de infe¢@o recorrentes por este entre § a 12 vezes num so6 ano, ja os adultos sofrem apenas
2 a 3 infec¢des por ano (Heikkinen and Jarvinen, 2003; Lessler et al., 2009; Mackay, 2010;
William J. Doyle et al., 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Carta, Silvestri and Rossi,
2013; Hershenson, 2013; Cabeda et al., 2014; Pretorius et al., 2014; Hasegawa et al.,
2015; L’Huillier et al., 2015; Blaas and Fuchs, 2016a; Royston and Tapparel, 2016; Stone
and Miller, 2016; Huang et al., 2016).

Devido a sua frequéncia, o RHV tem um grande impacto econdmico e social, envolvendo
consultas ao médico e faltas ao trabalho e a escola. E responsavel por metade dos casos
de infegdes do trato respiratorio superior, com uma capacidade de infecdo inversamente
proporcional a temperatura, sendo 33°C a temperatura ideal para ocorrer a sua replicagao
(e a 37-39°C ¢ muito reduzida) (Halfon and Newacheck, 1993; Heikkinen and Jérvinen,
2003; McErlean et al., 2007; Ann C Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; Patel et al.,
2010; Cabeda et al., 2014; Palmenberg et al., 2014; L’Huillier et al., 2015; Stone and
Miller, 2016; Royston and Tapparel, 2016).

Assim, o RHV apresenta maior facilidade para infetar o trato respiratério superior do que
o trato respiratdrio inferior, pois o primeiro encontra-se muito mais perto do exterior do
corpo e consequentemente apresenta uma temperatura mais baixa quando a temperatura
ambiental ¢ baixa. Adicionalmente o trato respiratdrio inferior situa-se mais longe do
ponto de contagio sendo de mais dificil acesso ao virus, o que permite ao SI atuar,
inibindo assim a infecdo e replicagdao pelo virus. Chegou-se a pensar inclusive que, o
RHYV estava limitado a infecdes das vias aéreas superiores, no entanto, existem casos em
que o SIndo ¢ eficaz permitindo infe¢des do trato respiratorio inferior ou entdo, situagdes
de ventilagdo muito elevada em que as vias aéreas inferiores diminuem a sua temperatura
normal. Estes casos foram confirmados por exame radiologico do toérax e exames fisicos,
sendo estas infe¢des menos comuns mas mais severas do que as do trato respiratdrio
superior (McErlean et al., 2007; Ann C Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; Gavala,
Bertics and Gern, 2012; Cabeda et al., 2014; Dupouey et al., 2014; Palmenberg et al.,
2014; L’Huillier et al., 2015; Blaas and Fuchs, 2016a; Stone and Miller, 2016; Royston

and Tapparel, 2016; Su et al., 2018).
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Apesar disso, alguns estudos clinicos mostraram uma grande associagdo entre a infe¢ao
por RHV e a exacerbagdo da asma que ndo poderia ser apenas explicada por falhas do SI,
levando isto a estudos mais aprofundados relativamente a infe¢ao do trato respiratorio
inferior. Apds varios estudos feitos, observou-se que nas infe¢cdes do trato respiratdrio
inferior por RHV ocorriam sempre alteragdes histologicas a nivel alveolar e indicios de
bronquiolite, inicio de pneumonia, pneumonite intersticial, entre outras patologias
levando isto a confirmar que o RHV infeta as vias respiratérias inferiores e induz uma
resposta pro-inflamatéria (McErlean et al., 2007; Ann C Palmenberg et al., 2009;
Mackay, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Manuscript and Regulation, 2013;
Hershenson, 2013; Bochkov et al., 2014; Palmenberg et al., 2014; Saba et al., 2014;
Cabeda et al., 2014; Esposito et al., 2014; L’Huillier et al., 2015; Royston and Tapparel,
2016; Chen et al., 2016; Han et al., 2016; Huang et al., 2016; Scagnolari et al., 2017).

O RHV, ao contrario de outros virus respiratorios como o influenza ou o virus sincicial
respiratorio, nao leva a destruicdo das células epiteliais das vias aéreas nem causa um
efeito citopatico significativo. Contudo, a infe¢ao pelo RHV perturba a funcao de barreira
das células epiteliais, permitindo a passagem de bactérias e a exposicao de recetores de
células epiteliais basolaterais, como ¢ o caso dos Recetor do Tipo Toll (TLR) (Mackay,
2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Hershenson, 2013; Cabeda et al., 2014; Han et al.,
2016; Royston and Tapparel, 2016).

Embora o seu tropismo seja maioritariamente para o trato respiratorio, sdo conhecidas

situagdes de disseminacao (L’Huillier ef al., 2015).
2.3.4. O ciclo da infecao

O ciclo de infecdao ¢ um processo complexo e envolve varias etapas. A cadeia de RNA
original tem carga positiva, através da qual se vai formar uma cadeia molde de RNA
negativa e durante a replicagdo origina-se uma cadeia de RNA complementar, mas de
sentido positivo. Tudo isto € coordenado pela polimerase do RHV dentro das células
epiteliais, e permite que a molécula de RNA positiva sirva de molde para a traducdo
originando as proteinas virais, ou entdo que seja incorporada num novo virus (Lee ef al.,

2007; Ann C Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012;
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Hershenson, 2013; Bochkov et al., 2014; Cabeda et al., 2014; Palmenberg et al., 2014;
Alves et al., 2016; Blaas and Fuchs, 2016).

A cadeia de RNA divide-se em 3 partes: a zona 5’UTR que contém um internal ribossome
entry site, a regido codificante ORF que representa 90% do seu comprimento e a zona
3’UTR (Ann C Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; Granados et al., 2012; Bochkov
etal.,2014; Cabeda et al., 2014; Palmenberg et al., 2014; Pretorius et al., 2014; Royston
and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016).

A regido 5’UTR ¢ constituida por 610 a 630 nucleotidos, tendo como principais fungdes
regular a tradugdo, regular a ligacao da cadeia de RNA aos ribossomas e também regular
a escolha do coddo de iniciagdo (o internal ribossome entry site nos Picornavirus tem uma
papel semelhante a estrutura CAP nos eucariotas). Esta ¢ uma regido altamente
conservada e com menor taxa de mutagao do que nos Enterovirus, no entanto ocorrem
sempre algumas mutacgdes, até mesmo entre virus do mesmo serotipo, sendo também isto
verdade para a regido 3'UTR (Ann C Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; Granados
etal.,2012; Bochkov et al., 2014; Cabeda et al., 2014; Palmenberg et al., 2014; Pretorius
et al., 2014; Royston and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016).

A regido 3’UTR ¢ constituida por 40 a 45 nucleotidos, comeca no coddo de terminagao
OREF e estende-se até a curta cauda poli-A. Esta regido juntamente com a regido 5’ possui
as sequéncias necessarias para regular a replicacao e tradugao do genoma viral (Mackay,
2010; Granados et al., 2012; Bochkov ef al., 2014; Cabeda et al., 2014; Pretorius et al.,
2014; Royston and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016).

Ja a regido codificante vai dar origem a uma poliproteina percursora com cerca de 2100
aminoacidos, que por sua vez, através da acdo das proteases virais € sucessivamente
clivada, originando as 4 proteinas estruturais e 7 proteinas ndo estruturais do virus (Ann
C Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Granados et
al., 2012; Bochkov et al., 2014; Cabeda et al., 2014; Palmenberg et al., 2014; Pretorius
et al., 2014; Blaas and Fuchs, 2016a; Stone and Miller, 2016; Royston and Tapparel,
2016).
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A proteina P1 vai dar origem as proteinas estruturais que fazem parte da constituigdo da
capside (VP1 a VP4) (Cabeda et al., 2014; Royston and Tapparel, 2016; Stone and Miller,
2016).

A P2 leva a formagdo de proteinas ndo estruturais (2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C e 3D), que
ajudam na replicacdo e inibem os processos normais das células hospedeiras, como por
exemplo a transcri¢do viral de forma a facilitar a replicacdo viral (Cabeda ef al., 2014;

Royston and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016).

Ja a P3 forma proteinas que participam na replicagdo viral e no processamento do

polipéptido (Cabeda et al., 2014; Royston and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016).

Uma vez concluida a tradugdo da regido codificante, as particulas virais sdo libertadas da

célula por lise celular ou exocitose (Cabeda et al., 2014; Stone and Miller, 2016).

2.4. Tratamento
A analise da diversidade das populagdes de RHV, bem como os estudos de correlacao
fenotipica e genomica, tém um papel muito importante no desenvolvimento de novos

farmacos e vacinas (Waman et al., 2014).

Atualmente, ainda ndo existem agentes antivirais aprovados para a prevencao ou
tratamento de infecdes por RHV. Apesar de ja existirem farmacos eficazes, numa
patologia habitualmente sem complicacdes e autoresoluvel torna-se ainda mais dificil
aprovar agentes terapéuticos, ja que estes apresentam muitas vezes potencial impacto na
saude igual ou superior ao da infecao ligeira que procuram tratar. Esta inexisténcia de
farmacos aprovados ndo é grave pois este ¢ um virus que, de uma forma geral, ndo tem
um impacto significativo ao nivel da satde publica (Mackay, 2010). Assim, o tratamento
de uma infe¢do por RHV ¢ apenas sintomatico, uma vez que as infegdes causadas sao
ligeiras e resolvem-se espontaneamente (utilizando-se a titulo excecional, em casos mais
graves, anti-histaminicos e antibidtico (normalmente amoxicilina + &cido clavulanico)
em casos de co-infecdo com Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza ou
Moraxella catarrhalis). O tratamento sintomatico ¢ também justificado porque, como ja

foi referido, existem centenas de serotipos deste virus e por esse motivo ¢ dificil
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desenvolver uma terapia especifica (Mackay, 2010; Cabeda et al., 2014; Blaas and Fuchs,
2016a).

A nivel laboratorial, continuam a ser feitas experiéncias para o desenvolvimento de
farmacos inibidores da descapsidacdo, inibidores das enzimas proteoliticas, farmacos que
atuam na zona 5’UTR, ICAM-1 soluvel, imunoglobulina sérica intravenosa, equinécea,
vitamina C e também corante vermelho neutro (Heikkinen and Jéarvinen, 2003; Mackay,

2010; Cabeda et al., 2014).

O mecanismo de acdo dos inibidores da descapsidagdo consiste na ligacdo a parte
hidrofoba da cépside estabilizando-a, impedindo desta forma a descapsidacao e
consequentemente a saida do RNA para o interior da célula, bloqueando assim o ciclo de
transmissdo do virus, alguns exemplos destes farmacos sdo o pleconaril, vapendavir e o

pirodavir (Mackay, 2010; Cabeda et al., 2014).

Os inibidores das enzimas proteoliticas inibem a protease 3C, pois esta ¢ uma enzima
codificada pelo virus que tem a fungao de clivar poliproteinas virais em proteinas, fungao
esta que ¢ essencial para a replicagdo viral. Pertence a esta familia de farmacos por
exemplo o Rupintrivir. Este tipo de fArmacos nunca chegaram a estar comercializados
porque em situagdes de ensaios em que os voluntérios estavam infetados naturalmente
com RHV, os fdrmacos nunca conseguiram diminuir significativamente as cargas virais

nem a gravidade dos sintomas (Mackay, 2010).

J& as ICAM-1 soltveis, como por exemplo tremacamra, impedem a entrada dos virus nas
células através da sua ligacdo a estas, antes deles atingirem as células (Mackay, 2010;

Gavala, Bertics and Gern, 2012; Cabeda et al., 2014).

A Equindacea ¢ o fitoterapico mais estudado para o tratamento da infe¢do por RHV. Esta
planta possui alquilamidas, polissacarideos e derivados do acido cafeico que lhe conferem
um efeito imunoldgico, tais como estimulagdo dos macrofagos, mondcitos e outras
células. No entanto, ha resultados muito variados em relacdo a eficicia desta planta,
provavelmente devido a variagdes nos extratos e também variagcdes na posologia e na

duracdo de administracdo em relag@o ao inicio dos sintomas (Mackay, 2010).
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A vitamina C desde 1970 que ¢ usada para a prevengdo e tratamento da constipacdo
porque protege contra o stress oxidativo durante as infegdes. Todavia, s6 com doses muito
elevadas de vitamina C (8g/dia), € que se nota uma diminuicao significativa nos sintomas

(Mackay, 2010).

O corante vermelho neutro ndo impede as ligagdes do virus as células, porém inibe
drasticamente a replicacao viral, abortando o ciclo viral e assim facilitando a eliminagao

dos virus pelo SI (Gavala, Bertics and Gern, 2012).

Contudo estes farmacos ainda nao conseguiram ser colocados no mercado porque os
ensaios clinicos para agentes antivirais tém sido muito exigentes devido a toxicidade dos
farmacos, interagdes entre eles e a falta de eficdcia quando se tenta aplica-los as

necessidades atuais (Mackay, 2010).

Para além do tratamento sintomatico, o que se pode fazer ¢ um tratamento para as doengas
que surgem associadas a infe¢do por RHV. Por exemplo, naqueles doentes que o RHV
provoca asma ou agrava a mesma, a teofilina passou a ser usada como antitissico pois
descobriram que a sua utilizagdo in vivo inibe as fibras C aferentes dos nervos, sendo que
a nivel humano provoca a despolarizagao do nervo vago. Ja nos doentes com Doenga
Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC), o tratamento com inibidor da fosfodiesterase 4 N-
oxido de roflumilase pode ser aplicado, pois inibe o metabolismo da roflumilase,
permitindo diminuir o risco da exacerbagdo do DPOC severo e ainda diminuir a

resisténcia a corticosteroides (Peden and Bush, 2015).

A utilizacdo do modelo murino por alguns investigadores mostrou que o Salmeterol
exerce efeito anti-inflamatorio nas infe¢des induzidas por alergénios e RHV através do
aumento dos niveis fosfatase 2A, que diminuem a expressao do Ligando da quimiocina

de motivo C-C (CCL)11, CCL20 e CCL2 (Peden and Bush, 2015).

Como tratamento profilatico foi estudado também a nivel laboratorial o interferao nasal
pois tem efeitos antivirais, antiproliferativos e imunologicos que influenciam a
suscetibilidade das células do hospedeiro a infecdo, mas os efeitos secundarios sdo
elevados impedindo a sua utilizacdo. Ja a suplementagdo com zinco por 5 meses esta

associada a uma diminuicao da incidéncia de constipacdes, absentismo laboral e escolar,
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e a prescricdo profilatica de antibiodticos. Isto demonstra a capacidade de inibir a
replicagdo viral in vitro, assim como de bloquear a ligagdo de RHV as moléculas de
ICAM, alterar as proteinas da capside ao nivel da sua configuracdo para prevenir o seu
papel na proteolise, permitir a montagem do virus e também diminuir a libertacdo da

histamina (Mackay, 2010; Cabeda et al., 2014; Yamaya ef al., 2016).

Nao foi ainda desenvolvida nenhuma vacina devido as recombinagdes virais e também
porque, para além de existirem imensos serotipos de RHV com elevado nivel de
variabilidade de sequéncias dos sitios antigénicos, os antigénios dominantes sao
especificos, muito variaveis entre eles, juntando a isso a pouca neutralizagdo cruzada
entre serotipos, o que torna o desenvolvimento de uma vacina um imenso desafio. Para
além disso, ha falta de dados epidemioldgicos que indiquem quais os serotipos de RHV
mais comuns a causar infecdo nos humanos (Heikkinen and Jarvinen, 2003; Mackay,

2010; Cabeda et al., 2014; Stone and Miller, 2016).

2.5. Patofisiologia da infe¢ao por Rinovirus

Dos ultimos anos, 2014 foi o ano com mais registos de doencgas das vias aéreas, em parte
por causa das infegdes por RHV. Alguns estudos reportam inclusive que este € o virus
respiratério humano mais prevalente, sendo capaz de provocar doencas mais severas do
que o virus respiratdrio sincicial e com muitas complicac¢des associadas (Heikkinen and
Jarvinen, 2003; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Peden and Bush, 2015; Alves et al.,
2016).

Segundo algumas investigacdes, 25 a 50 % das criangas com sintomas respiratorios,
apresentam infe¢do por RHV. Esta mesma infecdo pode levar na maioria das vezes a
constipacdes suaves, sindromes febris inespecificos e erupgdes cutaneas considerando-se
estas infecdes ligeiras e que se resolvem por norma espontaneamente; Podem também
surgir, mais raramente, formas mais severas com exacerbagdo de doencgas ja existentes
das vias aéreas (fibrose cistica, asma ¢ DPOC), bronquite, poliomielite, hepatite A,
encefalite, miocardite, pneumonia severa (mais comum em crian¢as com menos de 5
anos, idosos e imunocomprometidos) e bronquiolite severa em bebés e criancas, ou

mesmo gastroenterite e pericardite, ainda que muito raramente. A infecdo por este virus
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pode ser acompanhada por otite média aguda, bronquite cronica e sinusite aguda (Halfon
and Newacheck, 1993; Heikkinen and Jarvinen, 2003; Blomqvist, 2004a; McErlean et
al., 2007; Peltola et al., 2008; Lessler et al., 2009; Tapparel, Junier, et al., 2009; Ann C
Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; Triantafilou et al., 2011; Gavala, Bertics and
Gern, 2012; Granados et al., 2012; Hershenson, 2013; Palmenberg et al., 2014; Cabeda
et al., 2014; Peden and Bush, 2015; Alves et al., 2016; Yamaya et al., 2016; Alvarez et
al., 2018).

Raramente existem situagdes de hospitaliza¢do e as que existem sdo principalmente em
bebés e criancas com asma ou bronquiolite. Em suma, em individuos saudaveis, por
norma, os sintomas sao leves e as doengas nao sao graves, ja em pacientes com condigdes
respiratorias cronicas, idosos, imunocomprometidos ¢ bebés ha maior probabilidade de
complicacdes, principalmente ao nivel do trato respiratorio inferior (Laham et al., 2004;
Louie et al., 2005; Lee et al., 2007; McErlean et al., 2007; Peltola et al., 2008; Lessler et
al., 2009; Mackay, 2010; Miller, 2010; William J. Doyle ef al., 2010; Gavala, Bertics and
Gern, 2012; Granados et al., 2012; Hershenson, 2013; Bochkov ef al., 2014; Pretorius et
al., 2014; Cabeda et al., 2014; Peden and Bush, 2015; Hasegawa et al., 2015; L Huillier
et al., 2015; Stone and Miller, 2016; Chen et al., 2016; Alvarez et al., 2018).

A otite média aguda pode surgir como co-infe¢cdo com patogéneos bacterianos associados
aRHV, ocorrendo isto em 66 % dos pacientes, sendo as co-infe¢des de RHV mais comuns
com Moraxella Catarrhalis e Streptococcus pneumoniae. Estudos epidemioldgicos
mostraram que a maioria dos episddios de otite média tém pouca duragao e resolucao
espontanea, no entanto se estivermos perante uma condi¢do assintomadtica por algum

tempo, pode ocorrer agravamento (Alper et al., 2009; Mackay, 2010).

A sinusite aguda ¢ muito comum em situagdes de constipacdo, quando isto acontece os
seios maxilares e etmoidais mostram-se afetados em adultos infetados por RHV (Mackay,

2010).

No que diz respeito as erupgdes cutaneas e gastroenterites foram surpreendentemente
elevadas em alguns estudos, no entanto, sabe-se que o RHV ndo tem capacidade de
replicar no trato gastrointestinal devido a sua sensibilidade ao pH 4cido, o que sugere que
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as gastroenterites podem estar correlacionadas com condi¢des subjacentes do hospedeiro

ou co-infegdes nao documentadas (L Huillier ez al., 2015).
2.5.1. Constipacao

Embora anteriormente tenha sido referido que este virus causa infeg¢des assintomaticas,
pode também causar infegdes sintomaticas, sendo que os sinais € sintomas mais
frequentes sdo rinorreia, rinite, congestdo nasal, espirros, tosse, garganta inflamada,
dorida ou aspera, perda do odor e olfato, cefaleias, febre ligeira, suores frios, vomitos,
diarreia, dor abdominal, dor de costas, dor de ouvidos, faringe e amigdalas ruborizadas,
mal estar e ardéncia dos olhos (Heikkinen and Jarvinen, 2003; Laham et al., 2004; Peltola
et al., 2008; Lessler et al., 2009; William J. Doyle et al., 2010; Gavala, Bertics and Gern,
2012; Granados ef al., 2012; Cabeda et al., 2014; L’Huillier et al., 2015; Blaas and Fuchs,
2016a; Stone and Miller, 2016; Yamaya et al., 2016; Chen et al., 2016).

Todos estes sintomas sao tipicos de uma constipacao que pode durar cerca de 7 dias, no
entanto, o primeiro e segundo dia sdo os que apresentam sintomas de forma mais
persistente e a partir deste, vao diminuindo. Contudo, os sintomas produzidos ndo sdo
proporcionais a gravidade dos danos diretos causados no epitélio viral (Heikkinen and
Jarvinen, 2003; William J. Doyle et al., 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Granados
et al., 2012; Stone and Miller, 2016).

As cargas virais ndo tém variacdes significativas entre pessoas infetadas em comunidade
e a nivel hospitalar, independentemente do tipo de RHV com que estdo infetadas, nem
entre diferentes faixas etarias (Laham et al., 2004; Lessler et al., 2009; William J. Doyle
et al., 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Granados et al., 2012; Cabeda et al., 2014;
L’Huillier et al., 2015; Chen et al., 2016; Stone and Miller, 2016; Kamau et al., 2018).

Segundo alguns estudos que utilizam métodos moleculares e culturas virais, demonstrou-
se que o RHV ¢ umas das principais etiologias das constipacdes, causando 2 a 3 episodios
por pessoa num ano, tendo um periodo de incubacao de 2 dias, um periodo de duracdo de
7 a 14 dias e a sua eliminacao ¢, em geral, mais rapida nos adultos do que nas criangas,

ao contrario daquilo que acontece com as infecdes por influenza (Mackay, 2010;
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William J. Doyle ef al., 2010; Granados et al., 2012; Cabeda et al., 2014; Pretorius et al.,
2014; Hasegawa et al., 2015; Chen et al., 2016; Kamau et al., 2018).

2.5.2. Potencial de patologias graves

A infe¢do por RHV foi associada a doenga respiratdria aguda grave e a constipacdes em
varios estudos, ja que foram detetadas diferencas significativas entre a prevaléncia de
RHV em pacientes com estas doengas em relagdo ao grupo controlo (Pretorius et al.,

2014; Chen et al., 2016).

Adicionalmente, o Rinovirus C foi associado a admissdes hospitalares por problemas
respiratorios, no entanto os RHV sao detetados em igual proporcao fora e dentro do
ambiente hospitalar. Compreensivelmente, os doentes em ambiente hospitalar apresentem
sintomas (essa ¢ a razdo para terem ido ao hospital), ao contrario da generalidade das

infe¢des por RHV fora do ambiente hospitalar (Pretorius ef al., 2014; Chen et al., 2016).

Em individuos saudaveis ha pouca informagao sobre a epidemiologia e caracteristicas
clinicas uma vez que, a infe¢do passa quase sempre despercebida, no entanto, os RHV
tém capacidade de agravar situacdes de diabetes, DPOC, sibilancia e asma, sendo esta
ultima muito comum, o que indica que hé diferengas na patogénese viral e na imunidade
do hospedeiro (Heikkinen and Jarvinen, 2003; Miller, 2010; Granados ef al., 2012; Chen
et al., 2016; Royston and Tapparel, 2016).

Ensaios para detetar o genoma viral por Polymerase Chain Reaction (PCR) realizados
em individuos com doencas cronicas das vias aéreas mostram que hd mais prevaléncia de
infegcdes virais durante as exacerbagdes de doengas respiratdrias cronicas (Hershenson,

2013).

2.5.2.1. RHV e asma

Uma vez que o RHV tem grande tropismo para as células epiteliais das vias aéreas, o
epitélio respiratorio torna-se um forte alvo. Numa situa¢do normal, o epitélio respiratério
funciona como uma barreira estrutural que impede a passagem de varias substancias, faz
a comunicagdo e coordena a atividade das células do SI inato ou adaptativo. Desde a

traqueia até aos bronquios, o epitélio ¢ pseudo-estratificado e colunar, ¢ composto por
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células epiteliais ciliadas (possuindo cada uma delas cerca de 200 cilios) que fazem o
movimento mucociliar, sendo constituido também por outras células, tais como, as
produtoras de muco e as secretoras de surfactante que sdo encontradas mais a periferia e
sdo ausentes nos bronquios e ainda por células basais que parecem ser células
tronco(stem-cells) pluripotentes encontradas em camadas, em grupos ou isoladas. Estas
ultimas podem ter um papel importante no crescimento e regeneracdo das vias aéreas

(Carta, Silvestri and Rossi, 2013; Grainge and Davies, 2013; Blaas and Fuchs, 2016a).

Na asma, o epitélio respiratdrio apresenta danos evidentes, (airway remodeling). Este
epitélio esta mais suscetivel a inalagdo de substancias estranhas, ocorrendo a perda de
células do epitélio colunar devido a sua ma reparacao, aparecimento de linfocitos T helper
(Th,), corpos de Creola (agrupamento de células epiteliais ciliadas em cacho com mais de
100 células), producdo de uma maior quantidade de células produtores de muco e células
tronco (até 40 vezes mais do que o normal), isto pode significar uma desregulagdo celular
e ciclos celulares continuos de mau funcionamento e reparagao caracteristicos de doencas
crénicas, no entanto, nao ha diferencas na morfologia e no funcionamento destas células
(Miller, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Defa et al., 2013; Grainge and Davies,
2013; Hershenson, 2013).

A nivel do funcionamento, a barreira epitelial das vias aéreas ¢ mais permeavel a
substancias e mais sensivel ao stress oxidativo, para além disso, mostra uma deficiéncia
na resposta do SI inato as infe¢des virais no trato respiratério quando comparado com
individuos normais (Grainge and Davies, 2013; Clark D. Russell, Griffiths and Haas,
2014).

Nestes doentes o epitélio ¢ hiperplasico e metaplasico, com um numero exagerado de
células caliciformes em diferenciagdo, sendo este um indicio do inicio da doenga (Gavala,

Bertics and Gern, 2012; Grainge and Davies, 2013; Hershenson, 2013).

Os asmaticos apresentam ainda anomalias na Unidade Tréfica Mesenquimal Epitelial
(EMTU) que ¢ um tecido conjuntivo indiferenciado, constituido pelo epitélio e a bainha

de fibroblastos (Gavala, Bertics and Gern, 2012; Grainge and Davies, 2013).
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No interior do EMTU, as células estruturais das vias aéreas trabalham em conjunto para
controlar o microambiente deste local, incluindo reparagdo dos tecidos, recapitulagido de
respostas e vias de sinalizagdo que contribuem para o crescimento pulmonar e
desenvolvimento durante a embriologia, s6 que na asma o EMTU esta desregulado.
Assim, vai haver uma anormal regulacdo das respostas ao ambiente ou a fatores

produzidos endogenamente, isto ¢, ha um aumento da sensibilidade ao que ¢ inalado.

No caso do recetor do fator de crescimento epidermal, quando ¢ ativado controla a
migracdo e proliferacdo das células. A regulacdo positiva da sua expressdo ¢ uma resposta
normal a lesdo, s6 que em situagdes de asma a reparagdo ¢ mais demorada devido ao
aumento da expressdo do inibidor do ciclo celular — p21 “*1— podendo ser induzida pelo
Fator de crescimento e transformacdo B (TGF-B) (Gavala, Bertics and Gern, 2012;

Jackson et al., 2012; Grainge and Davies, 2013).

Através de biopsias realizadas em adultos e criangas juntamente com estudos que utilizam
forcas mecanicas que mimetizam a for¢a induzida pela broncoconstricdo sabe-se que,
nestas situagdes se desencadeia a sinalizacdo mesenquimal epitelial e hd um aumento da
expressao do recetor do fator de crescimento epidermal, que por sua vez, estd altamente
envolvido no aumento da proliferacdo dos fibroblastos, na producao de fibronectina e

colagénio do tipo Il e V (Gavala, Bertics and Gern, 2012; Grainge and Davies, 2013).

Nos ultimos 50 anos, a asma que se caracteriza por chiado, respiracao rapida, hipoxia e
hipoventilagdo aumentou significativamente ¢ isto sugere que a etiologia deste aumento
ndo se deve so a alteragdes genéticas, mas principalmente a exposicdo ambiental dos
novos estilos de vida e também devido, por exemplo, ao baixo volume pulmonar ao
nascimento, presenc¢a de doencgas atdpicas, aumento da intensidade da secrecao de muco
na infancia quando as criangas sao infetadas por virus e elevada producao de interferdo
(IFN) 1 e 3 em resposta a infe¢des virais (Halfon and Newacheck, 1993; Hilty et al., 2010;
Gavala, Bertics and Gern, 2012; Defa et al., 2013; Grainge and Davies, 2013; Esposito et
al., 2014; Manuscript et al., 2014; Peden and Bush, 2015; Stone and Miller, 2016;
Yamaya et al., 2016, 2017; Huang et al., 2016; Scagnolari et al., 2017).
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Fatores ambientais que estimulam a asma e que levam a sua exacerbagdo sdo por
exemplo: os oxidantes provenientes da polui¢do ambiental, paracetamol, tabagismo,
stress, virus (como por exemplo o RHV) e agentes que causam a fragilidade da barreira
(por exemplo: acaros), isto porque todas as particulas ambientais inaladas interagem com
o pulmao através do epitélio respiratorio (Martinez, 2009; Miller, 2010; Gavala, Bertics
and Gern, 2012; Grainge and Davies, 2013; Esposito ef al., 2014; Manuscript et al., 2014;
Miller and Peden, 2014; Peden and Bush, 2015; Herbert et al., 2017).

Normalmente, um epitélio respiratorio normal secreta no surfactante, que recobre as vias
aéreas, defesas antioxidantes ndo enzimaticas (albumina, transferrina e lactoferrina) e
defesas antioxidantes enzimadticas (glutationa-s-transferase, catalase e superdxido
dismutase). Contudo, em individuos com asma estas defesas estao diminuidas, tornando-
0s mais sensiveis a apoptose mediada por oxidantes, o que diminui a barreira de defesa
ao tabaco e a espécies reativas de oxigénio e azoto, permitindo que estas tltimas causem
danos oxidativos nas membranas lipidicas das células epiteliais, nas proteinases € no

DNA epitelial (stress oxidativo) (Grainge and Davies, 2013).

Modelos animais de infe¢ao por RHV tém sido utilizados para elucidar a imunologia da
exacerbagdo da asma induzida por este virus, permitindo que o estudo se faca em

condi¢des mais controladas (Grainge and Davies, 2013).

A partir de 1990, através do PCR foi possivel comprovar que as exacerbagdes da asma
eram causadas por infe¢des respiratdrias virais na maioria das vezes, sendo o RHV
responsavel por 2/3 dessas infe¢des. Inicialmente questionava-se se o RHV provocava
asma infetando diretamente o trato respiratorio inferior ou se existia algum mecanismo
que permitia que a infecdo se propagasse ao trato respiratorio inferior através da infegao
inicial no trato respiratorio superior. Contudo, o aparecimento de neutréfilos no lavado
bronquico, a chamada de células T, eosinofilos e 0 aumento da expressdao de ICAM-1 nas
vias aéreas inferiores sugere que o RHV se replica neste mesmo local (Mackay, 2010;
Gavala, Bertics and Gern, 2012; Granados et al., 2012; Jackson et al., 2012; Carta,
Silvestri and Rossi, 2013; Defa ef al., 2013; Grainge and Davies, 2013; Manifesto, 2013;
Saba et al., 2014; Huang et al., 2016; Yamaya et al., 2017; Herbert et al., 2017).
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Desta formas o RHV ¢ hoje reconhecido como um dos principais responsaveis pela
exacerbagdo da asma em criangas e adultos podendo inclusive, aumentar a inflamagao
das vias aéreas, mas o risco parece ser diferente consoante o tipo de RHV que causa a
infecao (Ann C Palmenberg et al., 2009; Mackay, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012;
Granados et al., 2012; Jackson et al., 2012; Grainge and Davies, 2013; Palmenberg ef al.,
2014; Huang et al., 2016; Scagnolari et al., 2017; Yamaya et al., 2017). Em geral, o
Rinovirus A e B tém maior capacidade de desencadear uma resposta imune por parte das
criangas asmaticas do que o Rinovirus C, e por este mesmo motivo o Rinovirus C esta
mais associado a exacerbagdes da asma (Mackay, 2010; Granados et al., 2012; Grainge

and Davies, 2013; Huang et al., 2016).

Alguns estudos indicam que se a sensibilizacdo aos aeroalergénios for induzida por RHV
em bebés ou criancas mais novas, aumenta o risco de sibilancia no inicio de vida, levando
ao desenvolvimento de infe¢des do trato respiratorio inferior como asma por volta dos 6
anos de idade. Os mecanismos propostos para este acontecimento sao interagdes entre os
mecanismos inflamatdrios inatos e alérgicos, que podem levar a doengas virais mais
graves em individuos alérgicos, outro mecanismo podera ser a inflamagdo alérgica
levando ao comprometimento da barreira das células epiteliais e também da resposta
antiviral do hospedeiro (Halfon and Newacheck, 1993; Ann C Palmenberg et al., 2009;
Mackay, 2010; Miller, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Granados et al., 2012;
Jackson et al., 2012; Defa et al., 2013; Grainge and Davies, 2013; Hershenson, 2013;
Palmenberg et al., 2014; Esposito et al., 2014; Yamaya et al., 2016; Huang et al., 2016).

Pensa-se que a asma, devido a infe¢des por RHV, seja mais comum em bebés e criangas
porque os pulmodes e o SI ainda estdo em desenvolvimento, tornando estes mais
vulneraveis pois desenvolvem respostas antivirais mais fracas e consequentemente
desenvolvem doencgas mais graves (Halfon and Newacheck, 1993; Ann C Palmenberg et
al., 2009; Mackay, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Granados et al., 2012; Jackson
et al., 2012; Grainge and Davies, 2013; Hershenson, 2013; Palmenberg et al., 2014;
Huang et al., 2016).
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O que se observa em situagdes de infecdo por RHV em individuos com asma ¢ um
aumento dos niveis de citocinas pro-inflamatérias, incluindo eotaxina-1/CCLI11,
interleucina (IL)-4, IL-5 e IL-13, bem como um aumento do numero de neutréfilos,
mastdcitos, eosindfilos e macroéfagos broncoalveolares e pulmonares. Para além disso
nota-se uma diminuig¢do significativa no Volume Expiratério For¢cado no primeiro
segundo (FEV1), levando tudo isto a uma remodelagdo das vias aéreas. Dados in vitro
sugerem respostas imunes inatas e adquiridas debilitadas em individuos com asma,
incluindo inducdo de IFN-y e respostas Thl deficientes, adicionalmente, o RHV pode
estimular a sintese de fatores que regulam a remodelagdo. Os IFN-a e IFN-3 tém um papel
importante no controlo das rinoviroses € no que diz respeito a prevenir respostas
prejudiciais das Th2 (Mackay, 2010; S.B., 2011; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Jackson
et al., 2012; Grainge and Davies, 2013; Manifesto, 2013; Hatchwell et al., 2015; Peden
and Bush, 2015; Alves et al., 2016; Royston and Tapparel, 2016; Stone and Miller, 2016;
Han et al., 2016; Yamaya et al., 2017; Herbert et al., 2017).

Outra situagdo comum em asmaticos ¢ o aumento das imunoglobulinas (Ig)E’s e a
sensibilizacdo aos acaros ou outro tipo de alergénios que mostram ter influéncia na
probabilidade de sibilancia por RHV. Sabe-se que doengas sibilantes causadas por RHV
durante a infancia estdo associadas a sibilancia recorrente e ao desenvolvimento de asma
até aos 6 anos, principalmente se essas criangas frequentaram a creche, ja em criangas
mais velhas e adultas as infegdes por RHV levam ao aparecimento de doengas mais leves,
contudo sdo reportadas exacerba¢des da asma também nestas faixas etérias. Isto apoia a
hipétese de muitas doengas cronicas em adultos terem origem em patologias que
ocorreram na infancia (Halfon and Newacheck, 1993; Heikkinen and Jarvinen, 2003;
Martinez, 2009; Mackay, 2010; Miller, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Stone and
Miller, 2016).

Para além disso também ha estudos que reportam que niveis do inibidor do ativador do
plasminogénio 1 estdo aumentados nas vias aéreas e nos fluidos de lavagem nasal dos
pacientes asmaticos comparando com doentes sem asma e ainda mais elevados apds a

infecao viral. Numa situag¢do de fisiologia normal, isto ¢, sem asma e sem infecao por
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RHV, este mediador inibe os dois sistemas (fibrinolitico e metaloproteinase da matriz

extracelular) que facilitam a remodelagdo das vias aéreas (Peden and Bush, 2015).

2.5.2.2. RHV e DPOC

Um doente com DPOC caracteriza-se por apresentar bronquite cronica e enfisema, que
se repercute numa diminuicdo significativa do pico de fluxo expiratorio pos
broncodilatador e da capacidade de difusdo de mondxido de carbono (Martinez, 2009;
Mackay, 2010; Carta, Silvestri and Rossi, 2013; Hershenson, 2013; Manifesto, 2013;
Saba et al., 2014; Han et al., 2016; Yamaya et al., 2017).

Numa situacao de infecdo por RHV estes doentes, para além das complicagdes referidas
anteriormente vao apresentar niveis elevados de neutrofilos, eosinofilos, macrofagos,
linfocitos, IL-6 e IL-8, respostas deficientes de IFN's por parte dos macréfagos alveolares
e baixos niveis de Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a (Martinez, 2009; Mackay, 2010;
Gavala, Bertics and Gern, 2012; Defa et al., 2013)

Em situacdes de exacerbagdo de DPOC, h4a maior probabilidade de desenvolver uma
infecao por RHV, uma vez que pequenas quantidades do virus conseguem desenvolver
infecdo e sintomatologia. J4 em ambulatdrio, 2/3 dos casos de exacerbacdes agudas de
DPOC estao associadas a sintomas da constipagdo, sendo novamente o RHV a causa mais
comum de infecdo viral (Martinez, 2009; Mackay, 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012;
Hershenson, 2013).

Através do aperfeicoamento das técnicas de diagnostico molecular, mais especificamente
do PCR, foi possivel perceber que 24 a 64% dos paciente com exacerba¢des de DPOC
apresentavam virus, sendo 50% desses o RHV, permitindo assim concluir que este ¢ um
patogeneo ameagador para a saude destes doentes (Martinez, 2009; Mackay, 2010;
Gavala, Bertics and Gern, 2012; Defa et al., 2013).

2.5.2.3. RHYV e fibrose cistica

Tem sido documentado que a infecdo por RHV pode aumentar a obstrugao das vias aéreas
na fibrose cistica (Gavala, Bertics and Gern, 2012) causando exacerbac¢do da doenca
(Hershenson, 2013), o que faz com que a infecdo pro RHV seja mais frequentemente

encontrada em doentes de fibrose cistica com exacerbagdo da doenca, do que nos que nao
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apresentam exacerbacao(Hershenson, 2013). Este ¢ um fator importante a ter em conta
na gestdo clinica destes doentes, j& que se numa situagao normal, o movimento dos cilios
faz com que o muco arraste juntamente com ele as particulas que tem aderidas até a
cavidade oral, sendo posteriormente deglutido e destruido no pH acido do estomago, ja
em doentes com fibrose cistica, a viscosidade, o pH e a composi¢do do muco estdo
alterados, tornando os individuos mais suscetiveis a infe¢do por RHV (Blaas and Fuchs,

2016).

2.5.2.4. RHV e pneumonia

Na pneumonia adquirida na comunidade, o RHV ¢ um dos patogéneos encontrados nas
criancas, no entanto, ¢ dificil estabelecer uma relacdo causa-efeito porque ocorrem
infecdes bacterianas e coinfecgdes virais em simultdneo em 60% dos casos. As
pneumonias estdo associadas a complicagdes muito graves principalmente em criancas
com condi¢des médicas cronicas subjacentes. J4 nos adultos o RHV ¢ identificado em
poucos casos de pneumonias viricas, contudo, ha registo de dois surtos de doengas
respiratorias agudas associadas a RHV em idosos em que o RHV provocou uma
consideravel morbilidade (Peltola et al., 2008; Mackay, 2010; Miller, 2010; Granados et
al., 2012; Unger et al., 2012; Defa et al., 2013; Clark D. Russell, Griffiths and Haas,
2014; Saba et al., 2014; Alves et al., 2016).

2.5.2.5. RHYV em crianc¢as e imunodeprimidos

Estudos realizados na Finlandia em criangas infetadas com RNA de RHV e/ou DNA do
Bocavirus Humano permitiram descobrir que as interagdes entre o hospedeiro e o virus e
entre diferentes virus modulam a biologia das vias aéreas, levando a infe¢des respiratorias
virais que sdo a principal causa de internamentos em criangas mais pequenas e, sobretudo,
em lactentes (Halfon and Newacheck, 1993; Laham et al., 2004; Carta, Silvestri and
Rossi, 2013; Peden and Bush, 2015).

Um outro estudo sugere que a idade da infe¢do por RHV pode ser um fator importante no
risco para o desenvolvimento da asma ja que, em ratinhos recém-nascidos e ratinhos
adultos infetados com RHV, observou-se que a resposta a infe¢do nos recém-nascidos,

mas ndo nos adultos estava associada a um aumento da resposta com IL-25 e IL-13,
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envolvendo a expansao de células linfoides inatas do tipo 2 secretoras de IL-13. Isto pode
ser devido a funcdo pulmonar imatura e suscetibilidade genética dos recém-nascidos,
podendo-se ainda acrescentar que quase todos os bebés desenvolvem pelo menos uma
infecao por RHV no primeiro ano ap6s o nascimento (Carta, Silvestri and Rossi, 2013;

Peden and Bush, 2015; Drysdale et al., 2016).

Contudo existem outros virus como: virus sincicial respiratorio, influenza e
parainfluenza, entre outros, capazes de causar doengas relacionadas com o frio, podendo
ocorrer em simultaneo otite média na populagdo pediatrica (Alper et al., 2009; Bisgaard

et al.,2010; Patel et al., 2010; Stone and Miller, 2016).

Ainda relativamente a criangas, o RHV também esta incluido na lista de patogéneos
respiratorios associados a infegdes severas nas creches. O regresso as aulas em setembro
coincide com exacerbagdes da asma e infe¢des, principalmente por RHV (Hershenson,

2013; Stone and Miller, 2016).

No que diz respeito a prematuros, 52 % apresentam infe¢do por um virus respiratdrio,
quando estao hospitalizados logo a nascenga e estes tém tendéncia a ficar hospitalizados
durante mais tempo e a utilizar suporte de ventilagao (Bennett et al., 2012; Carta, Silvestri

and Rossi, 2013).

Posteriormente, estes mesmos bebés prematuros desenvolveram frequentemente displasia
broncopulmonar e tém tendéncia a desenvolver doenca pulmonar cronica da
prematuridade possivelmente devido a hospitalizagdo prolongada. Por norma, nestes
casos, a infe¢do € assintomadtica, no entanto, quando apresentam sintomas, estes sdo
atipicos, como falta de apetite e respiracdo descontrolada (Bennett et al., 2012; Carta,

Silvestri and Rossi, 2013).

No que diz respeito aos individuos imunocomprometidos, foi possivel determinar por
PCR em tempo real, que o RHV tem sido uma causa significativa de doengas respiratorias
agudas e que a gravidade da infecao por este virus, nestas pessoas, se assemelha a uma
infecdo pelo virus influenza (Peirson, 2003; Shain and Clemens, 2008; Tapparel, Cordey,

et al., 2009; Tapparel, Junier, et al., 2009; Mackay, 2010; L’Huillier et al., 2015).
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2.5.2.6. RHV e bronquiolite

Em criangas hospitalizadas, a bronquiolite ¢ a manifestagdo clinica mais comum da
infecdo por RHV, sendo responsavel por 14% dos internamentos de infegdes do trato
respiratorio inferior associado ao RHV. No entanto, existem estudos que suportam a
hipdtese de a bronquiolite ser causada por um outro agente patogénico e que o RHV causa
uma infecao secundaria ou entdo co-infec¢ao, tornando neste ultimo caso a doenga mais
grave. Pensa-se que o RHV podera estar envolvido na infecao primdria quando existem
marcadores de suscetibilidade ou quando ocorre em imunocomprometidos. Na infancia a
bronquiolite associada a infe¢do por RHV esta relacionada com o risco de sibilancia e
desenvolvimento de asma a longo prazo (Mackay, 2010; Miller, 2010; Gavala, Bertics
and Gern, 2012; Defa et al., 2013; McIntyre, Knowles and Simmonds, 2013; Hasegawa
et al., 2015; L’Huillier et al., 2015; Drysdale et al., 2016; Alvarez et al., 2018).

3. Resposta imunologica a infe¢io viral

Em espécies com elevado numero de serotipos, como ¢ o caso do RHV, a protecdo
imunolégica € reduzida porque os antigénios dominantes sdo especificos e variaveis entre
serotipos, sendo este um dos motivos pelo qual ainda nao foi possivel criar uma vacina

contra este virus (Cabeda et al., 2014; Royston and Tapparel, 2016).

Quando o virus entra em contacto com o hospedeiro, a primeira barreira a infe¢do ¢ o
epitélio nasal. No entanto, nem sempre este ¢ suficiente para impedir a passagem do RHV,
permitindo a infe¢ao das células por estes virus. Assim que os RHV sdo detetados pelo
SI, comega a desenvolver-se uma resposta por parte deste para eliminar estes corpos
estranhos, que tem sido associada a danos e remodelagdes nas vias aéreas. Inicialmente,
ha uma ligagcdo entre antigénios virais reconhecidas pelos recetores TLR ou LRLR
presentes nas células imunologicas (Halfon and Newacheck, 1993; Cabeda et al., 2014;

Royston and Tapparel, 2016).

Os recetores TLR-3, TLR-7 e TLR-8 respondem a antigénios no interior da célula
enquanto o TLR-2 atua na superficie da cé€lula. Estes reconhecimentos levam a ativagao
de cascata de sinalizagdo que por consequéncia ativa fatores de transcri¢do como Fatores
Reguladores do Interferdo (IRF)-3, IRF-7 e NF-kB, levando a expressao de interferdes do
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tipo I e de vérios genes de citocinas (Heikkinen and Jérvinen, 2003; Gavala, Bertics and
Gern, 2012; Saba et al., 2014; Hatchwell et al., 2015; Han et al., 2016; Royston and
Tapparel, 2016; Yamaya et al., 2016; Herbert et al., 2017; Alvarez et al., 2018).

Os LRLR produzem o mesmo efeito que os TLR, mas para se desencadear uma resposta
estes ativam a molécula adaptadora mitocondrial MAVS. Este recetor produzido pelos
genes RIG-I, MDA-5 e LGP-2, permite reconhecer o genoma viral (Heikkinen and
Jarvinen, 2003; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Royston and Tapparel, 2016).

Em geral, os Picornavirus ndo exibem o 5’ trifosfato, pois nesse local encontra-se a
Proteina associada ao Genoma viral (VPg) que ¢ reconhecida pelo produto do gene MDA -
5 que atua como um recetor de reconhecimento padrao (Mackay, 2010; Cabeda et al.,
2014; Saba et al., 2014; Chen et al., 2016; Huang et al., 2016; Royston and Tapparel,
2016).

O SItambém responde a presenga do RHV através de uma resposta pro-inflamatéria, com
produgdo de citocinas como bradicinina, IL-1p, TNFa, IL-6 e IL-8, ativacdo e atragdo ao
local de infecdo de granuldcitos, macrofagos, células dendriticas e mondcitos.
Posteriormente ocorre a producdo de IgA (ao nivel das mucosas), IgM e IgG. Estes
ultimos demoram cerca de 2 a 3 semanas a aparecer mas ndo desaparecem facilmente,
sendo detetados durante 1 ou mais anos, (principalmente nos adultos), conferindo
protecao contra reinfegdes pelo mesmo serotipo. Alguns destes anticorpos sao
neutralizantes, ja que ligando-se a antigénios virais, bloqueiam a ligagao do virus aos seus
recetores celulares. Assim, estes anticorpos impedem a entrada dos virus nas células e a
transmissdo viral. Esta imunidade adquirida passa de mae para filho e ¢ muito eficaz,
apesar de ser pouco duradoura e s6 atuar no mesmo serotipo viral que a desencadeou
(Mackay, 2010; Jackson et al., 2012; Carta, Silvestri and Rossi, 2013; Cabeda et al., 2014,
Saba et al., 2014; Blaas and Fuchs, 2016a; Yamaya et al., 2016, 2017; Chen et al., 2016;
Huang et al., 2016; Royston and Tapparel, 2016; Pyle et al., 2017).

O RHYV pode ser detetado por recetores de reconhecimento viral, como por exemplo o
TRL-3 ao nivel dos endossomas, o que leva a ativacdo do IRF-3 e consequentemente, a
indugdo do IFN-f para atuar a nivel autdcrino e paracrino, ativagao de outros IFN’s (como
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o IFN 5 e 7) e ativacdo dos genes envolvidos na sinalizagdo imunoldgica e apoptose.
Todos estes mecanismos de defesa por parte do organismo desencadeiam a apoptose das
células infetadas e uma consequente diminuicdo da replicacdo viral, limitando a
disseminagdo do virus dentro do epitélio e nos tecidos mais profundos. Contudo, estudos
in vitro mostram que as células do epitélio bronquico de pessoas com asma
(especialmente com asma moderada ou severa) ndo conseguem produzir quantidades
normais de IFN-f e IFN-A em resposta a infecdo por RHV, devido ao aumento da
producao de TGF-B ou ao bloqueio da producdo de TGF-f nestas células. No entanto, a
atividade por exemplo do IFN-A ¢ crucial na defesa do hospedeiro contra infecdes por
RHV sendo estas as principais causas de uma resposta anormal ao RHV pois com a
redug¢do na producdo de IFN ocorre uma redugdo da apoptose e consequentemente
replicacgdo viral e propaga¢ao da infecao pelo RHV (Carta, Silvestri and Rossi, 2013; Defa
et al., 2013; Grainge and Davies, 2013; Manifesto, 2013; Hatchwell et al., 2015; Han et
al., 2016; Huang et al., 2016; Scagnolari et al., 2017).

O que sucede numa situagdo normal ¢ que o IFN protege contra a infegdo e reduz as
respostas inflamatorias induzidas pelo virus. Assim, uma resposta pro-inflamatéria
adequada ¢ aquela que consegue atenuar a infe¢do viral, sem causar uma inflamagao
exagerada das vias aéreas porque isso poderd levar a danos no hospedeiro, como por
exemplo uma exacerbagdo da asma em vez de proteger da infe¢ao (Carta, Silvestri and

Rossi, 2013; Huang et al., 2016).

3.1. Resposta inata e os TLR

A resposta imunes inata tem como objetivo combater a infe¢do de modo rapido e
eficiente, sem necessitar de contacto prévio com o agente desta. Este ¢ um processo que
envolve recetores especializados em muitas células do SI e que exige uma coordenagao

minuciosa (Lee et al., 2007).

Um dos possiveis estimulos para a resposta do SI inato ¢ a formacao da cadeia dupla de
RNA. Embora estas respostas ndo tenham tanta especificidade como o sistema adaptativo
do hospedeiro, ttm um papel importante no controlo da infe¢do pelo RHV, mas os

mecanismos envolvidos ndo estdo totalmente esclarecidos. Sabe-se, contudo, que apos a
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formagao da cadeia dupla de RNA se desenvolve uma resposta envolvendo interferdes
tipo I mediada pelo MDA-5 (Laham et al., 2004; Mackay, 2010; Triantafilou et al., 2011;
Gavala, Bertics and Gern, 2012; Hershenson, 2013; Manifesto, 2013; Huang et al., 2016;
Royston and Tapparel, 2016).

Os recetores TLR t€ém um papel muito importante no SI inato, sendo responsaveis pelo
reconhecimento genérico de virus, bem como de RNA citoplasmatico dos mesmos
(utilizando o RIG-I e MDA-5) através do TLR-2 que possui a capacidade de detetar
padrdes moleculares da capside do virus, o que ocorre mesmo na auséncia de replicacao
e antes de o virus infetar a célula alvo. Se, no entanto, o virus infetar a célula, a cadeia de
RNA simples passa para o interior desta, dando inicio a replicacao viral, originando um
intermediario de RNA de cadeia dupla. Esta vai ser reconhecida pelo TLR-3. Por outro
lado, o TLR-7 e TLR-8 reconhecem o RNA viral de cadeia simples, o que parece
importante na clearance viral ja que se falhar a sinalizagdo do TLR 7, ocorre uma
producao deficiente de IFN e inflamacdo exagerada provocada por Th2 (Laham et al.,
2004; Slater et al., 2010; Mackay, 2010; Triantafilou et al., 2011; Gavala, Bertics and
Gern, 2012; Hershenson, 2013; Manifesto, 2013; Saba et al., 2014; Hatchwell et al., 2015;
Han et al., 2016; Huang et al., 2016; Royston and Tapparel, 2016) .

Os TLR sd3o assim importantes no despoletar da resposta imunolégica (Huang et al.,
2016), sendo a expressdo de alguns deles negativamente controlados pelo Tollip (7ol!
Inhibitor). Estudos recentes propdem que o Tollip tenha também alguma fun¢do na
autofagia, outros estudos tém sido realizados para avaliar e perceber o papel do Tollip na
variacdo das respostas das vias aéreas quando ocorre uma infecdo por RHV num

individuo com asma (Huang ef al., 2016).

A ligacdo dos TLR aos seus ligandos levam a ativagdo da cascata de sinalizacao que, por
consequéncia, ativa fatores de transcricdo como IRF-3, IRF-7 e NF-kB e que, por sua vez,
estes levam a expressdo dos interferdes de tipo I e de varios genes de citocinas pro-
inflamatérias como IL-1B (interage com neutrofilos desencadeando um aumento da
fagocitose), TNF-a (intervém na quimiotaxia de neutrofilos nos pulmoes), IL-6

(responsavel pela febre, pela producdo de componentes de fase aguda e anticorpos), IL-
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8 (induz neutrofilos mais potentes) e IL-12 ( responséavel pela modifica¢do das respostas
das células T CD4+ para Thl em resposta a ativacao de células NK) e posteriormente
ocorre a chamada de células inflamatodrias ao local tais como neutrofilos, eosinodfilos,
c€lulas T e ainda Ligando de Quimiocina de Motivo C-X-C (CXCL) 8, CCL5, CCLI11 e
CXCL10, que tém um papel importante na patogénese pois quando a doenca ¢ grave
observam-se elevados niveis de citocinas inflamatorias e quimiocinas produzidas pela
imunidade inata nas secregdes respiratorias (Laham et al., 2004; Mackay, 2010; Slater et
al., 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Defa ef al., 2013; Hershenson, 2013; Blaas
and Fuchs, 2016a; Huang et al., 2016; Royston and Tapparel, 2016; Herbert et al., 2017).

O primeiro passo do SI contra a infe¢ao viral € o contacto das células monociticas com o
epitélio das vias aéreas, tanto superiores como inferiores. Existem evidéncias de que este
primeiro passo ¢ capaz de influenciar toda a resposta imune posterior podendo ter
repercussoes na exacerbacdo da asma. Para além disso, a protease 3C também esta

associada a ativacgao celular e expressao de citocinas (Lee et al., 2007).

Embora ainda haja muito por descobrir relativamente a resposta imunologica as células
infetadas com virus, sabe-se que a primeira linha de defesa das células epiteliais numa
situagdo destas ¢ a libertacao de IFN variados, citocinas, quimiocinas e outros mediadores
inflamatorios que induzem o influxo de leucdcitos e promovem a inflamagao respiratoria.
Adicionalmente, sdo ainda produzidos fatores de crescimento que prolongam a vida util
dos leucdcitos e contribuem para a remodelagdo das vias aéreas nos pulmdes de doentes

asmaticos (Lee ef al., 2007; Patel et al., 2010; Scagnolari et al., 2017).

O aumento do numero total de leucdcitos, deve-se possivelmente ao aumento do numero
de neutrofilos, estes permitem uma diminui¢do da quantidade de virus que infetam as
células, no entanto estdo associados a obstrugdo das vias aéreas, sintomas especificos do
trato respiratério, exacerbagdes de doencas respiratorias e também aumento da
broncoconstricdo em resposta a compostos irritantes, o que ¢ muito comum na asma.
Assim sendo, percebe-se que uma estratégia para diminuir a gravidade das infe¢des por
RHYV seja modelar as respostas inflamatdrias neutrofilas (Lee ef al., 2007; Mackay, 2010;
Hatchwell et al., 2015).

38



Influéncia de Polimorfismos em Genes do S.1. na Infe¢dao por Rinovirus

Uma via para o fazer ¢ através da IL-8 a qual possui propriedades quimiotaticas e de
ativacdo de neutrofilos e leucocitos que sdo importantes na resposta a infecdo por RHV.
Se estas propriedades nao forem controladas podem levar a lesdes tecidulares e efeitos
sistémicos prejudiciais (Mackay, 2010; Slater et al., 2010; Gavala, Bertics and Gern,
2012; Esposito et al., 2014).

Com efeito, observou-se que SNP’s de IL-8 estavam correlacionados com a gravidade
dos sintomas, como por exemplo concentragdes elevadas de cininas, rinorreia, sibilancia
e obstrucdo nasal. Isto acontece quando os niveis de TLR 3 sdo elevados devido a infe¢o
por RHV. Com efeito, ha evidencias de que a heterozigotia (TC) para o rs53752291 (TLR
3) esta associada a um risco elevado para desenvolver bronquiolite € a homozigotia (CC)
para o 1s53752291 (TLR 3) esta associada a sibilancia recorrente (Mackay, 2010; Slater
et al., 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Esposito et al., 2014; Alvarez et al., 2018).

Ja os niveis de IL-6 estao constantemente elevados em situacoes de infecao, e descobriu-
se que o polimorfismo de genotipo C/C se correlaciona com a gravidade da doenca

(Mackay, 2010; Slater et al., 2010; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Pyle et al., 2017).

3.2. Polimorfismos em genes do Sistema Imunologico

As variagdes nas respostas das vias aéreas as infe¢des por RHV podem ser devido a
viruléncia do patdégeno ou a variagdes genéticas, como por exemplo os SNP’s em genes
do SI (Clark D. Russell, Griffiths and Haas, 2014; Esposito et al., 2014; Huang et al.,
2016; Toivonen et al., 2016).

Sao conhecidos varios SNP’s em genes do SI, alguns dos quais com potencial para
modular a resposta a virus em geral e ao RHV em particular (Esposito et al., 2014; Huang

etal., 2016).

O SNP rs5743899 do gene TOLLIP, consiste numa variagao A/G, pelo que os individuos
podem ser portadores dos genotipos AA, GG ou AG. O genotipo AG ¢ mais frequente
em individuos asmaticos do que em individuos normais, ja o genotipo GG é pouco
frequente em ambas as populagdes. Individuos asmaticos que apresentam genotipos AG

ou GG do Tollip, tém células epiteliais traqueobronquicas com pouca quantidade de
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Tollip e uma relagdo FEV1/ Capacidade Vital Forcada (FVC) menor do que a esperada,
quando comparados com individuos asmaticos que apresentam o genotipo AA. Isto
permite inferir que, os individuos asmaticos portadores do alelo G apresentam uma maior

limitagdo no fluxo de ar (Huang et al., 2016).

Quanto a atividade autofagica, conseguiu-se confirmar uma correlagao positiva entre esta
e o Tollip, sendo que na presenca de RHV, as células com genotipos AG ou GG
mostraram uma autofagia diminuida em comparagdo com aquelas que t€ém o genotipo
AA. Em geral, consegue-se perceber que os polimorfismos no Tollip estdo envolvidos na

fisiopatologia da asma (Huang et al., 2016).

No que diz respeito a produ¢do de citocinas pré-inflamatorias em células infetadas por
RHV, quando se compara os genotipos TOLLIP AG ou GG com o gendtipo AA, os
primeiros produzem mais IL-8 e mais eotaxina-3 (devido ao aumento da producao de IL-
13), menor expressao de genes antivirais € maior atividade de NF-kB e por isso, estes
individuos podem desenvolver uma inflamacdo neutrofila exagerada apds uma infecdo
por RHV. A IL-6 ndo apresenta uma variacao significativa com os diferentes genotipos

de TOLLIP (Huang et al., 2016).

Relativamente a expressdo de genes antivirais em células epiteliais traqueobronquicas
expostas a RHV, verifica-se um aumento da expressdo de IFN-A1, que ¢ ainda mais
acentuado na presenca de IL-13, principalmente nas células com genotipo AA. Ja as
células que apresentam gen6tipo AG ou GG, mostram uma baixa expressao de IFN-AL.
Tal como jé& foi referido anteriormente, o IFN-A1 tem um papel muito importante na
defesa do hospedeiro contra infe¢des virais pois induz genes como o Mx1, com atividade
antiviral direta os quais vao, por isso, sofrer também um aumento ou diminui¢ao da sua
expressdo, consoante o gendtipo da célula. Quanto menos IFN-Al mais graves se
apresentam os sintomas e maior a carga viral (Clark D. Russell, Griffiths and Haas, 2014;

Huang et al., 2016; Scagnolari et al., 2017).

No entanto, quando se avaliou em laboratério ratinhos sem Tollip infetados por RHV,

verificou-se que os niveis de inflamacdo neutrdfila pulmonar e carga viral eram mais
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elevados e os niveis de expressdo génica antiviral mais baixos quando expostos a acaros

(Huang et al., 2016).

As citocinas, sendo, por exceléncia, as moléculas de comunicagdo entre as células do SI
e estas e as restantes células do corpo, sdo responsaveis por coordenar as respostas
imunologicas durante as infe¢des do trato respiratorio superior. Com efeito, nas secregdes
nasais de pessoas com sinais ¢ sintomas de infe¢do por RHV sdo detetaveis niveis

significativos de IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10 (William J. Doyle ef al., 2010).

Apesar de ainda haver pouca informagdo sobre o papel do polimorfismo de citocinas na
modulagdo das respostas do hospedeiro a uma infe¢ao do trato respiratorio superior, tal
como acontece com o gene TOLLIP também existem SNPs em genes de citocinas, sendo
o mais discutido nas infe¢des virais, o polimorfismo na posi¢do -174 do gene IL6
(rs1800795). Por exemplo, os genotipos de IL-6 podem influenciar a imunogenecidade
das vacinas contra o virus da gripe (Patel ez al., 2010; William J. Doyle et al., 2010; Pyle
etal.,2017).

Um estudo realizado por Patel et al. com a finalidade de comparar a distribuicao dos
polimorfismos TNF-a (rs1800629), IL-1B (rs16944) e IL-6(rs1800795) em grupos de
criangas com e sem histdria de otite média obteve resultados um pouco discordantes em
relacdo a outros estudos. Segundo Patel et al. a elevada producao do fenotipo TNF-a e
IL-6 sdo frequentes no grupo com otite média. No entanto os outros estudos concordam
que o genodtipo C/C € o envolvido nas variagdes relacionadas com o fenétipo I1L-6 s6 que
Patel et al. dizem que este ¢ produzido em grande quantidade em situagdes de OM e os
outros estudos mostram que ¢ produzido em baixa quantidade. Uma vez que Patel et al.
foi o tinico a obter este resultado, acredita-se que a baixa produgao de IL-6 (genotipo CC)
e elevada produg¢dao de TNF-a ¢ que sdo fatores predisponentes para otite média em
simultaneo com infecdo por RHV, uma vez que quanto mais baixa a producao de IL-6
mais sintomas e complicagdes estdo associados as infegdes. Observa-se um efeito
contrario quando estdo em causa os genotipos CG ou GG (Alper ef al., 2009; Patel et al.,

2010; William J. Doyle et al., 2010; Yamaya et al., 2016; Pyle et al., 2017).
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Outros estudos foram realizados para comparar as distribui¢des de polimorfismos de
citocinas em populagdes de criangas propensas para otite média e populagdes ndo
propensas uma vez que se sabe que as citocinas pro- e anti-inflamatorias modulam a
resposta imunoldgica do hospedeiro a infecdo e outros estimulos e também estdo
associadas a algumas complica¢des. Foram analisados polimorfismos nos genes TNFA,
IL1B, IL4, IL6, IL8 e IL10 e foram reportadas diferencas entre os grupos nas distribuicdes
dos genotipos IL6 e TNFA, sendo que para o TNFA os gendtipos G/A ou A/A foram
muito detetados e o G/G pouco detetado, ja para o IL6 os gendtipos G/G foram muito
detetados e o C/C pouco. Com estes resultados percebe-se que ha uma grande
possibilidade de o polimorfismo em regides promotoras de certas citocinas pro e anti-
inflamatoérias permitirem inferir o risco das criangas para desenvolver otite média durante
uma infe¢ao por um virus respiratorio (Alper et al., 2009; Patel et al., 2010; William J.

Doyle et al., 2010; ‘1876 JID 2011:203 (15 June) CORRESPONDENCE’, 2011).

Também as complicagdes ao nivel do trato respiratorio superior parecem estar ligadas a
producao local de citocinas especificas, pelo que polimorfismos nos seus genes podem
influenciar o risco para complicacdes associadas a infe¢do viral. Por exemplo, os
resultados de um estudo feito em bebés hospitalizados com infe¢do por RHV revelaram
uma associacdo significativa entre a elevada producdo de IL-10 e a ocorréncia de
pneumonia e entre a baixa producao de IL-6 e doenca severa (Alper et al., 2009; Patel et

al., 2010; William J. Doyle ef al., 2010).

Doyle et al. mostraram que individuos que apresentem o genotipo CC para a IL-6
apresentam infe¢do do trato respiratdrio superior durante mais dias € com sintomas mais

graves do que aqueles que sdo portadores do alelo G.

O SNP’s no nucledtido -1082 do gene IL10 também pode ter um efeito significativo nas
infecdes por RHV em recém-nascidos, neste caso o alelo A faz com que os recém-
nascidos sejam mais propensos a ser hospitalizados por bronquiolite causada por RHV

do que aqueles que possuem o alelo G (Drysdale et al., 2016; Alvarez et al., 2018).

Apesar das grandes dificuldades no estudo de polimorfismos de citocinas, pois os
resultados obtidos in vitro podem ndo estar relacionados com a produgdo de citocinas in
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vivo na mucosa nasal, sangue, etc. e para além disso, poderem ocorrer interagdes entre
polimorfismos que ndo foram alvo de estudo, mas que tém o potencial de interagir com
os polimorfismos testados, ha evidéncias suficientes para suportar a hipotese de que os
genotipos de citocinas, principalmente da IL-6, estdo envolvidas na modulacdo das
infegdes do trato respiratorio superior (Alper et al., 2009; William J. Doyle et al., 2010;
Pyle et al., 2017).

A apoiar todos estes dados surge um estudo de Dayle et al. que avaliou a relagdo entre
genoétipos promotores de IL-6 e a magnitude dos sintomas durante a infecdo por RHV.
Constatou-se que o fendtipo de baixa producao de IL-6, correspondente ao gendtipo CC
do rs1800795), obteve sintomatologia mais grave. Este estudo foi concordante com os

anteriores feitos para o RHV (Mackay, 2010; Pyle et al., 2017).

Para além de SNP’s em citocinas, também existem SNP’s no gene que codifica para o
recetor da vitamina D (importante na imunidade inata), que foram associados a
desenvolvimento de infe¢des do trato respiratorio inferior por RHV e ainda SNP’s em
TLR’s que promovem a suscetibilidade ou protecdao, dependendo do polimorfismo, a

infecdes respiratorias (Drysdale ef al., 2016; Toivonen et al., 2016).

4. Diagnostico laboratorial

4.1. Colheita e processamento das espécies
O RNA do RHYV s6 ¢ detetado nas células epiteliais, seios maxilares, células epiteliais de
descamacao de doentes com sinusite cronica bem como na cavidade do ouvido médio de

criancas com otite média (Cabeda et al., 2014).

As amostras para diagndstico laboratorial devem ser colhidas nos primeiros 2 dias em
que surgem os sintomas, pois € nessa altura que os titulos de RHV sao mais altos no trato
respiratorio. No entanto, o virus pode ser isolado desde 1 dia antes a 6 dias apos o inicio

dos sintomas (Mackay, 2010; Bochkov et al., 2014; Cabeda et al., 2014).

Para diagnoéstico laboratorial de infe¢des do trato respiratdrio superior faz-se a colheita
através de zaragatoas nasais, lavagens nasais ou aspirados nasofaringeos, ja para infegcdes

do trato respiratdrio superior faz-se a colheita através de zaragatoas orofaringeas. Caso
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seja necessario fazer o transporte das amostras colhidas, este devera ser feito a baixa
temperatura e se por ventura a amostra nao for analisada 2 dias apds a sua colheita, deve
ser congelada a -70 °C e transportadas em gelo seco (Myatt et al., 2003, 2004; Heikkinen
and Jarvinen, 2003; Lau et al., 2007; Spyridaki et al., 2009; Mackay, 2010; Blaschke et
al.,2011; Gavala, Bertics and Gern, 2012; Hasegawa ef al., 2015; L’Huillier et al., 2015;
Chen et al., 2016; Drysdale et al., 2016; Kamau ef al., 2018).

Ap6s isto, decide-se em que agente infecioso ird assentar o estudo porque a pesquisa de
muitos agentes patogénicos em simultaneo leva a dificuldades nas técnicas de detecdo,
principalmente em técnicas de detecdo de antigénios e culturas virais (Blomqvist, 2004a;

Kiang et al., 2008; Bennett et al., 2012; Dupouey et al., 2014).

Relativamente a detecdo antigénica e seroldgica, nenhuma delas ¢ praticavel para a
detecao de uma infe¢dao por RHV porque ndo ha nenhum antigénio em comum entre todos
os RHV e existem demasiados serotipos de RHV. Utilizar esta técnica implicaria utilizar
um anti soro especifico para cada serotipo, o que seria muito caro, trabalhoso e pouco
sensivel (Heikkinen and Jérvinen, 2003; Lee et al., 2007; Kiang et al., 2008; Mackay,
2010; Granados et al., 2012; Cabeda et al., 2014).

De igual modo, a detecdo de anticorpo ndo ¢ possivel para fins diagndsticos, uma vez
que a auséncia de um unico antigénio em comum entre todos os serotipos origina
habitualmente respostas primadrias, o que so permite a detecao de niveis significativos de
anticorpos 1 a 3 semanas apo0s a infecao (Heikkinen and Jarvinen, 2003; Lee et al., 2007;

Mackay, 2010; Granados et al., 2012; Cabeda et al., 2014).

4.2. Culturas de virus
Os RHYV sio isolados originalmente de células renais de macaco, embora estas tenham a
limitag¢do de s6 suportarem o crescimento de alguns RHV (Blomgqvist, 2004a; Mackay,

2010; Miller, 2010).

Num estudo realizado, demonstrou-se que as células WI-38 e células HeLa suscetiveis ao
RHYV eram um bom modelo devido a possuirem elevados niveis de expressao de [CAMs.

Isto permite estudar a sintese de RNA viral, a tradugdo e processamento de proteinas,
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localizacdo de proteinas intracelulares e interferéncia nas func¢des das células do
hospedeiro. Melhor do que isto seria utilizar a combinacdo de diferentes linhas celulares
para obter os RHV nas melhores condigdes possiveis (Mackay, 2010; Herbert et al.,
2017).

As condigoes ideais para o crescimento do RHV em culturas celulares sao pH neutro (uma
vez que os RHV sdo sensiveis ao acido) e incubagdo a 33°C (em vez de 36°C ou 37°C
como ¢ habitual em culturas celulares humanas), contudo, as diferengas observadas da
replicagdo do virus a esta temperatura ou a 36/37°C ndo sdo muito significativas (Mackay,

2010).

As culturas convencionais devem ser incubadas pelo menos 14 dias, no entanto, ja
surgiram métodos de confirmacdo mais rapidos que consistem em ldminas multicimara
contendo células HelLa suscetiveis a RHV. Estas laminas multicAmara entram em
contacto com o agente viral e permitem obter um resultado de imunofluorescéncia 48h

apos a infecdo (Heikkinen and Jéarvinen, 2003; Mackay, 2010).

Comparativamente com as culturas convencionais estes métodos sao mais sensiveis, no
entanto, continuam a ser pouco utilizados porque o problema da auséncia de um antigénio
comum entre todos os RHV mantém-se, ndo permitindo obter resultados confidveis e

especificos (Heikkinen and Jéarvinen, 2003; Mackay, 2010).

4.3. Métodos moleculares

Hé apenas alguns anos atras as dificuldades técnicas para o estudo molecular, evolutivo
e epidemioldgico do RHV eram significativas. Contudo, como se pode ver na Tabela 1,
a evolugdo das tecnologias no estudo dos acidos nucleicos nos ultimos anos tem sido
exponencial, permitindo hoje em dia a acessivel sequenciagdo do genoma viral e a
utilizagdo de varias técnicas baseadas no PCR para o diagnostico e estudo extremamente
sensivel e especifico deste virus (Heikkinen and Jarvinen, 2003; Ann C Palmenberg et

al., 2009; Cabeda and Moreno, 2014; Palmenberg ef al., 2014).

O PCR, constituiu uma mais valia para o nimero crescente de detecdes de virus

respiratorios tanto a nivel do trato respiratorio superior como inferior, principalmente em
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Tabela 1- Cronologia do diagndstico por DNA (Adaptado de Cabeda and Moreno, 2014)

Data Principais Desenvolvimentos

1953 Descoberta da estrutura em dupla hélice do DNA

1958-59 Descoberta e isolamento de DNA polimerases

1960 Primeiras técnicas de hibridizagdo e detecao eletroquimica de DNA
1965 Sintese enzimatica de RNA

1969 Hibridizacao in situ

1970 Descoberta da transcriptase reversa e das enzimas de restri¢ao

1975 Southrem Blot

1977 Me¢étodos para sequenciagao de DNA

1983-85 Primeira sintese de olinucleotidos modificados

1985-86 | Invencao dos primeiros passos do PCR

1986 Automatizacdo da sequenciacao de DNA

1987-88 | Descoberta das primeiras sondas de de DNA

1990 Aparecimento da nanotecnologia de DNA

1991 Ligase chain reaction

1992 Primeiros métodos para sequenciagdo do genoma

1992-93 PCR em tempo real

1995 Primeira bactéria (Haemophilus influenza) sequenciada

1996 Sondas moleculares beacon e primeiro eucariota ¢ sequenciado
2000 Sequenciagdo gendmica da mosca da fruta (Drosophila melanogaster)
2001 Primeiras versoes da sequenciagdo do genoma humano

2008 Publicada utilizagdo de NGS para sequenciagdo do genoma de James Watson
2018 Lancamento comercial do primeiro sistema NGS de 4* Geracao
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individuos com asma, bebés, idosos e imunocomprometidos porque melhorou a
sensibilidade de dete¢do e aumentou a diversidade de Picornavirus detetaveis. Para além
disso, este método tornou-se uma alternativa muito vantajosa ao crescimento fastidioso
do RHV em culturas celulares (Heikkinen and Jarvinen, 2003; Lee et al., 2007; Mackay,
2010; Bennett et al., 2012; Granados et al., 2012; Carta, Silvestri and Rossi, 2013;
Bochkov et al., 2014; Cabeda and Moreno, 2014; L’Huillier et al., 2015; Chen et al.,
2016).

4.3.1. Técnicas de Amplificacio de Acidos Nucleicos

A PCR foi criada em 1984 por Kary Mullis, serve para analisar pequenas quantidades de
DNA através da producao de muitas copias da amostra que existia inicialmente. Esta nova
técnica € simples, aumenta a taxa de detecdo de RHV e permite diagnosticos mais rapidos,
em poucas horas e a baixo custo. Este método de diagndstico permite determinar cargas
virais, proliferagdo dos virus e monitorizagdes de respostas aos tratamentos (Heikkinen
and Jarvinen, 2003; Mackay, 2010; Blaschke et al., 2011; Bennett et al., 2012; Granados
et al., 2012; Bochkov ef al., 2014; Cabeda and Moreno, 2014; Hasegawa et al., 2015;
L’Huillier et al., 2015; Chen et al., 2016).

No caso do RHV, a maioria das reagdes de PCR tem como alvo a regido 5’UTR. Esta ¢
uma regiao conservada em todos os RHV, mas também nos Enterovirus, o que coloca a
possibilidade de haver reagdes cruzadas e consequentemente, haver dificuldade na
diferencia¢do. Por norma utiliza-se este alvo quando se pretende uma maior sensibilidade
para a detecdo do genoma do RHV e usa-se como alvo as sequéncias de genes estruturais
(VP4/VP2 e VP1) amplificadas para identificagdo da espécie viral. Alternativas para
executar esta diferenciacdo sdo por exemplo: Restriction Fragment Lenght Polymorphism
(RFPL), hibridizagdo com sondas especificas de RHV, RT-PCR seguido de sequenciagao,
RT-PCR em tempo real, etc. (Peirson, 2003; Heikkinen and Jarvinen, 2003; Lau et al.,
2007; Shain and Clemens, 2008; Mackay, 2010; Granados et al., 2012; Carta, Silvestri
and Rossi, 2013; Bochkov et al., 2014; Hasegawa et al., 2015; L Huillier ef al., 2015;
Chen et al., 2016; Kamau et al., 2018).
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Para além de PCR, também se usam reagdes isotérmicas e de amplificagcdo para a dete¢ao
de RHV, sendo que a alternativa mais usada ¢ a NASBA. Esta técnica mostrou um
desempenho comparavel ao RT-PCR e uma sensibilidade superior a das culturas virais

(Batsch et al., 2008; Mackay, 2010).

Com isto, alguns virus que antes s6 podiam ser analisados em alguns laboratdrios mais
sofisticados, agora podem ser analisados rapidamente na maioria das instalagdes de
microbiologia. Isto foi uma mais valia porque permitiu obter mais dados sobre a elevada
incidéncia de infe¢des por RHV, identificar a capacidade de infecdo e novas espécies de
RHYV, levando a uma maior atenc¢ao e consciencializa¢ao das manifesta¢des disseminadas
e por vezes graves da doenca provocada por RHV (Heikkinen and Jarvinen, 2003;

Blomgvist, 2004a; Mackay, 2010; Bochkov et al., 2014; Chen et al., 2016).

No entanto, isto s foi utilizado para RHV em casos especiais e s6 em alguns laboratorios,
pois acreditava-se que as infecdes por RHV nao levavam a problemas graves, sendo a
maior parte das vezes o responsavel por constipagdes comuns € por isso, ndo mereciam o
esfor¢o e tempo requerido por parte destes. Contudo, com o aumento dos conhecimentos
acerca deste virus e com o aumento da sua incidéncia em doengas mais graves, surgiu
uma preocupagdo maior, sendo que no final nos anos 80 notou-se a importancia da
inclusdo de varias técnicas para a detecdo de virus respiratdrios que permitiram
compreender melhor os mecanismos patologicos e servem de base para o diagnostico e
investigacao cientifica, tais como RT-PCR e RT-PCR em tempo real, PCR multiplex,
Nested PCR e PCR digital tanto a nivel da comunidade como a nivel hospitalar (Peirson,
2003; Heikkinen and Jarvinen, 2003; Blomqvist, 2004a; Lau et al., 2007; Shain and
Clemens, 2008; Tapparel, Cordey, et al., 2009; Mackay, 2010; Granados et al., 2012;
Bochkov et al., 2014; Cabeda and Moreno, 2014; Hasegawa et al., 2015; L Huillier et al.,
2015; Chen et al., 2016).

4.3.1.1. RT-PCR

A RT-PCR ¢ o melhor método de diagnostico que permite detetar virus de RNA, como ¢
o caso do RHV (Lau et al., 2007; Spyridaki et al., 2009; Osterback et al., 2013; Cabeda
and Moreno, 2014).
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Quando se recorre a este método, utiliza-se habitualmente como amostra secre¢des nasais,
sendo analisada a regido 5’UTR do genoma do RHV. Esta tecnologia, para além de ser
rapida e precisa na detecdo de RHV, permitiu descobrir que a carga viral de lactentes e
criancas pequenas infetadas pelo mesmo era significativamente elevada quando
comparada com adultos, para além de possibilitar a caracterizagdo de serotipos de RHV

(Osterback et al., 2013).

Contudo, ha uma limitacdo da RT-PCR que ¢ a similaridade entre RHV e Enterovirus,

pois torna a dete¢ao mais complexa (Osterback et al., 2013).

4.4. Sequenciacio e genotipagem

Através do crescimento do RHV em culturas conseguiu-se fazer a divisdo destes em dois
grupos: os que usam os recetores ICAM’s e os que usam os LDLR. De seguida, com base
em 15 compostos antivirais conseguiu-se agrupar os 160 serotipos de RHV em Rinovirus
A e B. Com o advento do PCR foram diferenciados em 3 grupos geneticamente diferentes:
Rinovirus A, B e C. (Blomqvist, 2004; Mackay, 2010; Granados et al., 2012; L’Huillier
et al.,2015; Alves et al., 2016; Chen et al., 2016; Stone and Miller, 2016).

O desenvolvimento de técnicas como a sequenciacdo e genotipagem permitiu avaliar as
cargas virais de RHV e diferenciar os RHV em A, B e C, no entanto ndo permite a
diferenciagdo de estirpes dentro dos grupos, portanto, esta caracterizagdo genética serve
principalmente para a identificagdo de fontes de surtos, investigagdo de graus de
parentesco ou aparecimento de uma estirpe ainda ndo caracterizada (Lee et al., 2007,

Mackay, 2010; Granados et al., 2012; Bochkov et al., 2014).

No RHV os genes VP1 a VP4 sdo os mais utilizados para genotipagem viral, no entanto,
a analise da sequenciacdo pode ser feita noutras regides do genoma, como por exemplo
nos genes da RNA polimerase, regido 5’UTR ou regido P1 e P2(Blomqvist, 2004;
Mackay, 2010; Granados et al., 2012; L’Huillier et al., 2015; Alves et al., 2016; Chen et
al., 2016; Stone and Miller, 2016).

Em 2009 foram publicadas as sequencias genomicas de todos os RHV e utilizadas para a

sua classificacdo filogenética (figura 2). Estes dados revelaram a diversidade genética
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existente nas regides VP1 a VP4, o que permitiu identificar recombinac¢des entre RHV,
perceber o que torna algumas estirpes mais virulentas do que outras e o que as torna mais
propensas a causar infegdes cronicas, identificar o tropismo para determinadas células ou
tecidos e ainda, perceber o direcionamento para diferentes pacientes e suas predisposigoes
genéticas para situacdes mais graves (Halfon and Newacheck, 1993; Ann C. Palmenberg

et al., 2009; Mackay, 2010; Chen et al., 2016).

A sequenciacdo de 4cidos nucleicos foi um grande avanco na genética e foi descrita pela
primeira vez por Sanger em 1977. Tal como o préprio nome indica permite determinar a
sequéncia de nucleodtidos. Os nucleodtidos sdo constituidos por polimeros que nao tém
composi¢ao regular porque embora todos sejam constituidos pelos mesmo monomeros,
estes dispoem-se de forma diferente, o que permite uma enorme diversidade das suas

funcdes moleculares, dai ser importante a sequenciacdo (Cabeda and Moreno, 2014).

Esta técnica foi sofrendo alteragdes ao longo do tempo de forma a se tornar automatica e
com elevada rentabilidade, designando-se esta fase de alteragdes como sequenciacdo de
proxima geragdo ou sequenciagdo de 2°, 3° e mais recentemente 4° geracdo (Cabeda and

Moreno, 2014).

A técnica de 1* geragdo, também conhecida como método de sequenciagdo de Sanger ¢
uma técnica com 99,9% de precisdo que permite sequenciar fragmentos com
aproximadamente 1000 pares de bases. Contudo esta técnica permite apenas obter uma
sequenciagdo em cada ensaio por isso, ¢ essencial garantir uma elevada quantidade de
DNA molde e elevada sensibilidade de detecdo dos produtos de reagdo. De uma forma
muito simplificada, este ¢ um método enzimatico que se baseia numa reacao simples de
polimerizacdo onde ¢ preciso conhecer a sequéncia da extremidade 5° da zona a
sequenciar para se desenvolver um primer (pequeno oligonucledtido com sequéncia
complementar 4 da cadeia a sequenciar) que vai fornecer uma extremidade 3’ livre para
a DNA polimerase incorporar os nucledtidos complementares da cadeia molde que estd a
ser sequenciada. Este processo termina quando o nucledtido incorporado € um terminador
(didesoxi). De seguida faz-se uma separacao dos produtos da reagdo por eletroforese, o

tamanho revela a posi¢do em que cada nucledtido terminador surge (diferenciados por
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fluorescéncia) sucessivamente na cadeia complementar, daqui se deduzindo a sequéncia
nucleotidica (Cabeda and Moreno, 2014).
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.Figura 2- Arvore filogenética de todos os serotipos conhecidos de RHV até 2009 (Adaptado de
Palmenberg, 2009).

As técnicas de 2% geracdo ja permitem milhares a milhdes de sequenciagdes em paralelo,
permitindo obter milhdes de pequenas sequéncias em cada ensaio. As reacdes de
sequenciacdo sdo feitas a partir da adicdo de bases de nucleodtidos através da DNA
polimerase ou DNA ligase e observa-se o comportamento nos nucleétidos através de um

método de fluorescéncia ou dete¢ao de pH (Cabeda and Moreno, 2014).
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Estas duas geracdes de técnicas referidas anteriormente necessitam da amplificacdo dos
acidos nucleicos que se pretende sequenciar ao contrario das técnicas de 3% e 4* geragdo

(Cabeda and Moreno, 2014).

As técnicas de 3* geragdo realizam milhdes de sequenciagdes em paralelo, mas, por ndo
fazerem amplificagdo de acidos nucleicos utilizam detetores mais sensiveis. Com a
sequenciagdo de 3% geracdo conseguiu-se modificagcdes muito consideraveis e positivas
em relacdo aquela que foi descrita inicialmente por Sanger, tais como: obter uma maior
quantidade de dados de forma mais econdmica, possibilidade de sequenciar o genoma
completo de varios organismos facilitando varios estudos e ainda permitiu observar como
¢ que as doencas genéticas influenciam a satde e doengas ao nivel microbioldgico pois
todos eles podem ser estudados por sequenciagdo mas por culturas celulares apenas 10 %

(Cabeda and Moreno, 2014).

As técnicas de sequenciacao de 4* geragao utilizam poros moleculares, fazendo passar um
a um os nucledtidos de uma molécula de 4cidos nucleicos pelo poro. A passagem dos
nucledtidos altera a passagem de corrente elétrica entre os dois lados do poro, de modo
distinto para cada nucleo6tido, permitindo identificar a sequéncia de nucleotidos que
sequencialmente passam pelo poro. Trata-se da tnica técnica que permite identificar
sequéncias muito longas e ao mesmo tempo distinguir as alteracdes quimicas

caracteristicas das alteracdes epigenéticas (Cabeda and Moreno, 2014).

A sequenciagdo ¢ vantajosa na medida em que permite identificar a presenca de
mutacdes/polimorfismos associados a um perfil clinico especifico, no entanto possui
algumas limitagdes como por exemplo: ndo poder ser utilizada em diagnésticos urgentes,
em situagcdes em que a infe¢do clinica ndo permite suspeitar qual o gene envolvido na
mutacdo, ou em situagdes em que se suspeita do envolvimento de um elevado numero de

genes (Cabeda and Moreno, 2014).

52



Influéncia de Polimorfismos em Genes do S.1. na Infe¢dao por Rinovirus

4.5. Genotipagem com enzimas de restricio

4.5.1. Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Limitacao

Em 1984 o cientista Alec Jeffreys inventou a técnica do Polimorfismo de Comprimento
de Fragmento de Restri¢do (RFLP). E uma técnica utilizada para analisar fragmentos de
DNA a fim de os diferenciar geneticamente. Apesar de ser uma técnica vantajosa exige
varias etapas e ¢ morosa, tornando-se pouco pratico para ser utilizada frequentemente em

laboratorio (Diba et al., 2014; Hatanaka et al., 2017; Golfetto et al., 2018).

Esta técnica envolve varios passos, em primeiro lugar ¢ necessario extrair DNA de uma
amostra de sangue, saliva ou outra. De seguida recorre-se ao PCR para que haja
amplificacdo do DNA e posteriormente a fragmentacdo do mesmo. A fragmentagdo ¢
feita através de endonucleases de restricao (enzimas) que cortam as cadeias de DNA em
pequenos fragmentos, sendo que cada endonuclease corta num sitio especifico da cadeia
de DNA dando origem a fragmentos distintos entre eles. Por fim recorre-se a eletroforese
em gel que vai separar os fragmentos com base no seu tamanho sob a a¢ao de um campo

elétrico. Os fragmentos mais pequenos migram mais no gel enquanto os menores migram

menos (Diba et al., 2014; Hatanaka et al., 2017; Golfetto et al., 2018).

5. Material e métodos

5.1. Voluntarios

Apods aprovacio deste projeto de investigagdo pela Comissdo de Etica da Universidade
Fernando Pessoa (Anexo 7), procedeu-se ao recrutamento de 89 voluntérios, todos eles
estudantes da mesma universidade, mais especificamente da Faculdade de Ciéncias da
Satde. Estes estudantes foram devidamente informados em relagdo ao objetivo do estudo
e qual a importancia da sua participagdo no mesmo, bem como toda a informacao e
amostras que teriam de ser recolhidas. Posto isto, os mesmos aceitaram participar dando
o seu consentimento informado (Anexo 8) e tendo a hipotese de abandonar o estudo a

qualquer momento.

Os voluntarios tinham entre 20 a 41 anos. Todos eles no inicio do estudo foram

submetidos a um questionario (Anexo 9), onde se recolheram dados sobre aspetos
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sociodemograficos, estilo de vida sauddvel e pré-condicdes de doenca/alergias

conhecidas.

Cada voluntario durante um ano, forneceu mensalmente amostras nasais recolhidas
através de zaragatoas estéreis, acompanhadas do preenchimento de um inquérito (Anexo
10), no qual foram recolhidas informagdes sobre sinais e sintomas decorrentes no més
anterior ao preenchimento do mesmo. Cada colheita envolveu colocar uma zaragatoa
nasal em cada narina (esquerda e direita) e raspar a mucosa interna, posteriormente foram
colocadas juntas num eppendorf, o qual continha 200 pL de RNA Latter (Invitrogen). A
amostra foi armazenada por 24 horas a 4°C sendo depois congeladas a -80°C até a extragao

de RNA viral.

Para além disso, no inicio e no final do estudo foram realizadas colheitas de sangue ou
um cotonete de células endoteliais da boca, caso o voluntario ndo consentisse na dadiva
de sangue, para a extracdo de DNA e identificacao de polimorfismos através do mesmo.

Estas foram armazenadas a -20°C até se proceder a extragdo de DNA.

5.2. Controlos
Para obter os controlos utilizou-se uma amostra comprovadamente positiva de RHV 2
gentilmente cedida pela Dra. Carita Savolainen-Kopra, do Instituto Nacional de Satde e

Assisténcia Social (THL) de Helsinquia, Finlandia.

Os controlos positivos foram preparados na sala de culturas apds a camara de fluxo
laminar estar com a luz Ultra Violeta (UV) ligada certa de 30 minutos. Utilizou-se
controlos positivos com dilui¢des de 107, 10* e 10 da amostra original. O controlo

negativo consistiu apenas em agua.

Todos os controlos positivos foram devidamente identificados e preservados a -80°C.

5.3. Extracao de RNA viral a partir de zaragatoas nasais
Este protocolo decorreu sempre na sala de culturas, sendo que 30 minutos antes de se

comegar a desenvolver os protocolos ligava-se a luz UV da camara de fluxo laminar.

A extracao de RNA a partir das zaragatoas nasais foi realizada a partir do mini kit Qiamp

Viral RNA (Qiagen) seguindo as instrugdes do fabricante.
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Resumidamente, foi adicionado um reagente de lise ao eppendorf que continha a amostra
e ap6s 10 minutos de incubag¢do adicionou-se etanol absoluto (96-100%). Posteriormente
a mistura obtida foi transferida para uma coluna por onde se fez passar duas solugdes de
lavagens diferentes, rejeitando-se sempre o eluido. No final, a amostra foi eluida em 60
uL de solucdo de eluicdo (AVE). A conservacdo da amostra foi realizada a -80°C até se

proceder a detecdo e quantificagdo do RNA viral.

5.4. Detecao e quantificacao do RNA viral

A amplificacdo de RNA de RHV foi realizada por qPCR num Lightcycler 1.1 (Roche,
Suica) como anteriormente descrito (T. a Myatt et al. 2004), no entanto foi adaptado a
utilizagdo do Lightcycler 1.1 e do Kit BioRad Quantitec Probe RT-PCR (Qiagen,
Alemanha).

Resumidamente, uma solucao contendo a mistura principal de 1X Quantitec Probe RT-
PCR, 0,8 uM de cada Primer (Tabela 2), 0,2 uM de sonda Rhino-Probe (Tabela 2) e 0,2
uL / reagdo da mistura de enzimas polimerase e transcriptase reversa fornecida pelo
fabricante num volume final de 20 uL de reagao contendo 5 pL. de RNA. A mistura foi
submetida ao seguinte perfil de temperatura: Inicialmente uma transcri¢ao reversa a 50°C
por 20 minutos seguida de desnaturag¢do da transcrigao reversa e ativagdo da polimerase
a 95°C por 15 minutos. A amplificagdo por PCR foi entdo realizada por 45 ciclos
consistindo num passo de desnaturacdo a 95°C durante zero segundos, seguido de um

passo de emparelhamento/polimerizagdo a 60°C durante 1 minuto.

Tabela 2- Primers e sonda utilizados na detecdo de RNA

Primer Sequéncia Concentracio (uM)
RAF GAC AGT GTT CYA GCC TGC G 0,2
RBF RACHGT GTC YYA GCCTGC G 0,2
LR GAA ACA CGG ACA CCC AAAGTA |0,2
Rhino-Probe | TCC TCC GGC CCC TGA ATG YGGC | 0,4
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A semi-quantifica¢do foi obtida em relagdo a uma série de dilui¢des de uma amostra

positiva.

5.5. Extracao de DNA a partir do sangue ou de células epiteliais da boca

A extracdo de DNA a partir do sangue ou de uma zaragatoa de células epiteliais da boca
fez-se utilizando o mini Kit DNA de sangue da Qiamp (Qiagen) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Este protocolo decorreu sempre na sala de culturas, sendo que
30 minutos antes de se comegar a desenvolver os protocolos ligava-se a luz UV da cdmara

de fluxo laminar.

Resumidamente, 200 pL de sangue ou uma zaragatoa de células epiteliais da boca, a
temperatura ambiente, ¢ 200 pL de tampdo de lise foram adicionados a 20 pL de
proteinase K (600 Ul/mL). Posteriormente, a amostra foi incubada a 56°C durante 10
minutos, seguindo-se a adicdo de 200 pL de etanol absoluto (96-100%). Esta mistura foi
transferida para uma coluna de silica. A coluna foi entdo centrifugada e lavada com dois
tampoes de diferentes adstringéncias. Por fim, o DNA foi eluido com 200 pL agua isenta

de DNA, RNA, DNAses e RNAses.

A conservagao foi feita a -20°C até se proceder a identificacdao de polimorfismos.

5.6. Detecdo de SNP’s por PCR-RFLP
5.6.1. IL6 (rs1800795)

Para a identificagcdo de polimorfismos ao nivel da citocina IL-6, utilizou-se o PCR seguido

do método Polimorfismo de Comprimento dos Fragmentos de Restricao (RFLP).

Resumidamente, 8 uL de DNA foram misturados com iProof High-Fidelity Master Mix
(BioRad) e 1 pL de cada primer (Tabela 3) num volume total de 12 pL. De seguida esta

mistura foi submetida as condigdes de ciclo térmico apresentadas na Tabela 3.

Concluido o PCR, 10 uL de amplicao foram misturados com o tampao NEBuffer 3.1 ¢ 2
UI (1pL) da endonuclease de restricdo SFaNI durante 2h a temperatura de reacao da

enzima (37°C).
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Tabela 3- Condigdes experimentais utilizadas na genotipagem do IL6

Gene/ SNP  Primers Ciclo térmico por PCR
3 min - 98°C
IL6 5-TGA CTT CAG CIT TAC TCT o .
rs1800795  TTG T-3' iiic] 30555 CR0s55°C - 30s-

5-CTG ATT GGA AAC CTIT ATT
AAG-3

Por fim os fragmentos de restricdo por PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 4% Nusieve 3:1 (FMC, USA). Possiveis leituras deste gel sdo: A enzima corta
o alelo G dando origem a banda de 140 e 59 pares de bases (pb). O alelo C ndo € cortado

pela enzima dando origem a banda de 198 pb, correspondente ao amplicdo.
5.6.2. TOLLIP (rs5743899)

Para a identificagdo de polimorfismos ao nivel da citocina Tollip, utilizou-se o PCR

seguido do método RFLP.

Resumidamente, 5 uL de DNA foram misturados com iProof High-Fidelity Master Mix
(BioRad) e 1 puL de cada primer (Tabela 4) num volume total de 15 puL. De seguida esta

mistura foi submetida as condi¢des de ciclo térmico apresentadas na tabela 4.

Tabela 4- Condigdes experimentais utilizadas na genotipagem do TOLLIP

Gene/ SNP  Primers Ciclo térmico por PCR
TOLLIP  5-GGC AAT GGC AGT GGCCAC 3 min - 98°C
rs5743899 CAG TGA-3’ 35x [30s-98°C;45s-72°C]
5’-CCG ATG CCC GCA CAC CTG
TGT GAT-3’

Concluido o PCR, 10 puL de amplicao foram misturados com o tampao CutSmart e 10 Ul

(1pL) da endonuclease de restrigdo Hhal durante 2h a temperatura de reacdo da enzima

(37°C).
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Por fim os fragmentos de restricdo por PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 4% Nusieve 3:1 (FMC, USA). Possiveis leituras deste gel sdo: A enzima corta
o alelo G dando origem as bandas de 125, 93 e 61 pb. O alelo A ¢ cortado pela enzima
dando origem as bandas de 218 e 61 pb.

5.6.3. IL1B (rs16944)

Para a identificagdo de polimorfismos ao nivel da citocina IL-1p, utilizou-se o PCR

seguido do método RFLP.

Resumidamente, 5 pL de DNA foram misturados com iProof High-Fidelity Master Mix
(BioRad) e 1 puL de cada primer (Tabela 5) num volume total de 15 pL. De seguida esta

mistura foi submetida as condigdes de ciclo térmico apresentadas na tabela 5.

Concluido o PCR, 10 pL de amplicao foram misturados com o tampao CutSmart e 10 UI

(1uL) da endonuclease de restricdo Aval durante 2h a temperatura de reagdo da enzima

(37°C).

Tabela 5- Condigdes experimentais utilizadas na genotipagem do IL1B

Gene/ SNP  Primers PCR thermal cycling
1B 5-TGG CAT TGA TCT GGT TCA 3 min - 98°C
1516944 TC-3 35x  [30s-98°C;30s-60°C;  30s-
72°C]
5-GTT TAG GAA TCT TCC CAC
TT-3

Por fim os fragmentos de restricdo por PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 4% Nusieve 3:1 (FMC, USA). Possiveis leituras deste gel sdo: A enzima corta
o alelo C dando origem a banda de 190 e 115 pb. O alelo T ndo ¢ cortado pela enzima

pelo que o produto do corte tem o mesmo peso molecular que o amplicao (305 bp).
5.6.4. TNFA (rs1800629)

Para a identificacdo de polimorfismos ao nivel da citocina TNF-a, utilizou-se o PCR

seguido do método RFLP.
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Resumidamente, 1 uL de DNA foram misturados com iProof High-Fidelity Master Mix
(BioRad) e 1 pL de cada primer (Tabela 6) num volume total de19 pL. De seguida esta

mistura foi submetida as condigdes de ciclo térmico apresentadas na tabela 6.

Tabela 6- Condigdes experimentais utilizadas na genotipagem do TNFA

Gene/ SNP  Primers PCR thermal cycling
TNFA 5"AGG CAA TAG GTIT TTG AGG 3 min - 98°C
GCC AT-3 35x  [30s-98°C;30s-68°C;  30s-
rs1800629 72°C]

5TCCTCC CTG CTC CGA TTC-3’

Concluido o PCR, 3,3 uL de amplicao foram misturados com o tampao CutSmart e 20 Ul
(1uL) da endonuclease de restri¢ao Ncol durante 2h a temperatura de reagdo da enzima

(37°C).

Por fim os fragmentos de restricdo por PCR foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 4% Nusieve 3:1 (FMC, USA). Possiveis leituras deste gel sdo: A enzima corta
o alelo G dando origem as bandas de 87 e 20 pb. O alelo A ¢ cortado pela enzima dando

origem as bandas de 107 pb.
6. Resultados

Com o objetivo de avaliar a influéncia dos polimorfismos de algumas citocinas em
individuos infetados com RHV recrutou-se 89 voluntarios. Todos os voluntarios
contribuiram com zaragatoas nasais para avaliar se havia infecdo por RHV, sendo desta

forma analisadas 640 amostras de zaragatoas nasais de Abril de 2017 a Marco de 2018.

As dadivas de zaragatoas nasais variaram entre um maximo de 73 em Abril e um minimo

de 25 no més de Julho (média= 53,7 &+ 15,8 amostras / més).

6.1. Detecao de RHV nas amostras dos voluntarios
Analisando todas as amostras recolhidas ao longo de um ano, foi possivel perceber que

ocorreram infe¢des por RHV durante todo o periodo de observagdes, com excecdo das

59



Influéncia de Polimorfismos em Genes do S.1. na Infe¢dao por Rinovirus

amostras de Janeiro de 2018. No entanto, foi notada uma frequéncia crescente de RHV
deste a Primavera até ao inicio do Inverno, atingindo um pico nesta ultima estagdo e um

pico menor na Primavera, tal como se pode observar na Figura 3.

Foi detetado um minimo de 3% de amostras positivas em Maio e um maximo de 40% de
amostras positivas em Novembro, coincidindo isto com valores mais elevados de
concentracdo de RHV nas amostras nasais de Novembro, tal como se pode observar pelas
quantificagdes realizadas (Figura 3). Curiosamente apenas foram detetadas amostras
positivas para RHV em voluntérios sem sintomas durante o periodo do pico de inverno
(fig. 3). Neste periodo, parece haver bastante maior atividade viral, o que aumenta a
possibilidade de ser detetada a presenga de RHV, antes de a infecdo viral estar
estabelecida.
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Figura 3- Frequéncia de amostras de zaragatoas nasais positivas (barras azuis) versus titulo de RNA de

RHYV nasal (linha azul). A concentrac¢do foi medida em relagdo a uma amostra controlo positivo, a partir

da qual foi realizada uma dilui¢do em série de 10 vezes e testada.
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6.2. Influéncia de polimorfismos genéticos na detecio de RHV

Para identificagdo de polimorfismos que influenciam infe¢cdes por RHV, apenas 60
voluntérios contribuiram com amostras de sangue ¢ 13 com células epiteliais da boca.
Foram analisados os genes IL6 (rs1800795) (Figura 4), TOLLIP (rs5743899) (Figura 5),
IL1B (rs16944) (Figura 6) e TNFA (rs1800629) (Figura 7).

M 1 2 3

198bp
140bp

59bp

Figura 4- Resultados finais obtidos na identificagdo de SNP no gene IL6. Observam-se bandas de

140 (alelo G) e bandas de 198 pb (alelo C).

Figura 5- Resultados finais obtidos na identificagdo de SNP no gene TOLLIP. Observam-se
bandas de 125 e 93 pb (alelo G) e bandas de 218 pb (alelo A).
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305bp
190bp

115bp

Figura 6- Resultados finais obtidos na identificagdo de SNP no gene IL1B. Observam-se bandas de

190 e 115 pb (alelo C) e bandas de 305 pb (alelo T).

107b
87bp

Figura 7- Resultados finais obtidos na identificagdo de SNP no gene TNFA. Observam-se bandas de 87
¢ 20 pb (alelo G) e bandas de 107 pb (alelo A)

Avaliou-se se havia ou ndo associagdes entre cada um dos polimorfismos testados das
citocinas e a infe¢do por RHV tendo-se verificado que ndo existia nenhuma diferenca
entre individuos portadores dos varios alelos de IL1B e TNFA. J& em relagdo ao alelo G
do TOLLIP verificou-se que aumenta significativamente (p<0.048) a probabilidade dos
resultados serem RHV negativo, ao longo de todo o ano (Figura 8). Para além disso, ao
excluir o efeito dos SNP do TOLLIP e avaliando somente individuos sem o alelo G do
TOLLIP ha probabilidade de encontrar um titulo viral significativamente superior

(p<0.028) em individuos que ndo possuem o alelo C do IL6 (Figura 9).
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Figura 8- Percentagem de individuos com resultados de RHV- em amostras nasais ao longo do periodo de

observacdes ¢ significativamente maior (p<0.048) entre os individuos com o alelo G TOLLIP (rs5743899).

Individuos com TOLLIP G negativo

(p<0,028)

95% Cl para Log(concentragido de RHV)
, & ,

auséncia presenga
Alelo ILC6

Figura 9- Considerando apenas individuos sem o alelo G TOLLIP (rs5743899), a concentragdo de RHV

nas amostras nasais ¢ significativamente maior na auséncia do alelo C IL6 (rs1800795).

7. Discussao

Os resultados obtidos revelaram a existéncia de infegdes por RHV ao longo de todo o
ano, havendo um aumento da sua incidéncia no Inverno € um pico menor na Primavera.
Adicionalmente, a concentragdo viral de RHV nas amostras revelou titulos de RHV mais

elevados nos picos do Inverno e da Primavera.
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Relativamente a influéncia de alguns polimorfismos em genes do SI na infe¢cdo por RHV
sabe-se que o TOLLIP ¢ um regulador negativo do TLR2. O TLR2 ¢ um recetor do SI
que reconhece a capsula de RHV antes da entrada deste para as células (Figura 10). Os
individuos que sao portadores do alelo G do TOLLIP, tém a expressao de TOLLIP
reduzida e por conseguinte, a expressdo de TLR2 aumentada, ou seja, ird ocorrer uma
melhor detec¢do e depuracdo de RHV pelo SI antes da entrada na célula, prevenindo assim

a infe¢ao por RHV.
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Figura 10- O TOLLIP influéncia a resposta do sistema imunoldgico ao RHV antes da entrada na célula,
enquanto que o IL6 influéncia a depuracdo viral apds a infecdo (adaptado de Mackay .M., Arden K.E.
(2014)).

No caso do RHV conseguir entrar nas células o seu reconhecimento sera feito por TLR7
e TLR8 que sdo especializados em fazer o reconhecimento de RNA viral de cadeia

simples. Estes dois recetores enviam um sinal de emergéncia através da inducao de IL6.

O IL6 ¢ um regulador anti-inflamatério critico da imunopatologia induzida por virus no
trato respiratorio. Esta acdo ¢ independente do efeito do TOLLIP e sua relagdo com o

TLR2 e por isso s6 faz sentido falar em IL6 ap6s a entrada do virus na célula (Figura 10).
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No entanto, o TOLLIP demostra sustentar a produ¢ao de IL6 em varias condi¢des anti-
inflamatorias e por isso para se conseguir observar o efeito do polimorfismo do gene IL6
¢ necessario que este ndo esteja sobre controlo do TOLLIP pois dessa forma os resultados
serdo influenciados. Ou seja, avaliar os resultados com a presenca do alelo G do TOLLIP
faz com que os resultados do alelo C do IL6 sejam mascarados e portanto, teve que se
fazer uma avalia¢do na auséncia do alelo G do TOLLIP. Nestas condigoes (auséncia do
alelo G do TOLLIP) percebe-se que a auséncia do alelo C do IL6 diminui os niveis de
IL6, diminuindo assim a regulacdo anti-inflamatoria apos o estabelecimento da infe¢ao

por RHV, levando por consequéncia a titulos virais elevados.
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I11. Conclusao

O RHYV apresenta grande variabilidade genética (3 espécies e mais de 160 serdtipos), o
que a par da baixa patogenicidade explica praticamente a grande incidéncia de infe¢des
por este virus. O Rinovirus A infeta mais frequentemente adultos, o Rinovirus B ¢ o mais
raro e o Rinovirus C infeta com mais frequéncia criangas. Este ¢ um virus que causa
principalmente infegdes ligeiras, auto-limitadas, subclinicas e assintomaticas, no entanto,
em individuos imunocomprometidos, com asma, DPOC e outras doengas relacionadas

com o sistema respiratdrio podem surgir complicacdes.

No que diz respeito ao modo de transmissdo, ainda ha opinides muito controversas, sendo
a transmissao fecal-oral e o contacto direto com secre¢oes infetadas ou aerossois contendo

particulas virais, hipoteses validas para causar infe¢des por RHV.

No presente trabalho observamos a presenca de RHV nas narinas dos voluntarios ao longo
de todo o ano, mas com aumentos de frequéncia e concentragdao na Primavera e Inverno.
A concentracdo viral, apesar de apresentar maior dificuldade tecnologica, deve ser tida
em conta quando se estuda a epidemiologia destes virus porque tal permitiu observar um
pico menor na primavera, que de outro modo teria passado despercebido, e pode estar

associado a uma maior intensidade replicativa do virus.

Ap6s o estudo dos polimorfismos em alguns genes do SI conclui-se que apenas dois dos
quatro que foram estudados tém capacidade para modular o risco de infecao por RHV,
sao estes 0 IL6 (rs18000795) e o TOLLIP (rs5743899). A presenca do alelo G do TOLLIP
(rs5743899) parece estar associada ao aumento da resisténcia a infecao. Por outro lado, a
presenga do alelo C do IL6 (rs1800795) parece estar associada a um aumento dos titulos
de RHV quando ocorre uma infe¢do. Ou seja, os presentes resultados mostram que a
infecao por RHV ¢ influenciada pela suscetibilidade genética definida por polimorfismos

em genes relacionados com o SI.
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Anexos 1- Poster apresentado no 28° Encontro Anual da Sociedade de Virologia de

2018 (Wiirzburg, Alemanha)
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Anexo 2- Poster apresentado no XLIV Annual Meeting of Portuguese Society for
Immunology, Lisbon, 27-29/6/2018
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Anexo 3- Poster apresentado na Conferéncia Europeia de Epidemiologia e Saude
Publica de 2018 (Lisboa, Portugal) e vencedor do prémio “The Best Poster Award for

Presenting”

Rhinovirus infection is influenced by polymerphisms in the
Immune System related Genes TOLLIP and IL6
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CONCLUSION

The present results:

4. Show that TOLUP G Allele is associsted with better RHV clesrsnce before
inf=ction, muk_inE TOLLIP &4 individuals more often year-long RHV free;
Indicates that interindividual susceptibility warance is genetically determined;

2. IL5 C allele is associated with better response after infection
Indicates that interindividual resistance to infection is genetically determined.
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Anexo 4-

Poster apresentado no XLV Annual Meeting of Portuguese Society for

Immunology, Coimbra, 15-17/6/2019
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Influéncia de Polimorfismos em Genes do S.I. na Infe¢dao por Rinovirus

Anexo 5 — Poster apresentado no V Congresso Nacional de Virologia de 2018 (Porto,

Portugal) e vencedor do prémio “Dra. Graga Rocha”.
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Abstract

Rhinovirus is a common picornavirus with over 150 serotypes and three species, which is responsible for half of the human
common cold cases. In people with chronic respiratory conditions and elders, it may also cause life-threatening diseases.
Transmission routes are not definitively established but may involve direct human-to-human and indirect transmission
(surfaces and aerosols based). In the present study, year-long presence of virus was tested by qPCR in the nostrils of young
healthy volunteers and indoor and outdoor air samples. Results were correlated to atmospheric conditions (meteorologi-
cal and air quality parameters) and voluntaries immune system-related genetic polymorphisms (TOLLIP rs5743899, IL6
rs1800795, IL1B rs16944, TNFA rs1800629) typed by PCR-RFLP. Nasal samples showed increased frequency and viral
titers of Rhinovirus in spring and autumn. No indoor air samples tested positive for Rhinovirus, whereas outdoor air sam-
ples tested positive in late autumn. Sun radiation, atmospheric SO,, and benzene levels correlated with nostrils Rhinovirus
detection. Both IL6 and TOLLIP polymorphisms but not TNFA or IL1B influenced Rhinovirus detection in the nostrils
of voluntaries. Taken together, the results indicate that Rhinovirus circulation is determined by environmental conditions
(weather, air-borne virus, and air pollution) and genetically encoded individual variation in immunity.

Keywords Rhinovirus - Environment - Polymorphism - Air-borne virus - Viral susceptibility

Abbreviation
RHV Rhinovirus

Introduction

Human Rhinovirus (RHV) is a very common human virus
with over 150 different serotypes and three species (Bas-
net et al. 2019; Palmenberg et al. 2009), causing more than
half of the common cold cases (Blaas and Fuchs 2016). In
addition to its involvement in this mild, naturally resolving
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infection, development of molecular-based multiplex detec-
tion has allowed the identification of its role among more
severe acute respiratory infections (To et al. 2017). Indeed,
it is now recognized as a frequent finding in acute respira-
tory infections (Jeon et al. 2019) leading to a significant
risk (OR =7.1) for this pathology in older adults (Shi et al.
2019). It is also involved in life-threatening disease in elders
and individuals with chronic respiratory diseases (asthma,
pulmonary obstructive disease, and cystic fibrosis) (Blaas
and Fuchs 2016; Linden et al. 2019), and has even been
found in association with at least one case of encephalopathy
(Hazama et al. 2019). Rhinovirus has also been a frequent
finding among hospitalized patients, in particular among
young babies (Leotte et al. 2017; Wildenbeest et al. 2016)
and patients undergoing chemotherapy (Aydin-Koker et al.
2019) or hematopoietic stem-cell transplantation (Pochon
and Voigt 2019). Additionally, even if only common cold
cases are taken into account, the abundance of these RHV-
induced cases presents a social and economic burden
including school and work absenteeism that should not be
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disregarded (Bertino 2002; Fendrick et al. 2003; Nichol et al.
2005; Roelen et al. 2011).

RHYV is among the smallest RNA viruses (picornavi-
rus =Pico RNA virus) and infects the upper and sometimes
lower respiratory apparatus (Berrajah et al. 2018; Gern 2002;
Jacobs et al. 2013; McErlean et al. 2008) via its cellular
receptors (ICAM-1, LDLR, or CDHR3) (Basnet et al. 2019;
Blaas and Fuchs 2016; Bochkov and Gern 2016). The large
frequency of infection may be related to the large serologi-
cal diversity and the low immune response cross-reactivity
(Blaas and Fuchs 2016). Additionally, interindividual vari-
ation in the susceptibility to RHV infection may be related
to genetically encoded immunological variation (Drysdale
et al. 2016), but this has not been clearly demonstrated.

Rhinovirus inoculation usually occurs via the nose,
mouth, or eyes (Blaas and Fuchs 2016). An important sus-
ceptibility factor may be environmental temperature as it
impacts on the viral activity, which could favor its infection
during the cold season and in the upper respiratory tract
(Blaas and Fuchs 2016). Rhinovirus transmission has been
the subject of some controversy but there is direct evidence
of person-to-person and indirect transmission (via surfaces
or aerosols). RHV is clearly stable for hours in objects
(Ikonen et al. 2018) but aerosol transmission is certainly also
a transmission route (La-Rosa et al. 2013; Myatt et al. 2003,
2004). RHYV infection seasonality may be even related with
viral stability in objects and aerosols which may be affected
by meteorological conditions (temperature, humidity, UV
index) (Du-Prel et al. 2009) or the chemical stability/reac-
tivity of the transmission route (air pollution) (Myatt et al.
2003). However, a recent study has failed to detect signifi-
cant association between RHV positivity and temperature,
humidity, or dew point (Price et al. 2019) clearly indicating
that more studies are needed to clarify this point. Pollut-
ants such as ozone and nitrogen oxides and even air-borne
particles may also impact on the respiratory tract immunol-
ogy (Kaan and Hegele 2003; Miller and Peden 2014; Peden
and Bush 2015; Romero et al. 2011; Spannhake et al. 2002;
Yang and Marr 2011), making air parameters a double sword
affecting not only viral stability and activity but also poten-
tially modulating immune system responses.

In the last decades, polymorphisms in several cytokine
genes (soluble modulators of immune system activity)
have been described, indicating the genetically encoded
immunological variation is not just MHC encoded. Thus,
interindividual viral susceptibility may also be affected by
these gene variations. Indeed, several studies have indicated
polymorphisms in TOLLIP, lambda interferon, IL1B, ILS,
IL6, and TNFA among others to influence immunological
response to viral infections (Doyle et al. 2010; Huang et al.
2016; Noah et al. 1995; Russell et al. 2014; Wine and Alper
2012). Since the immune response to viral agents is sig-
nificantly different before and after viral cell entry, different
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polymorphisms impacting on different components of the
immune system could have a different effect on viral infec-
tivity. In particular, TLR and TOLLIP polymorphisms can
be expected to impact on the detection of free viral particles
by TLR2 (Huang et al. 2016; Shah et al. 2012). Immune Sys-
tem response after infection may be more dependent on viral
RNA recognition by TLR7 and TLRS, which is dependent
on stress signals induced via IL6, making polymorphisms in
these genes more relevant for viral clearance after infection
(Doyle et al. 2007; O’Neill and Bowie 2007).

In the present work, we have searched for environment
and genetic factors influencing the presence of RHV in the
nostrils of young healthy volunteers. For that purpose, we
tested by qPCR the year-long presence of RHV in the nos-
trils of a group of young volunteers. Concomitantly indoor
and outdoor air samples were tested for the presence of
RHYV by the same method, and meteorological and air qual-
ity parameters have been recorded. Also, voluntaries were
genotyped by PCR-RFLP for polymorphisms in 4 immune
system-related genes (TOLLIP rs5743899, IL6 rs1800795,
IL1B rs16944, TNFA rs1800629).

Materials and Methods
Population Studied

In this study, a total of 89 healthy young volunteers were
enrolled, recruited from among the student population of
the Faculty of Health Sciences of the Fernando Pessoa
University in Porto, Portugal. The volunteers were aged
between 20 and 41 years with females accounting for 2/3
of the volunteers. Each student provided a monthly swab
sample collected for the characterization of the year-long
presence of rhinovirus in the nostrils, and once during the
observation period a blood sample or mouth endothelial cell
cotton swab (if unwilling to donate blood) for DNA extrac-
tion and purification. At first appointment, voluntaries were
asked to fill in a questionnaire characterizing themselves on
socio-demographic aspects, health living style, and known
disease/allergy preconditions.

Nasal Sample Collection

Voluntaries came monthly for nasal swab collection. Sam-
ples were collected from each nostril using sterile cot-
ton swabs. Swabs from left and right nostrils were stored
together in 200 uL of RNALatter (Invitrogen, USA) solution
for 24 h at 4 °C as recommended by the manufacturer to
allow the RNA stabilizer to embed the sample and prevent
RNA decay, and then transferred to a deep freezer (— 70 °C)
until RNA extraction procedures. At each appointment,
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voluntaries were asked to fill in a questionnaire about symp-
toms experienced in the last 30 days.

Viral RNA Extraction

No viral elution from swabs or filters was performed as viral
lysis was performed in the collection material. Viral RNA
extraction was performed using QIAamp Viral RNA Mini
Kit (Qiagen, Germany) following the manufacturer’s instruc-
tions. Final elution volume was 60 pL. RNA samples were
stored at —70 °C.

Rhinovirus RNA Detection and Quantification

Rhinovirus RNA amplification was performed by qPCR
on a Lightcycler 1.1 (Roche, Switzerland) as previously
described (Myatt et al. 2004). Briefly, the primers RAF (5'-
GACAGTGTTCYAGCCTGCG-3'), RBF (5'-RACHGTG
TCYYAGCCTGCG-3'), and LR (5'-GAAACACGGACA
CCCAAAGTA-3") were used at a final concentration of
800 nM together with the Tagman Probe (6-FAM-5'-TCC
TCCGGCCCCTGAATGYGGC-3"-BHQ1) at 160 nM in a
Quantitec Probe RT-PCR Master Mix (Qiagen, Germany).
The reaction then took place on a Lightcycler 1.1 thermo-
cycler (Roche, Switzerland). First a reverse transcription
step was performed at 50 °C for 20 min followed by the RT
enzyme inactivation and polymerase activation at 95 °C for
15 min. Real-time PCR was then performed using 45 cycles
consisting of a denaturation step at 95 °C for zero seconds,
and an annealing/polymerization step at 60 °C for 1 min.
Fluorescence reading was done at the end of the amplifi-
cation step. Semi-quantification was obtained relative to a
dilution series of a positive sample.

Air Sample Collection
Indoor and outdoor air samples were collected as previously

described (Myatt et al. 2004). Briefly, air was filtered for 1 h
at a 4 L/min rate using 37 mm 2.0 pm Teflon filters (SKC,

Table 1 Experimental conditions used for genotyping

UK) in closed cassettes with the help of an air pump (Leland
legacy single pump, SKC, UK). Filters were then cut in
small pieces under sterile conditions using fresh sterile dis-
posable scalpels and treated as described for the nasal sam-
ples. Air samples were always collected at the same spots.
Outdoor air samples were collected outside a third-floor lab
window at facilities not used for any other manipulation of
the project samples. Indoor air samples were collected at a
university cafeteria, a common meeting point for students
and staff, on top of a balcony not usually manipulated by the
cafeteria staff or clients.

Meteorological and Air Quality Data

Daily meteorological parameters were collected from the
FP-ENAS meteorological station and the public air quality
monitoring infrastructure. Data were used from the station
closest to the university facilities where voluntaries spend
most of their time. Meteorological parameters analyzed were
wind speed, temperature, radiation, humidity, and air pres-
sure. Air quality parameters analyzed were ozone, nitrogen
oxides, carbon monoxide, sulfur dioxide, and benzene levels.

DNA Preparation

Genomic DNA was extracted from blood or epithelial mouth
cells using Qiamp mini Blood DNA kit (Qiagen, Germany)
according to the manufacturer’s instruction. Genomic DNA
was eluted with 200 pL of nuclease-free water and stored
at —20 °C.

Genotyping was performed by PCR-RFLP using pre-
viously described primers and enzymes as described in
Table 1. Briefly 5 uL. of DNA were mixed with iProof
High-Fidelity Master Mix (BioRad, USA), and 1 uM of
each primer in a total volume of 20 uL and subjected to the
thermal cycling conditions in Table 1. After PCR, 10 uL
of the amplicon was mixed with the manufacturer-provided
enzyme buffer and respective restriction endonuclease
(New England Biolabs, UK; Table 1) for 2 h at 37 °C. PCR

Gene/SNP Primers PCR thermal cycling RE enzyme

TOLLIP (de Araujo et al. 2015)  5-GGCAATGGCAGTGGCCACCAGTGA-3' 3 min—98 °C Hhal
155743899 5'-CCGATGCCCGCACACCTGTGTGAT-3'  35x [30 s—98 °C; 30 s—65 °C; 30 s—72 °C]

IL6 (Honsawek et al. 2011) 5"TGACTTCAGCTTTACTCTTTGT-3' 3 min—98 °C SFaNI
151800795 5-CTGATTGGAAACCTTATTAAG-3' 35% [30 s—98 °C; 30 s—355 °C; 30 s—72 °C]

IL1B (Ishii et al. 2000) 5" TGGCATTGATCTGGTTCATC-3' 3 min—98 °C Aval
1516944 5-GTTTAGGAATCTTCCCACTT-3' 35% [30 s—98 °C; 30 s—60 °C; 30 s—72 °C]

TNFA (Sandhya et al. 2013) 5'AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3’ 3 min—98 °C Ncol
rs1800629

5'TCCTCCCTGCTCCGATTC-3'

35% [30 5—98 °C; 15 s—63 °C; 30 s—72 °C]

RE restriction endonuclease
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restriction fragments were size separated by electrophoresis
in 4% NuSieve 3:1 TAE agarose gel (FMC, USA).

Statistical Analysis

Data were statistically analyzed using Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) version 22. Comparisons between
RHV-positive and RHV-negative samples and between indi-
viduals with or without a specific allele were done by the
Student’s ¢ test. Correlation between variables was analyzed
using Pearson Correlation. All statistical analyses were per-
formed at a significance level of 95%.

Ethical and Legal Aspects

The study was approved by the Fernando Pessoa University
Ethical Committee. All voluntaries were explained the study,
signed an informed consent, and were given the possibility
to drop the study at any moment. The database with the
study results was authorized and registered by the Portu-
guese National Committee for Personal Data Protection.

Results
RHV Detection in Nostrils of Voluntaries

As can be seen in Fig. 1, RHV was detected in the nostrils
of voluntaries during the entire observation period with
the exception of January 2018. The monthly frequency
of positive samples showed a minimum of 0% in January
and peaked to over 40% in November. A similar trend was
observed for the RHYV titers with a maximum RHYV concen-
tration in November but with a smaller peak in March/April.

Next, we tested the relation between detection of RHV
in voluntaries and the self-reporting of common cold-asso-
ciated symptoms. Results showed that RHV was more fre-
quently found among individuals self-reporting the presence
of common cold symptom (16%) then among individuals
without them (6%). Interestingly, individuals with RHV
in the nostrils but not reporting symptoms were very rare
and only occurred from August to December, the period of
increased RHV incidence, likely reflecting early RHV detec-
tion before symptoms arise which one would expect to be
more likely in periods of high RHYV circulation.

Fig.1 Frequency of positive 45,0% 2,0
nasal swab samples (filled bars)
versus nasal RHV RNA titer . 10
(continuous line) and outdoor 40,0% ! -
air RHV RNA titer (dotted line). .g
Concentration was measured as 35,0% 0,0 Ju
relative to one positive control S
sample from which a tenfold -1,0 ¢
series diluti as 30,0% S
series dilution was performed o D IS00 o
and tested. Slashed bars indicate % 20 =
the frequency of RHV-positive £ o e
A & 25,0% w
nasal samples in individuals b4 3
not reporting common cold > =50 3
symptoms = 20,0% =
us -4,0
X
15,0%
-5,0
0,
10,0% 6,0
5,0% 7,0
I b 1
N|
0,0% e P Neg
¢ ¢ A A A O A A A S S S
%2 % > > R % % 2 > Y > >
P £ € & & ¢ & @ @

I % of RHV+ samples

——Max Log RHV concentration
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RHV Detection in Air Samples

Contrary to our expectations, no indoor air samples were
found positive for RHV. However, during the period of
higher nostril RHV incidence, positive outdoor air samples
were found from October to December, thus coincident to
the months of higher frequency of RHV in the nostrils of
voluntaries (Fig. 1). Furthermore, the observed RHV con-
centrations in nostrils and in Air samples showed a similar
pattern, although with clearly different scales (Fig. 1). In
fact, a statistically significant correlation was found between
nostril RHV concentration and outdoor air RHV concentra-
tion (R=0.985; p<0.0001).

RHV Nostril Detection and Meteorological and Air
Quality Parameters

Next, we investigated whether meteorological and air quality
parameters were somehow related to the frequency of RHV-
positive samples. As can be seen in Fig. 2, sun radiation was
significantly lower when positive RHV samples were found.
This is also reflected on a tendency for a negative correlation
between radiation and the percentage of RHV-positive sam-
ples, but it does not reach statistical significance. Similarly,
levels of sulfur dioxide were significantly lower when posi-
tive samples were detected (p <0.0001) allowing a negative
correlation between maximum SO, levels and the percent-
age of RHV+ nasal swabs (Fig. 3; R=—0.843; p<0.009).
Interestingly, the inverse association was found between

Fig.2 Maximum monthly A
radiation versus RHV detection
in the nostril of voluntaries. a
Negative samples are associ-
ated with higher levels of sun
maximum radiation, and posi-
tive samples with lower levels.
b This produces a negative
correlation between maximum
monthly radiation and the
percentage of monthly positive
samples, but it does not reach
statistical significance (lack of
significance can be attributed

to two outliers with both low
percentage of RHV+ samples
and low maximum sun radiation
corresponding to the observa-
tions of January and February
2018)

1.000,00

800,00

600,00

Maximum Radiation (rad)

400,00

200,00

p<0,0001

nasal swab RHV positivity and benzene atmospheric levels
(Fig. 4). Higher benzene levels were associated with posi-
tive RHV samples, and a significant positive correlation was
found (Fig. 4; R=0.809; p <0.001).

Influence of Genetic Polymorphisms on RHV Nostril
Detection

No difference was found between individuals carrying the
various alleles of IL1B (rs16944) and TNFA (rs1800629).
However, the presence of the G allele of the TOLLIP
rs5743899 SNP significantly increased (p <0.048) the
likelihood of testing negative for RHV during the entire
observation period (Fig. 5). Additionally, if this effect of
the TOLLIP SNP is excluded by considering only individu-
als without the TOLLIC G allele, a statistically significant
(p <0.028) higher viral titer is found among individuals with
the IL6 rs1800795 C allele (Fig. 6).

Discussion

The present results indicate a year-long circulation of RHYV,
with an increase in incidence during late Autumn—early win-
ter period. Additionally, an extra peak of RHV activity was
found in spring when viral concentrations were taken into
consideration which suggests a seasonal variation not only in
viral infectivity but also in infection severity indicating that

B
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Fig.3 Levels of atmospheric
Sulfur dioxide versus nasal
swab RHV positivity. a Atmos-
pheric SO, levels were found
to be lower when nasal swabs
test positive for RHV. b This
produces a negative correla-
tion between maximum levels
of SO, in the atmosphere and
the percentage of nasal swabs
positive for RHV (R=-0.843;
p<0.009)

Fig.4 Levels of atmospheric
benzene versus nasal swab
RHYV positivity. a Atmospheric
benzene levels were found to
be higher when nasal swabs
test positive for RHV. b This
produces a positive correlation
between benzene atmospheric
levels and the percentage of
nasal swabs positive for RHV
(R=-0.809; p<0.001)

viral concentration should also be assayed when studying

Maximum SO, (ug/m?3)

Maximum air benzene levels (ug/m3)

the epidemiology of RHV infection.

RHV aerosol transmission is surely an active transmis-
sion RHV route (La-Rosa et al. 2013; Myatt et al. 2003,
2004), but is usually interpreted as only impacting on direct
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person—person transmissions. The present results support

an outdoor air RHV transmission route as outdoor air RHV

closely correlated to nasal RHV presence and concentra-
tion even if they do not allow to establish a definite causal
effect. Confirmation of this would require the genotyping of
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Fig.5 The percentage of individuals that test negative for nasal RHV
during the entire observation period is significantly higher (p < 0.048)
among individuals with the TOLLIP rs5743899 G allele

TOLLIP G negative individuals

-1

3 (p<0,028)
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Fig.6 When considering only individuals without the TOLLIP
rs5743899 G allele, the nasal RHV concentration was found to be
dependent on the presence of the IL6 rs1800795 C allele, with a sig-
nificant (p<0.028) lower RHV concentration being found among
individuals with the IL6 C allele

the viruses detected, something that should be addressed in
follow-up studies. Furthermore, the availability of sequenc-
ing data would also help clarify whether voluntaries with
consecutive positive samples result from persistent infec-
tions or from reinfections.

Another interesting evidence supporting the air RHV
transmission was the finding that atmospheric parameters
that may affect atmospheric viral stability such as sun radi-
ation (Myatt et al. 2003) and SO, levels were negatively
correlated to RHV nostril detection. Interestingly, these are
exactly the parameters long ago described to show virucidal
effect in an experimental aerosol exposure of Venezuelan

Equine Encephalomyelitis Virus (Berendt et al. 1972) sug-
gesting a direct environmental exposure effect on the virus
particles. However, experimental exposure of animals to
viruses also showed a collaborative effect of SO, and influ-
enza on short-term exposure (Lebowitz and Fairchild 1973),
suggesting a dual role for SO, (decreased viral stability but
increased immune system susceptibility) that could compli-
cate analysis. This is also suggested by Asian results indicat-
ing a positive correlation between SO, and lower respiratory
infections, but only during the dry season (Le et al. 2012),
a period with also high radiation levels, thus making the
SO, virucidal effect redundant and potentiating the effect
of SO, on the immune system. Interestingly, benzene, an
air pollutant previously described to potentially condition
immune system status by decreasing immune system cells
in blood and spleen and decrease immune system progeni-
tor cells leaving the bone marrow (Wen et al. 2016; Zhang
et al. 2010) showed a positive correlation with RHV detec-
tion in nostrils, further suggesting that air quality may affect
not only virus stability and infectivity but also modulate
immune system responses to virus. A similar effect has also
been demonstrated by others for syncytial respiratory virus
(Nenna et al. 2017) suggesting this to be an effect that may
be relevant for several viral-associated pathologies.

The lack of detection of RHV in indoor air samples came
as a surprising result. Previous work by others has shown
the detection of RHV in closed environments reflecting
virus shedding (Myatt et al. 2004). However, our results
may reflect the unintended proximity of an air conditioning
exhaust to the site of air collection, possibly indicating the
efficiency of the air conditioning at clearing the air from
viral particles. This result suggests that air conditioning fil-
ters should be examined in future experiments as it could
indicate an easy to implement purification system during
winter, especially in retirement houses where RHV infection
severity and morbidity may be especially important.

TOLLIP is a negative regulator of TLR2 (Shah et al.
2012; Zhang and Ghosh 2002). In turn, TLR2 is an impor-
tant immune system surveillance receptor needed for RHV
capsid recognition before the virus enters the cells (Huang
et al. 2016; Triantafilou et al. 2011). The TOLLIP rs5743899
G allele is known to decrease TOLLIP expression (Huang
et al. 2016), therefore increasing TLR2 expression, which
in turn contributes to better RHV detection and clearance
by the immune system before viral cell entry (Bentley et al.
2019), effectively preventing infection. Additionally, a recent
paper has shown that Tollip inhibits ST2 signaling in RHV-
exposed airway epithelial cells, making the lower expression
of TOLLIP a way of counteracting this inhibitory pathway,
and achieving better RHV particle detection and clearance,
even if it may lead to increased neutrophilic inflammation
(Dakhama et al. 2019). After RHV enters cells, its recogni-
tion shifts from TLR2 to TLR7 and TLRS8 which recognize
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viral single-stranded RNA (O’Neill and Bowie 2007). These
receptors are known to send an emergency signal via the
induction of IL6 (Doyle et al. 2007) which is a critical anti-
inflammatory regulator of viral-induced immunopathology
in the respiratory tract (Pyle et al. 2017). This IL6 pathway is
therefore likely only relevant after viral cell entry and is thus
independent of the TLR2-related TOLLIP effect we propose
above. IL6 rs1800795 has been associated with lower gene
expression which may counteract the increased expression
stimulated by some viral components (Tanaka et al. 2014).
However, since TOLLIP has been shown to sustain produc-
tion of IL6 in several inflammatory conditions (Humbert-
Claude et al. 2016; Kowalski and Li 2017), the effect of the
IL6 gene polymorphism may only be seen when TOLLIP-
induced sustained IL6 production is not taking place, which
may explain why, in our results, the presence of the TOLLIP
G allele masks the IL6 C allele effect. In the absence of the
TOLLIP G allele, the absence of the IL6 C allele decreases
IL6 levels, thus decreasing the emergency response to RHV
after infection is established leading to higher viral titers
found.

Conclusions

The present results confirm an autumn/winter increase in
the frequency of RHV infections as reported by others (Jeon
et al. 2019; Price et al. 2019; Reis and Shaman 2018; To
et al. 2017), while also revealing an increase in the viral
titers in positive cases in early spring, which is also in agree-
ment with the previous reports (Leotte et al. 2017; Reis and
Shaman 2018; To et al. 2017). A close association between
the presence of RNA virus in the nostrils of voluntaries and
the self-reporting of common cold symptoms was also found
revealing that infection is usually associated with symptoms.
The finding of air-borne RHV virus with a frequency and
concentration closely resembling the nasal viral detection
strongly suggests atmospheric air-carrying of virus as a
potentially relevant transmission route. A similar conclu-
sion may be drawn from the finding of environmental fac-
tors such as sun radiation and air pollution correlating with
virus nostril detection. Interestingly, specific pollutants such
as SO, or benzene showed differential effects, suggesting a
dual-sword effect on virus stability in air and on immune
system modulation effects. Both of these aspects deserve
further clarification in controlled experimental conditions.
Finally, two different polymorphisms have been found to
differentially modulate the risk for RHV infection by two
complementary mechanisms: TOLLIP rs5743899 G allele
may increase resistance to infection, whereas IL6 rs1800795
C allele may decrease RHV titers when infection occurs.
Thus, the present results show that RHV infection is influ-
enced by both environmental factors (meteorological factors,
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RHV air-borne particles, and air quality determinants) and
by genetic-based differential susceptibility to RHV infection.
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nada haver a opor ao mesme, desde que o5 autores esclarecam guem ird financiar o5 gaslos com o

MEEMO.

Com os melhores cumprimenos.

A Presidente da
Comissda de Elica da LUFP

Sl j‘.z'"r't

Teresa Marfinhal Toldy VL
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Anexo 8- Declaracdo de consentimento informado

DECL!'JI.R.I'-"L(;ELD DE CONSENTIMENTO INFORMADO
Para parficipacdo voluntaria no projeto “RhinAir: Epidemiologia e
estudo de fatores de risco da infegdo viral respiratoria associada ac Rinovirus™

) Progeto acima designado, visa estudar mensalmente e pontualmente amostras nasais
{colida com wma cotonete introduzida mo nariz). Mestas amostras nasais sera
pesquisada a presenga de virus causadores de infeches respiratorias ligeiras
{constipagdes). Durante o estudo ser3o também recolhidos dados relevantes da
poluigio do ar a partir da rede nacional da qualidade do ar. Para tal sera solicitado aos
voluntarios informagSo sobre os locais de residéncia. Cada voluntario doara ainda uma
amostra de sangue no inicio & outra no fim do estude, para estudo de variagbes
genéticas.

Eu., abaixc-assinado, (nome complete do  participante no  estudo)

compresndi &

explicagdo que me foi fomecida acerca da participagae na investigagao que se tenciona
realizar, bem como do estudo em que sersi incluido. Foi-me dada oportunidade de fazer
as perguntas que julguei necessarias, e de todas obtive resposta satisfatoria

Tomei conhecimento de que a informagao ou explicagio que me foi prestada versou os
objetives e os métodos. Além disso, foi-me afimado que tenho o direito de recusar a
todo o tempe a minha participagdo no estudo, sem que isso possa ter como efeito
qualquer prejuizo pesscal. Entendo tambem, e aceito, que os responsaveis pelo projeto
poderdo em qualguer momento desistir da minha participagao no projeto, por razdes de
ordem cientffica, logistica. financeira ou outra, sem que tal constitua raz3o para me
senfir lesado.

Foi-me ainda assegurado gque os regisios em suporte papel &ou digital (scnorm e de
imagem) serao confidenciais e ufilizados Gnica e exclusivamente para o estudo em
causa, sendo guardados em local seguro durante 3 pesquisa e destruidos apos a sua
conclusdo.

Por isso, consinto em paricipar no estudo em causa.

Data: I ! 2017

Assinatura do pardicipante o projecio:

O Investigador responsavel:
Mome- Jose Manusl Baptista Cabeda
Assinatura:
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Anexo 9- Questionario de Recenseamento

P
s

ﬁh"‘"‘ﬂ"‘f 0 prasenie guestiondno desting-se & irecigSo de volunddnos no Gmbifc do
Projedo de Imesigogho "Ehinasir: Epidemiclogia e estudo de fotones de rsco do
nfeq&o vinal respimidna amociodo oo Binovirus®.

Desde jd ogrodecemos o fempo guee dedicou a esie esfudo.

Dados de ldenfificacdo Andnima:

1. Cédigo do Volurhano Cédigo da Amcstna:

2 Doto docolhedia: _ /) Hoadocobedso: 7§
A Telemdvel pom contacior
Carocterizocdo Gerak

4. Ano de Moscimenta:

"’“ Questiondrio/Inquérito
?E Recenseamento de Voluntarios

& Profissbo:
& Sewoc Masculino [ Feminina.... [
7. Temonfecederies ndo Portugueses? Sm...[0 Hao.._[]

f& sim de que nocionalidode?
¥. Tem maonifesfocfes de alergiofhipersensbiicdode:

Asma brénguica Sim......[] Mo ....[]
Alergia medicamentcea Sime..[] Mo ....[]
Alergia de confocio/pete  Sime..[ ra....[]
Alergia Alimerhar Sim......[] Mo ....[]
Alergia picoda Irsefos Sim[] MSa....[]
Outa [J Gual?

8, Efumoderd: Sim . [ |

%e sim, guanios cigosos fuma hobitwalmente por dio
¥. 5o & priodor de dosngos crdnicas indigue-as:
10. %a Toma regulomenie bebidos alcodbcos, chd ou suplemenics alimeantones indique guok & gue

guantidodes:
11. %a Protica hobiwolmente exercicio teico indique qual & com que fequéncia:

12, identifique no Compuiodor os looois onde vivew nos G8mos 10 anos, indicondo guanios anos af
residiv e qual o percentogem didia aproskimada de tempo que passova em coda iboolk

GP%: Tampo Total jonos): Etempo didrio;_______
ees Tampo Total jonos): Etempo didrio;_______
GP%: Tampo Total jonos): Etempo didrio;_______
GP%: Tampo Total jonos): Etempo didrio;_______
GP%: Tampo Total jonos)z Etempodidrio_______
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Anexo 10- Questionario mensal

Questionario/Inquérito

O presente questiondnc desfing-se a recolina dos dados sinfomarokkgicos no
ambito do Projeto de Invesfigagdo “Rhinair Epicemiologia e estudo de fatores
de risco da infegdo vinal respirafena associoda o Rinowns”.
Anfecipadamente ogrodecemos o fempe que dedicou g este estudo.

Idenfificagdo da Amostra:
4. Codigo do Voluntano Codigo da Amostra:
5. Dato da colheita: ! ! Horo da colheifa: ! !

Sintomas nos Oltimos 20 dias:

_7. Durante o5 Uiimos 30 dias alguma vez tave:

Espimos em sene/frequentes  Sim 7] Hao....[]
Marz.a pirgar simi. ] Hao....[]
Marz entupido sim 7] Hao...[]
Cores de cabega sim ] Hao....[]
Lacrimagdo e praido sim. ] Hao....[]
Perda do offocto & sobor sim 7] Hao...[]
Comichdo intensa nonariz  Sim 7] Hao...[]

8. Durante os Witimos 30 dias, os problemas de nanz foram acompannodos de estados lacimais ou de

~comich3o™ nos cihos? sim [ Mo [

19. Durante os Uifimos 30 dias que fatores pensa que Ine provocaram os problemas nasois?
PO da casa
palen de arvores efou plantas
Animais Domiésticos
Produtos IMftafivas |Guimicos)
Constipogdo
Fatores ndo identificados

OoooD Do
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