T

UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CURSO DE MEDICINA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
CAMPUS TOLEDO

EDICIN 4

Desde g 2016

UFPR

PROGRAMA DE VOLUNTARIADO ACADEMICO
TRADUCAO LIVRE DE ARTIGOS CIENTIFICOS SOBRE O COVID-19
Este projeto visa realizar a traducdo livre de artigos cientificos relacionados ao COVID-19, publicados em revistas
internacionais de renome, com o objetivo de fornecer material traduzido e facilitar a compreensdo e acesso a
informacdo relevante aos profissionais de saude de diversas areas e a populacdo em geral. Ndo ha conflitos de

interesse.

Titulo original:

SARS-CoV-2 infects T lymphocytes through its spike

protein-mediated membrane fusion

Autores:
Publicado em:

WANG, Xinling; XU, Wei; HU, Gaowei; XIA, Shuai et al.
Nature: Cellular & Mollecular Immunology; April 07, 2020

DOI: https://doi.org/10.1038/s41423-020-0424-9

Correspondéncia

SARS-CoV-2 infecta linfocitos T através de
fusdo com a membrana mediada por seu

receptor de superficie celular (spike

protein).

COVID-19, a nova doengca de coronavirus
causada pelo SARS-CoV-2 que teve seu surto no final de
2019 em Wuhan, China, " tornou-se uma pandemia em
todo o mundo. SARS-CoV-2 pertence ao género
betacoronavirus e possui 79,5% de compatibilidade com
0 SARS-CoV. SARS-CoV-2 utiliza a enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA2) do hospedeiro como seu receptor
para entrada na célula.2. As manifestacdes clinicas da
COVID-19 incluem pneumonia, diarreia, dispneia e
faléncia de multiplos 6rgdaos. De modo interessante, a
linfocitopenia, como um indicador diagndstico, é
comum em pacientes da COVID-19. Xiong et al.
descreveu que as vias de apoptose, autofagia e p53 em
células mononucleares de sangue periférico (PBMC)
encontram-se com aumento de expressdo em pacientes

com COVID-19.3. Alguns estudos relataram que a
linfocitopenia pode estar associada a mortalidade,
principalmente em pacientes com baixos niveis de
linfécitos T CD3*, CD4* e CD8*.*° Linfocitopenia também
foi encontrada em casos de Sindrome Respiratéria do
Oriente Médio (MERS). MERS-CoV pode infectar
diretamente os linfécitos T humanos e induzir a
apoptose de células T através de vias extrinsecas e
intrinsecas de apoptose, mas ndo pode se replicar nos
linfocitos T.% No entanto, ndo esta claro se o SARS-CoV-
2 também pode infectar as células T, resultando em
linfocitopenia.

Buscando responder este questionamento, nds
avaliamos a suscetibilidade dos linfécitos T a infec¢do
pelo SARS-CoV-2. Para alcancgar este feito, SARS-CoV e
SARS-CoV-2 pseudotipados foram envelopados com
descritos.” Os

base em métodos previamente

pseudovirus foram capazes de infectar células
permissivas (células 293T/ECA2 e Huh7) que expressam
receptores ECA2, mas ndo infectaram células ndo
permissivas (células Hela) (Figura 1a). Utilizamos
pseudovirus com infectividade igual para células
293T/ECA2 (Figura 1c) para infectarem duas linhagens

de linfdcitos T, MT-2 e A3.01, com niveis de expressao
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de hECA2 e mRNA baixissimos, proximo ao negativo
(Figura  1b).
replicagcGes, nds observamos que as linhagens de células

Surpreendentemente, em  vdrias
T foram mais sensiveis a infec¢do pelo SARS-CoV-2 em
comparacdo ao SARS-CoV (Figura 1c). Em outras
palavras, estes resultados nos mostram que os linfocitos
T podem ser mais permissivos a infec¢ao pelo SARS-CoV-
2 e menos permissivos a infeccdo pelo SARS-CoV,
semelhante a achados de estudo prévio.® Portanto, é
plausivel que a proteina S do SARS-CoV-2 possa
intermediar potente infectividade, mesmo nas células
com baixa expressdao de hECA2, o que poderia, por sua
vez, justificar porque a taxa de transmissdao da SARS-
CoV-2 é tdo alta. Também ¢é possivel que outros
receptores permitam a entrada de SARS-CoV-2 nas
células T, como CD147, presente nas superficies dos
linfécitos T,® recentemente relatado como uma nova via
de invas3o para o SARS-CoV-2.°

Para determinar se o SARS-CoV-2 adentra nos
linfécitos T através de endocitose ndo mediada por
receptores, nés usamos peptideo EK1, que tem
mostrado ser inibidor da proteina S do SARS-CoV-2,
mediando fusdo célula-célula e infeccdo por
pseudovirus.”® Especificamente, ele inibe a infec¢do
mediada por receptores através da interagdo com HR1
bloqueando a formagdo de feixe de seis hélices (6-HB),
posteriormente inibindo a fusdo entre as membranas
viral e da célula-alvo. Nés descobrimos que o peptideo
EK1 tem atividade inibitéria significativa contra
pseudovirus SARS-CoV-2 em células MT-2 (Figura 1d),
sugerindo que a entrada do virus depende de fusdo
mediada por receptor. No entanto, o EK1 teve atividade
células MT-2
concentragdes (40puM). Ao mesmo tempo, o valor IC50
do EK1 foi de 2,38uM em células 293T/ECA2.1° Estes

resultados sugerem que o SARS-CoV-2 também possa

inibitéria em somente em altas

entrar em linfocitos T através da via de endocitose
mediada por receptores. Para tornar mais claro, nds
realizamos um ensaio com fusdo célula-célula de SARS-
CoV-2 mediada por proteina S, seguindo estudos
prévios.”’® Apds 48h de cultura, 293T células
expressando proteina S do SARS-CoV-2 sofreram fusdo
com células MT-2. Comparado com células nado-

fusionadas, as células em fusdo se concentraram e
apareceram como uma grande massa fluorescente
verde-claro. Em contraste, nenhuma célula fusionada foi
encontrada nas culturas de SARS-CoV (Figura 1e).
Portanto, é possivel concluir que o SARS-CoV-2 é capaz
de infectar células T através de fusdo de membranas
mediada por proteina S.

Com o objetivo de determinar a suscetibilidade
das células MT-2 ao virus vivo, nés usamos SARS-CoV-2
para infectar células MT-2 e detectamos a presenca de
nucleoproteina (NP) do SARS-CoV-2 como descrito
previamente®. Notavelmente, iniUmeras células MT-2
com SARS-CoV-2 (Figura 1f).
Quantitativamente, a porcentagem de células MT-2
positivas para NP de SARS-CoV-2 foi 23,11% maior que
aquelas células ndo infectadas 24 horas apds a infecgao,

foram infectadas

0 que representa aproximadamente 4,6 vezes da por¢do
em 1h (Figura 1f). Este resultado aponta que o virus
penetrou as células MT-2 em 24h e as infectou.

Considerando que o MERS-CoV consegue
infectar eficientemente, mas ndo se replicar, em
linfécitos T ©, nds detectamos o nimero de cdpias do
genoma viral em diferentes tempos apds a infec¢ao, de
modo a explorar as caracteristicas da replicagdo do
SARS-CoV-2 em células MT-2. Semelhante ao MERS-
CoV, o SARS-CoV-2 ndo foi capaz de se replicar em
células MT-2 (Figura 1g). O nimero de cépias do genoma
viral em 6h foi significativamente maior que em
qualquer outro periodo de tempo no lisado celular, mas
permaneceu constante em todos os periodos nos
sobrenadantes. Estes resultados sugerem que o SARS-
CoV-2 é capaz de entrar em células MT-2 em 6h apos a
infec¢do, mas ndo se replica, e em seguida o RNA viral é
degradado. Em sobrenadantes, as cdpias virais
detectadas podem ser resultado de virions residuais,
semelhante a achados prévios de estudo com MERS-CoV
(Figura 1g)®.

Com base nos resultados de infec¢Ges por
pseudovirus e virus vivo, nds provamos que: (1) SARS-
CoV-2 é capaz de infectar células T, (2) o SARS-CoV-2
infectou as células T por fusdo de membranas
dependente de receptores, mediada por proteina S, e
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Fig. 1 Sensibilidade dos linfocitos T a infecgdo por SARS-CoV-2. a A infecgao por pseudotipos de SARS-CoV-2 e SARS-
CoV. 293T/ACE2 e Huh7 sdo células permissivas, enquanto Hela é uma linha de células ndo permissivas. b Expressdo
de mRNA ACE2 em células T. células 293T/ACE2 usadas como controle. ¢ Infec¢do por pseudotipos de SARS-CoV-2 e
SARS-CoV em linhagens de células linfoides T. d Inibicdo do peptideo EK1 nos pseudotipos SARS-CoV-2 em células MT-
2. e Fusdao SARS-CoV-2 célula-célula mediada por S nas células MT-2. As células MT-2 foram cocultivadas com as células
293T/ SARS-CoV-2/EGFP. A fusdo célula-célula foi fotografada sob microscopia dptica com fluorescéncia ou luz visivel.
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As células fundidas foram indicadas com uma seta branca.

Barras de escalas 800um. f Deteccdo de células NP-

positivas SARS-CoV-2 com citometria de fluxo. Células MT-2 foram infectadas com SARS-CoV-2 em 1TCID50 por célula,

respectivamente. As células foram fixadas e permeabilizadas em 24 e 48h apds a infeccdo e marcadas
imunologicamente para detec¢ao de NP SARS-CoV-2. g A infeccdo de células MT-2 por SARS-CoV-2 é abortiva. As
células foram inoculadas com SARS-CoV-2 em 1TCID50 por células e colhidas em 1, 6, 24 e 48 horas apds a infecgao.

As células lisadas (acima) e flutuantes (abaixo) foram coletadas para detec¢do do gene viral N com RT-qPCR. Em

painéis, barras e barras de erro representam desvios médios e padrdes. Analise estatistica foi realizada utilizando t -

teste ndo pareado. *p<0,05

(3) a infeccdo poderia ser inibida por peptideo EK1.
Entretanto, observamos uma expressdao bem baixa do
nivel de hACE2 nas células T; portanto, propusemos que
um novo receptor pode mediar a entrada de SARS-CoV-
2 nas células T. Similar ao MERS-CoV, a infec¢do das
células T por SARS-CoV-2 é abortiva. Um estudo recente
reportou que as leituras virais mal mostraram as
amostras de PBMC de pacientes com a COVID-19 por
meio do sequenciamento do transcriptoma de RNAs.
Deste modo, foi inferido que o SARS-CoV-2 ndo poderia
PBMCs.
transcriptdbmicas das PBMCs de trés pacientes foram

infectar as Contudo, as caracteristicas
detectadas e analisadas. Duas leituras de SARS-CoV-2
foram detectadas nas PBMCs de um dos pacientes, e
nenhuma leitura nos outros. Tal resultado poderia ser
atribuido a replica¢do ndo produtiva do SARS-CoV-2 em
linfécitos T, com pequeno genoma viral nas PBMCs
possivelmente degradando na coleta de amostra e no
processo de extracao de RNA. Assim, as questdes da
infeccdo e replicagdo em células T primdrias e se a
infecgdo induz ou ndo a apoptose das células T ainda
necessitam de mais pesquisa, potencialmente evocando
novas ideias sobre os mecanismos de patogenicidade e

intervencdes terapéuticas.
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