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RESUMO

A via UPR (do inglés Unfolded Protein Response) € uma resposta celular ao acimulo de
proteinas desenoveladas no limen do reticulo endoplasmatico, induzida por uma variedade de
estimulos externos e internos, incluindo acumulo de proteinas mal formadas. Virus como o
Vaccinia Virus induz as células hospedeiras produzirem grandes quantidades de proteinas
virais que sofrem glicosilagio e outras modificagdes poés-traducionais no reticulo
endoplasmatico, podendo assim, sobrepujar a capacidade da organela e consequentemente
ativarem a via UPR da qual a via dependente de IRE1 é a mais conservada. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar se a producdo excessiva de proteinas recombinantes
direcionadas ao reticulo endoplasmatico, geradas a partir do vetor vacinal MVA, poderia
desencadear a via de sinalizacdo UPR e afetar negativamente a producdo destas proteinas.
Virus MVA recombinante expressando a proteina luciferase enderecada ou ndo ao reticulo
endoplasmatico foram gerados e fibroblastos murinos selvagens ou deficientes para PERK
foram infectados por diferentes intervalos de tempo. Foi extraido o0 RNA total dessas células e
feito ensaios de RT-PCR-RFLP para avaliar o perfil de processamento do fator de transcricédo
XBP-1. Os resultados sugerem que proteina recombinante esta sendo produzida pelos vetores
virais MVA. Adicionalmente os resultados sugerem que a via UPR é modulada pelos MVA
recombinantes. Além disso, os dados mostram que, virus MVA selvagens, bem como
Vaccinia-WR sdo capazes de modular a sinalizagdo via IRE1 mesmo na presenca
concomitante de um forte indutor de estresse do reticulo endoplasmatico. Assim concluiu-se
que a inibicdo do processamento de XBP1, representa uma estratégia viral de modulacédo da
resposta celular ao estresse nao descrita anteriormente nos poxvirus.

Palavras-chave: Virus Vaccinia, estresse do reticulo endoplasmatico, vetores virais
recombinantes, virus MVA, UPR, IRE1-XBP1
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ABSTRACT

The unfolded protein response (UPR) is a cellular response to accumulation of unfolded
proteins in the lumen of the endoplasmic reticulum (ER), induced by a variety of external and
internal stimuli, including accumulation of misfolded proteins. Viruses such as Vaccinia Virus
(VACV) induce host cells to produce large quantities of viral proteins, many of which
undergo glycosylation and other modifications in the ER. This large protein input can
overwhelm the work capacity of the organelle and consequently activate the UPR of which the
inositol-requiring enzyme 1 (IRE1)-dependent pathway is the most conserved component. The
aim of this work was to evaluate if the excessive production of recombinant proteins directed
to ER, generated from the MVA vector, could trigger the UPR signaling pathway and
negatively affect the production of these proteins. Recombinant MVA expressing the protein
luciferase addressed or not to ER, were generated and MEFs wild-type or PERK-KO were
infected. At different hours post infection, total RNA was extracted and RT-PCR-RFLP tests
performed to assess the transcription factor XBP-1 splicing pattern. The results suggest that
recombinant protein is being produced by viral vectors. Addictionaly, the data suggest that
the UPR signaling pathway is modulated by rMVAs. Moreover, MVA wild-type and VACV-
WR affected IRELin the same way, even in the presence of ER stress inducers. We concluded
that IREL inhibition represents a previously undescribed poxvirus strategy to modulate
cellular stress response.

Key-Words: Vaccinia virus, ER stress, recombinant viral vectors, MVA, UPR, IRE1-XBP1
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| - INTRODUCAO

1.1 — O Reticulo Endoplasmatico e suas vias de ativacdo de resposta ao estresse
celular

Grande parte das proteinas sintetizadas por uma célula eucariotica é destinada as vias
endo/exociticas. Para tal, essas proteinas possuem uma sequéncia sinal marcando-as para
translocacdo do citoplasma para o limen do reticulo endoplasmético (RE). A sintese de
proteinas com a sequéncia sinal ocorre em ribossomos aderidos a membrana do RE e a
sequéncia sinal ajuda a direcionar o ribossomo a membrana do RE (NELSON & COX, 2005,
ALBERTS et al.,, 2002). O Iimen do RE é um ambiente Unico, que contém a maior
concentracdo de fons Ca?* dentro da célula devido ao transporte ativo de fons de Ca** por
calcio ATPases. O limen do RE quando comparado ao citossol é um ambiente oxidativo,
fundamental para a formacdo de pontes dissulfidicas nas proteinas em maturacao permitindo a
estabilizacdo da estrutura protéica. Devido as proteinas serem translocadas como cadeias
polipeptidicas ndo dobradas, o limen do RE possui uma infinidade de chaperonas célcio-
dependentes, lectinas, foldases e glucosidases que auxiliam na formagdo de pontes
dissulfidicas e glicosilacdo (somente de glicoproteinas) permitindo o dobramento e montagem
correta das proteinas.

O RE é uma organela multifuncional, que, além de garantir a estrutura correta das
proteinas, possui um papel chave na sintese de lipideos, esterdis e na manutencdo do célcio
intracelular (FAGONE & JACKOWSKI, 2009). Desta forma, o RE ¢é sensivel a perturbacdes
na homeostase celular que séo desencadeadas por diferentes tipos de estresse, podendo ser de
origem enddgena ou exdgena, e incluem, por exemplo, danos quimicos, mutacfes génicas,
insuficiéncia de nutrientes, diferenciagédo celular e também infecc¢bes por diferentes patégenos
(WALTER & RON, 2011; ZHANG & WANG, 2012.). Essas perturbacGes podem causar
alteracOes na estrutura das proteinas nascentes levando ao acimulo de proteinas mal dobradas
no RE, uma condig¢do denominada estresse do RE (Figura 1) (RON & WALTER, 2007).
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Figura 1: Estresse do RE e fungbes da UPR. PerturbagBes a homeostase do RE causam sobrecarga de
proteinas desdobradas ou mal dobradas no limen do RE, uma condi¢do denominada estresse do RE,
desencadeando a UPR. A UPR pode ser induzida por agentes quimicos farmacoldgicos como tunicamicina,
tapsigargina, homocisteina, agentes redutor-oxidantes, bem como agentes antiinflamatorios ndo esteroides,
que impBem o estresse sobre 0 RE por causarem vigorosa sintese de proteinas, desequilibrio do potencial
redox e de Ca’, e a inibicdo de modificacBes nas proteinas ou transporte para o complexo de Golgi. Em
células de mamiferos, estresse do RE também ocorre em muitas circunstancias, tais como caréncia nutritiva,
processos de desenvolvimento, mutacdo genética, bem como insultos patogénicos. O exemplo mais
conhecido de estresse do RE decorrentes de mutacdo genética sdo doengas causadas por mal dobramento
protéico em humanos. Relatos recentes tém indicado em plantas, uma estreita ligacdo entre 0 UPR e
estimulos ambientais, tais como calor, o sal, e estresse, bem como ataque viral, embora os mecanismos
subjacentes sejam em grande parte ainda desconhecidos. O objetivo da indugdo UPR é de restaurar as
funcBes do RE e aliviar o estresse exercido sobre o RE. Além disso, 0 UPR também elimina proteinas mal
formadas citotdxicas, que sdo deslocadas pela membrana RE para sofrerem ubiquitinagdo (Ub) e degradagéo
mediada pelo proteassoma através de uma via conhecida como ERAD. No entanto, se a homeostase ou
funcdo do RE ndo puder ser re-estabelecida, sera ativado pela UPR uma via de morte celular programada,
supostamente para proteger o organismo de células que exibem proteinas mal dobradas, fato ainda nao
confirmado em plantas. Fonte: Adaptado ZHANG & WANG, 2012

Nas células eucaridticas, essa condi¢do é detectada por diferentes sensores residentes
na membrana do RE, os quais desencadeiam uma via de transducdo de sinal que induzem a
expressdo de chaperonas e foldases, componentes do sistema de degradacdo associado ao RE
(ERAD), além de aumentar a sintese de fosfolipidios, causando um aumento do volume da
organela de forma a contribuir para a recuperacdo da homeostase. A ativacdo coordenada dos
sensores constitui uma resposta especifica ao estresse do RE, a qual foi denominada de
resposta a proteinas mal formadas ou UPR (do inglés Unfolded Protein Response) (Figura 2)
(NELSON & COX, 2005; XU et al. 2005; HUSSAIN & RAMAIAH, 2007; RUTKOWSKI &
KAUFMAN, 2004).
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Figura 2: Mecanismo de acéo dos trés principais bracos da via UPR. Acimulo de proteina mal dobradas
dentro do lumen desencadeia UPR. Existem, pelo menos, trés principais sensores de estresse na membrana
do RE: IRE1, PERK e ATF6. Em células com estresse do RE, IRE1 é autofosforilada, levando a ativacdo de
seu dominio endoribonuclease. Esta atividade medeia o processamento do mRNA codificador para XBP1,
que é um fator de transcricdo que regula positivamente a expressdo de muitos genes essenciais da UPR
envolvidos no dobramento e controle de qualidade de proteinas, além de regular a biogénese do RE/Golgi.
IREL ativo se liga a proteina adaptadora TRAF2, desencadeando ativacdo de JNK, que pode participar do
regulamento de autofagia e apoptose. Em alternativa, PERK ativo, fosforila o fator iniciador eIF2a ¢ inibe a
traducdo, diminuindo a sintese de proteinas e a sobrecarga de proteinas mal dobradas no RE. Além disso,
este evento permite a traducdo especifica de ATF4, um fator de transcrigdo que induz a expressdo de genes
envolvidos no metabolismo de aminoéacidos, resposta antioxidante e reguladores da apoptose incluindo
CHOP. Uma terceira via da UPR é mediada pelo ATF6, uma proteina transmembrana do RE tipo Il
codificada por um fator transcricional com ziper de leucina. Ap6s indugdo de estresse do RE, ATF6 é
processado, aumentando a expressao de algumas chaperonas do RE e genes relacionados ao ERAD. Na parte
inferior, sdo indicados as func@es celulares abrangidas por cada ramo de sinalizacdo da via UPR. Fonte:
adaptado de HETZ & GLIMCHER, 2009

A UPR pode ser encontrada desde organismos bem simples como as leveduras, até
organismos muito complexos como os mamiferos (MORI, 2009). Todos o0s eucariotos
compartilham mecanismos similares para lidarem com o estresse do RE, tais como o aumento
da expressdo de chaperonas responsaveis pelo redobramento de proteinas e proteases
destinadas a degradar proteinas irreversivelmente desenoveladas. De qualquer forma,
diferentes aspectos sdo elaborados ou conservados dentre os diferentes organismos. Por
exemplo, em leveduras, o aumento dos niveis de proteinas desenoveladas leva a ativagdo de

um sensor que resulta na produgdo de um fator de transcri¢do, ativando a expressdo de
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chaperonas. Todos 0s metazoarios possuem ainda um mecanismo adicional para lidar com o
estresse no reticulo endoplasmatico: a atenuacao da traducdo através da inibicdo da formacao
de um complexo entre as duas subunidades ribossomais (BERNALES, PAPA, WAGNER,
2006). De forma bastante similar, as células de mamiferos podem aumentar os niveis de
chaperonas através de fatores de transcri¢cdo produzidos como resultado da ativagdo de uma

proteina homdloga a encontrada na via UPR de leveduras, a primeira a ser caracterizada.

Do ponto de vista evolutivo, simultaneamente ao aumento da complexidade dos
organismos houve também um incremento na via UPR, gque passou a contar com um maior
namero de moléculas e a influenciar um maior nimero de mecanismos celulares. Inicialmente
0 restabelecimento da homeostase celular foi vinculado ao controle transcricional de genes e
posteriormente a via UPR passou a contar também com alternativas de controle traducional,
sendo que em mamiferos estas duas vias de controle sdo bastante estabelecidas e estudadas
(MORI, 2009)

Um paradoxo da via UPR € que ela leva a uma resposta com ativacdo simultanea de
vias de sobrevivéncia e pré-apoptéticas da célula (Figura 3) (WOEHLBIER & HETZ, 2011).
A primeira descoberta e mais bem caracterizada das vias pré-apoptoticas é a producdo do
fator de transcricdo CCAAT-Enhancer-Binding Protein Homologous Protein (CHOP)
também conhecido como Growth Arrest and DNA Damage Inducible Gene 153 (GADD153),
DNA-damage-inducible transcript 3 (DDIT3) e C/EBP( que é regulada por todos os bragos da
via UPR (OYADOMARI & MORI, 2004; HUSSAIN & RAMAIAH, 2007; XU et al. 2005).
O mecanismo pelo qual CHOP leva a morte celular ainda ndo estd bem esclarecido, no
entanto, foi demonstrado que CHOP leva a repressdo da transcricdo de proteinas supressoras
de apoptose da familia Bcl-2 (B Cell Lymphoma 2) e regula positivamente a sintese de
membros da familia de receptores TNF (do inglés, Tumor Necrosis Factor) que contenham o
dominio de morte (XU et al. 2005; NISHITOH, 2012). A produgdo da proteina CHOP
“flutua” ao longo do tempo, sendo robustamente induzida na fase inicial apds a exposicao das
células aos farmacos, seguido de um declinio nos niveis de CHOP enquanto persiste a
regulacdo positiva de chaperonas. Em contrapartida a atividade pré-apoptotica, foi sugerido
que CHOP ativa a transcricdo de GADD34, que interage com proteina fosfatase | para
catalisar desfosforilagdo eIF2a restabelecendo a sintese de proteinas e a homeostase celular
(HOSOI & OSAWA, 2010; RUTKOWSKI et al., 2006).
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A adaptacdo celular ao estresse é resultado da estavel regulacédo positiva da proteina de
78kDa regulada por glicose, GRP78, uma chaperona molecular residente no Ilimen do RE que
também é conhecida como Binding Protein (BiP) ou heat shock 70 kDa protein 5 (HSPA5S),
bem como outras proteinas que estdo envolvidas em aliviar o estresse de dobramento de
proteinas no RE, incluindo GRP94, ERp57, calreticulina, calnexina PDI (do inglés, protein
disulfide isomerase) e p58'X. Contudo, estudos feitos por Rutkowski e colaboradores (2006)
sugerem que de forma geral, o fator determinante para a adaptacdo das células é a composicédo
de proteinas, ndo havendo grande influéncia da expressao gendmica. Além disso, sugerem que
as proteinas ATF4, CHOP e GADD34 formam uma rede integrada capaz de converter um
gradiente linear de estresse em um sinal binario de vida ou morte (RUTKOWSKI et al. 2006;
NISHITOH, 2012; TAKAYANAGI et al. 2013). Outros eventos pro-apoptdticos sdo
iniciados pela via UPR, incluindo a fosforilagdo de c-Jun N-terminal Kinase (JNK), clivagem
de caspases (cysteine-dependent aspartate-specific proteases) especificas do RE, ativacdo de
p53 e perda da homeostase de calcio celular (Figura 3) (XU et al. 2005; HUSSAIN &
RAMAIAH, 2007; HE, 2006; TABAS & RON, 2011).

Figura 3: Multipla via pré-
apoptotica proveniente do
RE. Caspase-12 é uma
proteina localizada no RE
que é ativada em resposta ao
estresse e pode levar a
clivagem de caspase-3,
idependente da participacdo ‘ \
da mitocondria. Sinais pro- / X_calpain \\ Y
apoptoticos também  sdo ' ’ "

Mitocondria

enviados através da indugo \}: o

de CHOP, que é uma [ | ] pCa'sz’“‘ /-~ el /\POPlOSE
proteina a jusante tanto da v B ™A @

via mediada por PERK Nucleo ) U Casp12

quanto a via ATF6 da UPR.
Fonte: Rutkowski & .
Kaufman, 2004.

A UPR também pode ativar a via do fator de transcricdo NF-kB (nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells), através da supressdo da transcricdo de I1kB
(inhibitor of kappa B) por mecanismos que envolvem a PERK (do inglés, PKR-like
Endoplasmic Reticulum Kinase), resultando na regulacdo de mediadores inflamatdrios, como
interleucina-6 e TNF-o (DENG et al., 2004).
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1.2 — Sensores do Estresse do Reticulo Endoplasmatico

Quando a capacidade do RE é sobrecarregada, a via UPR € ativada. Esta ativacédo
pode ser resultado de diferentes condigdes fisiologicas como diferenciacdo e desenvolvimento
de células especializadas com alta taxa de secrecéo de proteinas como as células pancreéticas
e os linfocitos B, condicBes metabolicas alteradas, mutacdo em genes codificantes para
proteinas da via endo/exocitica, bem como infeccédo por determinados patégenos. Além disso,
algumas intervengdes experimentais sabidamente induzem a via UPR, tais como inibig&o da
N-glicosilacdo no reticulo endoplasmaético, deplecdo dos estoques intracelulares de calcio,
estresse redutor, inibicdo do proteassoma ou ainda expressdo de proteinas mutantes que
saturam a capacidade de dobramento do reticulo endoplasmatico (Figura 1) (WALTER &
RON, 2011).

Existem trés proteinas residentes no reticulo endoplasmatico que séo responsaveis por
“policiar" 0 estresse do RE e sdo os principais sinalizadores da via UPR: a Proteina Cinase
dependente de Inositol (Inositol-requiring Transmembrane Kinase and Endonuclease, ou
IRE1), a Proteina Cinase Residente no RE semelhante a PKR (PERK) e o Fator de
Transcricdo com ziper de leucina ATF6 (Activating Transcription Factor 6) (Figura 2)
(MARCINIAK & RON, 2006).

Essas moléculas sdo mantidas inativadas pela ligacdo da principal e mais abundante
chaperona do RE, BiP/GRP78 no dominio luminal desses sensores (SHEN et al., 2005; LI et
al., 2008).

1.2.1 — Proteina Cinase Dependente de Inositol - IRE1

IRE1 ou, ERN1 (do inglés, Endoplasmic Reticulum to Nucleus signaling 1), € uma
glicoproteina transmembrana do tipo |, ubiqguamente expressa, com um dominio voltado para
o limen do RE sensivel a polipeptideos mal-formados através de reconhecimento dos
mesmos. Possui uma parte voltada para o citoplasma com um dominio cinase e um dominio
com homologia a ribonuclease (RNase) L. Em condi¢des normais, IRE1 esta associada ao BiP
gue a mantém em um estado inativo, quando proteinas mal-formadas acumulam no RE, elas
podem sequestrar a chaperona BiP/GRP78 ou se ligar diretamente a mondmeros de IREL
(GARDNER & WALTER, 2011; HETZ & GLIMCHER, 2009) resultando na oligomerizacéao

e trans-autofosforilagdo dos dominios cinase justapostos, isso, promove uma mudanca



24

conformacional que ativa alostericamente a atividade endonucleésica no limen da cisterna
reticular (RON & WALTER, 2007; KORENNYKH et al. 2011).

A ativacdo do dominio endonucleasico, inicia o0 processamento pos-transcricional do
mRNA do fator de transcricdo Hacl (homdélogo a ATF/CREB1) em leveduras (COX &
WALTER, 1996; MORI et al., 1996) ou XBP-1 (X-box binding protein 1) em metazoarios
(YOSHIDA et al., 2001; CALFON et al., 2002). O mRNA precursor de Hacl ou XBP1 é
clivado duas vezes pela IRE1 ativada e um intron de 26 nucleotideos € excisado (HETZ et al.,
2011). Os fragmentos 5 ¢ 3> de mRNA sao re-ligados produzindo um mRNA que codifica
para um fator de transcricdo da familia b-ZIP (ziper de leucina e a regido béasica da proteina
que é responsavel pela ligacdo no DNA) de 41 kDa mais estavel e potente, capaz de induzir a
expressao de chaperonas, enzimas modificadoras (principalmente enzimas envolvidas na
degradacdo associada ao RE — ERAD) e remodelamento de membrana (YOSHIDA et al.,
2001; CALFON et al., 2002; LEE et al., 2003). A funcdo nucleésica da IRE1 também esta
envolvida na degradacdo de mRNA associados a membrana, processo denominado de
Decaimento regulador dependente de IRE1 (Regulated IRE1 dependent decay, RIDD)
(Figura 4). Essa resposta complementa outros componentes da UPR em reduzir a traducédo
global (SCHEUNER & KAUFMAN, 2008). Em adi¢do, o dominio cinase da IRE1 pode se
ligar a proteina adaptadora TRAF2 (tumor necrosis factor receptor-associated factor 2)
levando a ativacdo de ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) e da via de cJun-N
terminal kinase (JNK) (RON & WALTER, 2007; HUSSAIN & RAMAIAH, 2007, LIN et al.,
2007; SCHRODER & KAUFMAN, 2006; XU et al., 2005). A cinase JNK fosforila alguns
membros da familia de proteinas supressoras de apoptose Bcl-2 e induzem apoptose
dependente de BAX (Bcl-2 associated x protein) (LEl & DAVIS, 2003)

Hetz e colaboradores (2006) demonstraram a capacidade de BAX e outra proteina pro-
apoptotica da familia Bcl-2, BAK (do inglés, Bcl-2 homologous antagonist/killer), em se ligar
diretamente a IRE1 (RODRIGUEZ et al., 2012). Essas proteinas foram descritas
anteriormente durante apoptose derivada da mitocondria. No entanto, recentemente foi
demonstrado que BAX é translocada ndo s6 para a mitocondria, mas também para a
membrana do RE durante o estresse prolongado do RE. Uma vez translocada, BAX
permeabiliza a membrana e causa a translocacéo de proteinas do Iimen do RE para o citossol
(WANG et al., 2011). Nesse contexto, BiP, uma proteina do lumen do RE com funcdes anti-

apoptoticas, quando presente no citossol, é translocada para a membrana plasmaética onde se
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torna um receptor indutor de apoptose por PAR-4 (Prostate Apoptosis Response-4) (WANG
et al., 2011) que é capaz de ativar a via extrinseca da cascata através de FADD, caspase-8 e
caspase-3 (BURIKHANOQV et al., 2009).

0] [ii]

Lumen do RE

Procaspase-12

NFxB
Citoplasma
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p38
JNK

ERK
XBP1u mRNA ———AAAA @
XBP1s mRNA

RNase

nao especifica
Figura 4: Sinalizagdo via IRE1. A sinalizagdo por IRE1a em mamiferos ¢ iniciada pela formagdo de uma
plataforma complexa de proteinas na membrana do RE, denominada por Hetz & Glimcher (2009) como o
UPRosome, onde mdltiplos fatores se agrupam e modulam sua atividade. Por exemplo, ativacdo de IREla
exige a ligacdo de proteinas acessorias, tais como BAX, BAK, AIP1, e talvez proteinas BH3-only como
PUMA e BIM (a jusante de BAX/BAK) além da atividade do ER-located phosphatase PTP-1B. Sob
estresse cronico ou prolongado do RE, a sinalizag8o por IRE1a é regulada negativamente e a proteina BI-1
localizada no RE ¢ envolvida na inativacdo de IREla, ao passo que a ligagdo de HSP90 diminui sua
renovacdo. Além do mais, IREla quando ativa, inicia uma variedade de sinaliza¢Ges através da ligagdo de
TRAF2 e talvez outras proteinas adaptadoras. Esses eventos desencadeiam a ativacdo de cinases
ASKI1/INK, ERK, e p38, que podem regular apoptose e autofagia. IREla sequestra IKK e induz a
sinalizacdo via NF-xB. Em adi¢do, uma atividade ndo especifica da RNase foi descrita para IREla em
moscas. IREla em sua forma inativa interage com componentes da maquinaria ERAD podendo regular
esse processo e, também moduladores da ERK como NCK. Para simplificar, a figura separa os
componentes que controlam ativacdo/inativacdo de IREla em relagdo ao processamento do mRNA de
XBP1 (1), e os componentes relacionados a regulagdo de outras bragos de sinalizacdo (1), e esta separacéo
grafica dos complexos nio reflete uma dissociagdo temporal entre I e II. As proteinas que ligam a IREla
inativa sdo mostradas em escala de cores cinza, as que regula sua ativacéo e o processamento do mRNA de
XBP em azul e as que controlam outros vias de sinalizagdo, em amarelo. Fonte: adaptado de HETZ &
GLIMCHER, 2009



26

1.2.2 — Proteina Cinase Residente no Reticulo Endoplasmatico semelhante a
PKR - PERK

PERK também conhecida como elF2AK3, compartilha com IRE1l varias
caracteristicas na sua estrutura e ativacdo, no entanto, falta-lhe o dominio com atividade
endorribonuclease (HARDING et al., 1999). Semelhante a sinalizagdo por IRE-1, a
dissociacdo de BIiP ligada a PERK permite PERK oligomerizar e ser ativada por
autofosforilacdo (Figura 2). O dimero de PERK ativada é capaz de reconhecer e fosforilar a
subunidade alfa do fator de iniciagdo da tradugdo em eucariotos (eIF2a) no residuo de serina
51, que inibe a troca do nucleotideo GDP por GTP feita pelo complexo pentamérico elF2B e
consequentemente atenua a traducdo de mRNAs. elF2 é uma proteina G heterotrimérica
(PER’ERY & MATHEW, 2007), se liga ao GTP e ao RNA transportador (tRNA)

M) para a formacéo do complexo

“carregando” um aminodcido de metionina (Met-tRNA,
ternario (elF2-GTP-Met-tRNAM®). O complexo ternario interage com a subunidade menor do
ribossoma (40S) e seus fatores protéicos associados (elF1A e elF3) para a formacdo do
complexo de pré iniciacdo (43S) necessario para o inicio da sintese do polipeptideo. O
complexo de pré iniciacdo se liga a0 mRNA ativado que esta associado a fatores protéicos
(proteina de ligacdo a cauda poli-A — PABP, elF4G e o complexo elF4F). No passo seguinte,
esse complexo escaneia 0 mRNA na diregdo 5” para a 3’ até reconhecer o codon de iniciagdo
(AUG) resultando na liberacdo do elF1 permitindo a hidrélise do GTP ligado ao elF2,
liberando fosfato inorganico, o que diminui a afinidade do elF2 pelo Met-tRNAIM®. Apés
esse evento a subunidade maior do ribossoma (60S) se junta, para formar o complexo de
iniciacdo (80S). Em consequéncia os fatores protéicos (elF2, elF3, elF5) sdo liberados, sendo
0 elF2 liberado na forma de elF2-GDP (guanosina difosfato). Para reciclar o elF2 liberado e
para que 0 mesmo participe novamente do inicio da traducdo é necessario que GDP seja
substituido por um nucleotideo GTP, 0 que exige a participacdo de outro fator de iniciacdo da
traducéo, o elF2B, que também é um fator de troca de nucleotideo de guanina. Fosforilagdo
da subunidade a do eIF2 no residuo de serina 51 leva a uma associacdo forte entre o fator

elF2B e o elF2a-P, que impede a troca dos nucleotideos GDP por GTP catalisada pelo elF2B
(JACKSON et al., 2010).

Devido a quantidade limitada de elF2B, a fosforilacdo de uma fracdo do pool de elF2

presente nas células, pode ter um efeito relativamente grande na traducédo, sequestrando o
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elF2B, o que dificulta a troca de nucleotideos e leva inibicdo da traducdo (PER’ERY &
MATHEW, 2007)

A fosforilagdo de elF2a regula positivamente a traducdo do fator de transcri¢do 4
(ATF-4), que por sua vez induz a transcricdo de CHOP, GADD34, ATF-3 e genes envolvidos
no transporte de aminoacidos, biossintese de glutationa e resisténcia ao estresse oxidativo.
(HUSSAIN & RAMAIAH, 2007; LEE et al., 2010)

Na auséncia de estresse do RE, a maioria dos ribossomos estdo comprometidos na
traducdo de multiplas janelas abertas de leitura a montante do cddon de iniciacdo (UORFs) do
ATF-4 na por¢cdo 5' do mRNA e, ndo chegam a ORF do ATF-4. Apos o estresse do RE,
grandes quantidades de elF2a € fosforilada e permitem que os ribossomos "deslizem" através
das uORFs, aumentando a probabilidade atingirem a ORF do ATF-4, levando a sua traducéo
(Figura 5) (RASHEVA & DOMINGOS, 2009).

Sem estresse: altos niveis de elF2a-GTP O

|
—» L_ATF4 |

Estresse: baixos niveis de eIF20-GTP

Figura 5: Modelo de controle traducional pela sequéncia lider do ATF4. O mRNA de ATF4 ¢ ilustrado
como uma linha reta com duas janelas abertas de leituras a montante (uORFs) 1 e 2 na sequéncia lider 5°,
representado por retdngulos. O sombreamento da pequena subunidade ribossomal indica a associa¢ao do elF2-
GTP com Met-tRNA. A uORF1 proxima a 5° é um elemento positivo que facilita o escaneamento feito pelo
ribossomo e reiniciacdo a jusante na regido codificadora no mRNA de ATF4. Quando elF2-GTP é abundante
em células ndo estressadas, ribossomos escaneiam a jusante da UORF1 e reiniciam na préxima regido
codificadora, a uUORF2, um elemento inibitério que blogqueia a expressdo de ATF4. Em condicOes de estresse, a
fosforilacdo do elF2 que é acompanhada da reducéo dos niveis de elF2-GTP aumentando o tempo necessario
do escaneamento feito pelo ribossomo para tornar-se competente para reiniciar a traducdo. Este atraso permite a
gue os ribossomos escaneiem através da UORF2 inibitoria e em vez disso reinicie na regido codificadora de
ATF4. FONTE: Adaptado de YOUSEFI, 1. 2011.

Ativacdo de PERK ocorre de forma reversivel, permitindo a recuperacdo da tradugédo
de mRNAs ap06s o estresse do RE, que em caso contrario, poderiam causar danos permanentes

a célula. Durante estagios tardios da via UPR, a proteina HSP40 p58'™¢ co-chaperona é
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regulada positivamente pelo fator de transcricdo ATF6, a fim de inibir atividade da cinase

8IPK

PERK, isso ocorre pela ligacdo da co-chaperona p5 no dominio cinase da enzima PERK.

1.2.3 — Fator de Transcri¢do 6 — ATF-6

O ATF-6 é uma proteina transmembrana tipo 1l no RE com seu dominio amino-
terminal que contém um motivo transcricional bZIP, voltado para o citoplasma. Diferente da
PERK e IRE-1a 0 ATF-6 possui na porcdo carboxi-terminal que esta voltada para o limen do
ER, sinais de localizacdo do aparato Golgi que sdo mascarados por BiP/GRP78. Em resposta
ao estresse ER, a liberacdo de BiP/GRP78 facilita a translocacdo do ATF-6 para o Golgi onde
é clivado pelas proteases sitio 1 (S1P) e sitio 2 (S2P) para produzir um dominio amino-
terminal ativo de 50 kDa (N-ATF6/p50ATF6) que é translocado para o nucleo onde induz a
sintese de chaperonas, enzimas modificadoras e CHOP (Figura 6) (HUSSAIN &
RAMAIAH, 2007; SHEN et al., 2005).

Estresse do RE

S1P
Liamen do RE

Limen do Golgi

.........................
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.......

Citossol

Chaperonas

Animal

Figura 6: Via de sinalizagdo ATF6. Em células no estressadas, ATF6 reside na membrana do RE. E
translocado para o Golgi durante o estresse do RE por um mecanismo que envolve Trombospondinas.
No aparato de golgi essa proteina é submetida a clivagens por proteases (S1P e S2P) presentes na
organela para liberar um porgao efetora da proteina (ATF6f) no citossol. Depois entra no ndcleo o induz
a expressao de uma serie de genes alvos da via UPR. Alguns virus animais sdo capazes de ativar
seletivamente a via do ATF6 para a sua replicacdo. FONTE: modificado de ZHANG & WANG, 2012.
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1.3 — Cinética da Ativacao dos sensores da UPR

Ativacdo dos sensores UPR, teoricamente dispara quatro ondas de respostas ao longo
do tempo para restaurar a homeostase no RE e, em seguida, altera programas adaptativos para
a inducédo de apoptose a fim de eliminar células irreversivelmente danificadas (Figura 7): (i)
uma resposta imediata para diminuir a carga de proteinas na RE; (ii) uma resposta
transcricional controlando o aumento da expressédo de genes alvos da UPR relacionados ao
dobramento e controle de qualidade; (iii) uma fase de transicdo; e (iv) uma fase final que

aumenta a expressdo de genes pré-apoptoticos especificos.

PERK

BIM
PUMA
NOXA

Amplitude

Autofagia Dobramento Apoptose
decaimento de ERAD
mRNA Controle de
Inibicdo da qualidade
traducao redox

IRE1la

Duracao do estresse

Figura 7: Cinética da sinalizacdo UPR e decisdes de destino celular. Durante o curso do
estresse do RE, ocorre uma dindmica modulagdo da sinalizacdo de IRE1. Vérios reguladores
associam-se ao IRE1 para regular a sua atividade em termos de cinética, amplitude e
especificidade dos tecidos. A interacdo com PTP1B, AIP1, HSP72, BAX e BAK, aumentam a
amplitude da sinalizagdo por IRElo. Apds estresse prolongado, IRE1 retorna a um estado latente,
um processo modulado pela interagcdo com BI-1 e, possivelmente com a fosfatase alcalina PP2A
em complexo com RACKJ1. Fonte: adaptado de WOEHLBIER & HETZ, 2011.
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A via UPR é um mecanismo tempo-dependente e os componentes da mesma Sao
ativados de maneira sequencial diante das condi¢des fisioldgicas de estresse no reticulo

endoplasmatico (Figura 8).

Figura 8: Sequéncia temporal da
ativagdo da via UPR. Inicialmente a
via UPR atua no controle traducional

através de PERK inibindo a sintese de
TRANSCRICIONAL novas proteinas e posteriormente, ndo
sendo este mecanismo capaz de

ATFe XBPL

restabelecer a homeostase celular,
desencadeia-se uma fase de controle
transcricional mediado por
ATF6/IREL, que tem como principal
funcdo promover a inducdo da
expressdo de XBP-1. N&o sendo estes
mecanismos suficientes no
restabelecimento  da  homeostase
celular, ativa-se um processo de
degradacéo de proteinas desenoveladas
através de proteassomos, denominada
via ERAD. FONTE: BORSA, M.
2012.
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1.4 — Via UPR e Infeccdes Virais

No curso de uma infeccdo produtiva os virus induzem as células hospedeiras a
produzir grandes quantidades de proteinas virais, e diferente de eucariotos e procariotos, 0s
virus ndo possuem chaperonas como as proteinas do choque térmico (HSPs) e contam
somente com as HSPs do hospedeiro para o dobramento das proteinas virais. Além disso,
muitas proteinas virais sofrem glicosilacdo e outras modifica¢cGes no RE, causando estresse ao
ER e consequente ativacdo da UPR. Algumas consequéncias da UPR tais como expressdo de
chaperonas e regulagdo do metabolismo podem ser Uteis a replicagdo viral. No entanto, a
atenuacdo de sintese de proteina e apoptose ndo é conducente com a méaxima replicacéo viral.
Por isso muitos virus desenvolveram mecanismos diferentes de ativar seletivamente parte da
UPR para aliviar o estresse do RE (HOOPER, HIGHTOWER, HOOPER, 2012).

Vaérios estudos utilizando como modelo de infec¢do por diferentes virus de mamiferos

incluindo membros das familias Arenaviridae, Asfaviridae, Bunyaviridae, Caliciviridae,
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Coronaviridae, Flaviviridae, Herpesviridae, Orthomyxoviridae, = Paramyxoviridae,
Picornaviridae, Reoviridae, Retroviridae, Togaviridae, etc; demonstraram alguma modulacédo
da UPR. Todos sao capazes de interferir com a sinalizacdo de ao menos um dos bracos da via
UPR (PASQUAL, G. et al. 2011; GALINDO, I. et al. 2012; VERSTEEG, G. A. et al. 2007,
PENA & HARRIS, 2011; BURNETT, H. F. et al. 2012; ZAMBRANO, J. L. et al., 2012;
BORSA, M. 2012; BARRY, G. et al.,, 2012). No entanto, como os sensores da UPR
reconhecem a infeccdo viral para ativar a via ainda ndo estd completamente esclarecido. Um
estudo conduzido por Sung e colaboradores (2009) usando o coronavirus SARS, identificou
um proteina acessoéria do SARS-CoV (proteina 8ab) capaz de ligar diretamente ao dominio
luminal de ATF6. A expressao ectopica da proteina 8ab em células de mamiferos induz a
protedlise de ATF6 e translocacdo do RE para o nucleo (SUNG et al., 2009). Esse achado
sugere que talvez os virus explorem suas proprias proteinas para modular diretamente a via
UPR.

Dentre os herpesviridae, umas das familias virais mais estudadas nesse contexto,
foram identificadas varias proteinas capazes de interferir com a via UPR. Virus como Epstein-
Barr (EBV), infectam linfécitos B, células secretoras profissionais que precisam de um bom
funcionamento do RE e dependem fortemente da via UPR. Uma estratégia usada para garantir
a replicagdo viral é ativar a via UPR de maneira dose dependente da sintese de uma proteina
viral, a proteina latente de membrana 1 (LMP-1) que mimetiza o receptor CD40, induz a
expressao de NF-xB e culmina na ativacdo de IRE1l, PERK e ATF6 (LEE & SUGDEN,
2008). Citomegalovirus (CMV), outro membro da familia herpesviridae, possui uma
estratégia totalmente diferente da utilizada pelos EBV, os CMVs possuem proteinas virais
capazes de interagir com IREL e regular negativamente sua atividade, sendo que a expressdo
de uma dessas proteinas (M50) é capaz de induzir uma redugdo nos niveis de expressao desse
sensor (STAHL et al., 2013). Diminuindo a expressdo de IRE1 os CMVs podem evitar

respostas celulares que provavelmente sdo prejudiciais para replicacao desses virus.

Os membros da familia Flaviviridae, como o Dengue virus, também utilizam
difirentes estratégias para modular a UPR. Os dengue virus (DENV) ativam de maneira
espécie especifica diferentes membros da via UPR e, no caso especifico dos DENV-2, a
ativacdo dos sensores da via é sequencial e ocorre em sincronia com o estagio da infeccéo
viral permitindo que a célula hospedeira se adapte ao estresse causado pela infeccdo e

previnindo a ativacdo de eventos pré-apoptéticos (PENA & HARRIS, 2011).
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Além do trabalho feito por Galindo e colaboradores (2012) para avaliar a relagdo da
UPR com a infec¢do pelo virus da peste suina Africana (ASFV), pouco ou nenhum esforco foi
feito para investigar esta relacdo entre outras familias de virus de DNA fita dupla que
replicam no citoplasma. Em seu trabalho eles demonstraram uma ativagdo da via UPR, em
especifico o sensor ATF6 e caspase-12, aumento na expressao de chaperonas do RE como
calreticulina, calnexina, PDI, mas ndo de BiP e ERp57. Além disso, observaram um aumento
na expressdo de GADD34, que pode explicar o fato de ndo haver atenuacdo da traducédo
protéica nem acumulo de CHOP, também foi observada uma diminui¢do de uXBP-1 sendo
sua forma processada ndo detectada (GALINDO et al., 2012). A modulagdo da UPR e
inducdo da apoptose deve ser vantajoso para €sses Virus, uma Vvez que €esSes Processos
bloqueiam os efeitos prejudiciais a infec¢do enquanto mantém os benéficos. Supde-se que 0s
membros da familia Poxviridae também sejam capazes de modular a via UPR uma vez que
esses possuem proteinas inibidoras de da proteina cinase R (PKR) e possivelmente PERK, no
entanto, essa capacidade nunca foi testada. Jindal & Young (1992) mostraram que a durante a
infeccdo pelo virus Vaccinia, as proteinas da familia Hsp70 tem papel crucial no dobramento
das proteinas virais e altos niveis de expressao de proteinas Hsp70 sdo detectados, mas ndo de
membros da familia Hsp90 e Hsp60.

1.5 — Familia Poxviridae

A familia Poxviridae € constituida por duas subfamilias e treze géneros de complexos
virus de DNA que infectam células de vertebrados e invertebrados. A subfamilia
Chordopoxvirinae, que consiste em dez géneros: Avipoxvirus, Capripoxvirus, Cervidpoxvirus.
Crocodylidpoxvirus, Leporipoxvirus, Molluscipoxvirus, Orthopoxvirus, Parapoxvirus,
Suinopoxvirus e Yatapoxvirus (ICTV, 2013) e a subfamilia Entomopoxvirinae que é divida
em trés géneros baseados no inseto hospedeiro em que foram isolados: Alphaentomopoxvirus,
Betaentomopoxvirus e Gammaentomopoxvirus. No entanto, analises completas das sequéncias
sugerem mudancas na classificacdo de alguns individuos do género Betaentomopoxvirus,
colocando-os em géneros separados (MOSS, 2007; DAMON, 2007).

Dentro do género Orthopoxvirus encontram-se os virus Variola (VARV), Vaccinia
(VACV) e Cowpox. O VARV é o agente etiologico da variola, doenca que flagelou a

populagdo humana até a sua “erradicagdo” no final da década de 70, quando foram feitas
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grandes campanhas mundiais de vacinacdo organizadas pela OMS (Organizacdo Mundial de
Saude). O VACYV é o agente etioldgico da vaccinia bovina e foi o principal virus utilizado na
campanha de vacinag¢do contra o VARV (LEFKOWITZ et al., 2006; WEYER, 2009) O
ultimo caso de ocorréncia natural de variola foi reportado no ano de 1977, tendo dois outros
casos ligados a laboratério em 1978 (DAMON, 2007). J& no caso dos VACV, surtos
zoon6ticos da doeca causada por esses virus foram relatados no Brasil (ABRAHAO, J. S. et
al., 2009; TRINDADE et al., 2009) e um modelo hipotético para o ciclo de transmissdo
desses virus foi proposto baseado no fato desses estarem circulando entre animais silvestres,
peridomesticos e animais domesticados em diversos estados do pais (DA FONSECA, F. G. et
al., 2011)

Os virus Vaccinia (VACV), assim como todos 0s outros poxvirus, sao virus grandes e
complexos, que infectam animais (cerca de 400 x 240 x 200 nm) (PRESCOTT et al., 2002;
SMITH, 2007). Sao virus cujo genoma é constituido por DNA de fita dupla, linear, cujo
tamanho varia de 130.000 pb até mais de 300.000 pb, e que apresentam algas terminais e
repeticdes invertidas (MOSS, 2007). O DNA esta associado com proteinas e contido no cerne,
uma estrutura central formada como um disco bicdncavo e cercado por uma membrana. Dois
corpos elipticos ou laterais ficam entre o cerne e a membrana externa, que é composto por
uma membrana coberta por uma série de tubulos (Figura 9) (PRESCOTT et al., 2002
MURPHY, 1999). Os principais componentes dos poxvirus sdo proteinas, lipideos e DNA
sendo que cada um deles contribui com, respectivamente, 90%, 5% e 3,2% do peso seco. Os
componentes lipidicos do VACYV sédo predominantemente colesterol e fosfolipideos, sendo o
carboidrato um componente encontrado nos virus extracelulares envelopados (EEVS) como
parte das glicoproteinas. Também podem ser encontrados vestigios de RNA, porém, seu
significado ainda ¢ incerto (MQOSS, 2007).
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Figura 9 — Morfologia do Vaccinia virus. (a) Diagrama da estrutura do Vaccinia. (b) Micrografia do virus
mostrando claramente o nucledide (x200.000). (c¢) Estrutura superficial do Vaccinia. Uma micrografia
eletrbnica de varredura de quatro virus mostrando a matriz espessa de fibras de superficie (x150.000).
Fonte: adaptado de PRESCOTT et al., 2002.

O processo de multiplicacdo dos poxvirus inicia-se com um contato da particula viral
com a superficie celular, e sua posterior penetracdo na célula. O cerne viral é liberado no
citoplasma e, é transportado por microtibulos para o interior da célula em regides proximas
ao nucleo. Entre as varias enzimas encontradas no interior da particula dos poxvirus existe
uma RNA-polimerase viral que transcreve cerca da metade do genoma viral em mRNAs
precoces. Esses RNAs sdo transcritos no interior do cerne do virus e, a seguir, liberados no
citoplasma (MURRAY & ROSENTHAL, 2006). Os mRNAs precoces do VACV sao
detectados dentro de 20 minutos ap6s a infecgdo e acumulam em niveis maximos em 1-2
horas (MOSS, 2007).

Dos 50 polipeptideos encontrados no cerne viral, 30 sdo enzimas, das quais pelo
menos metade sdo diretamente envolvidas na biossintese de mRNAs precoces. Como as
enzimas necessarias sdo contidas no interior do cerne viral, a transcricdo precoce nao é

afetada por inibidores da sintese protéica (SMITH, 2007).

Os promotores dos genes do VACYV séo pequenos (~30pb) e ricos em A+T exatamente
como 0s promotores encontrados nos genes do hospedeiro, no entanto, os promotores virais
ndo sao reconhecidos pela RNA polimerase 11 das celulas do hospedeiro, assim como a RNA

polimerase do VACV ndo reconhece os promotores das células hospedeiras (SMITH, 2007).

A replicacdo do DNA viral ocorre no citoplasma (PRESCOTT et al., 2002) em areas
distintas, que aparecem como “fabricas” ou corptsculos de inclusdo em micrografias
eletronicas (KATSAFANAS & MOSS, 2007). Num modelo proposto, a replicacdo comegaria

com a introducdo de um corte em uma das fitas de DNA perto das algas terminais. O
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desdobramento da alca permite que a DNA polimerase copie a alca e faca a extensdo ate o
final do molde. Entdo, as duas fitas separadas e as cOpias de DNA recém produzidas se
dobram novamente em alcas permitindo que a DNA polimerase continue a extensao da cépia
de todo o genoma, podendo formar moléculas concateméricas. Em seguida essas moléculas
sdo clivadas por nucleases especificas em monémeros como mostrado na figura 10, que sdo
empacotados em novos virus (SMITH, 2007). Cabe ressaltar que este modelo ainda néo foi
demonstrado experimentalmente. Por outro lado, a existéncia de uma primase viral sugere que

outras formas de replicacdo do DNA devem ser consideradas (DE SILVA et al. 2007).
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Figura 10 — Representacdo esquematica da replicacdo do DNA do VACV. A molécula de dsDNA linear
com alcas terminais é clivada perto de uma alca permitindo a extensdo até ao final do modelo. Apds a
renaturacdo da alga terminal, a extensdo continua a produzir o DNA em moléculas concataméricas
intermediarias que séo clivadas em mondmeros com a mesma unidade de comprimento. O DNA recém
sintetizado é mostrado em vermelho e 0 DNA molde em preto. Fonte: adaptado de SMITH, 2007.
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Em células sincronicamente infectadas com o VACV, a replicacdo do DNA comeca 1
a 2 horas apo6s a infeccdo e resulta na geracdo de 10.000 copias do genoma por célula, das
quais metade é finalmente empacotada dentro de particulas virais (MOSS, 2007). O ciclo
reprodutivo completo nos poxvirus leva cerca de 24 horas (Figura 11). (PRESCOTT et al.,
2002).
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Figura 11 — Ciclo de multiplicagéo dos poxvirus. Inicia-se com a adsorcéo viral seguido de fusdo a membrana
plasmatica e liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma. Ocorre a transcrigdo de genes precoces que induzem o
desnudamento secundario e consequente replicacdo do DNA. Durante e apds a replicacdo do DNA, ocorre a
transcrigdo dos genes intermediarios e tardios. Por fim, ocorre a morfogénese das particulas virais e aquisigdo de
membranas. As particulas recém formadas podem permanecer dentro da célula, aderidas & membrana plasmatica
ou serem liberadas para o0 meio extracelular ou permanecem associadas a célula. Fonte: McFADDEN, 2005.
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Estudos de como os poxvirus penetram nas células hospedeiras sdo complicados
devido a existéncia de multiplas formas infecciosas que podem usar diferentes receptores
celulares e proteinas virais. No entanto, o DNA viral isolado é incapaz de causar infecgéo.
Sabe-se que 0s virus envelopados extracelulares (EEVS) e os relacionados virus envelopados
associados as células (CEVs) constituem particulas importantes para a difusdo célula-célula,
sendo que ocorre a formacéo de caudas de actina para auxiliar os virus CEVS nesse processo.
Ja os virus intracelulares maduros (IMVs) sao particulas que sao liberadas atraves do processo
de lise celular (MOSS, 2007; SMITH, 2007). Recentemente foi demonstrado que as formas
IMVs também podem entrar na célula através de endocitose mediada por receptor ou
macropinocitose (MERCER et al. 2010).

Os virus EEVs e IMVs, ambos formas infecciosas que se desenvolvem no curso de
uma infeccdo, diferem-se somente porque o EEV € uma particula de IMV envolvida por um
envelope lipidico derivado do “trans-Golgi network” (TGN) ou dos endossomos. Esse
envelope, adquirido durante a morfogénese e modificado pela inclusdo de diversas proteinas

virais e celulares, esta ausente nas particulas de IMVs (Figura 12).

MV EEV

membrana do EEV

——— membrana do IMV

cerne

Figura 12 — Representacdo esquematica que ilustra a diferenga bésica entre o virus intracelular maduro e o
virus extracelular envelopado. Fonte: adaptado de SMITH, 2007.

A entrada dos IMVs na célula hospedeira ocorre por um processo relativamente
simples porque sdo envolvidos por apenas um envelope lipidico. Assim, o cerne viral pode
entrar no citosol logo apods a fusdo da membrana do virus com a membrana plasmatica. Ja a
entrada dos EEVs exige que um de seus envelopes lipidicos seja retirado por um mecanismo
ndo fusogénico que necessita de moléculas especificas na superficie da célula e do virus

(SMITH, 2007). Esses diferentes processos de infeccéo celular sdo ilustrados na figura 13.
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Figura 13 — Representacdo esquemaética da entrada das particulas IMV e EEV na célula hospedeira. As
particulas de IMV se ligam ao um receptor na superficie celular ndo identificado e se fundem com a
membrana plasmatica permitindo a liberacdo do cerne viral no citoplasma. A particula EEV liga-se a
superficie celular e glicosaminoglicanos medeiam a disruptura ndo fusogénica da membrana externa do EEV.
O IMV interno em seguida liga-se a superficie da célula e entra como uma particula de IMV. Fonte: adaptado
de SMITH, 2007.

O VACV tem a habilidade de interromper a producdo de proteinas da célula
hospedeira apos a infeccdo (MURRAY & ROSENTHAL, 2006) de tal forma, que os recursos
celulares podem ser quase completamente utilizados para a producdo de proteinas virais e
proteinas recombinantes associadas ao virus. As enzimas responsaveis pela sintese de mMRNAs
virais sdo todas fornecidas pelo préprio virus, que traz para o citoplasma celular uma RNA
polimerase dependente de DNA para a transcricdo de genes virais e recombinantes (SMITH,
2007). Dentre as enzimas da maquinaria de transcricdo fornecida pelo virus incluem-se uma
enzima capping, uma poli A polimerase, fatores de iniciagdo e terminagdo da transcrigdo
precoce (inicial). Os mMRNAs sdo poliadenilados e possuem uma extremidade metilada na
regido 5’ (SMITH, 2007).

1.6 — MVA (Virus Vaccinia Ankara Modificado)

O uso bem sucedido do VACV, no programa mundial de erradicacdo da variola em
conjunto com o desenvolvimento de estratégias de geracdo eficiente de virus Vaccinia
recombinantes (rVACV) expressando proteinas exogenas, aumentou o potencial do uso de
vetores derivados de poxvirus como delivery systems (sistemas de veiculagdo) em programas
de vacinacdo (RAMIREZ et al., 2000). O virus MVA ¢é derivado da linhagem de VACV
isolado na cidade de Ankara, Turquia. O MVA foi produzido por atenuacdo desta linhagem de
VACYV de Ankara através de passagens seriadas em células primarias de embrides de galinha

(CEFs), resultando em dele¢es no genoma da amostra viral, tornando-a pouco virulenta e
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capaz de atender & demanda da época que se configurava na producdo de uma vacina segura
contra a Variola (RAMIREZ et al., 2000).

Analises do genoma feitas por Meyer et al. (1991) e Antoine et al. (1998),
identificaram seis regifes principais de delecbes (Figura 14) e os genes oriundos da amostra
parental (cerca de 15% do genoma parental viral, 30.000 pb), perdidos durante o curso da
atenuacdo com mais de 570 passagens em cultura de células (ANTOINE et al., 1998). Isso
tornou 0 MVA inapto a multiplicar produtivamente na maioria das células originarias de
mamiferos. No entanto, em CEFs, o MVA consegue multiplicar-se eficientemente
(AUSUBEL et al., 2003). Além disso, de acordo com Garber et al. (2009), rMVA também
multiplicam-se em titulos elevados em CEFs.

Genes conservados

CVA
(208 Kb)
Passagem em CEF
Perda de 30 Kb
| Vil Vil v
MVA VU R

(177 Kb) V/4\V/ANY/ANY/ANV/ANV/A\N

Figura 14 — DelegGes ocorridas no genoma do virus VACV-ANK que culminaram na formacao do virus
MVA. As seis regides de dele¢do ocorrem principalmente em regides pouco conservadas entre 0s poxvirus e
estao relacionadas a reducédo do espectro de hospedeiros e a evasdo do sistema imune. Fonte: adaptado de
McFADDEN 2005.

O defeito replicativo do MVA em células humanas, bem como na maioria das outras
células de mamiferos, ocorre no final da morfogénese, mais precisamente como resultado de
um bloqueio na maturacao do virus, sem alteracdo na producao de proteinas precoces e tardias
(SUTTER & MOSS, 1992). Apesar dessa incapacidade de multiplicar em muitas células de
mamiferos, 0s MVVAs possuem todas as vantagens dos poxvirus para utilizacdo como vetores
de expressdo em eucariotos, incluindo-se sua enorme capacidade de acomodar DNA exdgeno
em seu genoma (até 25 Kb) bem como a expressdo de altos niveis de proteinas, até mesmo de

proteinas recombinantes, capacidade de induzir resposta imune celular e humoral e conferir
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protecdo por longos periodos (GEIBEN-LYNN et al., 2008; DREXLER et al., 2004;
GRANDPRE et al., 2009).

Vérios pesquisadores demonstraram a eficiéncia do uso de rMVA expressando
proteinas virais, tumorais ou de parasitos para inducao de imunidade protetora (RAMIREZ et
al., 2000), mesmo que parcial, contra HIV (GUDMUNDSDOTTER et al. 2009; EARL et al.
2009), SIV (OURMANOV et al., 2009), AHSV (CHIAM et al., 2009), Influenza A/H5N1
(KRENTZ et al.,, 2009), Dengue (MEN et al., 2000), raiva (ERTL, 2009), malaria
(HUTCHINGS et al., 2007; PRIEUR et al., 2003), M. tuberculosis (TCHILIAN et al., 2009) e
melanoma (GREINER et al., 2006) usando diferentes regimes de imunizacdo com dose e
reforco homologo ou heter6logo e diferentes rotas de administragdo dos virus recombinantes.

Apesar dos bons resultados utilizando virus rMVA para imuniza¢do em diferentes
protocolos (GRANDPRE et al., 2009), estudos de interagdes intracelulares do hospedeiro com
0 virus rMVA, podem aumentar o sucesso dessa ferramenta molecular em induzir imunidade

protetora em mamiferos.

1.7 — Resposta imune inata do hospedeiro a infec¢do por VACV

A imunidade inata desempenha papel importante nas infeccbes microbianas, € uma
caracteristica chave dessa resposta imune é sua capacidade de reconhecer uma variedade de
microorganismos, sinais de estresse e de dano celular por meio de receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs). Esses receptores presentes em varios tipos celulares
podem estar na superficie, ancorados a membrana citoplasmatica, em vesiculas endossomais
e/ou no citoplasma sendo capazes de ativar essas células gerando uma potente resposta imune
(ABBAS, 2008). Os PRRs reconhecem padrdes moleculares invariantes compartilhados por
varios microorganismos e que de forma geral, ndo estdo presentes em mamiferos (ex: dsRNA,
ilhas CpG ndo metilados, peptideos derivados de proteinas bacteriana contendo N-
Formilmetionil, agucares ricos em manose, etc.). A ativacdo desses PRRs desencadeia uma
cascata de sinalizacdo que resulta na sintese de proteinas envolvidas com a resposta imune e
processos inflamatorios. Os genes codificadores de tais receptores [ex: receptores do tipo toll
— TLR, receptores do tipo NOD — NLR (do inglés nucleotide oligomerization domain like

receptor), proteina cinase dependente de RNA de fita-dupla — PKR, etc.] ndo sofrem rearranjo
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génico tal como ocorre com os genes codificadores de receptores de linfocitos T e B, 0 que
limita o repertorio de especificidade (MOGENSEN, 2009; ABBAS, 2008; GOLDSBY et al.,
2002; GARCIA et al., 2006; GARCIA et al., 2007; WILKINS & GALE Jr, 2010;
UNTERHOLZNER & BOWIE, 2007).

Existem 7 tipos de receptores TLR envolvidos na resposta imune contra virus
(FINBERG et al., 2007). Delaloye e colaboradores (2009), demonstraram, mais
especificamente que o MVA induz uma resposta imune inata forte, sendo em macrofagos,
coordenada pelos receptores TLR-2 e TLR-6 dependente do fator de diferenciacdo mieldide
88 (TLR-2-TLR-6-MyD88), pela proteina do gene associado a diferenciacdo do melanoma 5
dependente de estimulador do promotor de interferon-f 1 (MDA-5-1PS-1) e pela via do
complexo molecular multimérico NALP3 inflamossomo, que é formado por NALP3, ASC
(Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD) e pro-caspase 1 promovendo
uma regulacéo do padrdo de citocinas, quimiocinas e interferons (DELALOYE et al., 2009).
No caso de células dendriticas plasmocitdides a ativacdo é realizada pelo receptor TLR-8-
MyD88 (MARTINEZ et al., 2010). O perfil de citocinas, quimiocinas e interferons pode
variar dependendo do tipo celular infectado (DELALOYE et al., 2009).

Os VACVs tém a capacidade de interromper a apresentacdo de antigenos restritos as
moléculas de MHC 11 (principal complexo de histocompatibilidade de classe 1) em células
profissionais em apresentacdo de antigenos (APCs), essa capacidade depende do tempo de
infecgdo e do titulo viral (LI et al., 2005). Moléculas de MHC | sdo expressas em altos niveis
basais em células ndo infectadas, normalmente, tem sua expressdo aumentada nessas células
quando essas séo infectadas por MVVA com uma baixa multiplicidade de infec¢do (m.o.i =
0,05) e diminuem sua expressdo quando infectadas com altas doses (m.o.i = 5) (NORDER et
al. 2010).

Ensaios feitos por microarranjos de DNA revelaram que infec¢bes de células humanas
pelo MVA levam a um aumento na expressao de genes do hospedeiro capazes de acentuar a
resposta imune especifica (GUERRA et al., 2004). Em varios tipos celulares infectados com
o0 virus MVA foi observado a ativacdo da via de sinalizacdo do fator de transcricdo NF-xB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), sendo dependente da
ativacdo da PKR por dsRNA (LYNCH et al., 2009), mesmo o0 virus expressando genes
inibidores da PKR (genes K3L e E3L) (LANGLAND & JACOBS, 2002). A ativacédo da PKR
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ocorre por dsRNAs gerados pela transcricdo convergente de genes precoces, intermediarios
ou tardios durante infeccdo pelo MVA (MYSKIW et al., 2011). Estudos mostraram que a
ativacdo da PKR ocorre durante a fase precoce ou intermediaria de transcricao de genes virais
e somente na auséncia do produto do gene K1L, outro inibidor da PKR, que é truncado no
genoma do MVA (WILLIS et al., 2011). Alem disso, espécies de RNA gerados durante a

infeccdo pelo MVA, ativam a via apoptdtica da célula dependente da PKR.

Outra proteina viral sabidamente envolvida na inibicdo da via do fator de transcricédo
NF-kB € a glicoproteina M2L, expressa precocemente durante o ciclo de multiplicacéo viral e
localizada no RE (HINTHONG et al., 2008).

Vérias vias de transducdo de sinais, ativadas durante uma infeccao pelo MVA ja foram
identificadas, entre elas incluem a ativacdo de ERK 1/2, JNK, IRF3, IRF7 (interferon
regulatory factor) e STAT-1 (Fator de transcricdo Transdutor de sinais e ativador de
transcrigdo 1) (DELALOYE et al. 2009). Hu e colaboradores mostraram que a ativagédo da via
de sinalizacdo pela cinase JNK (c-Jun amino-terminal cinase) € importante para a ativacao da
PKR (HU et al., 2008). Em um estudo recente, foi demonstrado a habilidade do complexo
DNA-PK, formado por Ku70, Ku 80 e DNA-PKcs, em intensificar a reposta imune inata
dependente de IRF3 através da molécula adaptadora TBK1 (TANK-binding kinase 1)
(FERGUSON et al. 2012). O sensoreamento de DNA pelo complexo DNA-PK ¢ inibido pela
proteina viral C16 que interage com o heterodimero de Ku e N2 que impede o0 processo
desencadeado por essa via (PETERS et al., 2013).

Dentre as estratégias que os VACV usam para evadir de respostas do hospedeiro a
infeccdo, destaca-se a expressao de proteinas virais com homologia a familia Bcl-2, tais como
A46, A52, B14, C1, F1, K7, N1 e N2 (GONZALES & ESTEBAN, 2010; SMITH et al.,
2013) que atuam de forma ndo redundante em diferentes pontos das cascatas de sinalizagbes

da resposta imune inata.

1.8 — Luciferase de Vaga-Lumes

Luciferase é 0 nome genérico dado para uma familia de enzimas que catalisam reacdes
bioquimicas a partir do substrato luciferina com o objetivo de emitir bioluminescéncia. Essas

proteinas compartilham entre si, sequéncias de nucleotideos homdlogas e que ocorrem em
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procariotos, fungos, dinoflagelados, radiolarios e em aproximadamente setecentos géneros de
animais marinhos do reino Metazoa. A reacdo catalisada pela enzima luciferase oriunda do
vaga-lume Photinus pyralis usa ATP como co-fator e, é caracterizada pela formacdo de um
complexo enzima luciferil-adenilato, na presenca do fon magnésio divalente (Mg®) e,
consequente liberacdo de uma molécula de fosfato inorganico ou pirofosfato (PPi).
Posteriormente, o complexo sofre descarboxilacdo oxidativa, o que produz Adenosina
Monofosfato (AMP), CO; (g, oxiluciferina e luz, além de reconstituir a luciferase. A luz é
emitida devido a conversao de energia quimica, durante a oxidacdo do substrato, a um estado
energeético excitado o suficiente para emitir um foton durante o retorno ao estado energético
inicial (CONTI et al, 1996). A reacdo é bastante eficiente ja que € liberado aproximadamente
um féton para cada molécula de luciferina oxidada. A luz produzida apresenta quantum de
0,88, possui cor verde amarelada e comprimento de onda de 560 nm em um potencial
hidrogeniodnico (pH) entre 7,5 e 8,5 (DE WET et al, 1986).

A luciferase tem sido amplamente utilizada como gene ou proteina reporter no campo
da pesquisa cientifica, em estudos de biologia celular e molecular. Dentre esses estudos
destacam-se a construgdo de um virus recombinante Vaccinia WR expressando tal gene,
usado para seguir a infeccdo viral em tecidos (RODRIGUEZ et al, 1988). Também ja foi
usado para monitorar em tempo real, por imagens da bioluminescéncia, a via biossitética
secretora em células de mamiferos usando um plasmidios contendo a sequéncia codificante
para a Gaussia Luciferase (BHAUMIK & GAMBHIR, 2002 ; SUZUKI et al., 2007).
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Il - JUSTIFICATIVA

E esperado que haja ativagdo da via UPR por virus pertencentes a todas as familias
virais conhecidas, em funcdo da maior demanda por dobramento de proteinas derivadas
justamente da producéo de proteinas virais durante uma infeccdo produtiva. Porém, também é
esperado que os virus normalmente interfiram na ativacdo dessa via a fim de evitar que a
mesma culmine no processo de apoptose (RUTKOWSKI et al., 2006; HE, 2006). Dessa
forma, diante de infec¢es virais a via UPR pode ser apenas parcialmente ativada, apresentar
componentes funcionalmente inibidos ou ainda um padrdo de ativacdo de proteinas
sincronizado com o estagio do ciclo de replicacdo do virus invasor (ZHANG & WANG,
2012; HOOPER, HIGHTOWER, HOOPER, 2012).

Pesquisas conduzidas no Laboratorio de Virologia Basica e Aplicada (ICB/UFMG)
buscam desenvolver vacinas utilizando virus recombinantes tendo o virus MVA como
plataforma, ja que ele consiste em um dos sistemas de expressao mais versateis para 0 uso em
eucariotos, com diversas aplicacdes na biologia molecular, sendo capaz de expressar grandes
quantidades do gene exdgeno (GEIBEN-LYNN et al., 2008). Apds 0 seu uso com sucesso,
durante a campanha de erradicacdo da Variola, 0 MVA se tornou um forte candidato como
sistema de veiculacdo de antigenos em substituicdo as vacinas convencionais. Dessa forma,
muitos ensaios clinicos usando o MVA como vetor vacinal foram conduzidos e agora a sua

seguranca é bem documentada.

Contudo, uma melhor compreensdo da interacdo virus-hospedeiro permitira que
facamos modificagdes no vetor MVA que levem a maiores chances de sucesso como vetor
vacinal. Dessa forma, o objetivo deste trabalho é contribuir com a linha de pesquisa do nosso
grupo no sentido de entender a relagdo da UPR com a infecgéo por VACV que pode interferir
na eficiéncia de producdo de proteinas recombinantes pelo sistema MVA e com isso, tentar

aperfeigoar nossa ferramenta molecular usada no desenvolvimento de vacinas.

Além disso, o conhecimento dessas refinadas estratégias usadas pelo MVA para
controlar a via UPR, levam a uma nova e otimista perspectiva de que esses virus ou proteinas

codificadas por ele possam eventualmente ser utilizados na terapéutica de patologias
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neurodegenerativas, doencas auto-imunes, tumores, aterosclerose, entre outras doencas

cronicas.
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111 - OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo geral investigar o impacto da ativacdo da via
UPR da célula hospedeira na eficiéncia da expressdo de antigenos exdgenos produzidos por

vetores recombinantes poxvirais.

Objetivos Especificos

- Gerar, por meio de recombinacdo homodloga os virus MVA recombinantes

expressando a proteina Luciferase enderecada ou ndo ao reticulo endoplasmatico;

- Determinar a expressao da proteina recombinante Luciferase através de ensaios de
Western Blot;

- Avaliar a ativacdo de IRE1 durante a infeccdo pelos rMVAs, através de ensaios de
PCR-RFLP do fator de trascricdo XBP-1, em células selvagens ou deficientes para PERK.



IV -METODOLOGIA

4.1 — Estratégia de Trabalho

Western Blotting e

SDS-PAGE

47

Extraciio de Acidos
Nucléicos e Proteinas
Totais

Selecdo, amplificacio,
purifica¢do e titulacio dos
virus recombinantes em

Sequenciamento e
Detecciio do gene para
aproteina
recombinante
Luciferase

CEFs

Amplificacio e
criopreservacio de
MEFs

|

Infeccio de MEFs com os virus
VACV erMVAs

Extraciio Acides
nucléicos

RT-PCR-RFLP




48

4.2 — Amostras Virais Recombinantes (rMVA)

4.2.1 — Origem dos Virus rMVA

O virus MVA selvagem foi gentilmente cedido pelo Dr. Bernard Moss (Laboratory of
Viral Diseases, NIAID, National Institutes of Health — NIH, EUA), na passagem nimero 581.
Desde entdo, o virus é rotineiramente multiplicado, purificado e titulado em CEFs no
laboratorio.

Os virus rIMVA-GFP-Luc e rMVA-GFP-HASS-Luc foram gerados, através recombinacao
homologa em CEFs infectadas com virus MVA selvagem e transfectadas com um dos
plasmidios de transferéncia (pLW44/HASS-Luc ou pLW44/Luc) (SANTOS e DA
FONSECA, 2010 — dados nao publicados) construidos como parte do projeto de iniciacdo
cientifica do estudante Vinicius Cotta dos Santos no Laboratério de Virologia Comparada

(atual Laboratdrio de virologia Basica e Aplicada — LVBA).

O plasmidio pLW-44 vem sendo utilizado por varios pesquisadores para a construcao
de MVAs recombinantes (BISHT et al.; 2004). O plasmidio de transferéncia pLW-44 (5028
pb) foi originalmente construido por Linda Wyatt (National Institute of Health), a partir do
vetor de clonagem pGEM-4z (2746 pb). O pLW-44 possui, além do esqueleto estrutural do
plasmidio pGEM-4z, duas regides flanqueadoras (MVA flanco 1 e MVA flanco 2), um
promotor tardio do virus Vaccinia, pll, que se localiza logo ap6s a regido flanqueadora 1 e
que controla a expressdo do gene que codifica para a proteina GFP, uma regido MCS
(multiplos sitios de clonagem, do inglés multiple cloning sites) que possui locais de clivagem
para as enzimas de restricdo Smal, Sall e Pstl, onde podem ser clonados possiveis genes de
interesse, e um promotor forte, mH5 (precoce/tardio em tandem), do Vaccinia virus, que

controla a expressao dos genes inseridos nesta regido MCS.

As regibes flanqueadoras MVA 1 e 2, presentes no pLW44, sdo homologas & uma
regido existente no virus MVA denominada de sitio de delecéo Ill. Essa similaridade permite
a recombinacdo homologa entre as regides de flanco presentes no plasmidio e as regifes
geneticamente homdlogas presentes no virus, dirigindo o cassete de expressdo contendo o

gene exdgeno para esse locus.

Santos e Da Fonseca (2010) clonaram o gene da luciferase no MCS do pLW44 e,

também clonaram o gene da Luciferase acrescido de um peptideo sinal de enderecamento ao
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RE, HASS (Hemagglutinin Secretion Signal) (Figura 15), proveniente do Influenza A virus
H3N2, gerando dois plasmidios de transferéncia. O peptideo sinal estd localizado junto a
sequencia da proteina hemaglutinina no genoma do H3N2 e tem sido utilizado com sucesso
na construcdo de outros vetores recombinantes (DE ANDRADE et al., 2007; RESENDE et
al., 2008).

MKTIIALSYIFCLVFA

Figura 15: Peptideo Sinal HASS. Sequéncia de aminoacidos do sinal de endere¢camento proveniente do
Influenza A virus H3N2.

Além de construir os plasmidios de transferéncia, em seu trabalho, Santos e Da
Fonseca (2010) iniciaram a construcdo dos virus MVA-GFP-Luc e MVA-GFP-HASS-Luc,
dando inicio ao processo de selecdo dos virus recombinantes com auxilio da expressédo de
GFP, com intuito de isolar os virus MVA recombinantes dos virus selvagens. No entanto, a
obtencdo dos virus recombinantes ndo foi concluida. Assim, em continuidade ao projeto
iniciado anteriormente, foi concluida a selecdo, amplificacdo, purificacdo e titulacdo dos virus
recombinantes e posterior analise do estresse do reticulo endoplasmatico em células

infectadas com esses virus.

4.2.2 — Iniciadores

Para a amplificacdo do gene da Luciferase foram utilizados 0os mesmos iniciadores
externos (EXT-Luc-F-Sall, EXT-Luc-HASS-F-Sall e EXT-Luc-R-Pstl) desenhados por
SANTOS & da FONSECA (2010) e foram baseados em sequéncias depositadas no Genbank.
Em um dos iniciadores senso foram adicionados os cddons do peptideo sinal de
enderecamento ao RE, HASS. Vale a pena ressaltar que sitios de restricdo para as enzimas
Sall e Pstl foram acrescentados para que a clonagem no plasmideo de transferéncia, pLW44,
pudesse ocorrer. Para que 0 sequenciamento fosse completo, foram construidos iniciadores
internos (INT-Luc-F e INT-Luc-R) que amplificam a regiéo central do gene (TABELA 1).
Além disso, iniciadores (pLW44-F e pLW44-R) especificos para as regides flanqueadoras
presentes no plasmideo receptor pLW44, também foram utilizados na deteccdo e

sequenciamento desse gene.
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TABELA 1 — Iniciadores e suas respectivas sequéncias para amplificacdo do gene da
Luciferase e ou analise do inserto.

Iniciadores Sequéncia de nucleotideos (5’ 3°)

GGGGTCGACATGGAAGACGCCAAAAAC
EXT-Luc-F-Sall

EXT-Luc-HASS- GGGGTCGACATGGAAGACGCCAAAAAC

F-Sall GGGGTCGACATGAAGACTATCATTGCTTTGAGCTACATTTTCTGTCTGGTTTTCG
CCGAAGACGCCAAAAAC
EXT-Luc-R-Pstl GGGCTGCAGTTACAATTTGGACTTTCCG
INT-Luc-F TCACATCTCATCTACCTCCCG
INT-Luc-R GTAGCCATCCATCCT TGT CA
pLW44-F CCCGACAACCACTACCTGAG
pLW44-R TGGGCTCCTTATACCAAGC

Em vermelho estd o sitio de restricdo para a enzima Sall; em azul para a enzima Pstl; em verde esta a sequéncia do peptideo
sinal HASS.

4.2.3 — Sequenciamento (SANGER et al., 1977; Dye Enamic ET Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBace — GE Healthcare)

Foram sequenciados os plasmidios de transferéncia usados na geracdo dos rMVAS. O
sequenciamento foi realizado em sequenciador automatico capilar Mega Bacel000 (GE
HEALTHCARE), através do método de dideoxi (SANGER et al., 1977). Foi utilizado o Kit

DYEnamic ™ ET Dye Terminator (MegaBACE™), seguindo as instrucdes do fabricante.

Cerca de 300 ng de cada plasmidio e 5 pmol de iniciadores internos senso ou anti-
senso (Tabela 1) foram utilizados em cada reacdao de sequenciamento. Essa reacdo foi feita em
placa de 96 pocos, em Termociclador Eppendorf 96-well Mastercycler® epgradient e nas
seguintes condigdes: desnaturacao inicial a 95°C por 2 segundos, seguida de 36 ciclos de 25
segundos a 95°C, 15 segundos a 50°C e 3 minutos a 60°C. As reacdes foram submetidas a
precipitacdo com acetato de amonio e lavadas com etanol de acordo com as instrugdes do Kit
DYEnamic ™ ET Dye Terminator, para eliminacdo dos dideoxinucleotidios marcados ndo

incorporados, e, finalmente, 0 DNA foi homogeneizado em tampéo de amostra.
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4.2.4 — Andlise das Sequéncias Nucleotidicas

Os cromatogramas obtidos foram analisados com o auxilio da plataforma
“Electropherogram quality analysis” (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). Tal
plataforma analisa as sequiéncias geradas pelo sequienciador automatico atribuindo a cada uma
delas valores de qualidade, que s&o determinados pelo programa Phred. As sequéncias
referentes aos vetores sdo retiradas e a sequéncia consenso € feita por meio do programa
CAP3 Sequence Assembly Program (HUANG e MADAN, 1999; http://pbil.univ-
lyonl.fr/cap3.php).

De posse da sequéncia consenso, analises manuais foram realizadas com o objetivo de
verificar se 0 gene para a proteina Luciferase estava em condi¢cdes adequadas para a
expressdo. Para isso, o0s programas BLAST (Basic Local Alignment Search Tool -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) e MultiAlin (http://bioinfo.genopole-

toulouse.prd.fr/multalin/multalin.html) foram utilizados.

4.2.5 — Producdo de Células Fibroblasticas de Embrides de Galinha (CEFs)

Os virus rIMVA foram selecionados e multiplicados em cultivo primario de células de
fibroblasto de embrido de galinha (CEF).

Para a producdo do cultivo priméario de CEFs, os ovos embrionados com 10 dias de
postura foram higienizados com etanol 70%. Apos a higienizagédo, os ovos foram colocados
em uma bandeja com o lado afinado disposto para baixo, e a parte superior da casca do ovo é
quebrada com auxilio de uma pinga. A casca € removida até a linha da cAmara de gas e as
membranas foram retiradas expondo o embrido. O embrido foi removido (afastando os outros
anexos) pelo pescogo e colocado em uma placa de petri contendo meio minimo essencial
autoclavavel (MEM — MO0769, SIGMA) incompleto, ou seja, sem a adi¢do de soro fetal
bovino (SFB) e suplementado com NaHCOj3 a 0,225%, 2 mM L-glutamina, penicilina (100
U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) e anfotericina B 0,4%. A cabeca, 0s membros superiores
e inferiores e os 6rgdos internos dos embrides (coracao, figado, pulmdes) foram retirados com

auxilio de uma tesoura e pinga. Em seguida, os embrides foram transferidos e mantidos em
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outra placa de petri contendo meio MEM incompleto para liberagdo do sangue. Os embrides
foram misturados na placa de petri para a liberacdo da maior quantidade possivel de sangue
(Figura 16).

Regido dV
\ Figado: orgéo mais aparente do embriéo;
\ / ., ;F -
/

®.___ Coragdo: menos aparente;

Figura 16 — Representagdo esquematica que ilustra a retirada dos embrides dos ovos. Além disso, é mostrada
também a posicao do corte e 0s 6rgdos a serem retirados.

Ap0s esse procedimento, os embrides foram triturados através da passagem da carcaga
por uma seringa de 10 mL, sem agulha, para dentro de um erlenmeyer contendo cerca de 3
mL de solucdo de tripsina/EDTA (136 mM NaCl; 5 mM KCI; 55 mM glicose; 69 mM
NaHCOg; 0,5 g p/v de tripsina 1:250 -Difco; 0,5 mM EDTA,; vermelho de fenol a 1%) por

embrido.

Ap6s um periodo de incubacdo a 37°C por 15 minutos sob agitacdo, a acdo da tripsina
era interrompida adicionando-se igual volume de meio MEM com 10% de SFB (CULTILAB,
Brasil), NaHCOs3, Penicilina (100 U/mL), Estreptomicina (100 pg/mL), Novamin (40 ug/mL) e
antimicético (Anfotericina B a 0,4%) (meio completo). Em seguida, essa suspensdo foi
lentamente filtrada em um beéquer com gaze e a solucao filtrada centrifugada a 2.500 rpm por
10 minutos (NUVE - NF 800R rotor RA200) e o sobrenadante descartado. O sedimento de
celulas, entdo, foi suspenso em meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM — D7777,
SIGMA) (suplementado com NaHCO3 a 0,225%, 2 mM L-glutamina, penicilina [100 U/mL],
estreptomicina [100 pug/mL] e anfotericina B 0,4% p/v) com 10% de SFB e aliquotas desta
suspensdo adicionadas a garrafas de 75 cm® As garrafas foram incubadas a 37°C em estufa
com 5% de CO, (Thermo Scientific Forma® Series |1 3111 Water-Jacket CO, Incubator) até
atingirem uma confluéncia e os subcultivos feitos por no méximo 2 vezes e em intervalos de

no maximo 3 dias.
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4.2.6 — Repique Celular

As garrafas contendo células (CEFs) produzidas, como descrito no item 4.2.5, eram
repicadas por no maximo 2 vezes, para garantir a manutencao de culturas celulares viaveis

para os experimentos de infeccao viral.

O meio DMEM nas garrafas era descartado, e a monocamada lavada com solucao
salina fosfatada e tamponada (PBS) 1X (1,5 mM NaCl; 40 mM Na;HPO4; 20 mM KH,POy;
pH 7,2). Em seguida, cerca de 5 mL de solugéo de tripsina/EDTA (136 mM NaCl; 5 mM
KCI; 55 mM glicose; 69 mM NaHCOs; 0,5 g p/v de tripsina 1:250 -Difco; 0,5 mM EDTA,;
vermelho de fenol a 1%) era adicionada as garrafas de 75 cm? para soltar completamente a

monocamada celular. A acdo da tripsina é neutralizada com PBS contendo 10% SFB.

A suspensdo celular era transferida para um tubo Falcon de 50 mL e centrifugada
durante 5 minutos a 3.500 rpm (NUVE - NF 800R rotor RA200). O sobrenadante era
descartado e o sedimento de celulas suspenso em meio DMEM completo (DMEM — D7777,
SIGMA) (suplementado com NaHCO3 a 0,225%, 2 mM L-glutamina, penicilina [100 U/mL],
estreptomicina [100 pg/mL] e anfotericina B 0,4% p/v) com 10% de SFB. Em cada garrafa
foi colocado até 5 mL da suspensao celular (dependendo da quantidade de células obtidas),
sendo ainda adicionado mais 10 mL de meio DMEM completo (suplementado com NaHCO;
a 0,225%, 2 mM L-glutamina, penicilina [100 U/mL], estreptomicina [100 pg/mL] e
anfotericina B 0,4% p/v) com 10% de SFB. Em seguida, as garrafas foram incubadas em
estufa de CO; (Thermo Scientific Forma® Series |1 3111 Water-Jacket CO, Incubator) & 37 °C
durante 48 horas.

4.2.7 — Selecdo dos Virus Recombinantes

Os virus MVA recombinantes foram selecionados por sucessivos ensaios de
purificagdo de placa. Para isso, 500 pL de cada amostra eram submetidos a trés ciclos de
sonicagdo em banho de gelo e utilizados para infectar monocamadas de CEFs em placas de 6
cavidades, sendo um poco reservado para controle de célula, no qual eram acrescentados 500
uL de DMEM (DMEM - D7777, SIGMA) (suplementado com NaHCO3 a 0,225%, 2 mM L-
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glutamina, penicilina [100 U/mL], estreptomicina [100 pg/mL] e anfotericina B 0,4% p/v)
com 2,5% de SFB. Diferentes diluicbes das amostras de virus selecionadas eram feitas e
utilizadas para infectar CEFs em sucessivas passagens das amostras virais para obter clones
cada vez mais isolados. A adsorcéo era executada a 37° C em atmosfera de 5% de CO; (Heal
Force® HF160W Water-Jacketed CO, Incubator) com homogeneizacéo constante durante 1
hora. Em seguida, as monocamadas eram lavadas com solucédo salina tamponada com fosfato
(PBS) 1X (1,5 mM NacCl, 40 mM Na2HPO4, 20 mM KH2PO4, pH 7,2) e adicionada uma
solugéo contendo agarose 1% e meio MEM 1X (GIBCO) suplementado com 2,5% de SFB,
antibiéticos e glutamina. As placas eram novamente incubadas (Heal Force® HF160W Water-
Jacketed CO, Incubator) a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO, por 48 horas. Apos esse
periodo, as células eram observadas ao microscopio de fluorescéncia (Microscépio invertido
Olympus IX71) para visualizacéo de focos de fluorescéncia verde nas monocamadas, devido a
expressdo do gene da GFP. Nos locais em que foram detectados focos de fluorescéncia, as
células eram coletadas com auxilio de ponteiras e transferidas para tubos de microcentrifuga
contendo 500 pL de DMEM (DMEM - D7777, SIGMA) completo com 2,5% de SFB. Essa
suspensdo era congelada e descongelada trés vezes em refrigerador -70°C e banho maria a
37°C, respectivamente, para lise das células infectadas e liberagdo do virus. Finalmente, ela

era armazenada a -80°C.

4.2.8 — Amplificacdo dos Virus Recombinantes

As suspensOes virais obtidas no processo de selegédo foram congeladas e descongeladas
por trés vezes a -80°C e em banho de agua a 37°C, respectivamente, e submetidas a trés
ciclos de sonicacdo em banho de gelo para prosseguir com a amplificacao viral. Os clones dos
virus rIMVA-GFP-Luc e rMVA-GFP-HASS-Luc selecionados foram amplificados por meio
de passagens seguidas em placas de 12 e 6 cavidades e em garrafas de 25 cm?, 75 cm? e 150
cm? para se obter um titulo viral adequado. Em cada recipiente utilizado para amplificacio os
volumes das solucbGes e reagentes foram diferentes. Basicamente, fizemos dilui¢cdes das
amostras de virus selecionadas e utilizamos para infectar CEFs. A adsor¢do ocorreu em meio
DMEM (DMEM - D7777, SIGMA) completo (suplementado com NaHCO3 a 0,225%, 2 mM
L-glutamina, penicilina [100 U/mL], estreptomicina [100 pg/mL] e anfotericina B 0,4% p/v)
com 2,5% de SFB a 37°C com homogeneizagdo constante de 1 hora em atmosfera de 5% de
CO, (Heal Force® HF160W Water-Jacketed CO, Incubator). Apds isso, foi adicionado um
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volume especifico de DMEM (DMEM - D7777, SIGMA) completo com 2,5% de SFB e as
placas/garrafas deixadas nas mesmas condi¢des por mais 48 horas. Posteriormente o conteudo
foi raspado, centrifugado e o sedimento ressuspendido em DMEM completo com 2,5% de
SFB.

4.2.9 — Deteccdo do Gene para a Proteina Recombinante Luciferase

Para detectar o0 gene para a proteina Luciferase no virus recombinante, monocamadas
de CEF em placas de 6 cavidades foram infectadas com 500 pL do virus MVA-GFP-Luc ou
MVA-GFP-HASS-Luc. Uma cavidade de cada placa foi reservada para controle de células,
sendo acrescentado 500 puL de meio DMEM (DMEM - D7777, SIGMA) completo com 2,5%
de SFB. A adsorcéo foi executada a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO, (Heal Force®
HF160W Water-Jacketed CO; Incubator) e com homogeneizacdo constante durante 1 hora.
Apbs a adsorcdo, as monocamadas de células foram lavadas, duas vezes, com PBS 1X e, em
seguida, adicionado, em cada cavidade, 2 mL de meio DMEM completo com 2,5% de SFB.
As placas foram incubadas a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO, por 48 horas (Heal
Force® HF160W Water-Jacketed CO, Incubator).

Apoés as 48 horas, as monocamadas de células foram raspadas, com o auxilio de
raspadores de silicone, e as solugdes resultantes, centrifugadas por 2 minutos a 14.000 rpm
(microcentrifuga Eppendorf 5415R). Os sedimentos foram suspensos em 250 puL de meio

DMEM completo e as suspensodes virais obtidas, utilizadas para a extragédo de DNA.

A extracdo de DNA foi realizada adicionando 250 pL de fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico (PCI) na proporcao de 25:24:1 nas amostras previamente aquecidas a 99°C por 15
minutos. Apds 20 minutos, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 15 minutos a
4°C (microcentrifuga Eppendorf 5415R). Os sobrenadantes foram coletados e adicionado
10% do volume de acetato de s6dio 3M pH 5,5 e 2,5 vezes o volume de etanol absoluto. As
amostras foram novamente centrifugadas a 13.000 rpm por 20 minutos a 4°C
(microcentrifuga Eppendorf 5415R) e o sedimento lavado com etanol 70% por duas vezes.
Apbs as lavagens, o sedimento foi suspenso em 30 pL de H,O. O DNA obtido foi
quantificado por espectrofotometria (espectrofotdmetro ND-1000, NanoDrop, EUA) e a sua

integridade verificada por eletroforese em gel de agarose 0.8%.
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Os DNAs acima foram utilizados como molde em reacGes de PCR. Nessas reagc0es
utilizamos 2 uL da DNA das amostras virais; 0,6 uL de MgCl, (25 mM); 2 uL de tampdao
10X (500 mM KCI, Triton X100 a 1%, 100 mM Tris pH 8,3); 0,2 uL de enzima Taq
polimerase 8 (3 U/uL); 0,2 uL de iniciador senso (10 uM); 0,2 uL de iniciador anti-senso (10
uM); 0,4 uL de dNTPs (10 mM) e H,0O até o volume final de 20 uL.

Os ciclos de amplificacdo ocorreram da seguinte forma: desnaturacéo inicial a 95°C
por 2 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto; pareamento a 55°C
por 30 segundos; extensdo a 72°C por 3 minutos; e um passo final de extenséo a 72°C por 10

minutos.

Os produtos amplificados, juntamente com um marcador de tamanho molecular, foram
fracionados por eletroforese em gel de agarose 1% em TBE 1X (89 mM Tris base, 89 mM
acido bdrico, 2 mM EDTA pH 8), acrescido de 0,5 ug/mL de brometo de etidio a um
potencial elétrico constante de 100 V. Os géis foram visualizados em transiluminador

ultravioleta e fotografados.

Apo6s a deteccdo do gene para a proteina Luciferase, ndo foram conduzidos
experimentos para 0 sequenciamento do mesmo, uma vez que inserido no genoma viral,
pouco provavel de ocorrer mutacGes de sentido trocado ou sem sentido ja que esses virus
possuem mecanismos de reparo de DNA (GAMMON & EVANS, 2009).

4.2.10 — Purificacdo Viral

Os sedimentos virais obtidos da amplificagdo (item 4.2.6) foram descongelados e

transferidos para um tubo Falcon de 50 mL.

Os sedimentos foram suspensos em 8,0mL de Tris-HCL (10 mM, pH 8,0),
homogeneizados no vortex e centrifugados a 2.500 rpm por 15 minutos a 4 °C (NUVE - NF
800R rotor RA200). O sobrenadante foi coletado e transferido para um tubo Falcon deixado
em banho de gelo. O sedimento obtido foi suspenso em 10 mL de Solucdo de Lise (MgCl,10
M, Tris-HCL 102 pH 7,6, KCI 10% M) e deixado no gelo por 10 minutos. Apés os 10
minutos, o sedimento foi homogeneizado em Douncer (homogenizador de vidro)

(aproximadamente 60 manipulagdes). O sobrenadante foi coletado e misturado ao anterior.
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O sedimento foi suspenso em 8,0 mL de Solugéo de Lise e deixado por 10 minutos em
banho de gelo. Ap6s os 10 minutos, o sedimento foi homogeneizado em Douncer
(aproximadamente 60 manipulac6es). O fluido foi coletado e centrifugado a 2.500 rpm por 15
minutos a 4 °C (NUVE - NF 800R rotor RA200). O sobrenadante foi coletado e misturado aos
anteriores, mantidos em banho de gelo. Quantidade final: 8,0 mL sobrenadante Tris-HCI + 10

mL sobrenadante Solucédo de Lise + 8,0 mL sobrenadante Solucédo de Lise = 26 mL.

Em um tubo de centrifuga contendo aproximadamente 10 mL do colchdo de Sacarose
36% foi adicionada a suspensdo viral (26 mL) lentamente pelas bordas do tubo. Os tubos
foram equilibrados e centrifugados a 14.000 rpm por 2 horas a 4 °C (ultracentrifuga Sorvall
OTD-Combi rotor AH629).

4.2.11 — Titulacdo Viral

A suspensdo viral foi inicialmente submetida a sonicacdo em banho de gelo em 3
ciclos de 30 segundos, com intervalos de 30 segundos entre cada ciclo. Foram feitas dilui¢des
seriadas dessa suspensdo em meio MEM incompleto, sendo utilizados 500 pL de cada
diluicdo para infectar as respectivas monocamadas de CEF em uma placa de 6 cavidades. Um
poco da placa foi reservado para controle de célula, sendo acrescentados 500 pL de MEM
incompleto. A adsorcdo foi feita a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO, e com
homogeneizacdo constante durante 1 hora. Em seguida, as monocamadas de células foram
lavadas com PBS 1X e acrescentados 2 mL de MEM contendo SFB a 2,5% em cada pogo. A
placa era incubada a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO; por 48 horas. Assim, apos 2 dias
de infecgdo, as placas foram analisadas no microscopio de fluorescéncia (Microscépio
invertido Olympus 1X71), onde focos de fluorescéncia verde fluorescente foram contados.

O titulo viral, nimero de unidades virais formadoras de placas (UFP) por mL, sera
expresso pelo numero médio de focos verdes observados nos pogos com a maior diluicdo
onde esses focos forem observados e o numero de focos sera multiplicando pelo inverso da

diluicdo por mL, e pelo fator de correcéo para 1 ml.
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4.2.12 — Deteccdo do mRNA para a proteina Luciferase

Para detectar 0 mRNA para a proteina Luciferase sintetizada pelo virus recombinante,
monocamadas de CEF foram infectadas com uma m.o.i. de 10 e as placas foram incubadas a

37°C, em uma atmosfera de 5% de CO, por 24 horas.

Apobs as 24 horas, as monocamadas de células foram raspadas, com o auxilio de
raspadores de silicone, e as solucBes resultantes foram centrifugadas por 2 minutos a
14.000 rpm (microcentrifuga Eppendorf 5415R). Os sedimentos foram suspensos com 250 pL
de meio MEM completo e as suspensdes virais obtidas foram utilizadas para a extracdo de
RNA.

O RNA foi extraido adicionando 750 pL de TRIzol® (Invitrogen) as suspensdes virais
e incubando as misturas por 5 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 10 minutos a 4°C (microcentrifuga Eppendorf 5415R) e o0s
sobrenadantes foram coletados, adicionados 250 pL de cloroformio e incubados por 10
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm
por 15 minutos a 4°C (microcentrifuga Eppendorf 5415R). Apés separacdo das fases, a fase
aquosa foi transferida para microtubos contendo 500 pL de isopropanol, as misturas foram
cuidadosamente homogeneizadas, por inversdo, e incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, para precipitacdo do RNA total, os microtubos foram centrifugados a
14.000 rpm por 10 minutos a 4°C (microcentrifuga Eppendorf 5415R). Os sobrenadantes
foram desprezados e os sedimentos foram lavados com etanol 70% por duas vezes. Os
sedimentos de RNA obtidos foram suspensos em 20 uL de H,O e quantificados por
espectrofotometria (espectrofotdbmetro ND-1000, NanoDrop, EUA).

As reacOes de transcricdo reversa foram realizadas em termociclador Gradient
Thermal Cycler (Biocycler MJ96+/MJ96G), sendo que 5 ug do RNA juntamente com 20
pmol do iniciador oligo-dT;s foram inicialmente incubados a 70°C por 5 minutos e, em
sequida, a 4°C por mais 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 4 pL de tampéo da
enzima ImProm-11™ 5X (Promega); 2,4 uL de MgCl, (25 mM); 1 pL de dNTPs (10 mM);
0,5 uL RNAsin (Ribonuclease Inhibitor — Promega) (40 U/uL); 1 uL de transcriptase reversa

ITM

ImProm-1 (Promega) e H,O DEPC até o volume final de 20 uL. As reacdes foram

mantidas a 25°C por 5 minutos, a 42°C por 60 minutos e, a seguir, a 70°C por 15 minutos.
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Aliquotas dos cDNAs obtidos foram, entdo, submetidos a amplificagdo por PCR e o restante

estocado a -20°C.

As reacOes de PCR foram realizadas da mesma forma que no item 4.2.9. Os produtos
obtidos foram separados em gel de agarose 1% em TBE 1X, acrescido de 0,5 pg/mL de
brometo de etidio a um potencial elétrico constante de 100 V. Os géis foram visualizados em
transiluminador ultravioleta e fotografados.

4.2.13 — Células Fibroblasticas de Embrides de Camundongo (MEFs)

Fibroblastos congelados, de embrido de camundongo selvagem ou deficiente para
PERK foram cedidos gentilmente pelo Prof. Aristobolo Mendes da Silva (Departamento de
Morfologia, ICB/UFMG). Essas células foram obtidas de embriGes desses camundongos com
13.5 dias e, imortalizadas com o antigeno T grande do virus simio SV-40 (RON &
HARDING, 2003).

MEFs-WT (52 passagem) e MEFs-PERK-KO (212 passagem) foram descongeladas em
banho-maria a 37° C, imediatamente apds o descongelamento as células foram transferidas
para garrafas T25 com 5 mL de meio completo contendo 10% SFB e incubadas a 37° C com
atmosfera Umida e contendo 5% de CO, (Thermo Scientific Forma® Series 11 3111 Water-
Jacket CO; Incubator) até atingir mais de 90% de confluéncia (cerca de 24 a 48 horas).

Apos atingir a confluéncia almejada, o meio foi descartado e as células lavada 3 vezes
com PBS 1X. Entdo 1 mL de solucdo de tripsina foi adicionada para soltar completamente a
monocamada celular. A acgdo da tripsina foi neutralizada com DMEM contendo 10% SFB e a
suspensdo celular transferida para um tubo Falcon de 50 mL e centrifugada durante 5 minutos
a 3.500 rpm (NUVE - NF 800R rotor RA200). O sobrenadante, descartado e o sedimento de
células suspenso em meio DMEM completo com 10% de SFB. Em garrafas T75, foi colocado
a suspenséo celular e meio DMEM completo com 10% de SFB para um volume final de 15
mL. Em seguida, as garrafas foram incubadas em estufa de CO, a 37 °C até atingir mais de
90% de confluéncia (cerca de 24 a 48 horas). Novamente as células foram repicadas e
transferidas para garrafas T150 e incubadas sobre as mesmas condi¢des. Apds 48 horas de
incubacéo foi adicionado 5 mL de solucdo de tripsina e a acdo da tripsina foi neutralizada
com DMEM contendo 10% SFB, a suspensao celular foi transferida para um tubo Falcon de
50 mL e centrifugada durante 5 minutos a 3.500 rpm. O sobrenadante, descartado e o
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sedimento de células suspenso em SFB contendo 10% de DMSO. Aliquotas dessa suspensdo

foram congeladas a -70° C.

4.2.14 — Extracdo de Proteinas Totais (WCE)

Para extracdo de proteinas totais de MEFs e CEFs infectadas com o0s vetores
recombinantes, monocamadas dessas células foram infectadas com diferentes MOI, apo6s 24
horas de incubacdo a 37° C em uma atmosfera de 5% de CO,, as células foram lavadas em
PBS 1X gelado por duas vezes em seguida foi adicionado tampdo de lise para obtengédo de
extrato protéico (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, Fluoreto de Sédio 10 mM, Glicerol 10%,
0.1 mM EDTA, 10 mM b-glicerofosfato) contendo inibidores de proteases (PMSF,
Ortovanadato de sédio, Leupeptina, Pepstatina, Aprotinina). A monocamada foi raspada e o
extrato celular bruto transferido para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL, incubados no gelo
por 15 minutos, sendo vortexado a cada 5 minutos e finalmente centrifugados
(microcentrifuga Eppendorf 5415R) a 10,000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e transferido para um novo tudo de microcentrifuga, sendo o sedimento descartado.
Aliquotas de cada extrato foram dosadas em ensaios de Bradford e trinta microgramas de cada

extrato foram fracionados por SDS-PAGE.

4.2.15 — Quantificacdo das proteinas (Método de Bradford)

O método de Bradford consiste em interacdo das proteinas com o corante BG-250
presente no reagente de Bradford, que faz com que esse corante absorva fortemente luz a

comprimento de onda de 595nm.

As quantificacbes foram feitas em placas de 96 pocos, na qual a cada poco foram
adicionados 200uL de H,O Mili-Q, 50uL do Reagente de Bradford (BioRad, EUA) e 2uL de
amostra ou dos padrbes. A absorbancia é medida em leitor de microplacas a 595nm, e os
resultados eram comparados com uma curva padrdo de BSA de valores conhecidos (1mg/mL,
0,5mg/mL, 0,25mg/mL, 0,125 mg/mL e 0,0625 mg/mL).
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4.2.16 — Fracionamento de proteinas em gel de poliacrilamida/SDS-PAGE

O fracionamento de proteinas para uso em ensaios de western-blot e analises da marcacao
metabdlica foram feitos em gel de poliacrilamida. O gel é composto por duas fases, sendo
uma superior com concentragdo 3,9% de acrilamida, denominada gel de empilhamento, que
serve para as proteinas alinhem no mesmo nivel no gel de eletroforese; e outra inferior com
concentracdo 10% de acrilamida, chamada gel de separacédo, na qual as proteinas separaram-

se de acordo com o seu peso/tamanho molecular.

O gel de separacao foi feito adicionando-se agua destilada, Tris 1,5M pH 8,8,
Acrilamida/Bis 30%, SDS 20%, APS 10% e TEMED. A mistura era adicionada entre as
placas do kit Mini-Protean® (Bio-Rad) até cerca de 1 cm abaixo de onde se encaixa o pente, e
esperava-se polimerizar. O gel de empilhamento era feito tal como o gel de separagéo,
mudando somente a concentracdo dos reagentes para obter o gel numa porcentagem de
acrilamida desejada, e ap6s o preparo, a mistura era adicionada sobre o gel de separacéo.

Acrescentou-se 0 pente para formar as canaletas e aguardada a polimerizagéo.

Antes de submetidas, as amostras eram aquecidas a 95°C por 10 minutos e s6 entdo eram
aplicadas no gel juntamente com o tampdo de amostra 2X (240mM Tris-HCI pH®6,8; 0,8%
SDS; 200mM Beta-mercaptoetanol; 4% glicerol; 0,02% azul de bromofenol). Os géis eram
colocados na cuba do kit Mini-Protean® em tampéo de corrida (0,25M Tris; 1,9M Glicina; 1%
SDS) e aplicada uma voltagem de 60V até as bandas se alinharem no limite entre as duas

fases do gel. Em seguida aplicava-se 120V até as bandas chegarem ao final do gel.

4.2.17 — Ensaios de Western-blot

Apbs o fracionamento, as amostras eram transferidas para membranas de decafluoreto de
polivinil — PVDF (GE Healthcare, Armesham Hybond™-P) durante 1 hora e 30 minutos a um
potencial elétrico constante de 90 V. Em seguida, era realizado o bloqueio para evitar
marcacdo inespecifica, deixando a membrana por 1 hora a temperatura ambiente ou overnight
a 4°C em tampdo de bloqueio 2,5% [ 2,5% (p/v) de leite desnatado em p6 em TTBS 1X (50
mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl e Tween-20 a 0,1%)]. Em seguida as membranas foram
lavadas com tampéo de bloqueio 0,5% por trés vezes, 10 minutos cada. A marca¢do com o

anticorpo primario policlonal anti-luc (Promega) foi feita usando diferentes intervalos de
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tempo, que variaram desde 1 hora a temperatura ambiente a mais de 16 horas a 4°C usando
diluicdes que foram de 1:200 a 1:10000. Posteriormente, as membranas eram novamente
lavadas com tampdo de bloqueio 0,5% por trés vezes, 10 minutos cada. A reacdo com 0S
anticorpos secundarios (anticorpos anti-IgG de cabras conjugados a peroxidase, Abcam®)
ocorreu durante 1 hora a temperatura ambiente e, foi seguida de 3 lavagens com tampéo de
blogueio 0,5%. Por Gltimo, as membranas foram reveladas utilizando métodos colorimétricos
(4CN) e quimioluminescentes (Kit ECL™ Plus Western Blotting Detection System, GE
Healthcare). Neste ultimo caso também era utilizado o filme Armesham Hyperfilm ECL (GE
Healthcare), conforme instrucdes do fabricante.

4.2.18 — Plasmidio pGL3 control vector

O plasmidio pGL3-Control Vector (5256 pb) (Promega) cedido gentilmente pelo prof.
Aristobolo Mendes da Silva foi usado como controle nesse trabalho, fornece uma base para
analises quantitativas de fatores que potencialmente regulam a expressdo génica. Esses fatores
podem ser cis-acting, como os promotores e enhancers ou, trans-acting, como varios fatores
de ligacdo ao DNA. Os plasmideos pGL3 possuem como esqueleto o plasmideo pGL2
Luciferase Reporter Vectors, que foi redesenhado para aumentar a expressao e contém uma
regido codificadora para Luciferase de vagalume (Photinus pyralis) otimizada para o
monitoramento da atividade transcricional em células eucarioticas transfectadas (Figura 17).
O ensaio desse reporter € rapido, sensivel e quantitativo. Em adicdo, esse contém numerosas

caracteristicas ajudando na caracterizacdo estrutural das sequéncias reguladoras.
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Figura 17: Representacdo esquematica do plasmideo pGL3-Control Vector. AmpR: B-lactamase; ori:
origem de replicacdo bacteriana; luc+: Luciferase; MCS: sitio multiplo de clonagem

4.2.19 — Obtencdo dos plasmidio em pequena escala (Mini-preparacdes de
DNA plasmidial)

Para amplificacdo dos plasmidios (pGL3), bactérias gram negativos Escherichia coli da
linhagem XL10-Gold® ultracompetent cells (Stratagene), preparadas de acordo com o
protocolo descrito por SAMBROOK e colaboradores (2001).

Assim, cerca de 2 uLL do plasmideo foram adicionados a 100 uL de bactérias XL10-Gold
guimiocompetentes e imediatamente incubados em banho de gelo por 30 minutos.
Posteriormente, as células foram submetidas a um choque térmico a 42 °C por 45 segundos e
logo apos, colocadas por 2 minutos no gelo novamente. Em seguida, foram adicionados 500
pL de meio Luria-Bertani (LB) sem antibiotico (Bacto-triptona a 1% p/v; extrato de levedura
a 0,5% p/v; 171 mM NacCl) e as bactérias foram incubadas a 37°C (New Brunswick Scientific
Classic Series C24 incubator/shaker), sob agitagéo de 250 rpm, por 1 hora (HANAHAN et al.,
1991). A cultura bacteriana resultante foi centrifugada a 14.000 rpm (microcentrifuga
Eppendorf 5415C) por 1 minuto ¢ o sedimento homogeneizado em 100 pL de LB. A
suspensdo foi inoculada em placas de Petri contendo LB-agar (Bacto-triptona a 1% plv;
extrato de levedura a 0,5% p/v; 171 mM NaCl e 1,5% de &gar) suplementado com ampicilina
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(100 pg/mL), as placas foram incubadas a 37°C (Fanem - modelo 051) e o crescimento
bacteriano foi observado apds 16 horas (SAMBROOK et al., 2001).

Algumas colbnias crescidas nas placas, oriundas do processo de transformacéo, foram
inoculadas em 1 mL de meio LB 1X contendo ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37°C
com agitacdo de 250 rpm (microcentrifuga Eppendorf 5415C) por aproximadamente 2 horas.
A verificacdo da presenca do inserto foi feita por PCR, na qual 2 pL da cultura bacteriana
foram utilizados como molde em reacdes com perfil idéntico as descritas no item 4.2.9. Os
produtos amplificados obtidos foram fracionados em gel de agarose 0.8% em TBE 0,5X,
acrescido de 0,5 pg/mL de brometo de etidio a um potencial elétrico constante de 100 V. Os
géis foram visualizados em transiluminador ultravioleta e fotografados. Aliquotas das culturas
identificadas como positivas para a presenca do inserto foram congeladas em glicerol a
40% v/v a -70°C.

Algumas colonias positivas para o gene da luciferase, foram inocluladas em 10 mL de
meio LB 1X contendo ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37°C (New Brunswick Scientific
Classic Series C24 incubator/shaker) com agitacdo de 250 rpm por aproximadamente 16
horas. Apos esse periodo foram feitas aliquotas das culturas que foram congeladas em glicerol
a 40% v/v a -80°C.

Em seguida, o restante das culturas foi utilizado para obtencdo de DNA plasmidial em
pequena escala, empregando-se o Kit Wizard Plus SV Miniprep (Promega-EUA), conforme
instrucdes do fabricante. O DNA obtido foi quantificado por espectrofotometria
(espectrofotdbmetro ND-1000, NanoDrop, EUA) e a sua integridade foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 0.8% em TBE 0,5X, acrescido de 0,5 pg/mL de brometo de
etidio (Invitrogen) a uma voltagem constante de 80 V. O DNA plasmidial dos vetores foram

estocados a -20°C.

4.2.20 — Ensaios de atividade da proteina repdrter Luciferase

Para analise da atividade da Luciferase, placas de 12 po¢cos monocamadas de células CEFs
foram infectadas com os rMVAs (MVA-HASS-Luc ou MVA-Luc) ou como controle, foram
transfectadas com o plasmideo pGL3 control vector (Promega). Para isso, 1 mL de uma
solugdo contendo “complexos de DNA/lipofetamina” foi adicionado a uma cavidade da placa.
Os “complexos de DNA/lipofetamina” foram preparados, misturando uma solu¢ao contendo

2 ug de pGL3 control vector e 50 pL de Opti-MEM com uma segunda solugéo contendo 5 pL
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de lipofetamina e 50 pL de Opti-MEM, sendo o volume completado para 1 mL com Opti-
MEM. As células foram cobertas pela solu¢do com os complexos de lipofetamina e incubadas
a 37°C, em uma atmosfera de 5% de CO; por 5 horas. Apds esse periodo, 0 meio das células
foi descartado e as mesmas lavadas com PBS, sendo retirado 0 maximo de solucéo possivel.
Em seguida as células foram lisadas por 15 minutos a TA com 200ul de reporter lysis buffer
1x (Promega) sob homogenizacdo. Apos a lise, o lisado foi transferido para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL e centrifugados a 13.000 rmp por 15 minutos a 4°C. Para 0 ensaio
da atividade da luciferase, 20 pl do lisado foram adicionados a cada pogo de uma placa
FluoroNunc™ de noventa e seis pocos, seguido da adi¢do de 40 pL do substrato luciferina de
Photinus pyrallis (reagente LAR |1 do kit DLR) e homogeneizado por pipetagem. A leitura foi
feita em luminémetro lumindmetro (Lumicount Packard BioSciences) pelo programa Reader
(Packard BioSciences) e os resultados expressos em Relative Light Units (RLU). Para a
normalizacdo dos dados, foi quantificado a concetracdo de proteinas pelo método de Bradford

e dividido os valores de RLU pela concentrag¢ao de proteinas por pl de lisado.

4.3 — Andlise da ocorréncia de estresse do reticulo endoplasmatico (RE)
4.3.1 - RT-PCR-RFLP

Para definir os eventos de sinalizacdo ao nivel do estresse do RE desencadeados pelos
vetores recombinantes, foi analisada a atividade da proteina cinase IREL investigando o

processamento de seu substrato (XBP-1) e a influencia de PERK sobre esse processo.

IRE1 é uma endonuclease que cliva um intron residual de 26 nucleotideos presente no
MRNA do fator de transcricdo XBP-1 (CALFON et al., 2002). Para avaliar se ocorria ativacao
da cinase IRE1, o RNA total era obtido das células e posteriormente transcrito reversamente a
primeira fita de cDNA na presenca de oligo-dTs, dNTPs e transcriptase reversa MMLV-RT
(200U, SuperScript 111). A reacgdo ocorreu a 42°C por 60 minutos, seguida de inativacdo da
enzima MMLV-RT a 65°C por 15 minutos. Um décimo da reacdo de cDNA foi utilizado para
a amplificagdo por RT-PCR de um segmento de 600-pb do fator de transcricdo XBP-1 com os
iniciadores MUXBP-3S (5-AAACAGAGTAGCAGCGCAGACTGC-3") e MUXBP-2AS
(5-GGATCTCTAAAACTAGAGGCTTGGTG-3") nas seguintes condicdes: 94°C/4” seguido
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de 35 ciclos de 94°C/10”, 68°C/30”, 72°C/30”, e extensdo final a 72°C/10’. Finalmente, um
terco do volume da reacdo de RT-PCR era submetido a digestdo enzimatica com Pstl a 37°C
por 3 horas. No intron processado de 26 nucleotideos do mRNA de XBP-1 existe um sitio de
restricdo para a enzima Pstl. Portanto, a amplificacdo por PCR de segmentos de XBP1 a partir
de células que sofreram estresse do RE, ndo continham esta sequéncia, 0 que nos permitiu
diferenciar o mRNA de XBP1 processado do ndo processado, apos a digestdo enzimatica do
produto de PCR com Pstl e fracionamento em gel de agarose 1,4%. Como controles positivos
da inducédo do processamento de XBP-1, utilizamos agentes que causam estresse no RE como
BFA ou DTT nos experimentos.
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V — RESULTADOS

5.1 — Sequenciamento e Analise das Sequéncias pLW44-HASS-Luc e
pLW44-Luc

Para verificar se houve mutacfes na sequéncia da Luciferase durante o processo de
construcdo dos plasmidios, os clones desses plasmidios foram sequenciados. Por dificuldades
técnicas no sequenciamento de todo inserto na época da construcdo, os plasmidios foram

submetidos a novos sequenciamentos apos o inicio da construcdo dos virus recombinantes.

Apds analise dos cromatogramas, sequéncias consenso geradas foram avaliadas com o
intuito de verificar se o gene para a proteina Luciferase estava em condi¢cdes adequadas para a
expressao. As sequéncias consenso foram alinhadas com a amostra controle EF090416.1,
depositada no banco de dados GenBank. Os resultados dos sequenciamentos nos permitiram
concluir que a amostras apresentavam o gene da Luciferase sem mutagdes que implicassem
em mudanca de aminoacido (FIGURA 18 e 19) e, por isso, teriam plenas condi¢des para

expressar a proteina.



L1.2.3.col.1
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Consensus
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Consensus
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Consensus
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Consensus
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EF090416.1
Consensus
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EF030416,1
Consensus

1 10 20 30 40 50 60 70 a0 90 100 110 120 130
I I
ATGGARGACGCCARARACATI CCGGCGCCATTCTATCCTCTAGAGGATGGARCCGCTGGAGAGCARCTGCATARGGC TATGARGAGATACGCCCTGGTTCCTGGAACAATTGCTTTTACAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 1

ATGCACATATCGAGGTGARCATCACGTACGCGGAATACTTCGARATGTCCGTTCGGTTGGCAGAAGC TATGARACGATATGRGC TGAATACARATCACAGARTCGTCGTATGCAGTGARAACTCTCTTCA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |

ATTCTTTATGCCGGTGTTGGGCGCGTTATTTATCGGAGT TGCAGTTGCGCCCGCGARCGACATTTATARTGAACGTGAATTGCTCARCAGTATGAACATTTCGCAGCCTACCGTAGTGTTTGTTTCCAAA

39 400 a10 420 430 440 450 460 4a470 480 490 500 510 520
|

|
CCAGARARTTATAARTCATGGATTCTTATACGGATTACCAGGGATTTCAGTCGATGTACACGTTCGTCACATCTCATCTACCTC
AAGGGGTTGCARRRAATTTTGARCGTGCARARARARTTACCARTARTCCAGAARATTATTATCATGGATTCTARRARCGGATTACCAGGGATTTCAGTCGATGTACACGTTCGTCACATCTCATCTACCTC
rtsrssssssssssrrssssasssssssssansssssssnssssssLCAGAARATTATAATCATGGATTCTaRAACGGATTACCAGGGATTTCAGTCGATGTACACGTTCGTCACATCTCATCTACCTC

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 640 650

| |
CCGGTTTTARTGRAATACGATTTTGTACCAGAGTCCTGTGATCGTGACARGACARTTGCACTGATAATGARTTCCTCTGGATCTACTGGGTTACCTAAGGGTGTGGCCCTTCCGCATAGARCTGCCTGCGT
CCGGTTTTARTGAATACGATTTTGTACCAGAGTCCTTTGATCGTGACARRACART TGCACTGATARTGARTTCCTCTGGATCTACTGGG T TACCTAAGGGTGTGGCCCTTCCGCATAGARCTGCCTGCGT
CCGGTTTTARTGRAATACGATTTTGTACCAGAGTCCTETGATCGTGACARACARTTGCACTGATAATGARTTCCTCTGGATCTACTGGGTTACCTAAGGGTGTGGCCCTTCCGCATAGARCTGCCTGCGT

651 :121] 670 680 690 Foo 710 720 730 740 750 760 T 780

1 1
CAGATTCTCGCATGCCAGAGATCCTATTTTTGGCARTCARRTCATTCCGGATACTGCGATTTTARGTGTTGTTCCATTCCATCACGGTTTTGGARTGTTTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGATTT
CAGATTCTCGCATGCCAGAGATCCTATTTTTGGCAATCARATCATTCCGGATACTGCGATTTTARGTGTTGTTCCATTCCATCACGGTTTTGGARTGTTTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGATTT
CAGATTCTCGCATGCCAGAGATCCTATTTTTGGCAATCARATCATTCCGGATACTGCGATTTTARGTGTTGTTCCATTCCATCACGGTTTTGGARTGTTTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGATTT

781 790 800 810 a20 830 840 850 860 a70 880 890 900 910

| |
CGAGTCGTCTTARTGTATAGATTTGARGARGAGCTGTTTTTACGATCCCTTCAGGAT TRCARARTTCARRGTGCGTTGCTAGTACCAACCCTATTTTCATTCTTCGCCARARGCACTCTGATTGACARAT
CGAGTCGTCTTARTGTATAGATTTGARGARGAGCTGTTTTTACGATCCCTTCAGGATTACARAATTCARAGTGCGTTGCTAGTACCARCCCTATTTTCATTCTTCGCCARARGCACTCTGATTGACARAT
CGAGTCGTCTTARTGTATAGATTTGARGARGAGCTGTTTTTACGATCCCTTCAGGAT TRACARRATTCARAGTGCGTTGCTAGTACCAACCCTATTTTCATTCTTCGCCARAAGCACTCTGATTGACARAT

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
| |
ACGATTTATCTARTTTACACGARRTTGCTTCTGGGGGCGCACCTCTTTC TCGGGGAAGCGGTTGCARARCGCTTCCATCTTCCAGGGATACGACARGGATATGGGCTCACTGAGACTACATC
ACGATTTATCTARTTTACACGAARTTGCTTCTGGGGGCGCACCTCTTTC TCGGGEAAGCGGTTGCARARCGCTTCCATCTTCCAGGGATACGACARGGATATGGGCTCACTGAGACTACATC
ACGATTTATCTARTTTACACGARATTGLTTCTGGGRGLGCACCTCTTTE TCGGGEAAGCGGTTGCARARCGCTTCCATCTTCCAGGGATACGACARGGATATGGGCTCACTGAGACTACATC

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
| |
AGCTATTCTGATTACACCCGAGGGGGATGATAAACCGGGLGCGGTCGGTARAGTTGTTCCATTTTTTGARGCGARGGTTGTGGATCTGGATACCGGGARARCGCTGGGCGT TARTCAGAGAGGCGGATTA
AGCTATTCTGATTACACCCGAGGGGGATGATARACCGGGCGCGGTCGGTARAGTTGTTCCATTTTTTGARGCGARGGTTGTGGATCTGGATACCGGGARARCGCTGGGCGT TARTCAGAGAGGCGARTTA
AGCTATTCTGATTACACCCGAGGGGGATGATARACCGGGLGCGGTCGGTARAGTTGTTCCATTTTTTGARGCGARGGTTGTGGATCTGGATACCGGGARARCGCTGGGCGT TARTCAGAGAGGCGAATTA

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

1 1
TGTGTCAGAGGACCTATGATTATGTCCGGT TATGTARRCARTCCGGAAGCGACCARCGCCTTGATTGACARGGATGGATGGCTACATTCTGGAGACATAGC T TACTGGGACGARGACGARCACTTCTTCA
TGTGTCAGAGGACCTATGATTATGTCCGGT TATGTARACAATCCGGAAGCGACCARCGCCTTGATTGACARGGATGGATGGCTACATTCTGGAGACATAGCT TACTGGGACGARGACGARCACTTCTTCA
TGTGTCAGAGGACCTATGATTATGTCCGGT TATGTARRCARTCCGGAAGCGACCARCGCCTTGATTGACARGGATGGATGGCTACATTCTGGAGACATAGC T TACTGGGACGARGACGARCACTTCTTCA

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1
TAGTTGAACGCTHGGARGTCATTAATTCAATACAAAGGATA

TAGTTGACCGCTTG-ARGTCTTTART TRAARTACAAAGGATATCAGGTGGCCCCCGCTGAATTGGARTCGATATTGT TRCARCACCCCARCATCTTCGACGCGGGCGTGRCAGGTCTTCCCGACGATGACG
TAGTTGAACEC TG, ARGTCATTARTTaAATACAARAGGATA, cvvvrrrererrrreresenrsrrssnserssrssssssresrssnrssssrasesssrssessrrssrsenserssrssssssrers

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1960
| |
CCGGTGAACTTCCCGCCGCCGTTGTTGTTTTGGAGCAC GATGACGGEARARRGAGATCGTGGATTACGTCGCCAGTCARGTARCARCCGCGARAAAGT TGCGCGGAGGAGTTGTGTTTGTGGA

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 16501654
| |

CGARGTACCGARRGGTCTTACCGGARRACTCGACGCARGARARATCAGAGAGATCCTCATARRGGCCARGARGGGCGGARRGTCCARATTGTAR

FIGURA 18: Alinhamento entre a sequéncia do gene da Luciferase clonado no
pLW44 e a sequéncia controle EF090416.1. O alinhamento foi realizado pelo software
““Multialin™ disponivel online em
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html., e revisado manualmente. Os 1653
nucleotideos correspondentes ao gene da Luciferase obtiveram 99,33% de similaridade
com a sequéncia controle EF090416.1. As sequéncias em comum estdo em vermelho
enquanto os nucleotideos em preto correspondem a sequéncias ainda nao lidas em
sequenciador ou com auséncia de similaridade. Os nucleotideos em azul correspondem a
baixa similaridade. Os pontos (.) indicam falta de identidade e os tracos (-) indicam
auséncia de reconhecimento de nucleotideos.
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L2.2.3.col.3
EF030416,1
Consensus

L2.2,3.col.3
EF030416,1
Consensus

L2.2,3.col.3
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Consensus

L2.2,2.col.3
EF090416,1
Consensus

12,2.3.c0l.3
EF090416,1
Consensus

12,2.3.c0l.3
EF030416.1
Consensus

L2.2.3.co0l.3
EF090416.1
Consensus

L2.2.3.col.3
EF090416.1
Consensus

L2.2,3.col.3
EF030416,1
Consensus

L2.2.3.c0l.3
EF090416.1
Consensus

L2.2.3.c0l.3
EF090416,1
Consensus

L2.2.3.c0l.3
EF030416,1
Consensus

12.,2.3.c0l.3
EF090416.1
Consensus

L2.2.3.col.3
EF090416.1
Consensus

L2.2.3.co0l.3
EF090416.1
Consensus

12,2.3.c0l.3
EF090416,1
Consensus

FIGURA 19: alinhamento entre a sequéncia do gene da Luciferase, adicionado do peptideo
sinal HASS, clonado no plasmideo pLW44, e a sequéncia controle EF090416.1. O alinhamento
realizado pelo software “"Multialin™ disponivel online em
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html., e revisado manualmente. Dos 1701
nucleotideos totais, os primeiros 48 sdo referentes ao sinal de enderecamento HASS, os 1653
restantes correspondem ao gene da Luciferase e obtiveram praticamente 100% de similaridade com
a sequéncia controle EF090416.1. As sequéncias em comum estdo em vermelho enquanto os
nucleotideos em preto correspondem as sequéncias do plasmideo pLW44. Em verde estdo os
nucleotideos relativos ao peptideo sinal HASS. Os pontos (.) indicam falta de identidade. Os

foi

1 10 20 30 A 50 B0 70 80 90 100 110 120 130

1 1
CGGGATCACTCTCGGCATGCACGAGCTETACARGTARGCGGCCGCTGGTACCCARCCTAARARTTGARAATARRTACAARGGTTCTTGAGGGTTGTGTTARATTGARAGCGAGARATARTCATAARTARG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| 1
CCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACATGAAGACTATCATTECTTTGAGCTACATTTTCTGTCTGETTTTCGCCGARGACGCCARARACATI CL GCCATTCTATCCTCTAGAGGATGGARC
ATGGARGACGCCAARARCATARRGARAGGCCCGGCGCCATTCTATCCTCTAGAGGATGGARC

GCCARARACAT CCGECGCCATTCTATCCTCTAGAGGATGGAAC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| 1
CGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGCTATGARGAGATACGCCCTGGTTCCTGGARCAATTGCTTTTACAGATGCACATATCGAGGTGARCATCACGTACGCGGARTACTTCGARRTGTCCGTTCGETTGGCA
CGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGC TATGARGAGATACGCCCTGGT TCCTGGARCAATTGCTTTTACAGATGCACATATCGAGG TGARCATCACGTACGCGGAATACTTCGARRTGTCCGTTCGET TGGCA
CGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGC TATGARGAGATACGCCCTGGTTCCTGGARCARTTGCTTTTACAGATGCACATATCGAGGTGARCATCACGTACGCGGARTACTTCGARRTGTCCGTTCGETTGGCA

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| 1
GARGCTATGARACGATATGGGCTGARTACARATCACAGAATCGTCGTATGCAGTGARARCTCTCTTCARTTCTTTATECCGGTGTTGGECGCGTTATTTATCGGAGT TECAGT TGCGCCCGCGAACGACA
GARGCTATGARACGATATGGGC TEGARTACARATCACAGARTCGTCGTATGCAGTGARAACTCTCTTCARTTCTTTATGCCGGTGT TRGGECGCGT TATTTATCGGAGT TRCAGT TGCGCCCGCGAACGACA
GARGCTATGARACGATATGGGC TEARTACARATCACAGAATCGTCGTATGCAGTGARARCTCTCTTCARTTCTTTATGCCGRTGTTGGECGCGTTATTTATCGGAGT TRCAGT TGCGCCCGCGAACGACA

521 630 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

| 1
TTTATARTGARCGTGARTTGCTCAACAGTATGARCATTTCGCAGCCTACCGTAGTGTTTGTTTCL TTGCARRARATTTTGAACGTGCARARARARTTACCARTAATCCAGARAATTATTAT
TTTATARTGARCGTGARTTGCTCAACAGTATGARCATTTCGCAGCCTACCGTAGTGTTTGTTTCCAAARAGGGET TGCARARAATTTTGARCGTGCARARARAAT TACCARTAATCCAGARAATTATTAT
TTTATARTGARCGTGARTTGCTCAACAGTATGAACATTTCGCAGCCTACCGTAGTGTTTGTTTCCARARAGGGET TGCARARAATTTTGARCGTGCARARARAATTACCARTAATCCAGARAATTATTAT

651 660 670 680 690 00 710 720 730 70 750 760 770 780

| 1
CATGGATTCTARAACGGAT TACCAGGGATTTCAGTCGATGTACACGTTCATCACATCTCATCTACCTCCCGGTTTTARTGARTACGATTTTGTACCAGAGTCCTTTGATCGTGACARARCARTTGCACTG
CATGGATTCTARAACGGAT TACCAGGGAT TTCAGTCGATGTACACGTTCGTCACATCTCATCTACCTCCCGGTTTTARTGARTACGAT TTTGTACCAGAGTCCTTTGATCGTGACARARCARTTGCACTG
CATGGATTCTARAACGGATTACCAGGGATTTCAGTCGATGTACACGTTCGTCACATCTCATCTACCTCCCGGTTTTARTGARTACGATTTTGTACCAGAGTCCTTTGATCGTGACARAARCARTTGCACTG

781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910

| 1
ATARTGAATTCCTCTGGATCTACTGGGT TACCTARGGGTGTGGCCCTTCCGCATAGARCTGCCTGCGTCAGATTCTCGCATGCCAGAGATCCTATTTTTGGCARTCARATCATTCCGGATACTGCGATTT
ATARTGAATTCCTCTGGATCTACTGGGTTACCTARGGGTGTGGCCCTTCCGCATAGARCTGCCTGCGTCAGATTCTCRCATGCCAGAGATCCTATTTTTGGCARTCARRTCATTCCGGATACTGCGATTT
ATARTGAATTCCTCTGGATCTACTGGGTTACCTARGGGTGTGGCCCTTCCGCATAGARCTGCCTGCGTCAGATTCTCECATGCCAGAGATCCTATTTTTGGCARTCARATCATTCCGGATACTGCGATTT

911 920 930 940 50 960 970 980 390 1000 1010 1020 1030 1040
| 1
TARGTGTTGTTCCATTCCATCACGGTTTTGGARTGTTTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGATTTCGAGTCGTCTTARTGTATAGATT TGARGARGAGCTGTTTTTACGATCCCTTCAGGAT TACAR
TARGTGTTGTTCCATTCCATCACGGTTTTGGARTGTTTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGATTTCGAGTCGTCTTARTGTATAGATTTGAAGARGAGCTGTTTTTACGATCCCTTCAGGATTACAR
TARGTGTTGTTCCATTCCATCACGGTTTTGGARTETTTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGATTTCGAGTCGTCTTARTGTATAGATTTGARGARGAGCTGTTTTTACGATCCCTTCAGGATTACAR

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
| 1

AATTCARAGTGCGTTGCTAGTACCARCCCTATTTTCATTCTTCGCCARARGCACTCTGATTGACARATACGATTTATCTARTTTACACGARRTTGCTTCTGGGGGCGCACCTCTTTCGARAGARGTCGGG
ARTTCARAGTGCGTTGCTAGTACCARCCCTATTTTCATTCTTCGCCARARGCACTCTGATTGACARATACGATTTATCTARTTTACACGARAT TGCTTCTGGGGGCGCACCTCTTTCGARAGARGTCGGG
AATTCARAGTGCGT TGCTAGTACCARCCCTATTTTCATTCTTCGCCARARGCACTCTGATTGACARATACGATTTATCTARTTTACACGARAT TGCTTCTGGGEECGCACCTCTTTCGARRGARGTCGGG

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
1 1

GARGCGGTTGCARARCGCTTCCATCTTCCAGGGATACGACARGGATATGGGC TCACTGAGACTACATCAGCTATTCTGATTACACCCGAGGGGGATGATARACCGGGCECGGTCGGTARAGTTGTTCCAT
GARGCGGTTGCARARCGCTTCCATCTTCCAGGGATACGACARGGATATGEGC TCACTGAGACTACATCAGCTATTCTEATTACACCCGAGGGGGATGATARACCGGGCECGGTCGGTARAGTTETTCCAT
GARGCGGT TGCARARCGCTTCCATCTTCCAGGGATACGACARGGATATGEGC TCACTGAGACTACATCAGCTATTCTGAT TACACCCGAGGGGGATGATARACCGGGCECGGTCGGTARAGT TETTCCAT

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
1 1
TTTTTGARGCGARGGTTGTGGATCTGGATACCGGEARARCGCTGGGCGTTARTCAGAGAGGCGGATTATGTGTCAGAGGACCTATGATTATGTCCGGTTATGTARACARTCCGGARGCGACCARCGCCTT
TTTTTGARGCGARGGTTGTGGATCTGGATACCGGGARARCGCTGGGCGTTARTCAGAGAGGCGARTTATGTGTCAGAGGACCTATGATTATGTCCGGTTATGTARACARTCCGEGARGCGACCARCGCCTT
TTTTTGAAGCGAAGGT TGTGGATCTGGATACCGGEARAACGCTGGECGTTARTCAGAGAGGCGaATTATGTGTCAGAGGACCTATGAT TATGTCCGGT TATGTARACARTCCGGARGCGACCARCGCCTT

1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
| 1

GATTGACAAGGATGGATGGC TACAT TCTGGAGACATAGCT TACTGGGACGARGACGARCACTTCTTCATAGT TGACCGCT TGARGTCTTTART TARATACARAGGATATCAGETGGCCCCCGCTGRAATTG
GATTGACARGGATGGATGGCTACATTCTGGAGACATAGCTTACTGGGACGARGACGARCACTTCTTCATAGTTGACCGCTTGARGTCTTTART TARATACARAGGATATCAGETGGCCCCCGCTGARTTG
GATTGACAAGEATGEATGGCTACATTCTGGAGACATAGCTTACTGRGACGARGACGARCACTTCTTCATAGTTGACCGCTTGARGTCTTTARTTARATACARAGGATATCAGRTGGCCCCCGCTGARTTG

1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
| 1

GAATCGATATTGTTACAACACCCCARCATCTTCGACGCEGGCGTGECAGGTCT TCCCGACGATGACGCCGGTGAACTTCCCGCCGCCGTTGTTGTTTTGGAGCACGGARAGACGATGACGGARARRGAGA
GAATCGATATTGTTACARCACCCCARCATCTTCGACGCGGGCGTGECAGGTCTTCCCGACGATGACGCCGGTGAACTTCCCGCCGCCGTTGTTGTTTTGGAGCACGGARAGACGATGACGGARRARGAGA
GAATCGATATTGTTACARCACCCCARCATCTTCGACGCEGGCGTGECAGETCTTCCCGACGATGACGCCGGTGAACTTCCCGCCECCGTTGTTGTTTTGEAGCACGGARAGACGATGACEGARAARGAGA

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
| 1
TCGTGGATTACGTCGCCAGTCARGTAACARCCGCGARAAAGT TGCECGGAGGAGTTGTGTTTRTGGACGAAG TACCGAARGGTCT TACCGGAAAAC TCGACGCARGARAAATCAGAGAGATCCTCATARA
TCGTGGATTACGTCGCCAGTCARGTARCARCCGCGARARAGTTGCGCGGAGGAGTTGTGTTTGTGGACGAAGTACCGAARGGTCTTACCGGARAAC TCGACGCARGARRARTCAGAGAGATCCTCATARA
TCGTGGATTACGTCGCCAGTCARGTARCARCCGCGARARAGTTGCGCGGAGGAGTTGTGTTTGTGGACGAAGTACCGAARGGTCTTACCGGARAACTCGACGCARGARRAATCAGAGAGATCCTCATARA
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| 1

GECCARGAAGEGCGGARAGTCCARAT TGTARCTGCAGGGARGT TTTATAGGTAGTTGATAGARCARARTACATAATTTTGTARRARATARATCACTTTTTATACTARTATGACACGATTACCAATACTTTT
GECCARGARGGGCGGARAGTCCARATTGTAA
GGCCAAGARGGGLGEARAGTCCARATTGTAR. . v errrerrerssaressrssressrarrsssrarsssrsssrsrressrarsessrarssasessrsrressrarsessrarssnsessrsrrese
1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2017

1

GTTACTAATATCATTAGTATACGCTACACCTTTTCCTCAGACATCTARAGATAGGTGATGATGCACT

nucleotideos em azul diferem dos sequenciados.
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5.2 — Producéo dos Virus Recombinantes

A selecdo dos MVA recombinantes ocorre com base na expressdo do gene repOrter
GFP, uma vez que o MVA e respectivos recombinantes ndo geram placas de lise em
monocamadas celulares, o que dificultaria a selecdo de clones recombinantes na auséncia
deste indicio marcador. Cabe observar 0 aumento do tamanho dos clones a medida que as
selecOes sdo realizadas, o que indica a diminuicdo da competicdo entre os clones

recombinantes e eventuais contaminantes selvagens.

Na FIGURA 20 estdo mostrados os resultados do processo de selecdo dos virus

recombinantes.

Figura 20 — Rodadas de selegdo dos virus recombinantes. Fotografias dos clones coletados
durante as rodadas de selecdo dos virus recombinantes (aumento de 400x, tamanho). Em (A),
fotografias que mostram o crescimento em tamanho de clones do MVVA-GFP-Luc obtidos durante as
passagens sucessivas em placa. Em (B), fotografias que mostram o crescimento em tamanho de

clones do MVA-GFP-HASS-Luc semelhante aos obtidos para o virus sem o peptideo sinal.
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5.3 — Deteccdo do Gene para a Proteina Luciferase

Por meio de varios experimentos para extracdo do DNA e PCR, o gene para a proteina
Luciferase foi detectado em células infectadas com os virus recombinantes, confirmando, a
presenca do inserto no genoma viral (Figura 21 e 22). Estes resultados sdo representativos de

todos os experimentos feitos para detectar a presenca deste inserto no genoma do virus.

1000ph

Figura 21: Amplificagdo do DNA codificador para a proteina Luciferase
com os iniciadores INT-Luc-F e INT-Luc-R. Visualizagao ap6s fracionamento
eletroforético em gel de agarose 0,8% e TBE 0,5X dos produtos da PCR.
Fotografia com padrdo de cores invertida pelo software Image J — version 1.47
(RASBAND, W. — NIH). PM, padrdo de tamanho molecular 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen); pLW44/Luc, controle positivo; CN, controle negativo; 1A,
1B e 1.2, MVA-GFP-Luc; 2A e 2B, MVA-GFP-HASS-Luc

PM pGL3 CN 1A 1B 12 2A 2B pLW44/Luc

1000pb

500pb

Figura 22: Nested PCR. Amplificacdo do DNA codificador para a proteina
Luciferase com os iniciadores pLW44-F e pLW44-R seguido de amplificacdo
com os iniciadores INT-Luc-F e INT-Luc -R. Visualizagdo ap6s fracionamento
eletroforético em gel de agarose 0,8% e TBE 0,5X dos produtos da PCR. PM,
padrdo de tamanho molecular 1Kb DNA Ladder (Promega); 1A, 1B e 1.2, MVA-
GFP-Luc; 2A e 2B, MVA-GFP-HASS-Luc; pLW44/Luc e pGL3, controles
positivos; CN, controle negativo;
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5.4 — Deteccdo do mRNA para a proteina Luciferase

Além da deteccdo do gene para a proteina Luciferase, foi feita a deteccdo do mRNA
para essa proteina em células infectadas pelos virus recombinantes, como analise da
confirmacéo da transcricdo dos genes exdgenos pelas construgdes virais. Como observado, as
construcdes foram capazes de gerar mRNAs especificos para 0s genes recombinantes
corroborando os dados obtidos a partir do DNA e indicando que a proteina recombinante

Luciferase pode estar sendo expressa (Figura 23).

PM C+ C- 1A 1B 12 2A 2B pGL3

1000ph

Figura 23: Amplificacdo do cDNA codificador para a proteina
Luciferase com os iniciadores INT-Luc -F e INT-Luc-R.
Visualizagdo ap6s fracionamento eletroforético em gel de agarose 0,8%
e TBE 0,5X dos produtos da PCR. PM, padrdo de tamanho molecular
1Kb DNA Ladder (Promega); C+, controle positivo correspondente a
infeccdo com MVA selvagens e transfeccdo com pLW44/Luc; C-,
controle negativo; 1A, 1B e 1.2, MVA-GFP-Luc; 2A e 2B, MVA-GFP-
HASS-Luc.

5.5 — Deteccdo da expressdo da proteina Luciferase

Para detectar a expressdao da proteina Luciferase, extratos protéicos de células
infectadas com os virus MVA-GFP-HASS-Luc e MVA-GFP-Luc foram submetidos ao ensaio
de Western Blot.

Inicialmente, foi utilizado um anticorpo comercial da Promega (anticorpo policlonal

contra Luciferase de vagalumes produzido em cabra) como anticorpo primario. No entanto,
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ndo foi possivel detectar a expressdo da protéina Luciferase utilizando esse anticorpo,
inclusive nos controles. Como alternativa para a deteccdo, os extratos protéicos foram
fracionados em gel de poliacrilamida e o gel corado com azul de coomasie (Figura 24).
Embora a especificidade do método seja prejudicada, neste caso, é possivel observar a super-
expressdo, em células infectadas pelos virus recombinantes, de uma massa protéica de mesmo
peso molecular daguela observada quando da producdo de proteinas direcionadas pela
transfeccdo de células com o plasmideo pGL3. Estas massas protéicas tém o tamanho
esperado para a proteina Luciferase (~62kDa) e sugerem que ambas as construcdes virais
expressam a proteina, assim como as celulas transfectadas com o plasmideo controle pGL3
(SHERF & WOOD, 1994).

MW pGL3 (1B) (2B) 1+T

75kDa
S0kDa

25 kDa

Figura 24: Deteccdo da proteina Luciferase. Visualizacdo apds
fracionamento eletroforético em gel de poliacrilamida 12% dos extratos
protéicos de células infectadas com os virus rMVA, transfectadas com o
pGL3 control plasmid ou infectadas com MVA-wt e transfectadas com
0 pLW44/Luc (1+T). Fotografia com padrdo de cores invertida pelo
software Image J — version 1.47 (RASBAND, W. — NIH). MW, padréo
de tamanho molecular; 1B, MVA-GFP-Luc; 2B, MVA-GFP-HASS-
Luc.

5.6 — Avaliacéo dos niveis de expressado da proteina Luciferase

Para detectar os niveis de expressdo da proteina Luciferase, extratos protéicos de
células infectadas com diferentes m.o.i dos virus MVA-GFP-HASS-Luc e MVA-GFP-Luc ou
transfectadas com o plasmidio controle pGL3 foram submetidos a ensaios reporteres que
avaliam a atividade enzimética da proteina luciferase na presenca de seu substrato.
Adicionalmente, um extrato obtido de CEFs infectadas com MVA e transfectadas com o

plasmidio de transferéncia pLW44/Luc também foi usado no ensaio como controle positivo.
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Demonstrou-se nesse ensaio que a proteina repdrter Luciferase foi significativamente
expressa nas células infectadas e com niveis comparaveis aos do controle positivo pGL3
(TABELA 2 e FIGURA 25), o qual possui uma versdo modificada do gene Luc (Luc+) capaz
de exercer uma atividade até quatro vezes maior que o gene Luc, dependendo do tipo celular
(SHERF & WOOD, 1994).

TABELA 2 — Andlise da atividade enzimatica da luciferase em CEFs ap6s 48 horas de
infeccdo e ou transfeccdo.

Amostra P-Luc po/pL em 20pL Atlvgi??:tgilg de
pGL3-P 109 1,95 39 2,794872
Células 93 1,49 29,8 3,120805
MV A+pLW44/luc 3414 1,46 29,2 116,9178
HASS 89 1,76 35,2 2,528409
HASS+ 67 1,61 32,2 2,080745
LUC 67 1,8 36 1,861111
LUC+ 67 1,77 354 1,892655

* A captura de fotons foi feita por 3 segundos com o fotomultiplicador de 600V e um ganho de 1. HASS e LUC = m.0.i 1;
HASS+ e LUC+ =m.o.i 10.

Atividade / ug de extrato
3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
(0]
pGL3-P Céelulas HASS HASS+ LUC+

Figura 25: Representacdo gréafica dos dados obitidos na analise da atividade enzimatica da luciferase em
CEFs. Os extratos celulares foram coletados e as atividades das luciferases determinadas pela captura da
luminescéncia em luminémetro. Os resultados foram normalizados pela razdo da atividade da luciferase em relagdo a
quantidade de proteinas por grama de extrato. pGL3-P: extrato de células transfectadas com o plasmideo controle;
Células: células ndo infectadas, mock; HASS: células infectadas com virus recombinante expressando luciferase
enderecada a0 RE com m.o.i 1; HASS+: células infectadas com virus recombinante m.o.i 10; LUC: células
infectadas com virus recombinante expressando luciferase sem o peptidio sinal com m.o.i 1; LUC+: células
infectadas com virus recombinante m.o.i 10.
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Foi observado uma suposta contaminacdo no controle celular, no entanto, esse dado
ndo foi confirmado em microscopia de epifluorescéncia e, provavelmente é um artefato
causado por excesso de luminescéncia no poco adjacente ao do controle celular na placa onde
foi realizado o ensaio, devido a super atividade enzimética em células infectadas com MVA e
transfectadas com o plasmidio de transferéncia pLW44/Luc. A atividade enzimatica foi cem
vezes maior que a observada no controle pGL3 (TABELA 2). Isso € devido a expressdo da

proteina a partir do plasmidio transferéncia que possui vantagens sobre a expressao gendmica.

5.7 — Analise do processamento do fator de transcricdo XBP-1 durante
infeccao pelos MVVA recombinantes

A fim de avaliar a possivel ativacdo do braco IRE1 da via UPR por VACV e a
influencia do bragco PERK sobre o IREL, foi investigado o processamento do fator de
transcricdo XBP-1 das células hospedeiras em diferentes intervalos de tempo apés a infeccéo.
Como esperado, o sobrenadante de cultura (debri) ndo é capaz de gerar uma resposta contra o
estresse do RE. Além disso, também ndo ocorrem grandes alteracdes nos niveis de XBP-1
processado em células MEFs selvagens ou deficientes para PERK infectadas tanto com o
MVA-HASS-LUC quanto com o MVA-LUC em nenhum dos intervalos de infecgéo
avaliados (FIGURA 27), indicando, nestes casos, que a resposta ao estresse do reticulo néo é
ativada nestas células. Contrariamente, somente a forma alterada do mRNA (spliced), ocorre

nas células tratadas com indutor especifico de estresse (DTT).
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A) MEFs wild type B) PERK-deficient MEF's
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mock | debri |10mM LuC Luc LuC mock | debri {10mMm e e Lc
(2ah) | (3h) (24h) | (3h)
(24ah) | (12h) | (4h) (2ah) | (12h) | (ah)
Sl Tl -4 ] - +psu - - - | +Psti

S00pb SO0 Ph e

300 pb 300 pb unspliced

C) D)
MEFs wild type PERK-deficient MEFs
1T
mock | 10mMm M:’Z‘:":;’c M:’l‘;';;’c 1::M MVA-LUC | MVA-LUC
(3h) ) mock (2an) | (12h)
Pstl:
pstl: - | + | - |+ [ - [+ -]+

unspliced

=g unspliced

Figura 27: Andlise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo do DNA (PCR-RFLP) de
células infectadas com os rMVAs. Visualizagdo apds fracionamento eletroforético em gel de
agarose 1,4% e TBE 0,5X dos amplicons apés digestdo com a enzima de restrigdo Pstl. Em A e C,
perfil de fibroblastos de embrifo de camundongo tratados infectados com os virus recombinantes
expressando luciferase enderecada ou ndo ao RE. Em B e D, sdo apresentados os perfis obtidos de
fibroblastos de embrido de camundongo PERK deficientes infectados com os virus recombinantes
expressando luciferase enderecada ou ndo ao RE._Mock, controle de células; DTT, controle
positivo usando o agente indutor de estresse Ditiotreitol;

5.8 — Analise do processamento do fator de transcricdo XBP-1 durante
infeccao pelos VACVs

Os resultados dos experimentos prévios sugerem que os MVA recombinantes possuem
mecanismos de escape dessa resposta ao estresse do RE. Diante disto, conduzimos
experimentos para avaliar se a amostra replicativa VACV-WR, prot6tipo da familia, e 0 MVA
selvagem também seriam capazes de inibir uma respota de estresse do RE. Como
demonstrado na figura 28, independente da expressdo da proteina heterdloga luciferase,
MEFs infectadas com o virus MVA apresentam o mesmo perfil de processamento do mRNA
do fator de transcricdo XBP-1 observado durante a infeccdo com os virus recombinantes.
Nessa mesma figura é demonstrado que semelhante aos virus MVA, a amostra VACV-WR
também ndo desencadeia o processamento do mMRNA de XBP-1 durante o seu ciclo de

infeccdo em fibroblastos selvagens ou PERK deficientes.
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MEFs wild type
mock 1(EJ>InTM MVA WR WR MVA MVA WR MVA WR
(3h) (4h) (4h) | (24h) | (24h) | (48h) | (48h) | (72h) (72h)
Pstl - | + - + - + -+ | - |+ | - + - + | -+ | - | # _ +

unspliced

PERK-deficient MEFs

DTT
10 mM
(3h)

mock

MVA
(48h)

MVA
(72h)

WR
(48h)

Pstl

«ag unspliced

Figura 28: Analise do polimorfismo dos fragmentos de restricio do DNA (PCR-RFLP) de
células infectadas com diferentes linhagens de VACV. Visualizagdo apés fracionamento
eletroforético em gel de agarose 1,4% e TBE 0,5X dos amplicons ap6s digestdo com a enzima de
restricdo Pstl. Mock, controle de células; DTT, Ditiotreitol; WR, Vaccinia Virus Western Reverse.

5.9 — Efeito da infeccdo por VACV sobre o processamento do fator de

transcricdo XBP-1

Adicionalmente aos experimentos para investigar o processamento do XBP-1 durante

o ciclo de infeccdo, verificamos a capacidade dos VACV em suprimir o processamento de

XBP-1 em células infectadas, mesmo quando essas sdo tratadas com agentes indutores de

estresse. Para isso, MEFs WT e deficientes para PERK foram infectadas com os VACVs

(MVA e WR) por um intervalo de 16 horas e tratadas com 10 mM DTT por um periodo de 3

horas. Como demonstrado na figura 29, foi observado que a infeccdo por VACVs causa

inibicdo do processamento do fator XBP-1 em células tratadas com o agente redutor DTT, que

induz significativamente o processamento desse fator de transcri¢do na auséncia de infeccéo.
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PERK-deficient MEFs
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Figura 29: Andlise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo do DNA (PCR-RFLP) de
células infectadas com VACV e tratadas com indutor de estresse do RE. Visualiza¢do apds
fracionamento eletroforético em gel de agarose 1,4% e TBE 0,5X dos amplicons ap6s digestdo
com a enzima de restri¢do Pstl. Mock, controle de células; DTT, Ditiotreitol; WR, Vaccinia Virus

Western Reverse.
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VI — DISCUSSAO

O presente estudo teve como principal objetivo investigar a interagdo do virus MVA
com células hospedeiras principalmente no que tange a via de sinalizacdo UPR. A base
racional do objetivo foi a avaliar se a producdo excessiva de proteinas recombinantes
direcionadas ao reticulo endoplasmaético, geradas a partir do vetor vacinal, poderia
desencadear vias de estresse do RE e afetar negativamente a producdo destas proteinas. Para
tal, foram gerados MVAs recombinantes expressando a proteina luciferase de vaga-lume
enderecada ou ndo ao RE e, sobre o controle de um promotor forte. A formulacdo destes
diferentes virus se objetivou, ainda, estabelecer se o enderecamento de proteinas heter6logas
para 0 RE em construgdes virais seria capaz de ativar ou inibir mecanismos de resposta ao

estresse relacionados a via de sinalizacdo UPR.

O sequenciamento dos plasmidios pLW44/Luc e pLW44/HASS-Luc mostrou uma
substituicdo sindnima ocorrida nos nucleotideos 1364 do clone pLW44 L2.2.3 colbnia 3,
todavia ndo altera a funcdo e estrutura do polipeptideo final, j& que o aminoécido incorporado
continuou sendo uma arginina. As poucas mutagdes que ocorreram no clone L1.2.3 col6nia 1
podem ser devido a erros de alinhamento e, podem ser corrigidas com a anéalise de toda a
sequéncia.

A selecdo dos virus recombinante permitiu uma diminuicdo da competicdo e forneceu
condicdes ideais para a expansdo dos clones virais. A presenc¢a do inserto no genoma viral foi
confirmada por ensaios de PCR, onde foi possivel amplificar um fragmento de DNA
correspondente ao gene Luciferase usando diferentes variagfes da técnica. Em conjunto, 0s
resultados fornecem uma forte evidéncia da presenca do inserto nas amostras de DNA
purificados de células infectadas com os virus recombinantes. Além da confirmacdo da
presenca do inserto, foi possivel averiguar por meio de RT-PCR que o gene Luc presente no
genoma viral, esta sendo transcrito e produzindo mRNAs nessas células.

O perfil eletroforetico de extratos protéicos de células infectadas com os virus
recombinantes, mostrou a presenca de uma banda de peso molecular similar ao esperado para
a proteina Luciferase (~62kDa) e sugere a expressdo normal desse polipeptideo. N&o foi
possivel detectar a proteina Luciferase usando o anticorpo comercial da Promega® (anticorpos
policlonais contra a Luciferase de Vagalumes). Os niveis de expressdo da proteina Luciferase
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foram avaliados por meio de ensaios enziméticos, onde foi observada a expressdo
significativa da proteina exdgena com niveis comparaveis aos do controle. Em suma, apesar
da impossibilidade de deteccdo da proteina recombinante produzida pelo vetor viral MVA
usando anticorpo especifico, o conjunto dos dados nos permite concluir que as construcdes

foram corretamente obtidas.

Uma vez obtido os virus com sucesso, foi avaliado o processamento do fator de
transcricdo XBP-1, molécula que atua a jusante na cascata de sinalizacdo do principal sensor
da via de resposta ao estresse do RE, o IRE1l. Este € o membro mais evolutivamente
conservado da via UPR, presente em quase todos os eucariotos (exceto protozoarios)
(HOLLIEN, 2013). Nossos resultados indicam, de forma inequivoca e inédita que a via é
modulado pelos rMVAs. Adicionalmente, os resultados mostram que além dos virus MVA
expressando a proteina luciferase, virus MVVA selvagens, bem como VACV-WR sdo capazes
de modular a sinalizacdo via esse sensor mesmo na presenca concomitante de um forte
indutor de estresse do RE, o DTT. Os VACV assim como todos 0s poxvirus, sdo virus
grandes e complexos que possuem diversas proteinas responsaveis por interferir com
respostas “antivirais” da celula hospedeira capazes de limitar a replicacdo viral (PRICE et al.,
2013). Como os virus frequentemente distorcem processos cito-fisioldgicos do hospedeiro
para seu proprio beneficio € possivel que os VACVs ativem mecanismos celulares inibidores
de IRE1, tais como: hiperfosforilagio (RUBIO et al., 2011); mudangas conformacionais
(KORENNYKH et al. 2011); degradagdo mediada por sinoviolina (GAO et al., 2008);
expressdo de BI-1 (LISBONA et al., 2009).

Alternativamente ou concomitantemente, € possivel que os VACVs, assim como 0s
CMVs, possuam proteinas que interajam com 0 sensor e impega 0 processamento do fator
XBP-1. No entanto, diferente da infeccdo por CMVs onde ocorre ativacdo do eixo IRE1/XBP-
1 durante os estagios precoces e inibicdo nos estagios posteriores do ciclo de replicacédo viral
(STAHL et al., 2013), os VACVs ndo apresentam processamento de XBP-1 em nenhum
estagio de infeccdo, mesmo com altos titulos virais. Esse resultado indica que a inibicdo logo
no inicio do ciclo de replicagdo pode ser em fungéo da expressdo de genes precoces do
VACV.
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Futuramente, pretendemos averiguar qual(is) proteina viral € responsavel por esse
fenotipo e adicionalmente investigar o potencial terapéutico desta(s) nas diversas

enfermidades associadas ao estresse do RE.
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VIl - CONCLUSOES

Neste estudo fomos capazes de gerar com sucesso virus recombinantes, baseados na
plataforma MVA, expressando a proteina Luciferase de Vaga-lume enderecadas ou nédo ao
RE. Apesar de ndo termos conseguido detectar a proteina com o uso do anticorpo anti-
luciferase comercial, o conjunto dos dados, incluindo a deteccdo do mRNA para a proteina
recombinante e também da atividade de Luciferase em células infectadas pelos vetores, nos

permite ser assertivos em relagcdo ao sucesso da obtencéo das referidas construgdes.

Ademais, nossos resultados demonstram que a infeccdo por rMVA expressando
proteinas heter6logas, independente do enderecamento destas ao RE, ndo desencadeiam
ativacdo da via de resposta ao estresse do RE, UPR, em particular o braco IRE1/XBP-1. O
mesmo pode ser dito para MVA selvagens e outros VACV (como o Western Reverse - WR).
Além de ndo apresentar o braco IRE1/XBP-1 ativado, células infectadas por esses virus sdo
capazes de impedir o processamento do fator XBP-1 em condi¢es de estresse. Embora
tenham sido hipotetizados mecanismos de evasao de respostas ao estresse celular, os VACV

nunca foram testados nesse contexto e 0 nosso estudo é o primeiro a demonstrar esse fenotipo.

Investigacdes adicionais sdo necessarias para elucidar o mecanismo pelo qual os virus
interferem com essa sinalizacdo e compreender todo impacto que o ciclo de infeccdo dos

VACYV causa sobre a ativagao dessas vias e vice e versa.
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