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RESUMO

Os virus dependem extensivamente das fun¢@es celulares de seus hospedeiros
para completarem seu ciclo de vida. Durante a infeccdo, os virus co-optam vias
de sinalizacéo responsaveis por regular aspectos centrais da fisiologia celular, a
fim de modificar o meio intracelular e torna-lo propicio a reproducédo e
disseminacgéo virais. A importancia das MAPKs (proteinas cinases ativadas por
mitdgenos) ERK1/2 e JNK1/2 para a multiplicacdo e disseminacao,
respectivamente, do Vaccinia virus (VACV) ja é conhecida, mas pouco se sabe
sobre o envolvimento de p38 MAPK. Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi
avaliar a ativacdo e a relevancia funcional de p38 MAPK no ciclo de vida do
VACV Western Reserve (WR), uma amostra de referéncia, e do VACV Belo
Horizonte (VBH), amostra isolada de um surto de variola murina que acomoteu
camundongos de laboratério. O inibidor farmacologico de p38a/f MAPK,
SB203580, inibiu diferencialmente a multiplicacdo do VACV-WR e do VBH tanto
em células A31 (camundongo), como em células HeLa (humano) e BSC40
(primata ndo humano). A inibicdo da multiplicacdo viral foi associada a reducao
do acumulo de algumas proteinas virais tardias e, em células A31 infectadas pelo
VBH, houve uma diminuicdo de ~60% no numero de virions maduros (MVs). A
ativacao de p38 MAPK foi detectada em tempos tardios de infec¢ao, assim como
a fosforilacdo de seu substrato MK2, que foi ativada por um sinal anterior a
replicacdo do genoma viral. A disseminacdo do VACV-WR também sofreu
acentuada reducdo em presenca do SB203580 nas trés linhagens celulares
testadas. O efeito do SB203580 sobre a multiplicacdo e a disseminacédo do
VACV foi independente de p38a MAPK. Em conjunto, esses resultados indicam
que p38 MAPK é co-optada pelo VACV e desempenha funcdes pleiotropicas
durante a infeccdo, participando na reproducédo e disseminacdo da progénie

viral.

Palavras-chave: Vaccinia virus; p38 MAPK; interagdo virus-hospedeiro;

multiplicacéo; disseminagéo
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ABSTRACT

Viruses rely extensively on host cell functions to complete their lifecycles. During
infection, viruses co-opt signaling pathways, key regulators of cell physiology, to
achieve an intracellular milieu suitable for productive viral reproduction and
spread. The functional relevance of host MAPKs (mitogen-activated protein
kinases) ERK1/2 and JNK1/2 for multiplication and dissemination, respectively,
of Vaccinia virus (VACV) is well known, but the involvement of p38 MAPK is
underappreciated. Therefore, this study evaluated the activation and functional
relevance of p38 MAPK in the lifecycle of VACV Western Reserve (WR), a
laboratory strain, and VACV Belo Horizonte (VBH), a strain isolated from a
mousepox outbreak in an animal facility. The pharmacological inhibitor of p38a/f
MAPK SB203580 inhibited differentially the multiplication of VACV-WR and VBH
in mouse A31 cells, human HelLa cells and non-human primate BSC-40 cells.
Inhibition of viral replication was associated with a reduced accumulation of some
late viral proteins and, in VBH-infected A31 cells, a diminished formation of
mature virions (MVs). Activation p38 MAPK was detected late during infection, as
well as the phosphorylation of its substrate MK2 by a signal triggered prior to viral
genome replication. Reduction in VACV-WR dissemination was observed in the
presence of SB203580 in the cell lines tested. The effects of SB203580 on VACV
multiplication and dissemination occurred in a p38a MAPK-independent manner.
Taken together, these results demonstrate that p38 MAPK is co-opted by VACV
and plays pleiotropic functions during infection, supporting production and spread

of the viral progeny.

Key words: Vaccinia virus; p38 MAPK; virus-host interaction; multiplication;

dissemination
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INTRODUCAO

Os poxvirus tém sido extensivamente estudados ao longo da histéria da
virologia. Dentre os poxvirus, estdo 0s primeiros virus animais observados ao
microscopio, multiplicados e titulados em cultivo celular, fisicamente purificados
e quimicamente analisados (MOSS, 2007). Entretanto, o melhor exemplo da sua
contribuicdo a ciéncia e a humanidade foi a utilizacdo de um poxvirus de
identidade incerta, causador de doenca branda em bovinos e ordenhadores,
como vacina contra a variola, por Edward Jenner, em 1796. Esse evento marcou
0 inicio da era das vacinas, que revolucionou a pratica médica da prevencao de
doencas desde entdo ao salvar milhdes, quica bilhdes, de pacientes acometidos
por doencas infecciosas. Dois séculos depois, nas décadas de 1960 e 1970, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), dessa vez utilizando diferentes amostras
de Vaccinia virus como vacina, coordenou um esforco internacional de vacinacéo
contra a variola, culminando com a erradicagdo dessa doenca, declarada
oficialmente extinta pela OMS em 1980 (SMITH; MCFADDEN, 2002).

Apesar de novos casos naturais de variola ndo terem sido relatados desde
entdo, o numero de registros de infecgdes zoondticas por outros poxvirus em
animais domeésticos e em humanos tem aumentado consideravelmente
recentemente, caracterizando-as como um importante problema de saude
publica e despertando o interesse em mais estudos acerca dessa grande e
diversa familia de virus (LEWIS-JONES, 2004; TRINDADE et al.,, 2007;
SHCHELKUNOV, 2013).

Os poxvirus também sdo extensivamente estudados devido a sua
aplicacdo como vetores vacinais, vetores de expressao heteréloga de proteinas
ou agentes oncoliticos. A despeito de até 0 momento 0s avangos serem
discretos, 0s poxvirus tém aberto novos horizontes para a pesquisa biomédica,
qgue vislumbra estratégias profilaticas e terapéuticas mais eficazes e seguras
para importantes doencas humanas, tais como a AIDS (sindrome da
imunodeficiéncia adquirida) e o cancer (MCFADDEN, 2005; BREITBACH et al.,
2011; GARCIA et al., 2011).



1. Os Poxvirus

Os poxvirus, reunidos na familia Poxviridae, caracterizam-se por
apresentar genoma de DNA de fita dupla linear, contendo de 130 a 300 kpb e
com capacidade codificadora génica em torno de 200 genes. Os poxvirus
possuem virion com morfologia complexa, formato ovoide ou de tijolo e
dimensdées em torno de 300 nm, e completam o seu ciclo de replicacéo
inteiramente no citoplasma da célula hospedeira (MOSS, 2007).

A familia Poxviridae é dividida em duas subfamilias, de acordo com o
espectro de hospedeiros: (i) Chordopoxvirinae, que abrange os poxvirus que
infectam vertebrados e, (i) Entomopoxvirinae, que inclui os poxvirus que
infectam insetos (MOSS, 2007).

A subfamilia Chordopoxvirinae retune dez géneros, a saber:
Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Crocodylidpoxvirus,
Leporipoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus, Yatapoxvirus e um género ainda
nao estabelecido, que inclui o Squirrelpox virus. O género Orthopoxvirus, cujo
prototipo é o Vaccinia virus (VACV), € 0 mais estudado atualmente. Outros
Orthopoxvirus sao Variola virus, Cowpox virus (CPXV), Ectromelia virus e
Monkeypox virus (MOSS, 2007).

Os poxvirus que infectam exclusivamente humanos séo o Variola virus e
0 Molluscum contagiosum virus (MCV), pois outros reservatorios na natureza
nunca foram descritos. Entretanto, outros poxvirus podem causar infeccées
eventuais em humanos, sob a forma de zoonoses. Estes sédo VACV, CPXV,
Monkeypox virus, alguns Parapoxvirus, e Tanapox virus (revisado por LEWIS-
JONES, 2004).

1.1. Circulagéo de Vaccinia virus no Brasil

No Brasil, a partir de 1999, a circulagdo de VACYV foi constatada durante
surtos de doenca exantematica que acometeu o gado leiteiro e ordenhadores,
especialmente na Regido Sudeste. O VACV foi identificado como o agente
etiolégico dessas infec¢cbes que, desde entdo, sdo caracterizadas como
zoonoses emergentes no pais (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003;
LEITE et al., 2005; TRINDADE et al., 2006; TRINDADE et al., 2007; ABRAHAO
et al., 2009; ASSIS et al., 2012). A circulacdo de VACV também ja foi confirmada
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em roedores silvestres e de camundongos de laboratério, e ha evidéncia
sorologica da circulacao de Orthopoxvirus em bufalos e em macacos (FONSECA
et al., 1998; FONSECA et al., 2002; TRINDADE et al., 2004; ABRAHAO et al.,
2010; ASSIS et al., 2012).

Existe grande discussdo acerca da origem das amostras de VACV
circulantes no Brasil (BR-VACYV). Alguns autores propdem sua origem a partir da
disseminagcdo das amostras utilizadas para vacinagdo contra variola no Brasil,
principalmente VACV-IOC e VACV-Lister-Butantan, e o estabelecimento da
circulacao de VACYV entre animais domésticos e silvestres, sendo eventualmente
transmitido ao homem (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003; LEITE et
al., 2005).

Entretanto, estudos mais recentes tém mostrado que os BR-VACV
apresentam grande diversidade genética entre si e diferem significativamente
das amostras vacinais utilizadas no Brasil (TRINDADE et al., 2006; DRUMOND
et al., 2008). Isso indica que os BR-VACYV provavelmente ndo compartilham uma
origem comum. Trindade et al. (2007) propuseram que podem ter havido trés
ondas de introduc¢éo do VACYV no Brasil: (i) o trafico de escravos (inicio do século
XIX); (i) a utilizacdo de vacinas mantidas em animais (final do século XIX); e (iii)
a campanha de erradicacdo da variola (meados do século XX) (TRINDADE et
al., 2007).

Estudos filogenéticos e de viruléncia em camundongos mostraram que ha
duas subpopulacdes de BR-VACV. Os BR-VACYV virulentos incluem as amostras
Guarani P1 (GP1V), Belo Horizonte (VBH), SPAn 232 (SAV), BeAn 58058 (BAV)
e Pelotas 1 (P1V), que apresentam alta morbidade e mortalidade em
camundongos BALB/c ap0s inoculagdo intranasal. Ja as amostras Aragatuba
(ARAV), Passatempo (PSTV), Guarani P2 (GP2V) e Pelotas 2 (P2V) séo
avirulentas, ou seja, ndo causam sinais clinicos ou morte nos camundongos
infectados, e apresentam uma delecdo de 18 nucleotideos no gene A56R/HA
(hemaglutinina) (TRINDADE et al., 2007; FERREIRA et al., 2008; CAMPOS et
al., 2011). Além disso, analises filogenéticas realizadas com sequéncias de dez
genes virais relacionados a viruléncia, imunomodulacdo e espectro de

hospedeiro reforcaram a ideia de existéncia de duas subpopulacdes de BR-



VACV, corroborando os dados obtidos com os estudos de viruléncia (DRUMOND
et al., 2008; FERREIRA et al., 2008).

1.2. Vaccinia virus Belo Horizonte

O Belo Horizonte virus ou Vaccinia virus Belo Horizonte (VBH) foi isolado
no Laboratério de Virus durante um surto de variola murina no Centro de
Bioterismo da UFMG. O virus foi isolado do figado, do baco e de lesGes da cauda
de animais doentes através de inoculacdo dessas amostras em membrana
corioalantoide (MCA) de ovos embrionados de galinha e em culturas de células
Vero. A identificacdo do virus foi feita através da observacao do efeito citopatico
caracteristico em MCA (morfologia do “pock”), microscopia eletrbnica e
neutralizagdo com soro anti-VACV (DINIZ et al., 2001; TRINDADE et al., 2004).

Andlises genéticas [restricdo do DNA viral com a endonuclease Hindlll,
hibridacio com o DNA do VACV Western Reserve (WR) marcado
radioativamente, e obtencdo das sequéncias dos genes virais J2R/TK (timidina
cinase), C11L/VGF (fator de crescimento de Vaccinia virus) e A56R/HA]
mostraram muita similaridade entre VBH e VACV-WR e derrubaram as suspeitas
iniciais de se tratar de Ectromelia virus, que comumente acomete colonias de
camundongos (TRINDADE et al.,, 2004). Entretanto, andlises subsequentes
mostraram algumas diferencas genéticas entre essas duas amostras, como a
delecdo quase completa do gene A25L/ATI (corpusculo de inclusdo do tipo
acidéfilo) e uma delecdo Unica de 59 nucleotideos no gene C22L/CrmB
(modificador da resposta de citocinas B) no genoma do VBH, quando comparado
com VACV-WR. Entretanto, ambos os genes codificam produtos ndo funcionais
em ambas as amostras, devido a mutagdes que alteram a fase de leitura das
“‘janelas aberta de leitura” (ORFs, do inglés open reading frames) (TRINDADE et
al., 2004; MOTA, 2006).

As sequéncias de outros dez genes do VBH, relacionados a viruléncia,
imunomodulacéo e espectro de hospedeiro também foram obtidas, a saber: B5R,
B8R, B18R, C6L, C7L, C23L, E3L, K1L, K2L e K3L. Desses, apenas 0s genes
B18R e K2L do VBH apresentaram polimorfismos quando comparados com 0s
mesmos genes do VACV-WR. As andlises filogenéticas baseadas nas



sequéncias desses genes mostraram que o VBH é bastante relacionado ao
VACV-WR (DRUMOND et al., 2008; ASSIS et al., 2012).

Em relag&o a viruléncia, apés a inoculagéo intranasal de camundongos, 0
VBH mostrou-se uma das amostras mais virulentas, apresentando a menor LDso
(dose letal para 50%) dentre os BR-VACV, de 5x102 pfu (unidades formadoras
de placa); a LDso do VACV-WR foi de 1x10* pfu (FERREIRA et al., 2008). O VBH
causou infeccao sistémica nos camundongos, que apresentaram um grave
acometimento do trato respiratério, com evidéncia de infeccdo de células do
infiltrado inflamatério no pulmdo, ruptura da parede alveolar, destruicdo

bronquiolar e necrose epitelial na mucosa pulmonar (FERREIRA et al., 2008).

2. Aspectos gerais da biologia dos poxvirus

2.1. Morfologia

O virion dos poxvirus, baseado em estudos realizados com o VACV,
apresenta formato ovoide ou de tijolo, com dimensdes de cerca de 360x270x250
nm. E envolto por uma membrana externa, de natureza lipoproteica, de 5-6 nm
de espessura, coberta por protrusdes irregulares. Internamente, o virion possui
nucleocapsideo ou cerne biconcavo, com formato de haltere quando observado
em corte transversal, que contém o genoma viral. Entre as concavidades do
cerne e a membrana externa, estdo localizados os corpusculos laterais, de
natureza proteica (CONDIT et al., 2006; MOSS, 2007) (Figura 1).

A parede do cerne parece ser composta de duas camadas, somando
cerca de 18-19 nm de espessura. A camada externa apresenta uma estrutura de
palicada, formada por espiculas em formato de T ancoradas na camada interna,
que aparentemente € continua, exceto por um pequeno numero de canais
(CONDIT et al., 2006; MOSS, 2007). A ultraestrutura interna do cerne nao esta
completamente compreendida, mas parece consistir de duas fases, sendo a fase
mais densa, localizada sob a parede do cerne, aparentemente composta por
elementos de morfologia fibrilar, provavelmente de natureza nucleoproteica
(CONDIT et al., 2006; MOSS, 2007).

Uma peculiaridade dos membros da familia Poxviridae reside no fato da

célula infectada produzir quatro tipos de virions morfologicamente distintos: (i)
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parede do cerne
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Figura 1. Representacdo esquematica do virion dos poxvirus.

Nesse modelo do virion dos poxvirus a esquerda sédo evidenciados os seus
principais elementos estruturais: cerne, corpusculos laterais, membrana externa
e envelope (modificado de MOSS, 2007). A direita, micrografia eletrdnica de um
virion de Vaccinia virus também é mostrada (imagem do autor).



virion intracelular maduro (IMV), que apresenta a morfologia como descrito
acima, constitui a maioria da progénie viral e permanece dentro da célula
infectada até que ocorra a lise celular; (ii) virion intracelular envelopado (IEV),
que representa o IMV envolto por dois envelopes derivados de membranas
intracelulares; (iii) virion envelopado associado a célula (CEV), que se forma
quando o envelope mais externo do IEV se funde a membrana plasmatica da
célula hospedeira liberando um virion envelopado, que fica retido na superficie
celular; e (iv) virion extracelular envelopado (EEV), quando o IEV se funde a
membrana da célula e o virion envelopado é liberado no meio extracelular. As
formas EEV e CEV sdao indistinguiveis morfologicamente. Desses quatro tipos
de virions, apenas a forma IEV néo € infecciosa (SMITH et al., 2002).

As trés formas infecciosas dos poxvirus desempenham funcées distintas
na disseminacéao viral. Ao passo que os CEVs medeiam a disseminacao célula-
a-célula, os EEVs séo importantes para a disseminac¢ao sistémica no organismo
do hospedeiro e os IMVs, dada a sua maior estabilidade, realizam a
disseminacgéo entre hospedeiros (SMITH et al., 2002; MCFADDEN, 2005).

Uma nova nomenclatura para as particulas dos poxvirus foi proposta por
Moss (2006), na qual os IMVs passam a ser denominados virions maduros
(MVs), as formas EEV e CEV passam a ser chamadas conjuntamente de virions
extracelulares (EVs) e a forma IEV, de virion empacotado (WV, do inglés

wrapped virion).

2.2. Genoma

Os poxvirus possuem genoma de DNA de fita dupla linear que se encontra
entre 0s maiores genomas de virus animais, variando de 130 kpb para os
Parapoxvirus a 300 kpb para os Avipoxvirus. O genoma dos poxvirus nao €
infeccioso per se; ha necessidade da RNA polimerase viral e de outros fatores
presentes no virion para a expressao dos genes virais no citoplasma da célula
infectada. Um aspecto importante do genoma dos poxvirus € que as
extremidades das duas fitas de DNA sao covalentemente ligadas através de
alcas nao pareadas do tipo “grampo de cabelo” (hairpin) (MOSS, 2007) (Figura
2).
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Figura 2. Organizacdo geral do genoma dos poxvirus (modificado de
SMITH; MCFADDEN, 2002).

Os poxvirus apresentam genoma de DNA de fita dupla linear com as
extremidades covalentemente ligadas através das algas terminais. Os genes
localizados na porcdo central do genoma sao bastante conservados entre os
poxvirus e codificam para proteinas relacionadas a funcdes essenciais a
replicagdo viral em cultura de células, ao passo que nas extremidades
encontram-se as ITRs (repeticdes terminais invertidas) e genes variaveis que
codificam proteinas relacionadas a fun¢des ndo essenciais.



As extremidades do genoma apresentam as repeticbes terminais
invertidas (ITRs), que sdo sequéncias idénticas, mas com orientacdes opostas.
As ITRs incluem as algcas que conectam as duas fitas de DNA, sequéncias
conservadas com menos de 100 bp importantes durante a replicacdo do DNA,
conjuntos varidveis de pequenas sequéncias repetidas organizadas in tandem e,
em alguns casos, podem apresentar muitas ORFs (MOSS, 2007).

Sequéncias completas de genomas de varios poxvirus estao disponiveis,
de pelo menos um membro de cada género da subfamilia Chordopoxvirinae.
Como caracteristicas gerais da organizacdo desses genomas pode se citar que
as ORFs nao apresentam sobreposi¢cdes nem introns e que os genes localizados
na regido central do genoma (cerca de 90 genes) sédo altamente conservados
entre 0s poxvirus e geralmente desempenham funcBes essenciais
(considerando a multiplicacéo do virus em células em cultura), como replicacéo,
transcricao e proteinas estruturais. J& os genes localizados nas extremidades do
genoma sdo mais variaveis e relacionados a fungbes consideradas nao
essenciais, tais como espectro de hospedeiro, viruléncia e imunomodulacéo
(SMITH; MCFADDEN, 2002; MOSS, 2007).

Os genes de VACYV sao, convencionalmente, nomeados de acordo com a
sua localizacdo nos fragmentos que sdo gerados apos a digestdo do genoma
viral com a endonuclease Hindlll. Esses fragmentos sdo denominados por letras
e 0 nome do gene consiste da letra do fragmento de restricdo no qual esta
localizado, seguida pelo nimero da ORF, que indica a ordem das ORFs no
fragmento, da esquerda para a direita, e pelas letras L ou R, que indicam a
orientacdo da ORF, esquerda ou direita, respectivamente. Para denominar as
proteinas codificadas por esses genes, retiram-se as letras L ou R do nome do
gene (MOSS, 2007).

2.3. Ciclo de multiplicac&o dos poxvirus

O ciclo de multiplicagéo dos poxvirus ocorre inteiramente no citoplasma da célula
hospedeira, algo pouco comum entre os virus animais com genoma de DNA. O
tempo necessario para completar todo o ciclo de multiplicacdo varia conforme a
amostra de virus e a célula estudada, sendo que durante a infeccdo de células

epiteliais de linhagem continua (Vero), o ciclo de vida do VACV dura de 12 a 24
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h (MOSS, 2001). A seguir, serdo abordadas as diferentes etapas do ciclo de
multiplicacdo do VACV, o poxvirus melhor estudado, sendo que estas
informacdes certamente podem ser extrapoladas para os demais poxvirus, dada
a pouca variabilidade dos genes relacionados as funcdes essenciais de
replicacdo (MOSS, 2007) (Figura 3).

2.3.1. Adsorcéo e penetracao

O entendimento dos mecanismos de adsorcéo e penetracdo dos poxvirus
é dificultado pela existéncia de diferentes formas infecciosas, que apresentam
diferencas marcantes quanto a composi¢cdo da camada mais externa do virion
(MOSS, 2007).

Apesar da importancia de receptores durante a adsorcdo e penetracao
dos virus, nenhum receptor para poxvirus foi identificado até o momento.
Proteinas da membrana externa do IMV, como D8, A27 e H3, foram identificadas
como facilitadoras da ligagéo do IMV a glicosaminoglicanas (GAG) na superficie
da célula hospedeira (revisado por MOSS, 2006; MOSS, 2007). Entretanto, a
ligacdo do IMV a GAG parece ser célula-especifica e ndo essencial a penetracéo
(CARTER et al., 2005). Além do mais, outro obstaculo ao estudo de possiveis
receptores é dificultado pelo fato dos poxvirus adsorverem e penetrarem numa
grande variedade de células em cultura, sendo que o bloqueio da multiplicacdo
viral em células ndo permissivas frequentemente acontece numa etapa poés-
penetracdo (MOSS, 2006).

Apesar de ainda haver controvérsias acerca do mecanismo exato de
penetracdo dos poxvirus na célula hospedeira, esta estabelecido que ocorre a
fusdo entre a membrana externa do IMV e membranas celulares, com a liberagcao
do cerne contendo o genoma viral no citoplasma da célula hospedeira (revisado
por MOSS, 2006). A penetracéo pode ocorrer por diferentes vias, que incluem
fusdo direta da membrana externa do IMV com a membrana plasmatica ou
macropinocitose (CARTER et al.,, 2005; HUANG et al.,, 2008; MERCER,;
HELENIUS, 2008). J& durante a internalizacdo do EEV, primeiro ocorreria a
dissolucéo do envelope do EEV, através de um mecanismo nao fusogénico,
seguido de liberacdo do IMV que penetra na ceélula por fusdo direta ou
macropinocitose (LAW et al., 2006; SCHMIDT et al., 2011). Diante dessas
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Figura 3. Representacdo esquematica do ciclo de multiplicagdo dos
poxvirus (modificado de MCFADDEN, 2005).

As duas principais formas infecciosas dos poxvirus, os IMVs (virions maduros
intracelulares) e os EEVsS/CEVs (virions envelopados extracelulares/virions
envelopados associados a célula), apdés adsorcdo e penetracdo na célula
hospedeira, liberam o cerne no citoplasma. No interior do cerne, ocorre a
transcricdo de genes precoces e apos a sintese das proteinas precoces ocorre
a liberacéo do genoma viral no citoplasma, processo denominado desnudamento
do cerne. Apos o inicio da replicagdo do DNA, ocorre a transcricdo dos genes
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intermediarios e tardios. Finalmente, ocorre a montagem dos IMVs, que se
acumulam no citoplasma e séo liberados através da lise celular. Parte dos IMVs
adquire duas camadas de membrana adicionais, derivadas das cisternas trans-
Golgi e, posteriormente, é liberada através da inducdo das caudas de actina
(CEV) ou nao (EEV). Ver texto para mais detalhes.
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divergéncias, é provavel qgue mais de uma via de penetracdo seja utilizada, como
ocorre com o0s herpesvirus, e que, como ja foi evidenciado, ocorram variagées
de acordo com a amostra de virus ou a linhagem celular empregadas no estudo
(MOSS, 2006; MOSS, 2007; WHITBECK et al., 2009).

Um provavel complexo de penetracao/fuséo foi identificado e € composto
por nove proteinas transmembrana do IMV, a saber, A16, A21, A28, G3, G9, H2,
J5, L1 e L5. Essas proteinas sdo necessarias para a penetracdo, mas nao para
a morfogénese nem para a adsorcao a célula hospedeira, sendo que a infeccéo
com virus mutantes para essas proteinas gera particulas morfologicamente
normais, porém néao infecciosas (MOSS, 2006; MOSS, 2007; BISHT et al., 2008).

2.3.2. Expresséo génica

As particulas infecciosas dos poxvirus albergam um sistema de
transcricdo completo, composto de RNA polimerase dependente de DNA, o fator
de transcricéo precoce viral (VETF), e outras enzimas e fatores envolvidos na
sintese e na modificacdo dos mMRNAs virais. Assim, a expressao génica viral se
inicia 20 min ap0s a penetracédo, quando o cerne é liberado no citoplasma e
transportado via microtibulos até o sitio de transcricdo (BROYLES, 2003;
MOSS, 2007). Os mRNAs precoces recém-sintetizados séo entéo liberados do
cerne para o citoplasma e sao traduzidos pela maquinaria de sintese proteica
celular (SCHRAMM & LOCKER, 2005).

Os poxvirus coordenam sua transcricao génica temporalmente ao longo
do ciclo de multiplicagdo, sendo identificadas trés classes de genes: genes
precoces, genes intermediarios e genes tardios (MOSS, 2007). Os genes
precoces codificam proteinas envolvidas na replicagdo do DNA, biossintese de
nucleotideos e transcricdo de genes intermediarios, além de proteinas
envolvidas na evasao da resposta imune do hospedeiro. Sob condi¢cdes normais,
o desnudamento do cerne e a consequente liberagdo do genoma resultam no
fim da transcricdo dos genes precoces e no inicio da transcricdo dos genes
intermediarios, que codificam principalmente fatores de transcricdo para os
genes tardios. A necessidade de replicacdo do DNA para o inicio da transcricao
dos genes intermediarios provavelmente se deve a inacessibilidade do genoma,

enquanto no interior do cerne, aos fatores de transcrigcdo recém-sintetizados. Os
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genes tardios, por sua vez, codificam proteinas envolvidas na morfogénese, bem
como as proteinas requeridas para a transcricdo dos genes precoces e que sao
empacotadas nas novas particulas virais para serem utilizadas na proxima
infeccdo (BROYLES, 2003; MOSS, 2007).

A transicao entre as trés classes de genes durante o ciclo de multiplicacao
dos poxvirus € regulada em parte pela elevada taxa de degradacdo de mRNAs
verificada apos a infecgdo, num processo mediado pelas proteinas virais D9 e
D10 (PARRISH; MOSS, 2006 e 2007). Esse mecanismo, além de permitir a
terminacédo da transcricdo de uma determinada classe de genes, também exerce
uma importante funcao na inibicdo da traducdo de mRNAs celulares (PARRISH;
MOSS, 2006; MCLENNAN, 2007).

2.3.3. Replicacdo do genoma

A replicagdo do genoma dos poxvirus se inicia entre 1 e 2 h apos a
infeccdo e leva a geracao de cerca de 10.000 copias do genoma por célula,
sendo que aproximadamente metade desse numero sera empacotada em
virions ao final do ciclo de multiplicacdo. Os poxvirus codificam todas as
proteinas consideradas essenciais para replicacdo de DNA viral, como DNA
polimerase, nucleosideo trifosfatase e DNA glicosilase, sendo que muitos
poxvirus também codificam proteinas envolvidas na biossintese de nucleotideos
(MOSS, 2007).

A liberacdo do DNA viral no citoplasma ocorre apenas apos a sintese das
proteinas precoces, sem a qual ndo ha o desnudamento do cerne e o sistema
ubiquitina-proteassomo celular € co-optado para cooperar nesse pProcesso
(SCHRAMM; LOCKER, 2005; MERCER et al.,, 2012). A ATPase viral D5,
codificada por um gene precoce, desempenha um papel essencial na liberagéo
do genoma viral no citoplasma durante o desnudamento do cerne (KILCHER et
al., 2014).

A replicacdo do DNA dos poxvirus ocorre inteiramente no citoplasma, em
sitios especificos denominados “fabricas virais” (MOSS, 2007). Cisternas
individuais do reticulo endoplasmatico sdo recrutadas para o sitio de replicacao,
onde se fundem entre si para formarem um envelope, composto de duas

bicamadas lipidicas, dentro do qual se procede a replicagdo do DNA viral.
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Morfologicamente, esse envelope lembra o envoltério nuclear sendo, por isso,
denominado “mininucleo” por alguns autores (TOLONEN et al., 2001;
SCHRAMM & LOCKER, 2005). Entretanto, essa denominacdo tem sido
contestada, ja que foi demonstrado recentemente que além de sitio de
replicacdo, as fabricas virais também séo sitios de transcricdo e traducdo de
proteinas virais, o que deve aumentar significativamente a eficiéncia da
multiplicac&o viral e contribuir para a usurpagédo da maquinaria celular pelo virus
(KATSAFANAS; MOSS, 2007).

Em nivel molecular, a replicacdo parece comecar com a introducédo de
pequenas quebras nas extremidades do genoma, sem a necessidade de origem
de replicagéo, seguida por deslocamento de de umas das fitas de DNA e sintese
de DNA por um mecanismo de autoiniciagéo (self-priming) (MOSS, 2013). Esse
modelo de replicacdo do DNA viral tem sido questionado atualmente devido a
identificagdo de uma proteina viral (D5, a mesma envolvida no desnudamento)
com atividade de DNA primase (DE SILVA et al., 2007; DE SILVA et al., 2009).
Dessa maneira, o0 modelo atual envolveria a sintese de iniciadores de RNA pela
proteina D5 para a sintese da fita lider de DNA ao invés da clivagem da
extremidade do DNA viral (MOSS, 2013). A replicacdo do DNA dos poxvirus leva
a formacdo de concatameros, que sdo posteriormente resolvidos com a
participacdo da proteina viral A22, que atua como uma resolvase do tipo HJ
(juncéo de Holliday) (GARCIA; MOSS, 2001; MOSS, 2007).

2.3.4. Morfogénese e liberacdo

A montagem das particulas dos poxvirus se inicia nas fabricas virais. As
primeiras estruturas identificadas sdo as crescentes, que consistem de uma
membrana, com a superficie convexa com aspecto de favos de uma colmeia e a
concavidade preenchida por material granular. A proteina viral D13 forma o
arcabouco que sustenta, da a forma convexa as crescentes e serve como sitio
de ancoragem para os componentes do virion durante a morfogénese (HEUSER,
2005; MOSS, 2007). Contudo, a natureza da membrana das crescentes ainda é
controversa, havendo davida se é sintetizada de novo ou derivada do reticulo
endoplasmatico, e também se as crescentes sédo constituidas por apenas uma
ou multiplas membranas (SMITH; LAW, 2004; SCHRAMM; LOCKER, 2005;
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CONDIT et al., 2006). Estudos genéticos recentes identificaram proteinas virais
envolvidas nas etapas iniciais da morfogénese dos poxvirus, tais como Al11, A17,
A30.5, e L2. Porgbes de membrana derivadas do reticulo endoplasmético seriam
estabilizadas pelas proteinas Al11l, A30.5 e L2 e recrutadas até as fabricas virais
para assistir a formacéo das crescentes (MARURI-AVIDAL et al., 2011; 2013a;
2013b; 2013c). A proteina Al7, por sua vez, localiza-se nessas porgdes de
membrana e medeia a interacdo da membrana da crescente com o arcabouco
de D13 (UNGER et al., 2013; MARURI-AVIDAL et al., 2013c).

Posteriormente, surgem os virions imaturos (IV), quando a membrana das
crescentes se fecha dando origem a estruturas circulares preenchidas por uma
massa nucleoproteica densa. O empacotamento do genoma no interior dos IV
ocorre apos a resolucdo dos concatameros em um processo envolvendo uma
ATPase e proteinas teloméricas virais (GARCIA; MOSS, 2001; CONDIT et al.,
2006; MOSS, 2007). Também ocorre 0 empacotamento da maquinaria de
transcricao viral, incluindo VETF (HU et al., 1998).

Com a progressao da morfogénese, verifica-se a transicdo de IV para
IMV, com uma marcante mudanca na forma da particula, de esférica para o
formato de tijolo caracteristico dos poxvirus. Durante o processo de transicao, 0s
IV perdem o arcabouco formado pela proteina viral D13, que lhes confere o
formato esférico, e diversas proteinas da membrana externa e do cerne sofrem
processamento proteolitico, aparentemente mediado pelas proteases
codificadas pelos genes virais G1L e I7L (HEUSER, 2005; CONDIT et al., 2006;
MOSS, 2007). Apos a morfogénese, os IMVs sédo transportados das fébricas
virais até o centro organizador de microtubulos (MTOC) (SMITH et al., 2002).

Os IMVs de alguns poxvirus, a saber, CPXV, Ectromelia virus,
Raccoonpox virus e Fowlpox virus, sdo oclusos em uma matriz proteica densa
no citoplasma, denominadas de inclusdes do tipo acidoéfilo (ATI). Possivelmente,
as ATls sao liberadas no ambiente apds a degeneracéo das células infectadas.
A principal proteina das ATl de CPXV apresenta cerca de 160kDa, sendo que
algumas amostras de VACV também codificam uma proteina homodloga
truncada, mas a mesma nao forma ATIs em células infectadas (SMITH; LAW,
2004; MOSS, 2007).
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Parte dos IMVs gerados é transportada via microtibulos a partir do MTOC
e adquire mais duas membranas derivadas de vesiculas da rede trans-Golgi ou
endossomos, dando origem as formas IEVs (TOOZE et al., 1993; SCHMELZ et
al., 1994; SMITH et al., 2002). Algumas proteinas virais exclusivas das formas
IEV e EEV séo incorporadas nas membranas desses compartimentos, tais como
F12, F13, A33, A34, A36, A56 e B5, sendo que as proteinas F12 e A36 estao
ausentes nos EEVs. Os IEVs sdo transportados via microtubulos até a superficie
da célula, onde o envelope externo dos IEVs se funde a membrana plasmatica,
liberando uma parte dos virions no meio extracelular como EEVs, enquanto a
outra parte permanece associada a célula hospedeira como CEVs (SMITH et al.,
2002; SMITH; LAW, 2004).

Os CEVs induzem a polimerizacdo de actina sob o virion, processo
responsavel pela formacao das “caudas de actina”, que propelem a particula em
direcé@o as células vizinhas. A proteina A36, presente no envelope externo dos
IEVSs, concentra-se na membrana plasmatica sob os CEVs apos a fusao, onde é
fosforilada por tirosina cinases celulares. A fosforilacdo de A36 induz o
recrutamento de outras proteinas celulares envolvidas na polimerizacdo de
actina, o que leva a formacgéo das caudas de actina (MUNTER et al., 2006). A
liberacdo do CEV da cauda de actina também requer a atividade de tirosina
cinases celulares (REEVES et al., 2005).

2.4. Patogénese

As infec¢cbes pelos Orthopoxvirus podem ser classificadas como
sistémicas ou localizadas (restritas ao sitio de entrada do virus). A entrada do
virus no organismo do hospedeiro ocorre através da pele ou através do trato
respiratorio. Inicialmente, o virus se multiplica no sitio primario de infeccao
podendo ou nao atingir os linfonodos da regido acometida, o que determinara se
a infeccdo serd sistémica ou localizada, respectivamente. ApoOs atingir 0s
linfonodos regionais, o virus chega a corrente sanguinea causando a viremia
priméria. Em seguida, o virus se espalha e multiplica no baco, figado, medula
0ssea e outros orgaos reticuloendoteliais, ocasionando uma segunda onda de
viremia. A viremia secundaria € responsavel pela disseminacédo do virus para

sitios distantes, especialmente a pele, causando as lesdes -cutaneas
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generalizadas caracteristicas das infeccbes pelos Orthopoxvirus (DAMON,
2007).

Assim como para a maioria das infec¢des virais, a resposta inicial as
infecgbes pelos Orthopoxvirus envolve a producéo de interferons (IFN) e 6xido
nitrico, e a ativacdo de células NK (natural killer) e macréfagos, antes que a
resposta especifica mediada pelos linfocitos T e B seja montada. IFN-y,
granzimas A e B, perforina, linfocitos T CD4+ e CD8+, e anticorpos foram
identificados como importantes para a eliminagcdo da infeccdo primaria.
(DAMON, 2007).

3. Interacdo poxvirus-hospedeiro: balanco entre fatores celulares e
produtos génicos virais

Os virus dependem da maquinaria de sintese celular para completarem
seu ciclo de vida e gerarem novos virions para a propagacao da infeccdo. Dessa
forma, ao longo da coevolugdo com seus hospedeiros, 0s virus desenvolveram
estratégias altamente eficientes para co-optar fatores celulares, modificar o
ambiente intracelular e escapar das respostas antivirais do hospedeiro, a fim de
garantir o sucesso da sua replicacdo (GREBER, 2002; LUDWIG et al., 2003;
BONJARDIM, 2005; MUNTER et al., 2006).

Os poxvirus, dado o seu grande genoma, codificam muitas proteinas
envolvidas na interacao virus-hospedeiro, principalmente no que tange a evaséo
da resposta imune (Figura 4). Mesmo assim, 0S poxvirus requerem muitos
fatores celulares, que sdo co-optados pelo virus durante a infeccdo, a fim de
garantir a geracdo da progénie viral (MCFADDEN, 2005). Dentre as proteinas
codificadas pelos poxvirus com papel de modular as fungdes celulares e evadir
as respostas do hospedeiro pode se citar homologos de fatores de crescimento,
proteinas regulatorias do sistema complemento, homoélogos de receptores de
citocinas, homoélogos de citocinas e quimiocinas, serpinas (inibidores de serina
proteases), proteinas antiapoptéticas, entre outras (JOHNSTON; MCFADDEN,
2003).

As vias de transducdo do sinal desempenham um papel central na
regulacdo das mais diversas funcdes celulares, como sobrevivéncia,

crescimento, apoptose, migragao, trafego intracelular e resposta imune. Dessa
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Figura 4. Algumas estratégias codificadas pelo Vaccinia virus para escapar
da resposta imune do hospedeiro (modificado de PERDIGUERO;
ESTEBAN, 2009).

A célula dispde de receptores de padrdao molecular (e.g. TLRs), capazes de
detectar componentes estruturais de agentes patogénicos, dentre eles 0s virus.
Uma vez ativados, os TLRs transmitem o sinal através de uma cascata de
proteinas sinalizadoras, culminando com a ativacdo de fatores de transcricdo
como NFkB e IRF, que induzem a expressao de citocinas proé-inflamatérias e
interferon (IFN) do tipo I, importantes para conter a disseminac¢ao da infeccgéo.
Cinco proteinas codificados por VACV (A46, A52, K1, K7 e N1) interceptam essa
cascata sinalizadora e sédo importantes fatores de viruléncia. A ligagao dos IFNs
dos tipos | e 1l aos seus receptores cognatos também é bloqueada por proteinas
codificadas por VACV. B19 é uma proteina que se liga a IFN-a/f3 ao passo que
B8 é homologo do receptor de IFNy. A fosfatase viral H1 desfosforila os fatores
de transcricdo STAT, importantes na ativagcdo da expressao dos ISG (genes
estimulados por interferon). PKR e OAS sédo dois ISGs essenciais para a
resposta antiviral, cuja ativacdo depende de dsRNA. Quandos ativados, PKR
inativa a traducdo através da fosforilagcdo do elF (fator eucariético de iniciacdo
da traducéo) 2a enquanto OAS leva a ativagao da RNAse L. As proteinas virais
E3 e K3 inibem esse sistema de defesa do hospedeiro através da ligagdo a
dsRNA e da similaridade a elF2a, respectivamente. A apoptose consiste numa
importante estratégia antiviral e pode ocorrer pela via extrinseca através da
ativacado de “receptores de morte” (TNFR, Fas), dependente de caspase-8, ou
pela via intrinseca dependente de caspase-9. Membros pré-apoptéticos da
familia Bcl2 associados a apoptose pela via intrinseca (Bax, Bak, Bim, Bid, Bad)
sdo inibidos pelas proteinas F1 e N1 de VACV. Ja a proteina B13 é capaz de
inibir a atividade de caspases.
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forma, ndo é surpresa que o0s virus interfiram com a ativacdo de vias de
sinalizacdo de modo a alterar o ambiente intracelular e o tornar mais propicio a
geracéo e disseminacéo virais (GREBER, 2002; LUDWIG et al., 2003; MUNTER
et al., 2006).

Durante anos, estudos realizados pelo Grupo de Transducédo do Sinal da
UFMG vém demonstrando o envolvimento de vias sinalizadoras celulares
durante a infeccéo pelos Orthopoxvirus VACV e CPXV (Figura 5). Esses estudos
mostraram que a ativacao sustentada da via MEK-ERK durante a infeccéo pelo
VACV e pelo CPXV leva a expressdo do fator de transcricdo EGR1, que se
mostrou essencial para a multiplicagdo do VACV, mas nao para o CPXV. Por
outro lado, a via MEK-ERK-EGR1 regula a liberacdo das formas envelopadas de
ambos os virus (DE MAGALHAES et al., 2001; ANDRADE et al., 2004; SILVA et
al., 2006; BRASIL, 2010). Duas proteinas virais, C11/VGF e O1, cooperam para
a ativagdo e sustentacao do sinal da via MEK-ERK, respectivamente (ANDRADE
et al., 2004; SCHWENEKER et al., 2012).

Contrariamente ao efeito promotor da multiplicacdo do VACV, durante a
infeccdo pelo Myxoma virus (MYXV), a ativacdo de MEK-ERK leva a fosforilagéo
do fator de transcricdo IRF3 (fator regulatério de IFN 3), que induz a expressao
de IFNB, responsavel pela restricdo da replicagdo viral em fibroblastos
embrionarios murinos, tornando-os ndo permissivos ao MYXV (WANG et al.,
2004a).

A via MKK/JNK também € ativada durante a infeccao por VACV e CPXV,
segundo estudos realizados pelo Grupo de Transducdo do Sinal. Apesar da
inibicdo de JNK ndo provocar reducdo da multiplicacdo, essa via regula a
liberacdo das particulas envelopadas de VACV, através da modulacdo da
dindmica do citoesqueleto de actina e de microtibulos durante a infeccdo
(SOARES, 2007; PEREIRA et al., 2012a). A interacao da cinase viral B1 com a
proteina adaptadora JIP1 aumenta a estabilidade da ligacdo de MKK7, TAK1 e
JNK fosforilada a JIP1, contribuindo para a fosforilacdo de c-Jun por JNK
(SANTOS et al., 2006). Entretanto, a relevancia dessa intera¢cdo no contexto da
infeccéo viral carece de verificacdo experimental. Durante a infec¢éo pelo VACV,
a fosforilacédo do fator de transcricdo c-Jun € temporalmente regulada por ERK

e JNK e exerce importante papel na geracéo e disseminacao da progénie viral
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Figura 5. Vias sinalizadoras celulares séo requeridas durante a infec¢céo
pelo Vaccinia virus.

As vias sinalizadoras MEK-ERK, MKK-JNK, PI3K-Akt e PAK1 sdo ativadas
durante a infeccéao pelo VACV-WR. MEK-ERK e PI3K-Akt sdo requeridas tanto
para a replicacdo viral como para a inibicao da apoptose durante a infec¢ao. Dois
fatores de transcrigéo ativados via MEK-ERK (EGRL1 e c-Fos), assim como MKK-
JNK e PAK1l sdo importantes para a regulacdo da liberacdo das formas
envelopadas. Por sua vez, a ativacdo do fator de transcricdo c-Jun € regulada
por ERK e JNK durante a infeccéo, sendo requerido para a multiplicacao viral. A
interagcdo de algumas proteinas virais com essas vias sinalizadoras também é
indicada (KING et al., 1986; DE MAGALHAES et al., 2001; ANDRADE et al.,
2004; SILVA et al., 2006; MERCER & HELENIUS et al., 2008; SOARES et al.,
2009; POSTIGO et al., 2009; BRASIL, 2010; LEITE, 2010; PEREIRA et al.,
2012a; SCHWENEKER et al., 2012; SALGADO et al., 2013; OLIVEIRA, 2013;
ANDRADE; ALBARNAZ et al., em preparacéo).
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(PEREIRA, 2007; LEITE, 2010). A ativacado de JNK durante a infeccdo pelo
VACV, mas ndo pelo CPXV, é dependente da GTPase celular Racl (CARNEIRO
et al., 2013).

O VACV e 0 CPXV também modulam a ativacao da via PI3K/Akt durante
a infeccdo, para a transmissdo de sinais antiapoptéticos e para regular a
traducdo de proteinas virais e a morfogénese viral (SOARES et al., 2009;
ZABOROWSKA; WALSH, 2009). De modo semelhante a JNK, a ativacdo de Akt
foi dependente da GTPase Racl apenas durante a infeccao pelo VACV, mas
ndo pelo CPXV (CARNEIRO et al., 2013). A ativacdo de Akt também ocorre
durante a infecgdo pelo MYXV, desempenhando um papel central na
determinacdo da permissividade celular & infeccao viral. A proteina viral M-T5
associa-se a Akt aumentando sua atividade de cinase para regular importantes
funcdes celulares, tais como sobrevivéncia, apoptose, proliferacdo e crescimento
(WANG et al., 2006; WERDEN; MCFADDEN, 2008). M-T5 também interage com
a E3 ubiquitina ligase celular Cullin-1, formando um complexo responsavel pela
ubiquitinacao de p27-Kipl e sua subsequente degradacao proteossémica, o que
promove a progressao do ciclo celular e a eficiente multiplicacao viral
(JOHNSTON et al., 2005; WERDEN; MCFADDEN, 2008).

Algumas das vias sinalizadoras ativadas pela infeccdo pelos poxvirus
estdo envolvidas com as profundas alteracbes no citoesqueleto observadas
durante a infeccdo, tais como reorganizacdo dos microtibulos, perda da
integridade e da funcdo do centrossomo, perda das fibras de estresse de actina,
estimulo da migracéo celular, perda da adesao e formacao das caudas de actina
(MUNTER et al., 2006). A estimulacdo da migracdo celular durante a infecgéo
pelo VACV é mediada pela inibicdo da via da GTPase RhoA/mDia, importante
na regulacéo da dinamica do citoesqueleto de actina e de microtubulos, que sao
necessarios durante a liberagdo das formas envelopadas de VACV
(VALDERRAMA et al., 2006; ARAKAWA et al., 2007).

Durante a formacgéo das caudas de actina, tirosina cinases celulares das
familias Src e Abl sdo ativadas pela proteina viral B5 e fosforilam a proteina A36
do envelope externo do IEV, promovendo o desligamento de A36 de cinesina-1,
interacao responsavel pelo movimento intracelular do IEV via microtubulos até a
superficie da célula (NEWSOME et al.,, 2004; NEWSOME et al., 2006). A36
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fosforilada induz o recrutamento de diversas proteinas celulares, tais como NCK,
N-WASP, WIP, ARP2/3 e GRB2, que formam um complexo que desencadeia o
processo de polimerizagdo de actina sob a particula viral, responsavel pela
propulsdo do CEV da célula infectada (MOREAU et al., 2000; SCAPLEHORN et
al., 2002; MUNTER et al., 2006). A liberacdo do CEV da ponta da cauda de
actina, por sua vez, € dependente apenas das proteinas tirosina cinases da
familia Abl (REEVES et al., 2005). Estudos do Grupo de Transducéo do Sinal
demonstraram que a fosforilagdo do componente regulatério ARPC1/p41-Arc do
complexo ARP2/3 pela serina-treonina cinase celular PAK1 (cinase ativada por
p21) desempenha um papel importante durante a formacéo das caudas de actina
induzidas pelo VACV (ANDRADE; ALBARNAZ et al., em preparacédo). A formina
FHOD1, outra proteina celular nucleadora de actina, coopera com o complexo
ARP2/3 durante a formacéo das caudas de actina do VACV. Apds ativacdo pela
GTPase Racl, FHOD1 promove a polimerizacdo de filamentos de actina que
servem de base para a polimerizacdo de filamentos de actina ramificados por
ARP2/3 (ALVAREZ; AGAISSE, 2013).

Apenas a capacidade dos virus de orquestrar a maquinaria biossintética
celular em beneficio proprio ndo garante um ciclo de vida bem sucedido no
interior da célula hospedeira. Os virus também precisam dispor de estratégias
para inibir e evadir as respostas antivirais do hospedeiro contra a infec¢do. Os
TLR (receptores do tipo Toll) compdem uma familia de receptores encarregados
de detectar biomoléculas derivadas de patdgenos virais, bacterianos e flngicos,
e desencadear uma cascata de sinalizacdo que culmina com a ativacao das
MAPKSs e dos fatores de transcrigdo NFkB e IRF3, levando a expresséo dos IFNs
(interferons) e de citocinas inflamatdrias (TNFa, IL6), além de outros mediadores
da resposta do hospedeiro a infecgdo (BONJARDIM et al., 2009). Os poxvirus
codificam diversas proteinas que interceptam a transmissdo do sinal dos TLR
impedindo assim a ativacdo de NFkB e IRF3 e a consequente inducdo da
expressao de citocinas pro-inflamatorias e IFNs. Exemplos incluem as proteinas
de VACV A46, A52, B14, K7, M2 e N1 (HARTE et al., 2003; DIPERNA et al.,
2004; STACK et al., 2005; GEDEY et al., 2006).

Os IFNs constituem uma das mais poderosas armas do hospedeiro contra

as infec¢des virais e 0s poxvirus contrapdem a acdo dos IFNs através da
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expressao de proteinas que ligam IFNa/p (IFNa/B-BP) e de homdlogos dos
receptores de IFNy (IFNyR), que atuam sequestrando essas citocinas e as
impedindo de regular a resposta imune contra a infec¢édo viral. Proteinas com
essas propriedades sdo codificadas por VACV, MYXV, CPXV, Ectromelia virus,
Fowlpox virus e Camelpox virus (JOHNSTON; MCFADDEN, 2003; MOSS,
2007). Os poxvirus também interferem com as cascatas de sinalizacdo
desencadeadas em resposta aos IFNs, via JAK (cinase Janus)/STAT (transdutor
do sinal e ativador da transcricdo). O gene H1L de VACV codifica uma fosfatase
capaz de desfosforilar de STAT (NAJARRO et al.,, 2001). A fosfatase H1 é
empacotada nos corpusculos laterais do virion e é liberada imediatamente apos
a fusé@o entre as membranas virais e celulares (SCHMIDT et al., 2013).

Além da proteina B8, homodlogo de IFNyR, e B19, homdlogo de IFNa/B-
BP, VACV codifica outras duas proteinas, E3 e K3, que inibem a acdo de PKR
(proteina cinase dependente de RNA), um dos principais efetores da resposta
celular a IFNs. PKR é ativada por intermediarios de dsRNA que se formam
durante a infeccao viral, sendo um de seus substratos o fator de iniciacao da
traducao elF2a, cuja fosforilagao inibe drasticamente a sintese protéica. Como
E3 liga-se a dsRNA e K3 € um homdlogo néo funcional de elF2a, essas proteinas
inibbem a atividade de PKR por competir por ativadores e substratos,
respectivamente (JOHNSTON; MCFADDEN, 2003; MOSS, 2007).

A apoptose consiste noutro importante mecanismo disposto pelo sistema
imune do hospedeiro para a eliminagcdo de células infectadas por virus que é
extensivamente regulado por uma complexa rede de vias sinalizadoras.
Portanto, ndo € surpresa que 0s poxvirus também disponham de estratégias
para interferir com essas vias sinalizadores (TAYLOR; BARRY, 2006). O
receptor de TNF (fator de necrose tumoral) (TNFR) e Fas, quando estimulados,
sdo importantes indutores de apoptose pela via extrinseca, que depende da
ativacdo de caspase-8. Proteinas homologas ao TNFR sé&o codificadas por
diversos poxvirus, tais como MYXV, VACV, CPXV, Ectromelia virus e Variola
virus. Os homologos virais de TNFR sdo secretados durante a infeccdo e
sequestram TNF, inibindo assim a apoptose induzida por essa citocina
(TAYLOR; BARRY, 2006). Dentre as diversas proteinas com efeito

antiapoptotico codificadas pelos poxvirus também encontram-se cinco serpinas:
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SPI1, SPI2 (B13 ou CrmA) e SPI3, codificadas pelos Orthopoxvirus, e Serpl e
Serp2, codificadas pelo MYXV. A proteina CrmA de CPXV, por exemplo, possuli
efeito inibitério sobre caspase-1, caspase-8, caspase-3 e granzima B,
participando tanto da inibicAo da apoptose quanto do processamento de
citocinas pro-inflamatorias (TAYLOR; BARRY, 2006).

A familia de proteinas Bcl2 desempenha um papel central na regulacao
da via mitocondrial ou intrinseca de apoptose, reunindo tanto proteinas
antiapoptoticas (Bcl2, BclXL, Mcll) como pré-apoptoticas (Bak, Bax, Bid, Bad,
Bim, Puma, Noxa). A apoptose por sinais intrinsecos induz disfuncdo
mitocondrial, levando a liberacdo de proteinas pro-apoptéticas no citoplasma,
como o citocromo ¢, que disparam a ativacao da cascata de caspases, iniciando
pela caspase-9 (TAYLOR; BARRY, 2006). As proteinas F1 do VACV, M11 de
MYXV e FPV039 de Fowlpox virus sdo homélogas de Bcl2 capazes de inibir a
apoptose pela via mitocondrial, através da interacdo com Bak, sendo que F1 e
M11 também sdo capazes de interagir de maneira independente com Bax
(WANG et al., 2004b; WASILENKO et al., 2005; SU et al., 2006; TAYLOR et al.,
2006; BANADYGA et al., 2007). Essas diferentes estratégias de interacdo com
o hospedeiro ndo atuam separadamente, mas de modo cooperativo e finamente
regulado ao longo da infecgcédo. Por exemplo, a ativacéo da via VGF/MEK/ERK
coopera com a proteina F1 na inibicdo da apoptose induzida durante a infeccéo
pelo VACV (POSTIGO et al., 2009).

4. MAPKs (proteinas cinases ativadas por mitdbgenos)

A familia das MAPKSs (proteinas cinases ativadas por mitdgenos) esta
envolvida nos mais diversos mecanismos de regulacdo celular e reune seis
grupos distintos de proteinas: (i) ERK1/2 (cinases reguladas por sinal
extracelular), (i) INK1/2/3 (cinase do NHz-terminal de Jun), (iii) p38a/B/y/d, (iv)
ERK7/8, (v) ERK3/4 e (vi) ERK5. As MAPKSs séo ativadas por diversos estimulos,
tais como fatores de crescimento, hormdnios, citocinas e estresse ambiental.
Esses sinais séo transmitidos através de receptores tirosina cinases, receptores
acoplados a proteina G (GPCRS), receptores de citocinas e receptores serina-

treonina cinases, e coordenam diversas atividades celulares como expressao
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génica, ciclo celular, metabolismo, motilidade, sobrevivéncia, apoptose e
diferenciacao (KRISHNA; NARANG, 2008).

Um aspecto caracteristico das vias sinalizadoras das MAPK é que séo
organizadas em moédulos compostos por trés cinases evolucionariamente
conservadas e que atuam em sequéncia: (i) uma MAPK, (ii) uma MAP2K (MAPK
cinase) e (iii) uma MAP3K (MAPK cinase cinase) (Figura 6) As MAP3Ks sé&o
serina-treonina cinases ativadas através de fosforilacdo e (ou) interacdo com
GTPases monoméricas em resposta a estimulos extracelulares. Uma vez
ativada, a MAP3K fosforila e ativa uma MAP2K. As MAP2Ks s&o cinases de
dupla especificidade, isto é, sdo capazes de fosforilar as MAPKs tanto nos
residuos de treonina quanto de tirosina na regido conservada Thr-Xaa-Tyr,
levando a ativacdo das MAPKs. Apés a ativacdo, as MAPKs fosforilam seus
substratos em residuos de serina ou treonina apenas quando esses Sao
seguidos por residuos de prolina. Os substratos das MAPKs incluem fatores de
transcricdo, MKs ou MAPKAPKSs (proteinas cinases ativadas por MAPK) ou

outras proteinas, como proteinas do citoesqueleto (KRISHNA; NARANG, 2008).

4.1. p38 MAPK

A p38 MAPK, juntamente com JNK, sdo também denominadas SAPK
(proteinas cinases ativadas por estresse). Sdo ativadas principalmente por
estresse ambiental (estresse osmotico, estresse oxidativo, radiacdo), citocinas
(TNFa, IL1, TGFB) e em resposta a ativacdo dos TLRs. Proliferacéo,
diferenciagéo, apoptose, metabolismo, migragéo e inflamacdo estdo entre as
principais funcdes celulares reguladas por p38 MAPK (Figura 6) (CUENDA,;
ROSSEAU, 2007; KRISHNA; NARANG, 2008; WAGNER; NEBREDA, 2009;
CUADRADO; NEBREDA, 2010).

A p38 MAPK também compartilha com JNK muitas MAP3Ks envolvidas
na sua ativacao, que incluem MLK2/3, ASK1, TAK1, DLK, MEKK, dentre outras.
JA MKK3 e MKKG6 séo as duas MAP2Ks altamente especificas responsaveis pela
ativacdo de p38 MAPK. Porém, em resposta a alguns estimulos, MKK4 também
pode contribuir para a sua ativacdo. GTPases da subfamilia Rho, tais como
Racl, Rho, Cdc42 e Rit, e GPCR estdo entre as proteinas responsaveis pela

ativacdo das MAP3Ks da via de p38 MAPK em resposta a sinais extracelulares.
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Figura 6. Representacdo esquematica da via sinalizadora de p38 MAPK
(modificado de CHOULTHARD et al., 2009).

Quando estimulados por sinais extracelulares, tais como estresse (osmatico,
oxidadtivo, UV) e citocinas (TNF, IL1), tem-se inicio uma cascata sinalizadora na
qual MAP3Ks fosforilam as MAP2Ks especificas de p38 MAPK (MKK3 e MKKG6
e, sob certas circunstancias, MKK4). Uma vez ativadas, as quatro isoformas de
p38 (a, B, y e d) fosforilam uma série de substratos, a saber, fatores de
transcricdo (em amarelo), proteinas cinases (em laranja), e outras proteinas
citoplasmaticas e nucleares (em azul). Os substratos fosforilados por p38
desencadeiam e (ou) modulam variadas respostas biolégicas, que incluem
inflamacéo, diferenciacédo, proliferacdo, apoptose e senescéncia.
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Ja a regulacdo negativa de p38 MAPK fica a cargo de proteinas tirosinas
fosfatases (PTPs), serina-treonina fosfatases (PP2C) e fosfatases de
especificidade dupla (DUSPs) ou MAPK fosfatases (MKPs), que desfosforilam
os residuos de tirosina e (ou) treonina essenciais a atividade de p38 MAPK
(KRISHNA; NARANG, 2008; CUENDA; ROSSEAU, 2007; CUADRADO;
NEBREDA, 2010).

Os substratos de p38 podem ser agrupados em dois grandes grupos: 0s
fatores de transcricdo e as proteinas cinases. Os fatores de transcri¢cao incluem
p53, ATF2, Elk1, MEF2, NFAT, GADD e C/EBP. Ja entre as proteinas cinases
encontram-se MAPKAPK2/3 (MK2/3), MSK1 (cinases ativadas por mitdgenos e
estresse) e MNK1/2 (cinases que interagem com MAPK) (KRISHNA; NARANG,
2008; WAGNER; NEBREDA, 2009). Muitos substratos de MK2/3 também sé&o
fatores de transcricado, tais como ATF1, CREB e SRF, dentre outras proteinas
(CUENDA; ROSSEAU, 2007; KRISHNA; NARANG, 2008).

Diferente de ERK e JNK, que normalmente ativam a proliferagcéo celular,
p38 MAPK comumente exerce regulacdo negativa sobre a progressao do ciclo
celular nas etapas de transicdo G1/S e G2/M, principalmente através da
repressado de ciclinas, inducédo de inibidores de CDK (cinases dependentes de
ciclinas) e modulacdo da atividade de p53. A regulacdo negativa sobre a via
JNK/c-Jun também contribui para o papel antiproliferativo de p38 MAPK.
Entretanto, p38 MAPK também pode regular positivamente a proliferacéo celular,
funcdo que esta relacionada ao nivel de ativagdo e a interacdo com outras vias
sinalizadoras (THORNTON; RINCON, 2009; WAGNER; NEBREDA, 2009).

A inducao de apoptose é um evento classicamente associado a ativagao
de p38 em resposta ao estresse. Esse papel pode ser mediado tanto no nivel de
transcricdo como pos-traducdo, envolvendo geralmente membros pro- e
antiapoptoticos da familia Bcl2, e p53. A apoptose também pode ser um evento
secundério a ativacdo de p38 MAPK, tal como a producéo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) pela via TLR-ASK1-p38 MAPK. A ativacdo de p38 MAPK
juntamente com JNK, via ASK1, pode levar a apoptose de modo dependente de
p53 e do complexo AP1 (proteina ativadora) (SUMBAYEV; YASINSKA, 2006;
WAGNER; NEBREDA, 2009). Entretanto, p38 MAPK também pode transmitir

sinais antiapoptoticos, por exemplo, através do controle da autofagia ou da

28



inativacdo de GSK3p (glicogénio sintase cinase), que leva ao acumulo do fator
de transcricdo de B-catenina, que exerce papel pro-sobrevivéncia celular
(THORNTON; RINCON, 2009; WAGNER; NEBREDA, 2009; CUADRADO;
NEBREDA, 2010).

O controle da inflamac&o € outro papel classicamente atribuido a p38
MAPK. Essa funcédo é desempenhada principalmente através da regulacéo da
expressdo de mediadores e citocinas pré-inflamatorias, tais como COX2 (ciclo-
oxigenase 2), IL1, IL6 e TNFa, tanto no nivel de transcricdo (via NFkB, por
exemplo) como pdés-traducao, por regular a estabilidade do mRNA (via MK2) e a
traducdo de proteinas (via MNK1) (CUENDA; ROSSEAU, 2007; WAGNER,;
NEBREDA, 2009).

Em relacdo a regulacdo da migracdo celular, p38 MAPK possui a
capacidade de fosforilar Paxillin, proteina que compde as adesdes focais, cuja
montagem e desmontagem s&o cruciais para a migracao celular e reguladas por
fosforilacdo. A cinase MK2, um substrato de p38 MAPK, também é capaz de
fosforilar ARPC5/p16-Arc, um componente regulatorio do complexo nucleador
de actina ARP2/3, e HSP27. HSP27, quando fosforilada, perde a habilidade de
inibir a polimerizagdo de actina e a formagédo de fibras de estresse, eventos
associados a migracdo (HUANG et al., 2004)

4.2.1. MAPK p38 e os virus

Diante do papel central de p38 MAPK na regulacdo de processos
celulares como proliferagéo, sobrevivéncia, apoptose, metabolismo, migracao e
inflamacdo, ndo é surpresa que os virus interfiram com a atividade dessa
proteina sinalizadora durante a sua manipulacdo do ambiente intracelular. A
ativacdo de p38 MAPK durante a infeccéo ja foi relatada para muitos virus, a
saber, VACV (DE MAGALHAES et al., 2001), Influenza virus (MARUOKA et al.,
2003), Coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS) (MIZUTANI
et al., 2004), Human herpesvirus 1 (HHV1) (KARACA et al., 2004), virus da
varicela-zoster (VZV) (RAHAUS et al., 2004), Human immunodeficiency virus 1
(HIV1) (PERFETTINI et al., 2005), HHV8 (PAN et al., 2006), Rhinovirus (DMITRU
et al., 2006), Hepatitis B virus (HBV) (CHANG et al., 2008), Enterovirus 71 (TUNG
et al., 2010), virus coxsackie B3 (CVB3) (Sl et al., 2005; JENSEN et al., 2013),
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Dengue virus (NAGILA et al., 2013), Sendai virus (JOHNSEN et al., 2013), dentre
outros.

Em suma, p38 MAPK pode atuar em trés grandes processos durante uma
infeccdo viral: (i) a replicacdo viral; (i) a morte celular; e (iii) a resposta
inflamatoria.

Durante a infec¢cdo por HHV1 (KARACA et al., 2004), HHV8 (PAN et al.,
2006), Rotavirus (HOLLOWAY; COULSON, 2006), CVB3 (Sl et al., 2005), HBV
(CHANG et al., 2008), VZV (RAHAUS et al., 2004) e Porcine circovirus (WEI et
al., 2009), a ativacdo de p38 MAPK desempenha funcédo determinante para a
eficiente geracéo e liberagdo da progénie infecciosa. Em muitos desses casos,
a habilidade de p38 MAPK de modular a atividade de componentes do complexo
AP1 esta associada ao desempenho de tal funcdo (HOLLOWAY; COULSON,
2006; PAN et al., 2006; WEI et al., 2009). Durante a infec¢ao pelo HHV-8, por
exemplo, AP1 é regulado por p38 MAPK, em conjunto com ERK e JNK, para
promover a atividade do promotor viral RTA, importante durante a infecgéo litica,
tanto primaria quanto apds reativacao de infeccéo latente (PAN et al., 2006; XIE
et al., 2008).

A p38 MAPK medeia a apoptose em resposta a infec¢do por muitos virus.
Alguns exemplos incluem HIV1 (PERFETTINI et al., 2005; GUTIERREZ-
SANMARTIN et al., 2008), Influenza virus (MARUOKA et al., 2003), Japanese
encephalitis virus (YANG et al., 2009), Coronavirus da SARS (MIZUTANI et al.,
2004), Pseudorabies virus (YEH et al., 2008), Theiler virus (SON et al., 2009), e
Dengue virus (NAGILA et al., 2013). Em alguns casos, a ativacdo de p53
contribui para a apoptose durante a infecgdo viral (PERFETTINI et al., 2005;
SON et al., 2009). Durante a infeccao pelo Influenza virus, a via ASK1-p38 MAPK
e JNK transmitem o sinal pro-apoptotico em reposta a ativagdo de PKR e (ou) ao
estresse do reticulo endoplasmatico (MARUOKA et al.,, 2003; SUMBAYEV;
YASINSKA, 2006). Ja durante a infeccdo pelo CVB3, a ativagdo de p38 MAPK
pode resultar em efeitos contrastantes, dependendo do equilibrio entre
diferentes vias sinalizadoras: morte celular por necrose e, indiretamente,
apoptose, devido a inibicdo de ERK1/2 por p38 MAPK, ou sobrevivéncia, via
ativacdo de ERKS5, dependente de p38 MAPK (JENSEN et al., 2013).
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Em relacdo a modulacao, por p38 MAPK, da inflamacéo em resposta as
infeccdes virais, alguns exemplos incluem Influenza virus (LEE et al., 2005; HUI
et al., 2009), HIV1 (LEGHMARI et al., 2008); Rabies virus (NAKAMICHI et al.,
2005), Hepatitis C virus (ISHIDA et al., 2004), Sendai virus (JOHNSEN et al.,
2013) e Dengue virus (NAGILA et al., 2013). Os altos niveis de TNFa secretados
em resposta ao Influenza virus aviario H5N1 esta diretamente relacionada a
ativacdo de p38 MAPK durante a infec¢cao por H5N1, mas néo por HIN1 (LEE et
al., 2005). A inducéo de IFN estimulada pela infec¢ao viral também pode ser
mediada por p38 (ISHIDA et al., 2004; MIKKELSEN et al., 2009), assim como a
expressdo de quimiocinas (NAKAMICHI et al., 2005). Durante a infec¢do pelo
Sendai virus, a expressao de IFNB e outras citocinas pro-inflamatérias é induzida
por ICER, um regulador transcricional modulado por p38 MAPK (JOHNSEN et
al., 2013). Durante a infec¢do pelo Dengue virus, a ativacdo de p38 MAPK é
responsavel tanto pela inducdo de apoptose, como de TNFa, em resposta a
infecgao (NAGILA et al., 2013).

Dada a participacdo de p38 MAPK nas respostas celulares contra as
infec¢des, alguns virus dispdem de estratégias para inibir a sua funcdo. Um
exemplo é a proteina NS5 do Hepatitis C virus (HCV), que interage com e inibe
a MAP3K MLK3, o que atenua a ativacdo de p38 MAPK e promove a
sobrevivéncia da célula infectada (AMAKO et al., 2013).
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JUSTIFICATIVA

Os virus dependem das fun¢des celulares de seus hospedeiros durante a
infeccdo. Para completarem seu ciclo de vida, os virus modificam o meio
intracelular a fim de torna-lo propicio a multiplicacéo e disseminacéo virais e, ao
mesmo tempo, escapar da resposta imune do hospedeiro contra a infecgao viral.
Para tal, as vias de sinalizacdo responséaveis por regular aspectos centrais da
fisiologia celular, como proliferacéo, sobrevivéncia e apoptose, sdo comumente
co-optadas pelos virus durante a infeccdo (GREBER, 2002; BONJARDIM et al.,
2009; MUNTER et al., 2006).

Os poxvirus se caracterizam por apresentarem um grande genoma que
codifica diversas proteinas envolvidas na interacdo com os seus hospedeiros.
Algumas dessas proteinas interferem com a atividade de importantes vias
sinalizadoras celulares durante a infec¢cado, com o objetivo de garantir o sucesso
reprodutivo viral. Dessa forma, as vias sinalizadoras ativadas durante a infecgédo
da célula hospedeira sdo importantes determinantes do tropismo viral e da
susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo pelos poxvirus (MCFADDEN, 2005).
Visto que a vias sinalizadores celulares desempenham um papel central no ciclo
de vida de diversos virus e, consequentemente, na patogénese da infeccéo e da
doenca, isso implica que o estudo dessas vias sinalizadoras ativadas durante a
infeccdo pelos poxvirus pode revelar novos alvos terapéuticos, assim como
contribuir para o aperfeicoamento das tentativas de aplicacdo dos poxvirus como
vetores vacinais ou agentes oncoliticos (MCFADDEN, 2005).

A busca de novos alvos terapéuticos para 0os poxvirus é particularmente
importante diante do aumento do nimero de infec¢cbes por esses virus em
humanos nos ultimos anos (LEWIS-JONES, 2004; SHCHELKUNOV, 2013). No
Brasil, ha muitos registros de infec¢cbes zoonoéticas por VACV em bovinos e em
humanos. Desses surtos foram isolados diversos amostras de VACV
geneticamente e biologicamente divergentes. Cantagalo, Passatempo,
Aracatuba, Guarani P1, Guarani P2 e Mariana séo algumas dessas amostras
(DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003; LEITE et al., 2005; TRINDADE
et al., 2006; ABRAHAO et al., 2009). Amostras de VACV também foram isoladas

de roedores, tais como BeAn 58058, SPAn 232, Belo Horizonte e Mariana
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(FONSECA et al., 1998; FONSECA et al.,, 2002; TRINDADE et al., 2004;
ABRAHAO et al., 2009). Estudos realizados no Laboratério de Virus ja
mostraram diferencas significativas quanto a viruléncia dessas amostras que
correlacionaram com as diferencas genéticas entre elas, sendo o VBH
considerado o mais virulento (TRINDADE et al., 2007; FERREIRA et al., 2008).

Ha anos, o Grupo de Transducéo do Sinal da UFMG tem se dedicado ao
estudo da intrincada interag@o poxvirus-célula hospedeira, através da andlise da
ativacdo e da relevancia funcional de vias de sinalizacdo celulares durante a
infeccéo pelos Orthopoxvirus VACV e CPXV. Demonstrou-se que as vias MEK-
ERK e MKK-JNK sdo ativadas durante a infeccdo por ambos os virus e
desencadeiam a ativacéo de fatores de transcricdo, como c-Fos, EGR1 e c-Jun,
gque desempenham seu papel em diferentes etapas do ciclo de vida viral,
afetando ora a multiplicacdo, ora a liberacdo dos virions extracelulares, ora
ambas (DE MAGALHAES et al., 2001; ANDRADE et al., 2004; SILVA et al., 2006;
PEREIRA et al., 2012a; BRASIL, 2010; LEITE, 2010; OLIVEIRA, 2013). O Grupo
de Transducéo do Sinal também demonstrou a ativacdo da via PI3K-Akt durante
infeccdo por VACV e CPXV, revelando seu papel antiapoptético e promotor da
multiplicacdo viral, através da regulacdo da sintese proteica e da morfogénese
(SOARES et al., 2009).

Esses estudos foram realizados utilizando-se das amostras de referéncia
VACV Western Reserve (VACV-WR) e CPXV Brighton Red (CPXV-BR).
Entretanto, durante meu mestrado, foi observado que o Vaccinia virus Belo
Horizonte (VBH) se comporta de modo diferente em relacéo ao papel de algumas
vias sinalizadoras celulares para o ciclo de vida viral, quando comparado ao
VACV-WR, apesar da proximidade genética entre os dois virus. Ao contrario do
VACV-WR, as vias sinalizadoras MEK-ERK e PI3K-Akt ndo foram essenciais
para a multiplicacdo do VBH, assim como a MAPK JNK né&o foi requerida para
regular a liberacdo de virus envelopados. Por outro lado, a inibi¢cdo farmacologica
de p38 MAPK afetou significativamente a multiplicagdo do VBH, mas nao do
VACV-WR, sugerindo um possivel papel diferencial dessa via sinalizadora
durante os ciclos de vida do VBH e do VACV-WR (ALBARNAZ, 2010).

O VACV-WR foi obtido a partir de sucessivas passagens da amostra

vacinal NYCBH (New York Board of Health) em cérebros de camundongos
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neonatos, o que o tornou altamente neurovirulento (BRONSON; PARKER,
1941). Nao se sabe, entretanto, o quanto que o carater “artificial” do VACV-WR
pode levar a interpretacées equivocadas, particularmente em aspectos da
interacdo virus-hospedeiro. Diante disso, as diferentes amostras de VACV
isoladas no Brasil a partir de infecgcdes naturais em diferentes hospedeiros
(roedores, bovinos, equinos e humanos) constituem importantes ferramentas na
investigagdo da biologia do VACV e da sua interagdo com o hospedeiro.

Grandes duvidas ainda existem acerca da origem das amostras de VACV
circulantes no Brasil assim como o0s seus reservatorios naturais (TRINDADE et
al., 2007; ABRAHAO et al., 2009). Uma investigacdo mais acurada sobre a
interagdo virus-hospedeiro durante a infeccdo por essas amostras brasileiras,
aliando abordagens in vitro, in vivo, genbmicas e ecoldgicas, pode ajudar a
responder esses intrigantes questionamentos. A investigacdo dos aspectos
bioguimicos e celulares da infeccdo ajudara com certeza a enriquecer essa
busca.

Diante do exposto acima e do possivel papel que p38 MAPK parece
desempenhar no ciclo de vida do VACV, a proposta do meu doutorado € estudar
a ativacao de p38 MAPK durante a infeccao pelo VBH, em comparagdo com o
VACV-WR, avaliando a relevancia funcional dessa proteina sinalizadora do
hospedeiro para o tropismo viral, no que se refere a habilidade de geracéo e

disseminacao da progénie viral.
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OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Investigar a ativacdo e a relevancia funcional da MAPK p38 durante o ciclo de
vida do Vaccinia virus (VACV).

2. Objetivos Especificos

2.1. Caracterizar a cinética de ativacdo de p38 MAPK durante a infeccédo pelo
VACV Western Reserve (VACV-WR) e pelo VACV Belo Horizonte (VBH);

2.2. Avaliar o papel de p38 MAPK para a multiplicacdo do VACV-WR e do VBH;

2.3. Verificar a relevancia de p38 MAPK para o acumulo de proteinas virais
precoces e tardias do VACV-WR e do VBH;

2.4. Avaliar a relevancia de p38 MAPK para a morfogénese do VACV-WR e do
VBH,;

2.5. Avaliar o papel de p38 MAPK para a disseminacdo do VACV-WR,;

2.6. Investigar o envolvimento de p38 MAPK na ativacdo de MK2 desencadeada

durante a infeccéo pelo VACV-WR,;
2.7. Investigar o envolvimento de p38 MAPK na regulacdo da expressao de

Cyclin D1 e a relevancia funcional desta regulacdo durante a infeccdo pelo
VACV-WR.
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MATERIAL E METODOS

1. Células

1.1. Células BSC-40

As células BSC-40, linhagem continua de células epiteliais derivadas de
rim de macaco verde africano (Cercopthecus aethiops), foram gentilmente
cedidas pelo Dr. Bernard Moss (National Institute of Allergy and Infectious
Diseases, Bethesda, Maryland, Estados Unidos), e foram cultivadas em meio
minimo essencial (MEM) autoclavavel (Gibco), suplementado com 6% de soro
fetal bovino (SFB) (Cultilab), L-glutamina a 200 mM, bicarbonato de sédio a 2,25
g/L, antibidticos (gentamicina a 40 ug/mL e penicilina a 200 U/mL) e antifungico
(anfotericina B a 1,5 ug/mL). Essas células foram mantidas a 37°C, sob
atmosfera de CO2 a 5%, assim como as demais células que foram utilizadas
durante este trabalho.

A linhagem BSC-40 foi utilizada para a producao de VACV-WR e VBH, e

para os ensaios de titulacdo viral.

1.2. Células A31

As células A31, linhagem continua de fibroblastos 3T3 derivados de
camundongos BALB/c, foram gentilmente cedidas pelos Drs. Hugo A. Armelin e
Mari C. Sogayar (Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, USP) e
foram cultivadas em meio minimo essencial modificado por Dulbecco (DMEM)
(Cultilab), suplementado com 8% de SFB e o mesmo coquetel de antibidticos e

antifangico utilizado para as células BSC-40.

1.3. Células HelLa

As células Hela, linhagem continua de células epiteliais de
adenocarcinoma cervical humano, foram cultivadas em meio minimo essencial
(MEM) autoclavavel (Gibco), suplementado com 7% de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab), L-glutamina a 200 mM, bicarbonato de sédio a 2,25 g/L, antibioticos
(gentamicina a 40 ug/mL e penicilina a 200 U/mL) e antifungico (anfotericina B a
1,5 pg/mL).
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2. Virus

O Vaccinia virus Western Reserve (VACV-WR) foi cedido pelos Drs.
Flavio Guimardes da Fonseca (Departamento de Microbiologia, ICB/UFMG) e
Bernard Moss (National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Bethesda,
Maryland, Estados Unidos).

O Vaccinia virus Belo Horizonte (VBH) foi isolado no Laboratoério de Virus
a partir de amostras clinicas de camundongos doentes, durante um surto de
variola murina (mousepox) no Centro de Bioterismo da UFMG. O isolamento viral
foi feito através de inoculacdo em membrana corioalatoide de ovos embrionados
de galinha e em culturas de células Vero (linhagem continua de células epiteliais
de macaco verde africano). Apds o isolamento, o virus foi propagado e titulado
em células Vero (DINIZ et al., 2001). O virus foi submetido a purificacéo de placa
em células BSC-40, a fim de garantir a sua homogeneidade genética, e sua
autenticidade foi verificada através de amplificacdo do gene A25L/ATI e
sequenciamento dos genes A56R e B19R.

O VACV-ATK-GFP, gentilmente cedido pelo Dr. Richard Moyer (University
of Florida, Gainesville, Florida, Estados Unidos), expressa a proteina verde
fluorescente (GFP), sob controle do promotor viral precoce, no locus do gene da
timidina cinase viral (J2R/TK).

Os estoques virais foram obtidos ap6s a infeccdo de células BSC-40 e

purificacdo dos virus produzidos em gradiente de sacarose.

2.1. Producdao dos estoques virais

Células BSC-40 foram cultivadas em garrafas de 150 cm? até atingirem a
confluéncia, quando foram infectadas com VACV-WR ou VBH, utilizando-se MOI
(multiplicidade de infeccdo) de 0,01 pfu/célula, em meio sem SFB, e foram
mantidas por 1 h a 37°C para a adsorcdo viral. Ap6s a adsorcdo, meio
suplementado com 1% de SFB foi adicionado e as células foram mantidas e
monitoradas, ao microscopio Optico invertido, até o aparecimento de 90% de
efeito citopatico (ECP). Apds o aparecimento de ECP, as células foram lavadas
com PBS (solucdo tamponada de fosfato pH 7,4), desprendidas das garrafas

com o auxilio de um raspador de células, coletadas, centrifugadas a 2.500 rpm
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por 15 min a 4°C (rotor A384, centrifuga Sorvall RT6000B) e, entéo, congeladas
a -20°C para posterior purificagao.

2.2. Purificacéo viral

A purificacdo dos estoques virais foi realizada de acordo com metodologia
descrita por Joklik (1962). Sucintamente, as células coletadas foram submetidas
a lise mecéanica com o auxilio de um homogeneizador Dounce, em tampao de
lise (MgCt2 1 mM; Tris-HCt 10 mM pH 7,0; KCt 10 mM), e centrifugadas a 2.500
rpm por 15 min a 4°C (rotor A384, centrifuga Sorvall RT6000B). O sobrenadante,
contendo os virus e restos celulares, foi coletado e centrifugado em colch&o de
sacarose a 36% a 14.000 rpm por 2 h a 4°C (rotor AH-629, ultracentrifuga Sorvall
Combi), para a remocao dos restos celulares. O sedimento foi suspendido em
tampéo Tris-HCE 10 mM pH 8,0 e submetido a sonicacdo por 2 ciclos de 30 s
(Sonic Desmembrator-50, Fisher Scientific). A seguir, a suspenséo viral foi
centrifugada em gradiente de sacarose, variando de 25 a 40%, a 12.000 rpm por
45 min a 4°C (rotor AH 629, ultracentrifuga Sorvall Combi). A banda inferior
formada ap0s a centrifugacado, correspondente as particulas virais completas e
infecciosas do tipo IMV, foi coletada e centrifugada em tampéo Tris-HC{ 10 mM
pH 8,0 a 20.000 rpm por 1 h a 4°C (rotor AH 629, ultracentrifuga Sorvall Combi),
para a remocdo da sacarose. O sedimento resultante foi entdo coletado,
suspendido no mesmo tampao, distribuido em aliquotas e congelado a -70°C,

para posterior titulagdo e uso nos experimentos.

2.3. Titulagéo viral

A titulagdo dos estoques virais obtidos e dos experimentos descritos a
seguir foi realizada de acordo com metodologia proposta por Campos e Kroon
(1993). Resumidamente, células BSC-40 foram cultivadas em placas de seis ou
24 cavidades (TPP), por 16 h, até atingirem cerca de 90-100% de confluéncia.
Duzentos microlitros de uma série de diluicbes seriadas decimais da suspenséo
contendo o virus a ser titulado foram inoculados nas culturas de células. Uma
cultura foi falsamente infectada e mantida como controle celular. Apos 1 h de
adsorcédo viral, foi adicionado meio contendo 1% de SFB. A revelacdo foi

realizada apds 48 h de infec¢do, através da fixagdo das culturas com formaldeido
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a 3,7% por 30 min e coloracdo com solucéo de violeta cristal a 1% (p/v) em etanol
20% (v/v), por 15 min. As culturas contendo entre 10 e 100 placas de lise foram
utilizadas para a determinacgdo do titulo viral, expresso em pfu/mL (unidades

formadoras de placa por mL).

3. Anticorpos e inibidores

Os anticorpos anti-fosfo-p38 (Thrl80/Tyr182), anti-p38 total, anti-fosfo-
ATF-2 (Thr69/Thr71), anti-fosfo-ERK-1/2 (Thr202/Tyr204), anti-fosfo-JNK-1/2
(Thr 183/Tyr185), anti-fosfo-MKK3/6 (Ser189/Ser207), anti-fosfo-MK2 (Thr334),
anti-PARP (poli-ADP-ribose polimerase), anti-Cyclin D1, anti-lgG de coelho
conjugado a peroxidase, anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase (Cell
Signaling Technology), anti-p21-Cipl (Becton-Dickinson), anti-MKP1 (Millipore)
e anti-B-actina (Sigma-Aldrich) foram utilizados nos ensaios de transferéncia de
“‘Western” nas diluicdes recomendadas pelos fabricantes. Os anticorpos para as
proteinas virais A3, A17, A36, F18, H3 (gentiimente cedidos pelo Dr. Bernard
Moss, National Institute of Allergy and Infectious Diseases, Bethesda, Maryland,
Estados Unidos) e CrmA/SPI-2/B13 (gentilmente cedido pelo Dr. David Pickup,
Duke University Medical Center, Estados Unidos) também foram utilizados.

O inibidor de p38a/f MAPK [SB203580 - 4-(4-fluorofenil)-2-(4-
metilssulfinilfenil)-5-(4-piridil)-imidazol], o inibidor de JNK VIII [N-(4-amino-5-
ciano-6-etoxipiridin-2-il)-2-(2,5-dimetoxifenil)-acetamida]  (Calbiochem), e de
sintese do DNA (AraC, arabinosideo C) (Sigma-Aldrich) foram utilizados
segundo as recomendac¢fes do fabricante, em concentracdes 6timas para a
inibicdo especifica de seus respectivos alvos, sem causar efeito toxico as

células.

4. Silenciamento de p38a MAPK atravées da tecnologia de RNA interferente

Neste estudo, foi utilizada a tecnologia de RNA de interferéncia para
silenciar a expresséo do gene de Mus musculus Mapk14 (Numero de acesso no
Genbank: NM_011951.2), que codifica p38a MAPK. Para tanto, foram utilizadas
duas sequéncias de shRNAs (RNAs em al¢a curto, do inglés short hairpin RNA)
alvo previamente descritas e que levaram a reducdo da expressdo de p38a

MAPK, sem afetar a expressado das demais isoformas de p38 MAPK (WANG et

39



al., 2008) (Tabela 1). Como controle negativo, foi utilizada uma sequéncia cujo
alvo € o mRNA da proteina verde fluorescente (GFP) (WANG et al., 2008)
(Tabela 1).

As células A31 foram utilizadas para a transfeccao estavel, empregando-
se o vetor de expressao pSilencer3.1-H1 neo (Figura 7) (Ambion), que confere
resisténcia ao antibiético neomicina, através da qual foi possivel a sele¢do dos
clones obtidos. De acordo com recomendacdes da Ambion, foram sintetizadas
sequéncias de 63-64 nucleotideos senso e antissenso que, quando pareadas,
apresentaram, no sentindo 5°-3’: o sitio de restricdo da endonuclease BamHlI,
shRNA senso, uma alca de 9 nucleotideos, shRNA antissenso, o sinal de
terminacdo da RNA polimerase Il e o sitio de restricdo da endonuclease Hindlll.
As sequéncias foram sintetizadas sob encomenda pela Integrated DNA

Techonologies.

4.1. Clonagem do inserto dos shRNAs no vetor pSilencer

Os oligonucleotideos sintetizados foram solubilizados a 1 pg/uL em agua
deionizada e, posteriormente, 2 ug de cada fita foram pareados em solucao de
pareamento de DNA (Ambion). Essa mistura foi aquecida a 90°C por 3 min,
resfriada e incubada a 37°C por 1 hora, para o pareamento. Apds pareado, o
DNA foi clonado no vetor pSilencer3.1-H1 neo (Figura 7). Num tubo de 1,5 mL,
foram adicionados 8 ng do DNA fita dupla, tampao da T4 DNA ligase (Tris-HC{
30 mM pH 7,8; MgC{2 10 mM; DTT (1,4-ditiotreitol) 10 mM; ATP (adenosina
trifosfato) 1 mM] (Promega), 3 U de T4 DNA ligase, 100 ng do vetor pSilencer
linearizado com as enzimas BamHI e Hindlll, e agua deionizada g.s.p. 10 pL. A
reacao foi realizada a 4°C por 16 h e, em seguida, utilizada para transformacéo
de bactérias Escherichia coli DH5a quimiocompetentes.

Ap6s a transformagédo bacteriana, trés colonias foram escolhidas
aleatoriamente, crescidas em meio LB (Luria-Bertani) a 37°C por 16 h. O DNA
plasmidial purificado com o kit Wizard Plus SV Minipreps (Promega) foi digerido
com endonucleases BamHI e Hindlll para confirmacéo da liberagdo do inserto
de tamanho esperado (~65 pb). Os plasmideos positivos foram sequenciados
para a confirmacédo da sequéncia. Os plasmideos escolhidos foram crescidos

para purificacdo plasmidial em meédia escala, com o kit Wizard Pure Yield
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Tabela 1. Sequéncias dos shRNAs utilizados para o silenciamento da
expressao de p38a MAPK ou GFP (WANG et al., 2008).

shRNA Sequéncia senso
p38a MAPK #1 5-AGC CCA GCAACCTAGCTG T-3
p38a MAPK #2 5-GAG CCT GAC CTATGA TGA A-3’
GFP 5’-GCT GAC CCT GAA GTT CAT C-3
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EcoRl (387)

SV40 Promoter 477, ) H1 Promoter
Papil (3773) BamH| [49B6)
(E754) siRNA
(3716} Hindlll (557}

(780}

Neomycin

pSilencer™ 3.1-H1 neo
4285 bp
ColE1 origin

(2522)
Mrul {2904)
5\V40 pA
H1 Promoter: 397-496 Sspl [2613) {1675)
SV40 early Promoter: 3754-4077 (2585) (1735)
MNeomycin: 2922-3716 P
Ampicill
SV40 early pA signal: 2621-2870 1eiin

Ampicillin: 1735-2535
ColE1 origin: 790-1675

Figura 7. Representacdo esquematica do vetor pSilencer3.1-H1 neo. (Fonte:

www.ambion.com)
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Midipreps (Promega), para obtencdo de quantidade de DNA suficiente para

transfeccdo das células A31.

4.2. Transfeccdo de células A31 com fosfato de calcio e selecdo dos clones

Para a transfeccdo, uma suspensdo de DNA/CaCf: foi preparada
conforme descrito a seguir. Em um tubo de 1,5 mL, 10 pg do DNA foram
adicionados a 450 pL de H20. A essa suspenséao, foram adicionados 50 pL de
CaCt2 a 2,5 M. A mistura DNA/CaCl{: foi adicionada, gota a gota, sobre 500 pL
de tampé&o HeBS 2x (solucdo tamponada por HEPES), sob vortexacao vigorosa
e incubada por 40 min a temperatura ambiente. Apds a incubacéo, a suspensao
de DNA/CacCl: foi utilizada para a transfeccéo.

Células A31 recém-descongeladas foram cultivadas em placas de 10 cm
de didametro até atingirem confluéncia de 25-50%, quando o meio de cultivo
(DMEM suplementado com 8% de SFB) foi trocado por meio novo. Apos 1 h, foi
adicionada a suspenséo de DNA/CaCt2, gota a gota, sobre as células. Depois
de homogeneizadas, as placas foram incubadas a 37°C, sob atmosfera de COz2
a 5% por 16 h. A seguir, as células foram lavadas trés vezes com PBS e DMEM
suplementado com 8% de SFB e G418 (Geneticin, Gibco), um analogo sintético
da neomicina, a 800 pug/mL foi adicionado para a sele¢édo dos clones.

A confirmacdo dos clones expressando shRNA de p38a MAPK foi
realizada através de RT-PCR quantitativo, para quantificar a expressao relativa
de p38a MAPK e p38B MAPK. Dentre os clones mais eficientes em silenciar a
expressdo de p38a MAPK, foram escolhidos trés clones mais uma mistura de
clones para cada sequéncia utilizada (shRNA-p38a #1, shRNA- p38a #2, e

ShRNA-GFP) para a realizag&o dos experimentos.

5. Infecgdo in vitro

Células A31, células A31 expressando shRNA de p38a MAPK ou de GFP,
ou celulas Hela, foram cultivados em garrafas de 25 cm?2 (TPP), para extracéo
das proteinas totais, ou em placas de 24 pocos (TPP), para posterior titulagdo
da producdo viral. Para os experimentos realizados em presenca de alta
concentracdo de soro (8%, células ndo carenciadas), apés atingirem 90% de

confluéncia, as células foram infectadas em presenca de 8% de SFB, conforme
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descrito abaixo. Para os experimentos realizados em presenca de baixa
concentracdo de soro, ao atingirem 90% de confluéncia, as células foram
carenciados em meio DMEM suplementado com 1% de SFB por no minimo 12
h. O objetivo do carenciamento € minimizar o estimulo mitogénico exercido pelos
componentes do SFB, sincronizando as células no estado quiescente (fase GO
do ciclo celular). As células foram infectadas com VBH ou VACV-WR na MOI
desejada, em meio contendo SFB a 8% (células ndo carenciadas) ou 1% (células
carenciadas) e mantidas por 1 h, sob agitacdo intermitente, para a adsorcao viral.
A seguir, nos experimentos para analise da producdo viral, o in6culo viral foi
removido e as células lavadas uma vez com PBS aquecido a 37°C, para remocao
das particulas ndo adsorvidas. Apos a adsor¢cao, DMEM contendo 8% ou 1% de
SFB foi adicionado e as células foram incubadas por tempos variando de 1 h a
72 h, dependendo do objetivo do experimento. Quando inibidores farmacologicos
foram utilizados, as células foram pré-tratadas por 30 min antes da infec¢éo, e
0s mesmos foram mantidos no meio de cultura durante todo o tempo de infecgéo.

Para os experimentos de titulacdo da producao viral, apos os diferentes
tempos de infec¢do, as células mais 0 meio de cultura foam congelados e
descongelados trés vezes para promover a lise celular e liberagdo da progénie
viral. O lisado celular foi utilizado para a determinacdo dos titulos virais em

células BSC-40, conforme descrito no item 2.3.

6. Fenotipo da placa de lise viral

Para a andlise do fenétipo da placa de lise do VACV, células A31, células
A31 expressando shRNA de p38a MAPK ou de GFP ou células BSC-40 foram
cultivados em placas de seis pocos (TPP) e, apos atingirem 90% de confluéncia,
foram carenciadas com meio contendo 1% de SFB por, no minimo, 12 h. As
células foram infectadas com duas diluicées decimais subsequentes do estoque
do VACV-WR e incubadas por 1 h, sob agitagdo intermitente, para a adsorgéo
viral. A seguir, as células foram lavadas com PBS aquecido a 37°C, para
remoc¢do das particulas ndo adsorvidas as células, e DMEM contendo 1% de
SFB foi adicionado. Apos 48 h e 72 h de infecgdo, as monocamadas celulares
foram fixadas com formaldeido a 3,7% por 30 min, e coradas com solucao de

violeta cristal a 1% (p/v) em etanol 20% (v/v), por 15 min.
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7. Extracéo de proteinas totais

Apos o tempo de infec¢éo, as células foram lavadas duas vezes com PBS,
adicionando-se, posteriormente, 150 yL/garrafa de solugao de lise [Triton X-100
1%; Tris-HCf 100 mM pH 8,0; EDTA 0,2 mM,; glicerol 20% (v/v); NaC{ 200 mM;
NaVOs (ortovanadato de sddio) 1 mM; NaF (fluoreto de sédio) 50 mM; PMSF
(fenilmetilsulfonilfluoreto) 1 mM; aprotinina 5 pg/mL; leupeptina 2,5 uyg/mL; DTT
(ditiotreitol) 1 mM]. As células foram mantidas no gelo por 20min e, a segquir,
raspadas e coletadas em tubos de 1,5 mL. O lisado foi clarificado através de
centrifugagcdo a 13.000 rpm por 20 min a 4°C em microcentrifuga (Eppendorf
5417R), para remocédo dos restos celulares. O sobrenadante foi coletado e a
concentracdo de proteinas totais foi determinada por espectrofotometria,
utilizando o kit Bio-Rad Assay (Bio-Rad Laboratories). Apés, as proteinas foram

distribuidas em aliquotas e mantidas a -20°C.

8. Fracionamento celular

Para os ensaios de fracionamento celular, as células foram crescidas em
garrafas de 75 cm? (TPP). Apdés o tempo de infeccdo, as células foram lavadas
trés vezes com PBS gelado, raspasdas em 1,5 mL de PBS gelado e coletadas
em tubos de 2,0 mL. Apés centrifugacdo a 3.500 rpm por 5 min a 4°C em
microcentrifuga (Eppendorf 5417R), o sobrenadante foi cuidadosamente
removido, e as células foram suspendidas em 900 pL de tampao RBS
suplementado com inibidores de proteases e fosfatases [Tris-HC{ pH 7,4 10 mM;
NaCt 10 mM; MgCt: (cloreto de magnésio) 3 mM; EGTA 0,1 mM; DTT 0,5 mM;
leupeptina 2,5 pg/mL; aprotinina 2,7 ug/mL; PMSF 1 mM; NaVOs 1 mM; NaF 50
mM] e incubadas no gelo por 20 min. A seguir, foram adicionados 100 yL de NP-
40 a 5%, misturados por inversdo e incubados no gelo por 5 min. Apos
centrifugacdo a 6.000 rpm por 5 min a 4°C, o sobrenadante contendo as
proteinas citoplasmaticas foi coletado e estocado a -20°C. Os precipitados foram
deslocados, lavados uma vez em tampao RBS (Tris-HCE pH 7,4 10 mM; NaC¢
10 mM; MgC¥f 3 mM) gelado e centrifugados a 9.000rpm por 5min a 4°C. Os
precipitados foram vigorosamente homogeneizados, por pipetacdo, em 60 uL de
tampao C mais inibidores (NaC{ 0,42 M; MgC{2 1,5 mM,; glicerol 25%; HEPES 20
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mM pH 7,4; EDTA 0,2 mM; DTT 0,5 mM; leupeptina 2,5 pg/mL; aprotinina 2,7
pg/mL; PMSF 1 mM; NaVOs 1 mM; NaF 50 mM) e incubados por 30-40 min no
gelo, sendo homogeneizados por pipetacao a cada 15min. Apés centrifugacao a
13.500 rpm por 10 min a 4°C, aproximadamente 40-50 yuL do sobrenadante
contendo as proteinas nucleares foram transferidos para tubos de 0,6mL novos
e igual volume de tampéo D mais inibidores (KCf 50 mM; glicerol 20%; HEPES
20 mM pH 7,4; EDTA 0,2 mM; DTT 0,5 mM; leupeptina 2,5 pug/mL; aprotinina 2,7
pg/mL; PMSF 1 mM; NavOs 1 mM; NaF 50 mM) foi adicionado e
homogeneizado. Apoés, as proteinas foram mantidas a -20°C até o momento do
uso. A concentracao de proteinas citoplasmaticas ou nucleares foi determinada
por espectrofotometria, utilizando o kit Bio-Rad Assay (Bio-Rad Laboratories).

9. Transferéncia de “Western”

Tampdo LB (‘Laemmli buffer’) 5x [Tris-HC¢ 0,5 M pH 6,8; B-
mercaptoetanol 5%; azul de bromofenol 0,1% (p/v); glicerol 20% (p/v)] foi
adicionado a aliquotas de 10-50 ug/amostra de extratos proteicos, que foram
entdo desnaturadas por 5 min a 99°C. As amostras foram submetidas a
fracionamento em gel de poliacrilamida/dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) a
10%. ApGs o fracionamento, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose Hybond ECL (GE Healthcare) ou de PVDF (fluoreto de
polivinilideno) Hybond-P (GE Healthcare), conforme protocolo do kit Bio-Rad
Transferency (Bio-Rad Laboratories). Apos a transferéncia, as membranas foram
coradas com Ponceau 1% para a verificacao da eficiéncia da transferéncia, além
da informacao sobre a equivaléncia das quantidades de proteinas utilizadas.

A seguir, as membranas foram bloqueadas em leite em pd desnatado a
5% (p/v) e Tween-20 a 0,1% (v/v) em PBS. ApOs 1 h a temperatura ambiente, as
membranas foram lavadas trés vezes em PBS/Tween-20 a 0,1% e incubadas
com o anticorpo primario desejado por 24 h a 4°C, na diluicdo recomendada pelo
fabricante, em albumina sérica bovina (BSA) a 5% (p/v) em PBS/Tween-20. As
membranas foram novamente lavadas trés vezes em PBS/Tween-20 e
incubadas por 1 h a temperatura ambiente com o anticorpo secundario
conjugado a peroxidase, na diluicdo recomendada pelo fabricante em leite em

pod desnatado a 5% (p/v) em PBS/Tween-20. Apdés as membranas serem
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novamente lavadas em PBS/Tween-20, as mesmas foram incubadas em
solucéo reveladora ECL ou ECL Plus (GE Healthcare) pelo tempo recomendado
pelo fabricante, expostas contra filme Hyperfim ECL (GE Healthcare) e
reveladas com revelador e fixador (Kodak), de acordo com as instrucdes do
fabricante.

As membranas reutilizadas para sondagem com diferentes anticorpos
foram incubadas com tampé&o de remocéao (B-mercaptoetanol 100 mM; SDS 2%;
Tris-HCt 62,5 mM pH 6,8), por 30 min a 1 h a 56°C. ApGs este tempo, as
membranas foram lavadas repetidamente (cerca de cinco vezes) em
PBS/Tween-20, coradas com Ponceau 1%, bloqueadas e incubadas com os

anticorpos, como descrito acima.

10. Extracdo do RNA total

O RNA total foi obtido através de extragdo com o reagente Trizol
(Invitrogen), de acordo com as instrugdes do fabricante. Brevemente, 1 mL de
Trizol foi adicionado diretamente a cada cavidade da placa, e o lisado foi
homogeneizado com o auxilio da pipeta, transferido para um tubo de 1,5 mL e
mantido por 5 min a temperatura ambiente. A seguir, 200 uL de cloroférmio foram
adicionados a cada tubo. Os tubos foram agitados manualmente por 15 s e
incubados por 3 min a temperatura ambiente. Apos centrifugacdo a 11.400 rpm
por 15 min a 4°C, a fase aquosa contendo o RNA foi coletada e transferida para
um novo tubo de 1,5 mL. O RNA foi precipitado com 500 yL de isopropanol por
tubo. Os tubos foram mantidos por 10 min a temperatura ambiente e
centrifugados a 11.400 rpm por 10 min a 4°C. Os precipitados de RNA foram
lavados com 1 mL de etanol a 75%. Os tubos foram agitados em vortex e
centrifugados a 8.900 rpm por 5 min a 4°C. Os precipitados de RNA foram secos
ao ar por 10 min, suspendidos em agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato)
e quantificados em espectrofotdometro NanoDrop (Thermo Scientific). A seguir, 0
RNA foi tratado com DNase | (New England Biolabs), de acordo com as

instrucbes do fabricante, para remoc¢do de DNA gendmico contaminante.

11. Transcricao reversa
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Para a sintese do cDNA (DNA complementar), 0,5-1 pg de RNA foram
adicionados a mistura de reagdo a seguir: tampéo da transcriptase reversa (Tris-
HCf 50mM pH 8,3; KC! 75 mM; MgCf. 3 mM; DTT 10 mM), 0,5 pg de
oligonucleotideo dT, dNTP (deoxirribonucleotideo trifosfato) 500 uM, 200 U de
transcriptase reversa MMLV (virus da leucemia murina Moloney) (Promega) e
agua deionizada tratada com DEPC q.s.p. 25 pL. Antes da adi¢cdo a mistura de
reacdo, o RNA, o oligonulceotideo dT e &gua deionizada tratada com DEPC
g.s.p. 15 pL foram desnaturados a 70°C por 5 min e, posteriormente, mantidos
no gelo por 2 min. A reacao de transcricao reversa foi realizada por 1 h a 42°C,

em termociclador (Eppendorf).

12. PCR Quantitativo

O PCR quantitativo foi realizado em equipamento StepONE Real Time
PCR System (Applied Biossystems). A mistura de reacao foi a seguinte: 5 yL de
mistura para PCR Power SYBR Green (Applied Biossystems), 0,2 uM de cada
iniciador (forward e reverso), 1 uL de cDNA diluido 1:3 e agua deionizada g.s.p.
10 uL. As condicBes de reacdo foram: desnaturacdo inicial de 10 min a 95°C,
seguida de 40 ciclos de 15 s a 95°C e 1 min a 60°C. Apés o fim da reacdo, a
especificidade dos produtos amplificados foi confirmada através da curva de
dissociacao, observando-se a temperatura especifica de dissociacdo (Tm) para
cada um dos alvos. Os iniciadores para a analise dos niveis de mRNA de p38a
MAPK, p38B MAPK e B-actina sdo mostrados na Tabela 2 (WANG et al., 2008).

O método utilizado para a analise da expressdo do mRNA foi a
quantificacdo por curva padréo relativa. Os niveis de mRNA de p38a MAPK e
p38B MAPK foram normalizados em relagéo aos niveis de mRNA de B-actina.
Para a geragéo da curva padrao relativa para cada um dos alvos, foram utilizadas
diluicdes seriadas decimais de produtos de PCR especificos, variando entre 10-
4a 108, as quais foram atribuidos valores arbitrarios variando de 100.000 a 10,
respectivamente. As quantidades relativas de mRNA de p38a MAPK e p38p3
MAPK nas células shRNA-p38a, shRNA-p383 e shRNA-GFP foram
normalizadas em relagéo as quantidades detectadas nas células A31 parentais,

as quais foi atribuido valor igual a 1.
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Tabela 2. Iniciadores utilizados para a avaliacao da expressdo do mRNA de

p38a MAPK e p38B MAPK nas células expressando shRNA de p38a MAPK
e de GFP.

Iniciador Sequéncia Alvo Tamanho do
Produto (pb)
F2 5-GCA GGG ACCTTC TCATAG AT-3'  p38a MAPK 150
RP 5-GAG GGA TAG CCT CAG ACC-3’
F 5-CTG CAA GGA AAG GCC CTC-3 p383 MAPK 117
R 5-CAG GCA ATG CCT CAC TGC-3
F 5-AAA TCG TGC GTG ACA TCA AAG A-3 B-actina 64
R 5-GCC ATC TCC TGC TCG AAG TC-3

aforward; Preverso
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13. Microscopia eletrénica de transmisséo

Células A31 foram cultivadas em placas de Petri de vidro de 60 mm de
didmetro até atingirem 90% de confluéncia, quando foram carenciadas com
DMEM contendo 1% de SFB carenciadas por no minimo 12 h. As células A31
foram pré-tratadas com DMSO ou SB203580 por 30 min e infectadas com VACV-
WR ou VBH com MOI igual a 10 e mantidas por 1 h, sob agitagcéo intermitente,
para a adsorcéo viral. A seguir, foi adicionado DMEM contendo 1% de SFB com
DMSO ou com inibidor. Apés 24 h de infeccdo, as células foram lavadas com
DMEM sem soro e fixadas em glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato 0,1 M pH
7,4 por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, o fixador foi removido, tamp&o
fosfato 0,1 M pH 7,4 foi adicionado e as amostras foram encaminhadas para
processamento no Centro de Microscopia da UFMG. Resumidamente, a seguir,
as células foram pos-fixadas com tetroxido de ésmio 2%, incluidas em resina
Epon, e os cortes ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila 2%. As
amostras foram examinadas ao microscopio eletrénico de transmissao Tecnai
G2-Spirit BioTwin (FEI) operando a 80kV, no Centro de Microscopia da UFMG.

14. Microscopia confocal a laser

As células A31 ou HelLa foram cultivadas sobre laminulas de 13 mm de
diametro (Perfecta) inseridas em placas de 24 pocos (TPP), até atingirem 90%
de confluéncia. As células A31 foram carenciadas com DMEM contendo 1% de
SFB carenciadas por no minimo 12 h. As células foram pré-tratadas com DMSO
ou SB203580 por 30 min e infectadas com duas diluicdes seriadas decimais do
estoque VACV-ATK-GFP. Apds adsorcéo por 1 h, sob agitacdo intermitente, o
in6culo viral foi removido, as células foram lavadas com PBS aquecido a 37°C e
DMEM contendo 1% de SFB acrescido de DMSO ou inibidor foi adicionado. Apés
48 h de infeccao, as células foram lavadas duas vezes com PBS, fixadas com
paraformaldeido a 4% em PBS por 10 min, permeabilizadas com Triton X-100 a
0,2% em PBS/BSA 3% por 5 min, e bloqgueadas com SFB a 2% em PBS/BSA
3% durante 30 min. Em seguida, as células foram lavadas trés vezes com
PBS/BSA 3% e as laminulas transferidas para uma camara umida protegida da
luz. As células foram incubadas com faloidina conjugada a rodamina (Molecular

Probes), para marcagao do citoesquelto de actina, durante 30 min a temperatura
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ambiente. Apos trés lavagens com PBS, as laminulas montadas sobre laminas
de vidro utilizando-se uma gota de Mowiol (Sigma-Aldrich). As células foram
analisadas ao microscopio confocal a laser 510 META (Zeiss), do Centro de
Aquisicdo e Processamento de Imagens do Instituto de Ciéncias Biolégicas da
UFMG (CAPI-ICB).

15. Anédlise estatistica
A andlise estatistica foi realizada através do teste t de Student ou pela
analise de variancia com dois fatores (Two-way ANOVA), seguida de pos-teste

de Bonferroni.

51



RESULTADOS

1. O inibidor de p38a/f MAPK SB203580 afeta diferencialmente a
multiplicacdo de duas amostras de Vaccinia virus

Ao longo do meu mestrado, 0 meu objetivo principal foi avaliar a
relevancia funcional de diferentes vias sinalizadoras da célula hospedeira para a
multiplicacdo do Vaccinia virus Belo Horizonte (VBH) em comparacdo ao
Vaccinia virus Western Reserve (VACV-WR). Através do uso de inibidores
farmacoldgicos, verificaram-se diferencas significativas entre essas duas
amostras virais, das quais se destacam: (i) LY294002, inibidor de PI3K, inibiu
significativamente mais a multiplicacdo do VACV-WR (reducéo de 75% da
progénie viral) do que a multiplicacdo do VBH (reducéo de 50%)); e (ii) SB203580,
inibidor de p38a/B MAPK, apresentou efeito oposto, inibindo menos a
multiplicacdo do VACV-WR (reducdo de 30-60%) que a do VBH (reducéo de
90%) (ALBARNAZ, 2010). Diante dessas diferencas, decidiu-se conduzir uma
série de experimentos para caracterizar melhor esta possivel funcéo diferencial
de p38 MAPK do hospedeiro no ciclo de vida do VACV-WR e do VBH.

Inicialmente, analisou-se se o efeito do SB203580 sobre a multiplicacéo
do VBH em células A31 mantidas em baixa concentracao de soro (carenciadas)
era dose-dependente. Conforme a Figura 8A, concentracdes crescentes de
SB203580 acarretaram em reducdes também crescentes da progénie do VBH
apos a infeccao com alta multiplicidade de infeccédo (MOI). O mesmo efeito dose-
dependente ndo foi observado para o VACV-WR, pois se observou valores
comparaveis de unidades formadoras de placa (pfu) apos a infeccéo na presenca
das diferentes concentragcbes de SB203580. Entretanto, todas as doses
utilizadas inibiram a multiplicacdo do VACV-WR, variando entre 50% (5 uM) e
73% (20 uM) de reducédo da progénie viral em presenca de SB203580 (Figura
8A).

De modo a avaliar se as concentragdes de SB203580 utilizadas estavam
afetando a viabilidade das células A31, o ensaio do MTT foi empregado. A
concentracdo media testada (20 uM) ndo apresentou nenhum efeito prejudicial
a viabilidade celular quando comparada ao DMSO (Figura 8B). As células

tratadas com as duas concentracdes maiores (40 e 80 yM) apresentaram uma
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Figura 8. O inibidor de p38a/f MAPK SB203580 inibe diferencialmente a
multiplicacdo do Vaccinia virus Western Reserve e Belo Horizonte.

Células A31 carenciadas, pré-tratadas com DMSO 0,2% ou diferentes
concentracfes de SB203580 por 30 min, foram infectadas com VACV-WR ou
VBH (MOI 10) em presenga de DMSO ou do inibidor SB203580 nas respectivas
concentracfes ao longo de toda a infeccdo (A) ou mantidas sem infeccdo em
presenca do inibidor SB203580 nas respectivas concentracdes (B, C). A, Apls
48 h pos-infeccéo (hpi), as células mais o meio de cultura foram congelados e
descongelados por trés vezes, e titulados em células BSC-40. B, Ap6s 24 h ou
48 h, as células foram submetidas ao ensaio de viabilidade do MTT. C, Apés o
pré-tratamento, as células foram tratadas com anisomicina a 10 pg/ml por 15
min. Extratos de proteinas totais (50 pg) foram submetidos a fracionamento
eletroforético seguido de transferéncia para membrana de nitrocelulose. Apds
bloqueio de ligacBes inespecificas, as membranas foram incubadas com
anticorpo  primario  (anti-fosfo-ATF2-Thr69/Thr71 e fosfo-p38 MAPK-
Thr180/Tyr182), (diluicdo 1:1000) seguido de incubacdo com anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (diluicdo 1:3000) e revelacdo. As massas
moleculares das proteinas séo indicadas na direita da figura.
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perda de aproximadamente 15% na viabilidade, valor inferior a reducao
observada na progénie do VBH (Figura 8A). E, finalmente, para verificar se as
concentracbes empregadas de SB203580 afetam a funcdo de cinase de p38
MAPK, avaliou-se o seu efeito sobre a fosforilacdo do fator de transcricdo ATF2
em resposta ao tratamento com anisomicina, um classico indutor das SAPKs p38
e JNK (Figura 8C). O efeito do SB203580 sobre a fosforilagdo de ATF2 foi dose-
dependente, mas néo foi absoluto, porque mesmo em presenca de 80 uM de
SB203580 ainda foi possivel observar ATF2 fosforilado (Figura 8C). Essa
constatacéo possivelmente se deve ao fato de ATF2 nao ser substrato exclusivo
de p38 MAPK em resposta a anisomicina; tanto p38 MAPK, quanto JNK
fosforilam ATF2 em células tratadas com anisomicina (MORTON et al., 2004).

Para melhor caracterizar o efeito do SB203580 sobre a multiplicacdo do
VACV-WR e do VBH em células A31, foi testada a influéncia da multiplicidade
de infeccdo e da concentracdo de soro durante a infeccdo sobre a agédo do
inibidor. Quando a infeccdo foi conduzida com MOI igual a 5, o efeito do
SB203580 foi maior e estatisticamente significativo apenas nas células
infectadas com o VBH (Figura 9A), ao passo que com MOI igual a 1, péde se
observar que ambas as amostras de VACV foram afetadas, mas o VBH foi
consideravelmente mais sensivel que o VACV-WR a acéo do SB203580 (Figura
9A). Com a MOl igual a 1 (tanto 24 h quanto 48 h apds a infec¢céo), o VBH foi
seis vezes mais sensivel ao SB203580, quando comparado ao VACV-WR: a
reducdo na progénie do VBH foi de mais de 30 vezes, enquanto a reducao na
progénie do VACV-WR foi de 5,5 vezes.

Na Figura 9B, é mostrada a influéncia do soro sobre a acao do SB203580.
Quando o soro esteve presente em alta concentragao (8%) antes e ao longo de
todo o periodo de infeccéo, observou-se uma grande redugcédo na progénie do
VACV-WR (98,7%, P<0,05), se comparada a reducéo de 73,9% (P=0,0536) em
baixa concentracdo de soro (1%) antes e ao longo de todo o periodo de infeccéo.
Quando células mantidas em alta concentracdo de soro foram infectadas, mas a
infeccdo foi conduzida com soro a 1%, a inibicdo da progénie viral pelo
SB203580 também foi grande (97,4%, P<0,05). Contudo, com a condicdo
inversa a anterior, ou seja, a infeccao é feita em células carenciadas (soro a 1%)

por 12h, mas soro a 8% é adicionado ap0s a adsor¢do e mantido ao longo da
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Figura 9. A multiplicidade de infec¢cao, a concentracao de soro e alinhagem
celular influenciam o efeito do inibidor de p38a/f MAPK SB203580 sobre a

multiplicacdo do Vaccinia virus.
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A, Células A31 carenciadas, pré-tratadas com DMSO 0,2% ou SB203580 20 uM
por 30 min, foram infectadas com VACV-WR ou VBH (MOI 5 ou 1) em presenca
de DMSO ou do inibidor SB203580 ao longo de toda a infeccdo. Apds 24 hpi e
48 hpi, as células mais 0 meio de cultura foram congelados e descongelados por
trés vezes, e titulados em células BSC40. B, Células A31 mantidas nas diferentes
concentracfes de soro, conforme indicado no grafico, foram pré-tratadas com
DMSO 0,2% ou SB203580 20 uM por 30 min e a seguir foram infectadas com
VACV-WR (MOI 10) em presenca de DMSO ou do inibidor SB203580. Ap6s 1 h
de adsorcao sobre o gelo, o indculo viral foi removido, as células foram lavadas
com PBS gelado, e foi adicionado meio aquecido a 37°C contendo soro nas
concentracdes indicadas. Apos 48 hpi, as células mais o meio de cultura, foram
congelados e descongelados por trés vezes, e titulados em células BSC-40. C e
D, Células HelLa (C) ou BSC40 (D) néo carenciadas ou carenciadas foram pré-
tratadas com DMSO 0,2% ou SB203580 20 uM por 30min, e a seguir foram
infectadas com VACV-WR ou VBH (MOI 10) em presenca de DMSO ou do
inibidor SB203580. Apds 1 h de adsorcdo sobre o gelo, o indculo viral foi
removido, as células foram lavadas com PBS gelado, e foi adicionado meio
aguecido a 37°C contendo soro 1% (carenciadas) ou 7% (ndo carenciadas).
ApOs 48 hpi, as ceélulas mais o meio de cultura, foram congelados e
descongelados por trés vezes, e titulados em células BSC-40.
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infeccdo, a reducao foi menor (87,4%, P<0,001). Em células infectadas pelo
VBH, a concentracdo de soro também afetou a agcdo do SB203580. Em células
mantidas em alta concentracdo de soro antes e ao longo da infec¢ao, a reducao
na progénie viral foi de 97,7% (P<0,01), ao passo que ceélulas carenciadas nas
quais a infeccdo foi conduzida com soro a 1%, a reducéao foi de 90% (P<0,01)
(dados ndo mostrados). A observacéo da Figura 9B também leva a constatacéo
de que o soro influenciou o crescimento do VACV-WR em células A31, obtendo-
se 0s maiores titulos virais quando a infeccéao foi realizada na presenca de soro
em alta concentracdo antes e ao longo da infec¢do, e os menores titulos virais,
guando a infeccao foi realizada na presenca de soro em baixa concentracao
antes e ao longo da infecgao.

A fim de verificar se o efeito do SB203580 sobre a multiplicacdo do VACV-
WR se reproduz em outras linhagens celulares, foram testadas duas linhagens
epiteliais: HeLa (humano) e BSC-40 (primata ndo humano) (Figura 9C). A
multiplicacdo do VACV-WR foi igualmente afetada pelo SB203580 nas células
HelLa e BSC-40, independentemente da concentracéo de soro, com redu¢des da
progénie maiores que 95% em presenca do inibidor (Figura 9D). Por outro lado,
o efeito do SB203580 sobre a multiplicacdo do VBH foi menor e nao significativo
estatisticamente nas células BSC40 (reducéo de 72%) e HelLa (reducéo de 83%)
(Figura 9C e D).

2. Efeito do inibidor de p38a/f MAPK SB203580 sobre o acumulo de
proteinas e a morfogénese do Vaccinia virus

Dada a diferenca entre o VACV-WR e o VBH em relacdo a sensibilidade
ao SB203580, hipotetizou-se se essa diferenca estaria associada a algum
defeito numa das diferentes etapas do ciclo de multiplicagcéo do virus. Para testar
essa hipodtese, foi avaliado o acumulo de proteinas virais precoces e tardias, por
transferéncia de “Western”, e a morfogénese viral, por microscopia eletrénica de
transmissdo, em células carenciadas e infectadas com MOI 10.

Na Figura 10A, observa-se o acumulo de proteina precoce B13 em todos
os tempos de infec¢ao analisados (3 a 36 hpi), tanto para VACV-WR como para
0 VBH. A proteina precoce/tardia A36 foi detectada entre 12 e 36 h nas células

infectadas pelo VACV-WR, e entre 3 e 36 h nas células infectadas pelo VBH. Ja
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as proteinas tardias A3, H3, A17 e F17 acumularam entre 12 e 36 hpi. Vale
ressaltar ainda que as proteinas A3 e A17 foram processadas proteoliticamente,
sendo as bandas menores (60 e 21 kDa, respectivamente) equivalentes as
formas processadas (CONDIT et al., 2006).

Durante a infeccéo pelo VACV-WR em presenca do SB203580, a cinética
de acumulo das proteinas virais foi semelhante a da infeccdo realizada na
auséncia do inibidor, mas o nivel de acumulo foi diferente entre as proteinas
analisadas. A proteina H3, seguida das proteinas A17 e F17, foram as mais
afetadas pelo SB203580, mas 36 hpi observou-se um decréscimo no nivel de
acumulo de todas as proteinas analisadas. Durante a infec¢do pelo VBH em
presenca do SB203580, o acumulo das proteinas virais foi cineticamente
semelhante ao da infeccdo na auséncia do inibidor. Os niveis de B13 e A36 no
tempo de 3 hpi foram menores nas células tratadas com SB203580, e H3 e, em
menor grau, A17, foram as proteinas mais afetadas pelo inibidor. No tempo de
36 hpi, apenas A36, H3 e A17 foram reduzidas em presenca do SB203580.

Na Figura 10B, sédo apresentadas as curvas de crescimento de ciclo Unico do
VACV-WR e do VBH, na auséncia e na presenca de SB203580. Na auséncia de
inibidor, VACV-WR e do VBH apresentaram um comportamento bem diferente,
com destaque para a acentuada queda da infecciosidade durante a fase “eclipse”
do VBH em 3 hpi, quando comparado ao VACV-WR. A partir de 3 hpi ja é
possivel detectar o crescimento do VBH, ao passo que a fase “eclipse” do VACV-
WR é mais prolongada e o crescimento viral s6 € detectado a partir de 6 hpi.
Apés a andlise visual do grafico, é evidente que, quando analisado o tempo de
48hpi, o efeito do SB203580 € mais acentuado sobre o VBH que sobre o VACV-
WR. De fato, o SB203580 acarretou em crescimento 3,5 vezes menor da
progénie do VACV-WR, enquanto a progénie do VBH cresceu 10 vezes menos.

O efeito do SB203580 sobre o acumulo de proteinas do VACV-WR em
células HeLa nado carenciadas também foi avaliado. Observou-se um efeito
semelhante ao verificado nas células A31. Com excec¢éo da proteina tardia H3,
cujo acumulo foi praticamente abolido em presenca do SB203580, a cinética de
acumulo das proteinas virais foi semelhante nas células tratadas com DMSO ou
SB203580 (Figura 11). O acumulo da proteina tardia A17 também sofreu uma
reducdo acentuada em presenca do inibidor de p38a/B MAPK (Figura 11). Ja a
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Figura 10. Efeito do inibidor de p38a/f MAPK SB203580 sobre o acumulo
de proteinas precoces e tardias do Vaccinia virus em células A31.

Células A31 carenciadas, pré-tratadas com DMSO 0,2% ou SB203580 20 uM
por 30 min, foram infectadas com VACV-WR ou VBH (MOI 10) em presenca de
DMSO ou do inibidor SB203580 ao longo de toda a infeccdo. A, Apds 0s
diferentes tempos de infeccao, extratos de proteinas totais (10 a 25 pg) foram
submetidos a fracionamento eletroforético seguido de transferéncia para
membrana de nitrocelulose. ApoOs bloqueio de ligagbes inespecificas, as
membranas foram incubadas com anticorpo primario (diluicdo 1:1000), seguido
de incubagdo com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluicdo
1:3000) e revelagédo. O controle interno das quantidades de proteinas foi feito
pelo uso do anticorpo primério anti-B-actina (diluicdo 1:3000). As massas
moleculares das proteinas séo indicadas na direita da figura. O asterisco indica
banda inespecifica detectada com o anticorpo anti-CrmA/SPI12/B13. B, Apés 1 h
de adsorcéo, o indculo viral foi removido, as células foram lavadas com PBS, e
foi adicionado meio contendo soro a 1% mais DMSO ou SB203580. Apds 0s
diferentes tempos de infeccdo, as ceélulas mais o meio de cultura foram
congelados e descongelados por trés vezes, e titulados em células BSC-40.
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Figura 11. O inibidor de p38a/B MAPK SB203580 afeta o acumulo de
proteinas do Vaccinia virus em células HelLa.

Células HelLa néo carenciadas, pré-tratadas com DMSO 0,2% ou SB203580 20
KM por 30 min, foram infectadas com VACV-WR ou VBH (MOI 10) em presenca
de DMSO ou do inibidor SB203580 ao longo de toda a infec¢do. Apds o0s
diferentes tempos de infecgéo, extratos de proteinas totais (10 a 25 pg) foram
submetidos a fracionamento eletroforético seguido de transferéncia para
membrana de nitrocelulose. ApoOs bloqueio de ligagbes inespecificas, as
membranas foram incubadas com anticorpo primario (diluicdo 1:1000), seguido
de incubagdo com anticorpo secundéario conjugado a peroxidase (diluicdo
1:3000) e revelagdo. O controle interno das quantidades de proteinas foi feito
pelo uso do anticorpo primério anti-B-actina (diluicdo 1:3000). As massas
moleculares das proteinas séo indicadas na direita da figura.
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proteina precoce B13 e a proteina tardia F17 ndo foram afetadas pela presenca
do SB203580, e as proteinas A3 (tardia) e A36 (precoce/tardia) apresentaram
uma sensivel redugéo no seu acumulo (Figura 11). Por ultimo, o SB203580 levou
a um atraso no acumulo da proteina tardia D8 (Figura 11).

Em seguida, o efeito do SB203580 sobre a morfogénese de ambas as
amostras de VACV em células A31 foi investigado por microscopia eletrénica de
transmissdo. ApGs 24 h de infeccdo, tanto na auséncia como na presenca de
SB203580, todas as estruturas caracteristicas da morfogénese dos poxvirus
foram detectadas, a saber, virossomos, crescentes, virions imaturos sem e com
nucleoide (V) e virions maduros (MV) (Figura 12A-D). Virions empacotados
(WV) e virions envelopados (EV) também foram encontrados (Figura 12 e dados
ndo mostrados). Apos a quantificacdo dessas estruturas, observou-se uma
reducdo de 60% no numero de MVs nas células infectadas com o VBH em
presenca do SB203580 (Figura 12E).

O tratamento das células A31 com o inibidor SB203580 induziu uma
extensa vacuolizacdo das células, independentemente da infeccéo pelo VACV-
WR ou VBH, e isso foi facilmente observavel ao microscépio de luz invertido
(dados ndo mostrados). Essa constatacdo foi corroborada pela analise das
micrografias eletronicas da infeccéo pelo VACV-WR e do VBH em presenca do
SB203580 (para a microscopia eletrbnica, o controle de células ndo infectadas
nao foi incluido). Conforme mostrado na Figura 13A e C é possivel observar uma
extensa vacuolizacdo do citoplasma das células tratadas com SB203580 e
infectadas pelo VACV-WR (Figura 13A) ou pelo VBH (Figura 13C). A
vacuolizacdo induzida pelo SB203580 nao foi observada nas células HelLa ou
BSC40 tratadas com o inibidor (dados ndo mostrados).

A analise das micrografias das células tratadas com SB203580 e
infectadas com VACV-WR ou VBH também revelou a presenca de
autofagossomos tipicos, caracterizados como vesiculas delimitadas por
membrana dupla (Figura 13B e D) (MIZUSHIMA et al, 2013). Nos
autofagossomos mostrados nas Figuras 13B e D é possivel identificar estruturas
semelhantes a MVs em seu interior. Autofagossomos sédo encontrados nas
células A31 infectadas na auséncia de SB203580 também, mas autofagossomos

contendo estruturas semelhantes a MVs em seu interior ndo foram detectados.
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Figura 12. O inibidor de p38a/pB
virions maduros do Vaccinia virus (VACV) Belo Horizonte, mas nédo do
VACV Western Reserve.

Células A31 carenciadas, pré-tratadas com DMSO 0,2% (A, C) ou SB203580 20
UM (B, D) por 30 min, foram infectadas com VACV-WR (A, B) ou VBH (C, D)
(MOI 10) em presenca de DMSO ou do inibidor SB203580 ao longo de toda a
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infeccdo. Apos 24 hpi, as células foram lavadas duas vezes em meio sem soro,
fixadas com glutaraldeido 1% em tampéao fosfato 0,1 M pH 7,4 e processadas
para microscopia eletrénica de transmisséo. Cr, crescente; IV, virion imaturo;
MV, virion maduro; IV—MV, intermediarios entre IV e MV; WYV, virion
empacotado; Mt, mitocondria; Nu, ndcleo; Vi, virossomo. As escalas séo de 500
nm (A, B, C) ou 1 um (D). E, Quantificacdo dos intermediarios da morfogénese
do VACV-WR e do VBH na auséncia e na presenca de SB203580. Os
intermediarios quantificados estdo exemplificados abaixo do grafico, a saber, Cr,
crescente; IV, virion imaturo; MV, virion maduro; WV, virion empacotado; e EV,
virion extracelular. ***, P < 0,001.
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Figura 13. O inibidor de p38a/3 MAPK SB203580 induz extensa
vacuoliza¢do do citoplasma.

Células A31 carenciadas, pré-tratadas com SB203580 20 pM por 30 min, foram
infectadas com VACV-WR (A) ou VBH (C) (MOI 10) em presenca do inibidor
SB203580 ao longo de toda a infeccdo. Apos 24 hpi, as células foram lavadas
duas vezes em meio sem soro, fixadas com glutaraldeido 1% em tampao fosfato
0,1 M pH 7,4 e processadas para microscopia eletrbnica de transmisséo. Af,
autofagossomo; Mt, mitocondria. Os asteriscos indicam a extensa vacuolizacao
do citoplasma das células tratadas com SB203580. B e D, Detalhes dos
autofagossomos mostrados em A e C, respectivamente, nos quais € possivel
visualizar estruturas semelhantes a MVs (indicados pelas setas). A membrana
dupla caracteristica do autofagossomo € indicada pelas pontas de seta em B.
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Outra observacéo feita a partir da analise das micrografias eletronicas foi
em relacdo ao empacotamento de MVs. Para dar origem os WVs, os MVs
passam por um processo de empacotamento no qual adquirem dois envelopes
adicionais derivados dos endossomos precoces ou de vesiculas da rede trans-
Golgi (TGN) (TOOZE et al.,, 1993; SCHMELZ et al., 1994). O processo de
empacotamento teve um aumento nas células infectadas, em presenca do
inibidor de p38a/B MAPK (Figura 14A-D). Quando o numero de MVs sendo
empacotados por célula foi analisado, houve um aumento de aproximadamente
duas vezes nas células tratadas com SB203580 e infectadas com VACV-WR, e
uma reducdo pela metade nas células tratadas e infectadas com o VBH (Figura
14D). As duas amostras de VACV também se comportaram diferentemente
quando o percentual de MVs em processo de empacotamento foram
comparados na auséncia e na presenca do SB203580, com um aumento de
quase quatro vezes para o VACV-WR (aproximadamente, 22,6% nas células
tratadas com SB203580 versus 5,9% nas células ndo tratadas), ao passo que
nao houve variacdo relevante para o VBH (Figura 14D). Todavia, quando o
percentual de MVs em processo de empacotamento foi corrigido pelo nimero de
células em cada amostra, observou-se que a inibicdo de p38a/f MAPK acarretou
num aumento de aproximadamente trés vezes ou duas vezes em células
infectadas com VACV-WR ou com VBH, respectivamente (Figura 14E). Em
conjunto, essas analises apontaram para um potencial envolvimento de p38
MAPK na regulagdo negativa do empacotamento de MVs para dar origem aos
WVs, que séo transportados até a superficie da célula para disseminag¢do como
EVs (revisado por SMITH et al., 2002; MOSS, 2006).

3. O Vaccinia virus regula temporalmente a ativacdo das MAPKs ERK, JNK
e p38

O efeito diferencial do inibidor de p38a/f SB203580 sobre a multiplicagao
do VACV-WR e do VBH trouxe o interesse de investigar o status da via
sinalizadora de p38 MAPK ao longo da infeccao por essas amostras de VACV.
A forma ativa de p38 MAPK, duplamente fosforilada nos residuos de Thr180 e
Tyrl82, foi detectada a partir de 6 hpi e se manteve ativa até 36 hpi, com o pico

em 12 hpi, durante a infeccédo de células A31 carenciadas pelo VACV-WR
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Figura 14. O inibidor de p38a/f MAPK SB203580 afeta o empacotamento de
virions maduros.

Células A31 carenciadas, pré-tratadas com SB203580 20 uM por 30 min, foram
infectadas com VACV-WR (A, B) ou VBH (dados ndo mostrados) (MOI 10) em
presenca do inibidor SB203580 ao longo de toda a infecgdo. Apds 24 hpi, as
células foram lavadas duas vezes em meio sem soro, fixadas com glutaraldeido
1% em tampéao fosfato 0,1 M pH 7,4 e processadas para microscopia eletrénica
de transmisséo. A, As setas indicam o empacotamento de MVs por vesiculas
semelhantes a endossomos; WV, virion empacotado. B, As pontas de seta
indicam o empacotamento de MVs por vesiculas semelhantes a fag6foros ou
membranas de isolamento. C, Detalhe do empacotamento de MV mostrado em
B. D, Quantificacdo de MVs em processo de empacotamento nas células
infectadas pelo VACV-WR ou VBH, na auséncia e na presenca de SB203580.
Acima de cada coluna séo indicados o percentual de MVs em processo de
empacotamento e o numero total de MVs contados em cada uma das amostras.
E, Percentual de MVs em processo de empacotamento. Acima de cada coluna
sdo indicados o numero de células avaliado em cada uma das amostras. *,
P<0,05; **, P<0,01
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(Figura 15). J& nas células infectadas pelo VBH, observou-se p38 fosforilada a
partir de 6 hpi, com o pico em 12 hpi (Figura 15). Entretanto, quando células néo
infectadas e infectadas foram comparadas, nao foi detectada alteracao relevante
no nivel de fosforilacdo de MKK3/6 (Serl89 e Ser207, respectivamente),
MAP2Ks altamente especificas de p38 MAPK e que mais comumente fosforilam
p38 MAPK em resposta a diferentes estimulos (CUADRADO; NEBREDA, 2010).

Para avaliar a localizagao subcelular de p38 MAPK ativa durante a
infeccdo viral, foi realizada a separacdo das proteinas celulares em fracdes
citoplasmatica e nuclear. Conforme mostrado na Figura 16, todo o contetdo de
p38 MAPK ativo durante a infec¢ao pelo VACV-WR ou pelo VBH ficou restrito ao
compartimento citoplasmatico, ao passo que p38 MAPK ativada em resposta ao
tratamento com anisomicina foi detectado nos compartimentos citoplasmatico e
nuclear.

As infeccdes de células carenciadas pelo VACV-WR e pelo VBH também
levaram a ativacdo das MAPKs ERK1/2 (fosforilacdo nos residuos de
Thr202/Tyr204 e Thr185/Tyrl87, respectivamente) e JNK1/2 (fosforilacdo nos
residuos de Thr183/Tyrl85). As MAPKs ERK1/2 foram fosforiladas entre 1 hpi e
12 hpi, durante a infeccdo pelo VACV-WR ou pelo VBH, mas sofreram uma
reducdo nos niveis de fosforilagdo em 24 e 36 hpi (Figura 15). Em relacdo a
JNK1/2, a fosforilacdo da forma p46 ocorreu ao longo de todo o ciclo de infeccéo
do VBH, ao passo que durante a infeccédo pelo VACV-WR, houve aumento nos
niveis de fosforilacédo a partir de 6 hpi (Figura 15). Entre 6 e 36 hpi, a fosforilacédo
de JNK1/2 é comparavel entre o VACV-WR e VBH, mas em 1 e 3 hpi, a infec¢ao
pelo VBH induziu niveis elevados de fosforilacdo desta MAPK, os mesmos nao

sendo observados durante a infec¢ao pelo VACV-WR.

4. Ativacao das MAPKs ERK, JNK e p38 durante a infeccéo pelo Vaccinia
virus na presenca do inibidor de p38a/f MAPK SB203580

A fim de verificar se o tratamento com o inibidor de p38a/f MAPK
SB203580 afetaria a ativacdo das MAPKs durante a infec¢cdo pelo VACV, o
status da fosforilagdo de ERK1/2, JNK1/2 e p38 MAPK foi avaliado. Células A31
carenciadas e tratadas com SB203580 apresentaram uma profunda alteracéo

nos niveis de fosforilacdo das trés MAPKs em diferentes tempos apos a infecgédo
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Figura 15. Vaccinia virus Western Reserve e Belo Horizonte disparam a

ativacdo de p38 MAPK em células A31.
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A, Células A31 carenciadas, pré-tratadas com DMSO 0,2% ou SB203580 20 uM
por 30 min, foram infectadas com VACV-WR ou VBH (MOI 10) em presenca de
DMSO ou do inibidor SB203580 ao longo de toda a infec¢do. Apds os diferentes
tempos de infeccdo, extratos de proteinas totais (50 pg) foram submetidos a
fracionamento eletroforético seguido de transferéncia para membrana de PVDF.
Apos bloqueio de ligagcbes inespecificas, as membranas foram incubadas com
anticorpo primario (diluicdo 1:1000), seguido de incubagdo com anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (diluicdo 1:3000) e revelagdo. O controle
interno das quantidades de proteinas foi feito pelo uso do anticorpo primario anti-
B-actina (diluicdo 1:3000). As massas moleculares das proteinas séo indicadas
na direita da figura. O asterisco indica banda inespecifica detectada com o
anticorpo anti-fosfo-MK2 (Thr334). B, Analise densitométrica das bandas
relativas a P-p38 (em relacdo a p38), P-ERK1 (em relagédo a B-actina), P-IJNK-
p46 (em relagéo a B-actina) e P-MKK3 (em relacéo a B-actina).
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Figura 16. p38 MAPK e seu substrato MK2 localizam-se no compartimento

Citoplasmatica

citoplasmético das células infectadas pelo Vaccinia virus.

Células A31 carenciadas, pré-tratadas com DMSO 0,2% ou SB203580 20 uM
por 30 min, foram infectadas com VACV-WR ou VBH (MOI 10) em presenca de
DMSO ou do inibidor SB203580 ao longo de toda a infec¢do. Apds os diferentes
tempos de infeccédo, extratos de proteinas citoplasmaticas ou nucleares (50 ug)
foram submetidos a fracionamento eletroforético seguido de transferéncia para
membrana de nitrocelulose. ApoOs bloqueio de ligagbes inespecificas, as
membranas foram incubadas com anticorpo primario (diluicdo 1:1000), seguido
de incubagdo com anticorpo secundéario conjugado a peroxidase (diluicdo
1:3000) e revelagéao. O controle interno do fracionamento celular foi feito pelo
uso dos anticorpos primarios anti-p-tubulina (diluicdo 1:1000), para a fracéo
citoplasmatica, e anti-PARP (diluicdo 1:1000), para a fragdo nuclear. As massas
moleculares das proteinas sao indicadas na direita da figura. O asterisco indica
banda inespecifica detectada com o anticorpo anti-fosfo-MK2 (Thr334).
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pelo VACV-WR e pelo VBH (Figura 15).

Durante a infec¢ao pelo VACV-WR ou VBH, em presencga de SB203580,
a ativacdo de p38 MAPK também foi inibida em 6 e 12 hpi, ou 6 hpi,
respectivamente (Figura 15). Contudo, entre os tempos de 24 hpi e 36 hpi ou 12
e 36 hpi, respectivamente, houve um aumento da fosforilacdo de p38 MAPK
durante a infecgéo pelo VACV-WR ou VBH em presenca de SB203580 (Figura
15).

Em relacdo a MAPK JNK1/2, o tratamento com SB203580 teve um efeito
dual durante a infeccdo pelo VBH: houve reducédo da fosforilacdo de JNK1/2 em
1 e 3 hpi, e aumento na fosforilacdo desta MAPK entre 6 e 36 hpi (Figura 15).
Durante a infecgcdo pelo VACV-WR, observou-se apenas um aumento na
ativacdo de JNK1/2, na presenca de SB203580, entre 3 e 24 hpi (Figura 15). Ja
em relacdo a ERK1/2, entre 6 e 24 hpi (para o VACV-WR) ou em 3 e 12 hpi (para
o0 VBH), a inibicdo farmacologica de p38a/f MAPK promoveu um aumento na
ativacdo da MAPK ERK1/2 (Figura 15). A fosforilacdo de MKK3/6 também
aumentou durante a infeccdo pelo VACV-WR ou VBH em presenca do
SB203580, principalmente entre 12 e 36 hpi (Figura 15).

5. Ativacdo de MK2 durante a infeccao pelo Vaccinia virus

Paralelamente a ativacdo de p38 MAPK, a fosforilacdo de MK2 também
ocorreu durante a infeccao tanto pelo VACV-WR quanto pelo VBH, a partir de 6
hpi até 36 hpi (Figura 15). A fosforilacdo de MK2 foi visualizada pela verificacdo
de retardo na mobilidade eletroforética da proteina, através do uso de anticorpo
policlonal de coelho direcionado para a detec¢do de MK2 fosforilada na Thr334
(CELL SIGNALING TECHNOLOGY, 2013). A fosforilagdo de MK2 durante as
infecgbes pelo VACV-WR ou VBH foi sensivel ao SB203580, indicando que
p38a/B MAPK sejam as cinases responsaveis pela fosforilagdo (Figura 15). Ao
contrario do SB203580, o tratamento com o inibidor de JNK VIII ndo alterou o
retardo na mobilidade de MK2 durante a infecgéo viral (Figura 17).

Assim como aconteceu com p38 MAPK fosforilada, MK2 fosforilada
durante as infeccOes pelo VACV-WR ou VBH foi encontrada apenas no

compartimento citoplasmatico (Figura 16).
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A seguir foi avaliado se a fosforilacdo de MK2 seria dependente da
infeccéo viral ativa e da replicagdo de DNA viral. Apés as infecgbes com VACV-
WR ou VBH inativados com radiagdo UV por 5 min, ndo foi detectada a
fosforilacdo de MK2 24 hpi (Figura 17). Ja a presenca de arabinosideo C, um
inibidor da replicacdo de DNA viral, ndo alterou a fosforilacdo de MK2 durante a
infecgao tanto pelo VACV-WR quanto pelo VBH 24hpi (Figura 17).

A fim de verificar se a ativagdo da via p38-MK2 ocorreria em outra
linhagem celular durante a infeccéo viral, células HelLa foram infectadas com
VACV-WR e o status da fosforilacdo de p38 MAPK e MK2 foi analisado. Como
pode ser observado na Figura 18, os niveis de fosforilagdo de p38 e MK2 foram
elevados entre 6 e 24 hpi, com o pico de p38 MAPK ativa em 12 hpi. A ativagéo
de MK2 durante a infeccdo de células HelLa, assim como nas células A31, foi
dependente de p38 MAPK e da replicacdo viral ativa, mas independente da

replicagéo do DNA viral (dados n&o mostrados).

6. O inibidor de p38a/B SB203580 inibe a disseminacdo do Vaccinia virus

Sabendo que o efeito do SB203580 sobre a multiplicacao viral em células
carenciadas era menor para o VACV-WR do que para o VBH, a seguir se
investigou impacto desse inibidor de p38a/B sobre a disseminagdo do VACV-
WR, através da andlise do fenétipo de placa de lise viral e da curva de
crescimento viral em ciclos multiplos (MOI 0,001) em células A31, BSC40 e
HeLa. Conforme mostrado na Figura 19A), o SB203580 aboliu completamente a
formacao da placa de lise do VACV-WR em células A31, mesmo ap6s 72 hpi, e
reduziu consideravelmente o fenétipo de placa em células BSC-40.

A fim de assegurar que as placas de lise ndo estavam se formando na
presenca do SB203580 por que a infeccdo pelo VACV-WR nédo estava
ocorrendo, as células A31 foram infectadas com VACV-ATK-GFP, na auséncia
e na presenca do SB203580. O VACV-ATK-GFP expressa a proteina GFP sob
o controle do promotor precoce do gene da timidina cinase viral (TK), permitindo
a analise das células infectadas pelo VACV ao microscépio de fluorescéncia (P.
Turner e R. Moyer, comunicacgéo pessoal). Apés 48 h de infeccao, as placas de
lise do VACV-ATK-GFP repletas de células expressando GFP foram facilmente
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Figura 17. A ativacédo da via p38-MK2 durante a infeccao pelo Vacciniavirus
é disparada por um sinal pré-replicativo.

A, Células A31 carenciadas, pré-tratadas com DMSO 0,2% ou arabinosideo C
(AraC) por 30 min, foram infectadas com VACV-WR ou VBH (MOI 10) em
presenca de DMSO ou do AraC ao longo de toda a infeccdo. As mesmas
quantidades de VACV-WR ou VBH previamente inativados com radiacdo UV
também foram utilizadas. B, Células A31 carenciadas, pré-tratadas com DMSO
0,2%, SB203580 20 uM ou inibidor de JNK VIII 4 uM por 30 min, foram infectadas
com VACV-WR ou VBH (MOI 10) em presenca de DMSO ou dos inibidores ao
longo de toda a infeccdo. Apds 24 hpi, extratos de proteinas totais (50 pg) foram
submetidos a fracionamento eletroforético seguido de transferéncia para
membrana de PVDF. Apés bloqueio de ligacbes inespecificas, as membranas
foram incubadas com anticorpo primario (diluicdo 1:1000), seguido de incubacao
com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluicao 1:3000) e revelacao.
O controle interno das quantidades de proteinas foi feito pelo uso do anticorpo
primario anti-B-actina (diluicdo 1:3000). As massas moleculares das proteinas
sdo indicadas na direita da figura. O asterisco indica banda inespecifica
detectada com o anticorpo anti-fosfo-MK2 (Thr334).
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Figura 18. Vacciniavirus dispara a ativacao de p38 MAPK e MK2 em células
Hela.

A, Células HelLa n&o carenciadas foram infectadas com VACV-WR (MOI 10) por
diferentes tempos. Extratos de proteinas totais (50 pg) foram submetidos a
fracionamento eletroforético seguido de transferéncia para membrana de PVDF.
Apods bloqueio de ligagBes inespecificas, as membranas foram incubadas com
anticorpo primario (diluicdo 1:1000), seguido de incubacdo com anticorpo
secundario conjugado a peroxidase (diluicdo 1:3000) e revelacdo. O controle
interno das quantidades de proteinas foi feito pelo uso do anticorpo primario anti-
B-actina (diluicdo 1:3000). As massas moleculares das proteinas séo indicadas
na direita da figura. B, Analise densitométrica das bandas relativas a P-p38 (em
relacédo a p38).
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Figura 19. O inibidor de p38a/f MAPK SB203580 inibe a disseminagao do
Vaccinia virus.

Células A31 (A, B), BSC-40 (A) ou HelLa (B) carenciadas, pré-tratadas com
DMSO 0,2% ou SB203580 20 puM por 30 min, foram infectadas com diluicbes
decimais consecutivas de VACV-WR (A) ou VACV-ATK-GFP (B) em presenca
de DMSO ou do inibidor SB203580 ao longo de toda a infecgdo. A, Apos 48 hpi
ou 72 hpi, as células foram fixadas com formaldeido 3,7% e coradas com cristal
violeta, para visualizacdo das placas de lise viral. B, Ap6s 48 hpi, as células
foram fixadas com paraformaldeido 4% em PBS, permeabilizadas com Triton-
X100 0,2%, tratadas para bloqueio de ligacdes inespecificas, coradas com
faloidina conjugada a rodamina e montadas para observagdo ao microscopio
confocal a laser. A ponta de seta branca indica uma célula infectada. C, Células
A31 carenciadas, pré-tratadas com DMSO 0,2% ou SB203580 20 uM por 30 min,
foram infectadas com VACV-WR (MOI 0,001) em presen¢ca de DMSO ou do
inibidor SB203580 ao longo de toda a infeccdo. Apos 1 h de adsor¢éo, o indculo
viral foi removido, as células foram lavadas com PBS, e foi adicionado meio
contendo soro a 1% mais DMSO ou SB203580. Apés os diferentes tempos de
infeccédo, as células mais o meio de cultura foram congelados e descongelados
por trés vezes, e titulados em células BSC-40.
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visualizadas (Figura 19B). Ja na presenca do SB203580, células infectadas
isoladas expressando GFP foram detectadas ao longo da monocamada celular
que permaneceu ndo infectada em sua maioria. Isso € um forte indicio que o
SB203580 impediu que progénie do VACV-ATK-GFP se disseminasse a partir
da infeccdo primaria em direcdo as células vizinhas nao infectadas. Como
controle, uma infeccdo com MOI 10 na auséncia e na presenca do SB203580 foi
feita para verificar o efeito do inibidor sobre a multiplicagdo do VACV-ATK-GFP.
O SB203580 inibiu a multiplicacdo do VACV-ATK-GFP em 65%. Células HeLa
infectadas com VACV-ATK-GFP também mostraram uma reducao conspicua na
disseminacédo da infec¢do pela monocamada de células em presenca do inibidor
de p38a/B MAPK (Figura 19B).

E, por dltimo, a infeccdo de células A31 pelo VACV-WR com MOI 0,001
foi conduzida na auséncia e na presenca do SB203580. Conforme apresentado
na Figura 19C, a curva de crescimento do VACV-WR apresentou o mesmo perfil
até 12hpi, indicando que a infecc¢do viral progrediu sem problemas até esse
tempo, mesmo em presenca do SB203580. Entretanto, a partir de 12 hpi, em
presenca do SB203580, o VACV-WR néo apresentou nenhum acréscimo na sua
progénie, acarretando numa inibicdo de quase 99,9% em relacdo a infeccédo na
auséncia do inibidor (Figura 19C). Esse resultado corroborou o resultado obtido
com o VACV-ATK-GFP indicando o SB203580 impediu que progénie do VACV
se disseminasse a partir da infec¢éo primaria em direcéo as células vizinhas nao

infectadas.

7. Efeito do silenciamento de p38a MAPK sobre o ciclo de vida do Vaccinia
virus

Para verificar se as acdes do SB203580 sobre o VACV-WR e o VBH eram
devidas a inibicdo especifica sobre p38 MAPK, foram geradas linhagens
celulares, a partir das células A31, expressando shRNA de p38a MAPK ou de
GFP, para o silenciamento da expressao de p38a MAPK ou de GFP como
controle, respectivamente. A caracterizacdo dos clones de células expressando
shRNA foi feita através de RT-PCR quantitativo para a quantificacéo relativa dos
niveis de mMRNA de p38a MAPK/Mapk14, p383 MAPK/Mapk11, e B-actina, como

gene normalizador.
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Na Figura 20A, € mostrado que os clones de células shRNA-GFP
apresentaram niveis de mRNA de p38a MAPK e de p383 MAPK comparaveis
aos das células A31. Ja os clones de células shRNA-p38a #1 e shRNA-p38a #2
apresentaram uma grande reducgéo dos niveis de mRNA de p38a MAPK, de 79%
a 100% (o que significa que o mMRNA de p38a MAPK foi indetectavel). Em relagcéo
a p38pB MAPK, houve uma aumento consideravel dos niveis do mRNA em alguns
clones de células shRNA-p38a #1 (cl. 11 e cl. 14) e shRNA-p38a #2 (cl. 1), e
reducado dos niveis do mRNA noutros (ShRNA-p38a #1 pool, e shRNA-p38a #2
pool e cl. 10). Como os desvios-padrdo obtidos foram muito grandes nesse
experimento, e a eficiéncia da reacdo de PCR quantitativo para os trés alvos
(p38a MAPK, p38B MAPK, e B-actina) foi baixa (~60%) n&o foi possivel afirmar
se essas alteracdes tém relevancia bioldgica.

Quando foi realizada infeccdo das células expressando shRNA
carenciadas pelo VACV-WR ou pelo VBH com MOI 10, houve uma grande
variagao na taxa de multiplicacdo do VACV entre os diferentes clones de cada
shRNA (Figura 20B).

Em nenhum dos clones testados foi observado o mesmo grau de inibicdo
da multiplicacdo do VACV-WR ou do VBH em presenca do SB203580 (nesse
experimento, 81% e 91%, respectivamente) (Figura 20B). Entretanto, uma
avaliacao dos clones em conjunto nos leva a constatacao de que o silenciamento
de p38a MAPK reduziu pela metade a mutliplicagdo do VACV-WR (comparar
ShRNA-GFP cl. 1, cl. 2 e pool com shRNA-p38a MAPK #1 e #2). Quanto a
multiplicagdo do VBH, houve ainda maior variacdo entre os clones de cada
shRNA, o que indica que o silenciamento de p38a MAPK nao afeta
significativamente a multiplicagcdo dessa amostra de VACV.

A seguir, o fenotipo de placa do VACV-WR foi avaliado nos clones de
ShRNA-GFP, shRNA-p38a MAPK #1 e shRNA-p38a MAPK #2, mantidos em
baixa concentracéo de soro (Figura 21). Novamente, foi observado uma grande
variagao entre os clones de cada shRNA. Com excegao do shRNA-p38a MAPK
#1 cl. 11, todos os demais clones apresentaram placas de lise reduzidas quando
comparados as células A31 parentais. Apesar da variabilidade dentre os clones,
o silenciamento de p38a MAPK ndo afetou a formagéo da placa de lise do VACV-
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Figura 20. Efeito do silenciamento de p38a MAPK por shRNA sobre a

multiplicacdo do Vaccinia virus Western Reserve e Belo Horizonte.
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A, RNA total de células A31 expressando shRNA de p38a MAPK ou de GFP foi
submetido a tratamento com DNase I, transcricdo reversa e PCR quantitativo
para detecgdo do mRNA de p38a MAPK, p38B MAPK e B-actina. O mRNA de 3-
actina foi utilizado como controle endégeno e os niveis de MRNA de p38a MAPK
e p38B MAPK nos clones expressando shRNA foi normalizado em relacdo aos
niveis presentes nas células A31 parentais, aos quais foi atribuido o valor 1. B,
Clones de células shRNA-GFP, shRNA-p38a #1 e shRNA-p38a #2 carenciados
foram infectados com VACV-WR ou VBH (MOI 10). Apés 1 h de adsorcéo, o
inoculo viral foi removido, as células foram lavadas com PBS, e foi adicionado
meio contendo soro a 1%. Apos 48 h, as células mais o meio de cultura foram
congelados e descongelados por trés vezes, e titulados em células BSC-40. C,
Clones de células shRNA-GFP, shRNA-p38a #1 e shRNA-p38a #2 néo
carenciadas foram infectadas com VACV-WR (MOI 10). Ap6s 1 h de adsorc¢éao,
o0 indculo viral foi removido, as células foram lavadas com PBS, e foi adicionado
meio contendo soro a 1%. Apo6s 48 h, as células mais o meio de cultura foram
congelados e descongelados por trés vezes, e titulados em células BSC-40.
Células A31 parentais tratadas com DMSO 0,2% ou SB203580 20 pM foram
utilizadas como controle da multiplicacdo. Os graficos B e C mostram o
percentual de multiplicagcéo viral em relagéo as células A31, as quais foi atribuido
o valor de 100%.
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Figura 21. Efeito do silenciamento de p38a MAPK por shRNA na formacgéo
das placas de lise do Vaccinia virus.

Clones de células shRNA-GFP, shRNA-p38a #1 e shRNA-p38a #2 carenciadas
foram infectadas com diluicdo seriada decimal de VACV-WR. Ap6s 1 h de
adsorcao, foi adicionado meio contendo soro a 1%. Apos 48 h, as células foram
fixadas com formaldeido 3,7% e coradas com cristal violeta, para a visualiza¢ao
das placas de lise. Células A3l parentais tratadas com DMSO 0,2% ou
SB203580 20 uM foram utilizadas como controle.
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WR da mesma forma que o SB203580, sugerindo que p38a MAPK nao participe
na disseminacao célula-célula do VACV.

8. Efeitos da inibicdo de p38 MAPK sobre multiplicacdo do Vaccinia virus
em células mantidas com alta concentracéo de soro

Conforme mostrado acima na Figura 9B, a concentracéo de soro no meio
de cultura influencia a acédo do inibidor de p38a/f MAPK SB203580 sobre a
multiplicacdo do VACV-WR. Em presenca de 8% de soro, a inibicdo da progénie
viral pelo SB203580 é sempre superior a 90% (>1 logio) (Figura 9B). A fim de
melhor investigar a infec¢do de células A31 nao carenciadas pelo VACV-WR, a
ativacao de p38 MAPK foi avaliada, em primeiro lugar.

Conforme mostrado na Figura 22, em presenca de soro em alta
concentracéo, os niveis de fosforilacado de p38 MAPK foram elevados entre 3 hpi
e 6 hpi, mesmo na auséncia de infeccdo. Contudo, foi possivel observar um
aumento na fosforilacdo de p38 MAPK entre 12 hpi e 36 hpi (Figura 22). Assim
como nas células carenciadas, nado foi detectada diferenca na fosforilacdo de
MKK3/6 entre as células ndo infectadas e infectadas pelo VACV-WR em
presenca de soro em alta concentracdo, indicando que MKK3/6 podem néo
serem as MAP2Ks responsaveis pela fosforilacdo de p38 MAPK durante a
infeccdo pelo VACV (Figura 15 e Figura 22).

A seguir, o efeito do SB203580 sobre o acumulo de proteinas virais
durante a infeccéo pelo VACV-WR em presenca de soro em alta concentracao.

Em relagédo a proteina precoce B13, houve um retardo no acumulo na
presenca do SB203580, mas a partir de 12 hpi os niveis de B13 s&o similares na
auséncia e na presenca do inibidor (Figura 23A) O acumulo das demais
proteinas foi variavel na presenca do SB203580. Na presenca do inibidor
farmacoldgico, foi observado um retardo no acumulo da proteina tardia A3 e sua
forma processada, uma reducdo no acumulo da proteina precoce/tardia A36 e
na proteina tardia F17, e a proteina tardia A17 nao foi detectada (Figura 23B).
Por altimo, foi avaliado o impacto do inibidor do SB203580 sobre a curva de
crescimento de ciclo unico do VACV-WR. Em presenca do SB203580, o VACV-
WR foi incapaz de estabelecer infeccdo produtiva em células ndo carenciadas
(Figura 23C).

81



A Mock VACV-WR
3 6 12 24 36 3 6 12 24 36 Tempo (hpi)

P-p38 = s - — > a3 [

38
PP - e an an o o e e == 43D,

O Mock

B 259 & VACV-WR

Razdo P-p38/p38 (UA)

0.5

T
AN
B3

% |

- & &
Tempo de Infecgdo

Figura 22. Ativagéo da via de p38 MAPK durante a infecgao pelo Vaccinia
virus.

Células A31 nado carenciadas foram infectadas com VACV-WR (MOI 10) em
presenca de DMSO ou do inibidor SB203580 ao longo de toda a infeccdo. Apos
os diferentes tempos de infecgdo, extratos de proteinas totais (50pg) foram
submetidos a fracionamento eletroforético seguido de transferéncia para
membrana de PVDF. Apés bloqueio de ligacbes inespecificas, as membranas
foram incubadas com anticorpo primario (diluicdo 1:1000), seguido de incubacéo
com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluicdo 1:3000) e revelacgao.
As massas moleculares das proteinas sdo indicadas na direita da figura.
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Figura 23. O acumulo de proteinas tardias do Vaccinia virus é alterado pelo
inibidor de p38a/f MAPK SB203580.

Células A31 nao carenciadas, pré-tratadas com DMSO 0,2% ou SB203580 20
MM por 30 min, foram infectadas com VACV-WR (MOI 10) em presenca de
DMSO ou SB203580 ao longo de toda a infecgéo. A, Apos os diferentes tempos
de infeccdo, extratos de proteinas totais (10 a 25 pg) foram submetidos a
fracionamento eletroforético seguido de transferéncia para membrana de
nitrocelulose. Apds bloqueio de ligacbes inespecificas, as membranas foram
incubadas com anticorpo primario (diluicdo 1:1000), seguido de incubag¢do com
anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluicdo 1:3000) e revelacdo. O
controle interno das quantidades de proteinas foi feito pelo uso do anticorpo
primario anti-B-actina (diluicdo 1:3000). As massas moleculares das proteinas
sdo indicadas na direita da figura. O asterisco indica banda inespecifica. B, Ap6s
1 h de adsorc¢éao, o inoculo viral foi removido, as células foram lavadas com PBS,
e foi adicionado meio contendo 8%de soro mais DMSO ou SB203580. Apd4s 0s
diferentes tempos de infeccdo, as células mais o meio de cultura foram
congelados e descongelados por trés vezes, e titulados em células BSC-40.
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Quando a infeccao foi conduzida nas células expressando shRNA de GFP
ou de p38a MAPK, observou-se que o silenciamento da expressao de p38a
MAPK nao acarretou na mesma reducdo na progénie do VACV-WR observada
na presenca do SB203580 (96%) (Figura 20C). A maior reducao observada na
progénie do VACV-WR foi de 78%, nas células shRNA-p38a #2 cl. 15 (Figura
20C), indicando que p38a MAPK ndo desempenha a funcdo essencial a
multiplicacdo do VACYV inibida pelo SB203580 em células A31 ndo carenciadas.

Durante a infeccao de células A31 e células HeLa néo carenciadas pelo
VACV-WR, ocorreu uma reducéo conspicua dos niveis de ciclina D1, a partir de
12 hpi e 6 hpi, respectivamente, em comparacdo as células ndo infectadas
(Figura 24A e B). Contudo, apenas nas ceélulas A31, a expresséo de ciclina D1
foi recuperada, pelo menos parcialmente, nas células infectadas em presenca
do inibidor de p38a/f MAPK SB203580 (Figura 24A e B). A fim de verificar a
relevancia da inibicdo de ciclina D1 dependente de p38 MAPK em células A31,
foi realizada a infeccdo com o VACV-WR em presenca do inibidor de p38a/f3
MAPK (SB203580) e do inibidor de CDK (cinase dependente de ciclinas) 4/6
(PD033291) concomitantemente. A ciclina D1 se liga a CDK4/6, ativando-a
durante a progressao do ciclo celular (VERMEULEN et al., 2003). Em tese, 0
tratamento com PD033291 mimetizaria a inibicdo exercida por p38 MAPK sobre
a ciclina D1. Entretanto, o co-tratamento com PD033291 foi incapaz de reverter
a inibicao do SB203580 sobre a multiplicacdo do VACV-WR, tanto nas células
A31 como nas células HelLa (Figura 24C).
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Figura 24. A infeccéo pelo Vaccinia virus inibe a ciclina D1.

Células A31 (A) ou células HelLa (B) nao carenciadas, pré-tratadas com DMSO
0,2% ou SB203580 20 uM por 30 min, foram infectadas com VACV-WR (MOI 10)
em presenca de DMSO ou SB203580 ao longo de toda a infecgdo. Apos 0s
diferentes tempos de infeccdo, extratos de proteinas totais (35 pg) foram
submetidos a fracionamento eletroforético seguido de transferéncia para
membrana de nitrocelulose. ApoOs bloqueio de ligacbes inespecificas, as
membranas foram incubadas com anticorpo primario (diluicdo 1:1000), seguido
de incubagdo com anticorpo secundério conjugado a peroxidase (diluicdo
1:3000) e revelagédo. O controle interno das quantidades de proteinas foi feito
pelo uso do anticorpo primario anti-B-actina (diluicdo 1:3000). As massas
moleculares das proteinas séo indicadas na direita da figura. C, Células A31 e
células HelLa nao carenciadas, pré-tratadas com DMSO 1,2%, SB203580 20 uM,
PD033291 (1, 5 e 10 uM) ou PD033291 (1, 5 e 10 yM) mais SB203580 20 uM
por 30 min, foram infectadas com VACV-WR (MOI 10) em presenca de DMSO
ou dos inibidores ao longo de toda a infeccdo. Apds 48 hpi, as células mais o
meio de cultura foram congelados e descongelados por trés vezes, e titulados
em células BSC-40.
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DISCUSSAO

A “conquista” da célula hospedeira pelo virus durante a infeccdo € um
processo dinanico que se da através de sofisticadas estratégias de manipulacao
do ambiente celular que foram aprimoradas ao longo da coevolugéo de virus e
hospedeiro(s). Ao longo da infec¢é@o, o embate entre as defesas imunes da célula
hospedeira e as estratégias de evasdo e manipulacdo dispostas pelo virus
desempenha um papel-chave para o sucesso reprodutivo do virus, determinando
seu tropismo e espectro de hospedeiro (MCFADDEN, 2005). O envolvimento das
MAPKs ERK1/2 e JNK1/2 na infec¢do pelo VACV ja é bem conhecido como
fatores do hospedeiro co-optados pelo virus para garantir a sua reproducao e
disseminacgao, respectivamente (ANDRADE et al., 2004; PEREIRA et al.,
2012a), mas pouco se sabe acerca do papel da ativacdo de p38 MAPK durante
a infeccdo pelo VACV. Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi
caracterizar o envolvimento de p38 MAPK no ciclo de vida do VACV, através da
comparacao de duas amostras virais: VACV-WR e VBH, uma amostra brasileira.

Os experimentos iniciais apontaram para uma diferenca entre VACV-WR
e VBH quanto a sensibilidade da multiplicacdo ao inibidor farmacolégico de
p38a/f MAPK, sendo o VBH consideravelmente mais sensivel (Figura 8A).
Entretanto, a analise da curva de multiplicacdo ciclo unico em células A31
mostrou diferencas marcantes entre as duas amostras de VACV, independente
do tratamento (Figura 10B), sugerindo que a diferenca na sensibilidade ao
SB203580 seja uma consequUéncia indireta da diferenca na capacidade
multiplicativa do VACV-WR e do VBH em células A31. As células A31 foram
consideravelmente mais permissivas a infeccao pelo VBH e, por isso, a inibicdo
da sua multiplicacdo pelo SB230580 foi maior que a do VACV-WR. Em
concordancia com essa hipétese estdo os resultados obtidos em células de
humanos (HelLa) e primatas ndo humanos (BSC-40), as quais, ao contrario das
células A31, foram mais permissivas ao VACV-WR, que mostrou-se mais
sensivel ao SB203580 nessas células que o VBH (Figura 9C e D). Talvez o VBH
esteja mais adaptado a multiplicagdo em células de camundongo por ter sido
isolado a partir de uma infeccéo natural em camundongos de laboratério e tem

um histérico de poucas passagens em células de primatas ndo humanos
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(aproximadamente seis passagens em células Vero e BSC-40) (DINIZ et al.,
2001; TRINDADE et al., 2004). Ja o VACV-WR, mesmo tendo sido adaptado
através da passagem em cérebros de camundongos neonatos e ser bastante
neurovirulento em camundongos, possui um histérico pouco registrado de
passagens em células de outros hospedeiros, incluindo as células BSC-40 e
Hela, ajudando a explicar a maior permissividade dessas linhagens a infeccao
pelo VACV-WR (PARKER; BRONSON, 1941). Porém, ndo se pode
desconsiderar que essas diferencas possam estar relacionadas a origem das
linhagens celulares empregadas: as células A31 séo fibroblastos embrionarios,
e as células BSC-40 e Hela sao epiteliais.

A sensibilidade do VACV ao inibidor farmacologico de p38a/f MAPK em
células A31 também foi influenciada pela concentracdo de soro no meio de
cultura (Figura 9B), mais uma vez indicando que a permissividade da célula a
infeccdo € determinante para sua sensibilidade ao SB203580, pois em presenca
de alta concentragéo de soro foi observada uma maior multiplicagdo do VACV-
WR em células A31 e uma maior inibicdo dessa multiplicacdo pelo SB203580
(Figura 9B). A favor dessa ideia esta o fato de ndo haver diferenca relevante nos
titulos virais na presenca de SB203580entre as diferentes condi¢des de infeccao
testadas. O favorecimento do crescimento viral em presenca de alta
concentracdo de soro deve se justificar pela presenca de fatores de crescimento
no soro capazes de disparar os sinais mitogénico via MEK/ERK e antiapoptotico
via PI3K/Akt, dos quais o VACV-WR depende para a sua eficiente multiplicacao
(ANDRADE et al., 2004; SOARES et al., 2009).

O impacto da inibicado de p38a/B MAPK sobre o acumulo das proteinas
virais foi investigado tanto nas células A31 carenciadas e nao carenciadas, como
nas células HeLa néo carenciadas (Figura 10A, Figura 23A e B, e Figura 11,
respectivamente). Nao foi observado inibicdo no acumulo da proteina precoce
B13 em presenca de SB203580, mas as proteinas virais tardias foram
diferencialmente afetadas. Curiosamente, as duas proteinas virais mais afetadas
pelo SB203580 (H3 e Al7) sdo proteinas estruturais que se localizam na
membrana externa do virion, ao passo que as proteinas também estruturais A3
e F17, que foram menos afetadas, se localizam mais internamente no virion, no

cerne e nos corpusculos laterais, respectivamente (CONDIT et al., 2006;
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SCHMIDT et al., 2013). Entretanto, para afirmar que a localizagdo das proteinas
estruturais no virion ou outras caracteristicas das mesmas influencia a sua
susceptibilidade a acdo do SB203580 requer uma analise mais ampla da sintese
e do acumulo das proteinas virais em presenca desse inibidor farmacoldgico.

Mesmo com o defeito no acumulo das proteinas Al7 e H3, que sao
essenciais a multiplicacdo do VACV (DA FONSECA et al., 2000; UNGER et al.,
2013), nao foi observado defeito marcante na morfogénse do VACV-WR em
células A31 carenciadas (Figura 12D). Houve uma tendéncia de reducdo no
namero de crescentes e de IVs em presenca de SB203580, que pode ser
associado a reducdo nos niveis de Al7, proteina viral que se localiza na
membrana das crescentes e dos IVs e medeia a sua interacdo com o arcabouco
de D13 nas etapas iniciais da morfogénese do VACV (UNGER et al., 2013;
MARURI-AVIDAL et al., 2013c). Ja durante a infec¢cédo pelo VBH, o SB203580
acarretou em uma reducgao significativa (60%) na formacao de MVs (Figura 12D),
e essa reducdo pode ser associada a quase abolicdo do acumulo da proteina
H3, que esta envolvida na geracdo de MVs durante a infeccdo (DA FONSECA
et al., 2000). Neste ponto, € importante salientar que uma analise mais detalhada
da morfogénese do VACV em presenca do SB203580 nas células A31 e HelLa
nao carenciadas € necessaria para se construir uma hip6tese mais consistente
sobre a participacdo de p38 MAPK na morfogénese do VACV.

A extensa vacuolizacdo no citoplasma das células A31 em presenca do
SB203580 observada neste estudo ja havia sido descrito anteriormente (Figura
13A e C). A indugéao de vacuolos pelo SB203580 e por outro inibidor de p38a/
estruturalmente relacionado, SB202190, foi demonstrada em diferentes
linhagens de células humanas e de roedores, incluindo fibroblastos embronérios
murinos (MEFs) (MENON et al., 2011). A vacuolizacdo do citoplasma foi
associada a inducdo de genes pro-autofagicos e a autofagia defectiva,
explicando o acumulo dos vacuolos (MENON et al., 2011). A autofagia defectiva
induzida por SB203580/SB202190 se mostrou ser linhagem celular-dependente,
pois algumas linhagens como HeLa e NIH3T3 ndo apresentaram vacuolos em
presenca dos inibidores, e independente de p38a (MENON et al., 2011; este
estudo). Assim, é provavel que a vacuolizacdo observada nas células A31 em

presenca do SB203580 se deva a autofagia defectiva descrita por Menon et al.
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(2011), e que esse fendmeno tenha participacdo no efeito desse inibidor de p38
MAPK sobre o VACV. Porém, essa hipotese carece de evidéncia experimental.

Apenas em células tratadas com SB203580 observou-se a presenca de
vesiculas semelhantes a autofagossomos contendo MVs, tando nas células
infectadas pelo VACV-WR como pelo VBH (Figura 13B e D). Essa observacéao
pode ser uma consequéncia de efeito inespecifico de SB203580 sobre a via
autofagica, mas a possibilidade de que p38 MAPK esteja atuando diretamente
nesse processo nao pode ser descartada. Apesar de ja ter sido demonstrado
que p38 MAPK pode ter efeito estimulatério ou inibitério sobre a autofagia, a
fosforilacdo da proteina ATG (gene relacionado a autofagia) 5 por p38a MAPK
acarretou em inibicdo da formacéo e maturagéo do autofagossomo em resposta
a privagado de nutrientes (HOCKER et al., 2013; KEIL et al., 2013).

Outra constatacdo feita a partir da analise das micrografias eletrénicas
das ceélulas A3l infectadas pelo VACV-WR em presenca SB203580, foi um
aumento no numero e na propor¢cdo de MVs sendo empacotados, tanto por
membranas derivadas de vesiculas semelhantes a endossomos, conforme
descrito por Tooze et al. (1993) (Figura 14A), ou cisternas derivadas da rede
trans-Golgi, conforme descrito por Schmelz et al. (1994) (Figura 14B e C).
Mesmo que estudos anteriores tenham sugerido que a via autofagica ndo esteja
envolvida no ciclo de vida do VACV nem no processo de empacotamento dos
MVs, a semelhanca entre a vesicula que inicia o processo de empacotamento e
a membrana de isolamento (também conhecida como fagéforo) que marca o
inicio da via autofagica é evidente e merece uma apreciacdo mais detalhada
(TOOZE et al., 1993; ZHANG et al., 2006; MIZUSHIMA et al., 2013). O fato das
membranas que empacotam o MV para formar o WV possuirem marcadores de
endossomos precoces ou da rede trans-Golgi ndo exclui a possibilidade do
envolvimento da autofagia no empacotamento, pois muitas sdo as origens da
membrana de isolamento, tais como endossomos e o complexo de Golgi, dentre
outras (TOOZE et al., 1993; SCHMELZ et al., 1994; LAMB et al., 2013).

O papel da autofagia no controle da infeccédo por diferentes patdégenos
virais, tais como herpesvirus humanos e Sindbis virus, € bem conhecido e se da
tanto pela eliminacéo direta do virion como pelo controle da resposta imune,

através da modulacdo da inflamacao e da apresentacéo de antigenos (DERETIC
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et al., 2013; DONG; LEVINE, 2013). A possibilidade do envolvimento da via
autofagica no controle da infec¢é@o pelos poxvirus € especulativa, mas ndo pode
ser descartada, pois a interacdo entre os poxvirus e autofagia ainda nao foi
completamente esclarecida. Reforca essa possibilidade o fato de o VACYV inibir
a formacao de autofagossomos, através de um mecanismo inédito: a conjugacao
entre as proteinas ATG12 e ATG3, o que leva a perturbacdo da formacédo do
complexo ATG12-ATG5, que comanda as etapas iniciais da via autofagica
convencional (MOLOUGHNEY et al., 2011; MIZUSHIMA et al., 2013). O novo
complexo ATG12-ATG3 induzido pelo VACV colocaliza com as fabricas virais e
induz uma extensa lipidacdo da proteina LC3 (adicdo covalente de
fosfatidiletanolamina), processo que, em situacfes normais, estq associado a
formacdo da membrana de isolamento, mas que, em excesso, parece
desrregular profundamente o fluxo autofagico (MOLOUGHNEY et al., 2011).
Certamente, a existéncia de outras implicacdes desses eventos especificos da
célula infectada com o VACV para o ciclo de vida do virus além da inibicao da
via autofagica, precisa ser esclarecida. A possibilidade do envolvimento de p38
MAPK no controle da via autofagica exercido pelo VACV também é uma hipétese
interessante que merece ser investigada.

Com o possivel envolvimento de p38 MAPK no ciclo de vida do VACV, o
préximo passo foi investigar a ativacdo dessa MAPK durante a infeccao pelo
VACV-WR e pelo VBH. Em células A31 carenciadas o perfil de fosforilacdo de
p38 MAPK foi diferente para o VACV-WR (6 a 36 hpi) e 0 VBH (6 e 12 hpi) (Figura
15). J& em células A31 e HelLa néo carenciadas, a fosforilacdo de p38 MAPK
apresentou um padrao semelhante, a partir de 3 e 6 hpi, respectivamente, até os
altimos tempos de infecgdo analisados (Figura 22 e Figura 18, respectivamente).
Apesar da ativacao conspicua de p38 MAPK durante a infec¢céao pelo VACV, nédo
foi verificado um perfil paralelo de ativacdo de MKK3/6, indicando que MKK3/6
podem né&o ser responsaveis pela fosforilagcdo de p38 MAPK durante a infeccéo
pelo VACV (Figura 15). Um ativador alternativo de p38 seria MKK4, MAP2K
responsavel pela ativagdo de p38 MAPK em resposta a radiagdo UV (BRANCHO
et al., 2003).

Assim como para as MAPKs ERK1/2 e JNK1/2, ja foi descrita a interacao
entre proteinas do VACV e a ativacdo de p38 MAPK. A proteina viral ligadora de
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dsRNA E3 inibe a fosforilacdo das MAPKs JNK1/2 e p38 MAPK induzidas pela
ativacdo de PKR (ZHANG et al., 2009). Ja a proteina viral A52 induz a ativacao
de p38 MAPK pela via TRAF6-TAKL1 para promover a expressao de IL10, citocina
com funcdo anti-inflamatéria (MALONEY et al., 2005; STACK et al., 2013). E
possivel vislumbrar um cenario onde a interacdo entre diferentes fatores virais
promove o ajuste fino da ativacao de p38 MAPK, a fim de permitir a fosforilacado
dos substratos relevantes para a multiplicagéo viral, mas impedir a exacerbacao
da resposta imune contra o virus mediada por p38 MAPK em resposta a ativacédo
dos TLRs (ARTHUR; LEY, 2013).

A ativacdo das MAPKs ERK1/2 e JNK1/2 também foi observada nas
células A31 mantidas em baixa concentracdo de soro e infectadas com VACV-
WR ou VBH (Figura 15). Contudo, esses virus diferem quanto a relevancia
funcional da via MEK/ERK para o ciclo de vida viral, pois o inibidor de MEK1/2
U0126 acarreta em reducdo da progénie do VACV-WR, mas nao do VBH
(ALBARNAZ, 2010). Quanto a JNK, a multiplicacdo de ambos os virus nao é
afetada em células tratadas com o inibidor farmacolégico de JNK VIII ou em
células deficientes em JNK1/2, mas o aumento na liberacdo de EVs observado
durante a infeccdo das células deficientes em JNK1/2 pelo VACV-WR néo é
verificado durante a infeccdo pelo VBH (ALBARNAZ, 2010; PEREIRA et al.,
2012a).

Esses dados ressaltam que o tropismo de duas amostras de VACV
relacionadas geneticamente pode ser afetado de maneiras distintas pelos fatores
do hospedeiro. Essa constatacdo é ainda mais intrigante quando levamos em
conta que as caracteristicas do VBH, no que se refere a sua multiplicacdo em
células de camundongo ser resistente & acao do inibidor de MEK1/2 e ser mais
sensivel ao inibidor de p38a/B MAPK, sdo compartilhadas com o CPXV, outra
espécie dentro do género Orthopoxvirus cujo principal reservatdrio na natureza
sdo roedores silvestres (SILVA et al.,, 2006; ALBARNAZ, 2010; dados né&o
mostrados). Até o momento, as sequéncias de apenas cerca de 5% dos genes
do VBH séo conhecidas, dentre as quais apenas a delecdo quase que total do
gene A25L/ATI e a delecdo parcial do gene C22L/CrmB emergem como as
principais diferencas genéticas em comparagédo ao VACV-WR (TRINDADE et al.,
2004; DRUMOND et al., 2008; ALBARNAZ, 2010; ASSIS et al.,, 2012). A
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definicdo da sequéncia completa do genoma do VBH ajudara a compreender se
€ possivel associar diferencas genéticas e o papel das vias sinalizadoras
celulares no tropismo dos membros do género Orthopoxvirus.

A profunda alteracdo do perfil de fosforilacdo de p38 MAPK, ERK1/2,
JNK1/2 e MKK3/6 durante a infeccéo pelo VACV-WR ou VBH em presenca de
SB203580 é sugestivo da existéncia de interacdo entre as vias das MAPKs
durante a infecgéo pelo VACV (Figura 15). Diferentes fosfatases séo capazes de
terminar a transmissdo do sinal pelas MAPKs através da desfosforilacdo dos
residuos de Thr e Tyr essenciais a sua funcéo. Dentre as fosfatases que atuam
sobre as MAPKs destacam-se as DUSPs/MKPs, que possuem diferentes
especificidades sobre ERK, JNK e p38 MAPK, sendo MKP1 capaz de agir sobre
as trés classes de MAPKs (OWENS; KEYSE, 2009). A expressao de MKP1 pode
ser regulada via p38 MAPK em resposta a alguns estimulos, tais como radiacéo
UV, LPS e peptidoglicano, estabelecendo-se uma via de retroalimentagéo
negativa que controla a atividade de p38 MAPK, ERK e (ou) JNK (HU et al., 2007;
STAPLES et al., 2010). Contudo, ndo foi possivel observar modula¢do da
expressao de MKP1 durante a infeccao pelo VACV-WR ou pelo VBH na auséncia
e na presenca de SB203580 (dados ndo mostrados). A fosfatase WIP1 também
pode atuar sobre p38 MAPK, estabelecendo uma via de regulacdo por
retroalimentacdo negativa. Em resposta a radiacdo UV, a fosforilacdo de p53 por
p38 MAPK induz a expressdo de WIP1, que por sua vez inativa p38 MAPK
através da desfosforilacdo do residuo de Thr180 (TAKEKAWA et al., 2000). A
reducdo de WIP1 durante a infec¢éo na presenca do SB203580 poderia levar ao
aumento observado na fosforilacdo de p38 MAPK, mas ndo de ERK ou JNK, pois
WIP1 é incapaz de desfosforilar essas MAPKs (TAKEKAWA et al., 2000). Em
suma, a existéncia de vias de retroalimentacdo negativa dependentes de p38
MAPK atuando durante a infec¢ao pelo VACV nao pdde ser confirmada e precisa
ser investigada.

Por outro lado, ja foi descrito que SB203580 e SB202190 induzem a
ativacdo de JNK de modo independente de p38 MAPK, através da via MLK3-
MKK7 (MUNIYAPPA; DAS, 2008). Esse efeito inespecifico do SB203580 pode
explicar o aumento da fosforilagdo de JNK, mas ndo o aumento na fosforilacdo

de ERK ou p38 MAPK, pois as mesmas nao sao fosforiladas por MKK7. Vale
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ressaltar que durante a infeccdo na presenca de SB203580, o aumento na
fosforilacdo de p38 MAPK pode estar associado ao aumento na ativagao de
MKK3/6 observado nas mesmas condi¢cdes (Figura 15). Essa constatacdo
sugere que, seja retroalimentacao negativa ou efeito inespecifico do SB203580,
pelo menos no caso do aumento da fosforilacdo de p38 MAPK, o(s) efetor(es)
dessa acdo do SB203580 durante a infeccéo pelo VACV encontram-se a jusante
da via MKK3/6-p38 MAPK.

Considerando o efeito da inibigao farmacolégica de p38a/B MAPK sobre
a multiplicacdo do VACV-WR e do VBH, uma pergunta constante era: qual(is) os
substrato(s) de p38 MAPK medeia(m) esse papel durante a infeccdo? Foi
escolhida como alvo potencial MK2, cinase fosforilada e ativada por p38 MAPK
e que desempenha importantes papéis na resposta inflamatoéria, na migracéo
celular e no ciclo celular (GAESTEL, 2006). A fosforilagdo de MK2 foi detectada
durante a infeccdo de células A31 carenciadas (Figura 15A) e de células HelLa
ndo carenciadas (Figura 18), e foi sensivel a inibicdo farmacoldgica de p38
MAPK. O sinal necessario para a ativacdo da via p38 MAPK-MK2 durante a
infeccdo pelo VACYV é disparado por um evento precoce dependente da infeccao
ativa, mas anterior a replicacdo do DNA viral, e localiza-se no compartimento
citoplasmatico das células infectadas (Figura 16 e Figura 17). Apesar disso, a
translocacao nuclear de MK2 e de seu ativador, p38 MAPK, € um processo muito
dindmico e bastante regulado (GAESTEL, 2006). Logo, nao foi possivel afirmar
que p38 MAPK e MK2 fosforiladas se localizaram exclusivamente no
compartimento citoplasmatico ao longo de todo o ciclo de infec¢éao.

O estudo de vias sinalizadoras utilizando-se de inibidores farmacoldgicos
esta sujeito ao viés da acao inespecifica desses inibidores sobre outros alvos na
célula. Por exemplo, o inibidor de JNK1/2 SP600125 inibe a multiplicacdo dos
Orthopoxvirus VACV e CPXV independentemente de JNK1/2 (PEREIRA et al.,
2012b). Assim, com o objetivo de confirmar a especificidade do SB203580, foram
geradas células A31 expressando shRNA para silenciar a expressédo de p38a
MAPK. Contudo, em nenhum das linhagens selecionadas mantidas em baixa
concentracéo de soro, foi observada reducéo da multiplicagcdo do VACV-WR ou
do VBH comparavel a reducéao verificada em presenca do SB203580 (Figura 20A

e B), sugerindo que p38a MAPK nao seja a isoforma relevante no contexto da
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infeccdo pelo VACV. Foi observada uma grande variagdo na multiplicacdo do
VACV-WR e do VBH nas linhagens expressando shRNA, mesmo as
expressando shRNA de GFP (controle negativo). Essa variacao deve ser devido
ao processo de clonagem celular, que acaba por selecionar clones com o0 mesmo
fundo genético mas com variacfes estocasticas na expressao génica. Essa é a
principal desvantagem da metodologia escolhida de silenciamento génico por
shRNA através de transfeccdo estavel, podendo levar ao enviesamento dos
resultados casos 0os mesmos ndo sejam apropriadamente interpretados. Para
minimizar o enviesamento, nesse estudo foram empregados trés clones mais
uma mistura de clones (pool) para cada shRNA testado (Figura 20).

Mesmo que a inibicdo de p38 MAPK acarrete em defeito na multiplicacédo
do VACV, o efeito SB203580 sobre a disseminac¢do do VACV-WR também foi
investigado. Em presenca do SB203580, ndo houve a formacéo da placa de lise
nas células A31 carenciadas (Figura 19A) e o foco de infec¢éo ficou restrito a
um ou duas células (Figura 19B). A formacéo da placa de lise dos poxvirus esta
intimamente relacionada a disseminacao dos EVs, especialmente a porcédo que
permanece associada a célula e induz a formacdo de caudas de actina para
propeli-los em direcdo as células vizinhas nao infectadas (SMITH et al., 2002;
DOCEUL et al., 2010). Esse defeito foi corroborado pela curva de multiplicacdo
de ciclos multiplos em células A31 (Figura 19C) e também nas células BSC-40
e HelLa que apresentaram uma reducao acentuada na formacéo da placa de lise
em presenca do SB203580 (Figura 19A e B, respectivamente). Mesmo que haja
uma inibicdo da multiplicacéo pelo SB203580, o seu efeito sobre a disseminacao
do VACYV foi muito acentuado, levando a crer que p38 MAPK esteja envolvida
ndo s6 na multiplicacdo, mas também disseminacdo da progénie do VACV.
Porém, novamente, o efeito do SB203580 sobre a disseminacdo do VACV néao
foi reproduzido nas células A31 expressando shRNA de p38a MAPK, sugerindo
gue essa isoforma nédo esteja envolvida no ciclo de vida do VACV (Figura 21).

Considerado que p38a MAPK nao seja o alvo da acdo do SB203580 sobre
a multiplicacéo e da disseminacdo do VACV e assumindo que a acéo desse
inibidor no contexto da infeccdo seja especifica, pode se hipotetizar se p38p3
MAPK estaria participando na multiplicacéo e (ou) na disseminacdo do VACV.

Essa hipétese é razoavel se for levado em consideragdo que, ao contrario de
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p38a MAPK, p38B8 MAPK nao estimula a expressao de citocinas pro-
inflamatdrias, como TNFa (O’KEEFE et al., 2007; XING et al., 2013). Assim, ao
co-optar p38B MAPK para completar o seu ciclo de vida com sucesso, o VACV
evitaria a resposta do hospedeiro a infecgdo. Além disso, p38a MAPK é
transportada para o nucleo por alguns dos seus substratos como MK2 e PRAK,
ao passo p38B3 MAPK néo é (LI et al., 2008). Como mostrado anteriormente na
Figura 16, p38 MAPK e MK2 fosforilados durante a infeccdo pelo VACV se
localizam no compartimento citoplasmatico da célula, mais uma vez sugerindo
que p38B MAPK e nao p38a MAPK esteja sendo regulada pelo VACV.

A cinase MK2 est4 envolvida na reorganizagao do citoesqueleto de actina
e na migracédo celular, dois eventos envolvidos na disseminacdo do VACV
(SANDERSON et al., 1998; MOREAU et al., 2000; SCAPLEHORN et al., 2002;
GAESTEL et al., 2006; MUNTER et al., 2006; VALDERRAMA et al., 2006;
PEREIRA et al., 2012a). Essas funcfes sdo mediadas pelos seus substratos
HSP27, cuja fosforilacdo estimula a dinamica de actina, e p16-Arc/ARPC5, um
componente regulatério do complexo ARP2/3, essencial para a formacéo das
caudas de actina do VACV (MOREAU et al., 2000; SCAPLEHORN et al., 2002;
HUANG et al., 2004). Estudo do Grupo de Transducédo do Sinal demonstrou que
a serina-treonina cinase celular PAK1 fosforila outro componente regulatério do
complexo ARP2/3, p41-Arc/ARPC1, a fim de garantir a eficiente formacéo de
caudas de actina durante a disseminagdo do VACV (ANDRADE; ALBARNAZ et
al., em preparacao). A hipotese de que MK2 estaria fosforilando p16-Arc/ARPC5
durante a infeccao pelo VACV e seu possivel papel na disseminac¢éo do VACV
estdo em investigacao.

A influéncia da presenca de soro em alta concentracdo sobre a
sensibilidade da multiplicagdo do VACV-WR em células A31 a inibicdo pelo
SB203580 sugeriu que esse fato poderia estar relacionado a progresséo do ciclo
celular na presenca do estimulo proliferativo das proteinas do soro. O SB203580
também afetou o crescimento do VACV-WR durante a infecgdo com MOI alta em
presenca de soro em baixa concentracdo, mesmo que em menor extensao.
Como discutido anteriormente, essa diferenca entre células nao carenciadas e
carenciadas pode ser apenas devido ao menor crescimento do VACV-WR na

presenca de soro em baixa concentracdo do que a uma funcao diferencial de
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p38a/B MAPK durante a infecgao pelo VACYV de células em diferentes condicbes
de estimulo proliferativo (comparar as curvas de crescimento de ciclo Unico do
VACV-WR apresentadas na Figura 10B e na Figura 23C).

Varios membros da familia Poxviridae sdo conhecidos por regular a
progressdo do ciclo celular nas células infectadas, induzindo a proliferacéo
celular associada a hiperplasia localizada na regido afetada pela infeccdo nos
hospedeiros susceptiveis. Exemplos incluem, além do VACV, MYXV, Rabbit
fibroma virus (RFV), Orf virus, Fowlpox virus, Yaba monkey tumor virus e MCV
(BULLER et al., 1988a). A presenca de genes que codificam para uma proteina
analoga aos fatores de crescimento EGF e TGF[3 nos genomas de VACV, MYXV,
RFV e MCV, é associada a ocorréncia dessas lesdes hiperplasicas durante a
infecgdo (BULLER et al., 1988a). No caso do VACYV, o fator de crescimento do
VACV (VGF) é capaz de disparar um sinal intracelular através da ligacdo ao
receptor de EGF, estimulando a sintese de DNA e a proliferagdo celular
(STROOBANT et al., 1985; TWARDZIK et al., 1985; KING et al., 1986). Além
disso, a infeccdo pelo VACV acarreta num decréscimo no numero de células na
fase GO/G1 do ciclo celular e um aumento no niumero de células nas fases S e
G2/M, sugerindo que haja um estimulo da progressao do ciclo celular, seguido
de um bloqueio (WALI; STRAYER, 1999; YOO et al., 2008).

A p38 MAPK possui um papel central na fisiologia celular ao regular a
progressao do ciclo celular em resposta a dano no DNA ou outros estresses em
dois pontos de checagem distinos: G1/S e G2/M (THORNTON; RINCON, 2009).
No ponto de checagem de G1/S, p38 atua através de diferentes mecanismos:
fosforilacdo e consequente ativacdo da atividade transcricional de p53;
fosforilacdo, seguida de ubiquitinacdo e degradacdo, da fosfatase cdc25;
regulacdo negativa da expressao da ciclina D1, seja através de repressao
transcricional ou de fosforilacdo seguida de uibiquitinacdo e degradacdao;
fosforilagéo e estabilizagdo do inibidor de CDKs (CKI) p57-Kip2 (LAVOIE et al.,
1996; CASANOVAS et al., 2000; THORNTON; RINCON, 2009; JOACHIN et al.,
2012). No ponto de checagem de G2/M, p38 MAPK também atua através da
fosforilacdo do fator de transcricdo p53 e da fosfatase cdc25 (THORNTON,;
RINCON, 2009). Diante disso, decidiu se investigar se durante a infeccéo de

células pelo VACV-WR em presenca de soro em alta concentracdo, o inibidor
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SB203580 afetaria a expressao da ciclina D1, proteina central na progressao do
ciclo celular através da fase S (VERMEULEN et al., 2003).

Tanto nas células A31 como nas células Hela, observou-se uma reducao
de ciclina D1 durante a infeccdo pelo VACV-WR (Figura 24A e B), que foi
comparavel a inibicdo de outras proteinas essenciais a progressdo do ciclo
celular durante a infecgdo pelo VACV, tais como ciclina A, ciclina B, CDK1,
CDK2, CDK4, CDKB®6, e Rb superfosforilada (WALI; STRAYER, 1999; YOO et al.,
2008). Da mesma forma, infeccéao pelo VACV-WR leva a reducéo de reguladores
negativos do ciclo celular, como p53 e p27-Kipl (WALI; STRAYER, 1999; YOO
et al., 2008). Por outro lado, Yoo et al. (2008) observaram um aumento nos niveis
do fator de transcricdo E2F1 e uma diminuicdo em sua associagdo com proteina
Rb, indicando que o mesmo estaria ativo durante a infeccdo. Contudo, apenas
nas células de camundongo, a inibicdo de ciclina D1 foi dependente de p38
MAPK (Figura 24A e B)

Como E2F1 regula positivamente a transcricdo de genes cujos produtos
sdo requeridos para a progressao da fase S, tais como ciclina A, ciclina E e
cdc25, pode se especular que, durante a infec¢do pelo VACV, a inducdo da
expressao dessas proteinas, mesmo que temporaria, por E2F1 seja importante
para entrada da célula hospedeira na fase S em resposta ao estimulo do VGF
e(ou) outros fatores de crescimento (VERMEULEN et al., 2003). Recentemente,
foi demonstrado em uma grande triagem por interferéncia de RNA (RNAI), que
siRNAs de ciclina D1 favorecem a replicacdo de outro poxvirus, o MYXV, em
células humanas tumorais (TEFERI et al., 2013). De fato, a multiplicacdo do
MY XV foi maior em presenca do inibidor farmacoldgico de CDK4/6, as quais as
ciclinas do tipo D se ligam para promover a entrada na fase G1, e esse aumento
da multiplicacéo viral foi associado ao bloqueio da progressao do ciclo celular na
fase G1 (VERMEULEN et al., 2003; TEFERI et al., 2013).

O estimulo da sintese de DNA durante a fase S deve ser benéfico para a
replicagcdo do genoma viral, ao aumentar a disponibilidade de precursores
nucleotidicos (BULLER et al., 1988b). No entanto, a progressao do ciclo celular
faria a célula retornar a fase GO, de forma que a reducao nos niveis de ciclinas
e CDKs leva a um bloqueio no ciclo celular nas fases S e G2/M durante a
infeccdo pelo VACV (WALI; STRAYER, 1999). Como a reducgdo dos niveis de
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ciclina D1 durante a infeccdo pelo VACV-WR foi sensivel ao SB203580, isso
sugere que p38 MAPK possa participar no blogueio do ciclo celular durante a
infeccdo pelo VACV, pelo menos nas células de camundongo. Para testar essa
hipotese, foi realizado o co-tratamento das células infectadas pelo VACV-WR
com SB203580 e PD033291 (inibidor de CDK4/6), que mimetizaria o papel de
p38 MAPK na inibicdo de ciclina D1. Todavia, a inibigdo simultdnea de CDK4/6
nao afetou o efeito do inibidor de p38 MAPK sobre a multiplicagdo do VACV
(Figura 24C), indicando que a modulacdo negativa de ciclina D1 por p38 MAPK
€ irrelevante para a multiplicacdo do VACV em células murinas e humanas, pelo
menos in vitro.

Em conclusdo, este estudo revelou, através do uso da inibicao
farmacoldgica de p38 MAPK, que essa proteina sinalizadora do hospedeiro € co-
optada pelo VACV e, provavelmente, desempenha func¢des pleiotrépicas em
diferentes etapas do seu ciclo de vida ao participar da geracao e disseminacéo
da sua progénie.
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CONCLUSOES

e A multiplicagdo do Vaccinia virus Belo Horizonte (VBH) € mais sensivel que a
do Vaccinia virus Western Reserve (VACV-WR) a inibicdo pelo inibidor de
p38a/f MAPK SB203580 durante a infeccdo de células A31 mantidas em
baixa concentracdo de soro;

e A multiplicacdo do VACV-WR ¢é abolida pelo inibidor de p38a/pf MAPK durante
a infeccdo de células mantidas em alta concentracéo de soro;

¢ A multiplicacdo do VACV-WR é mais sensivel que a do VBH a inibi¢cdo pelo
SB203580 durante a infeccdo de células BSC-40 e Hela;

e A inibicdo da multiplicacdo do VACV pelo SB203580 esta associada a um
defeito no acumulo de algumas proteinas virais tardias;

¢ A inibicdo da multiplicacdo do VBH, mas ndo do VACV-WR, pelo SB203580
esta associada a um defeito na formacéo dos virions maduros (MVs);

e A disseminacdo do VACV-WR é bastante inibida em presenca do inibidor de
p38a/B MAPK durante a infeccao de células A31, BSC-40 e Hela;

¢ Ainfeccao de células carenciadas pelo VACV leva a fosforilacdo de p38 MAPK
em tempos tardios, e p38 MAPK fosforilada localiza-se no compartimento
citoplasmatico das células infectadas;

e O VACV induz a fosforilacdo, dependente de p38 MAPK, de MK2 em tempos
tardios de infeccao;

¢ Os niveis de ciclina D1 sao reduzidos, em células A31 e HelLa infectadas pelo
VACV-WR, em tempos tardios, mas de forma dependente de p38 MAPK
apenas nas células A31;

e A regulagéo de ciclina D1 por p38 MAPK durante a infeccdo de células A31
pelo VACV-WR néo é relevante para a multiplicacao viral;

e O alvo dos efeitos do SB203580 durante a infeccdo de células A3l

carenciadas ou nao carenciadas pelo VACV néo parece ser p38a MAPK.
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PERSPECTIVAS

Com o objetivo de finalizar o trabalho para prepara-lo para publicagdo em
revistas especializadas indexadas sera conduzida uma investigacdo mais mais
detalhada acerca da possivel participacdo da via p38 MAPK-MK2 na
disseminagédo do VACV. Para cumprir tal meta, abaixo segue uma descricao
resumida do que esta planejado a ser realizado.

Em primeiro lugar, como o silenciamento de p38a MAPK n&o reproduziu
a inibicdo da multiplicacdo do VACV-WR pelo SB203580, tanto em células
carenciadas como em células ndo carenciadas, e se levando em consideracao
que a localizacao subcelular de p38 MAPK fosforilada durante a infec¢éo é
condizente com a localizacédo de p38Bp MAPK fosforilada, serdo geradas células
A31 expressando shRNA de p38B MAPK, empregando a mesma metodologia
empregada para o silenciamento de p38a MAPK. O efeito do silenciamento de
p38B MAPK sobre a multiplicacédo e a disseminacdo do VACV-WR sera entédo
investigado, bem como sobre a localizacdo subcelular de p38 MAPK e MK2
fosforiladas durante a infec¢cdo pelo VACV-WR, em comparacdo as células
expressando shRNA de p38a.

Considerando que MK2 é capaz de fosforilar o residuo de Ser77 de
ARPC5/pl16-Arc, que é um componente regulatério do complexo ARP2/3, que
por sua vez é requerido para polimerizacdo de actina sob os virions e inducao
das caudas de actina durante a disseminacdo do VACV, a seguir sera
investigada a formacdo de caudas de actina durante a infec¢cdo das células
ShRNA-GFP, shRNA-p38a MAPK e shRNA-p383 MAPK pelo VACV-WR. Para
avaliar se MK2 e ARPC5/p16-Arc desempenham algum papel essencial para a
multiplicacéo e(ou) disseminagéao do VACV, infec¢bes com MOI alta (10) e MOI
baixa (0,001) pelo VACV-WR ser&o conduzidas em células HelLa transfectadas
com siRNA de MK2. Em seguida, para verificar se existe conexao entre a via p38
MAPK-MK2 e ARPC5/pl16-Arc, o impacto da superexpressao de mutantes nao
fosforilavel (mutado no residuo de Ser77 fosforilado por MK2, Ser77Ala) ou fosfo-
mimético (Ser77Glu) de ARPC5/p16-Arc sobre a formagéo das caudas de actina
durante a infeccédo pelo VACV-WR sera investigado.
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Como a relevancia funcional da fosforilacdo de ARPC5/p16-Arc por MK2
na biologia do complexo nucleador de actina ARP2/3 ainda é desconhecida, sera
investigada a formacao do complexo ARP2/3 e o seu recrutamento para os sitios
de polimerizacdo de actina durante a infeccdo pelo VACV-WR, através de
ensaios de coimunoprecipitacio e microscopia confocal a laser,
respectivamente.

Além disso, pretende-se também conduzir uma andlise detalhada da
morfogénese do VACV-WR e do VBH em células A31 e em células HelLa nao
carenciadas, na auséncia e na presenca do SB203580, a fim de elucidar o
possivel envolvimento de p38 MAPK na morfogénese do VACV.

E, por ultimo, sera investigado o efeito de inibidores farmacoldgicos de
p38 MAPK, tais como SB203580 e outros em fases avancadas de
desenvolvimento para uso clinico em humanos, sobre a doenca causada pelo

VACV em modelo de infec¢ao intranasal de camundongos BALBI/c.
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OUTRAS CONTRIBUICOES

Paralelamente ao desenvolvimento deste trabalho, outras atividades
foram executadas, e também contribuiram para minha formacao. Sendo assim,
abaixo estdo enumeradas as mais relevantes:

e Doutorado-sanduiche na Universidade da Florida (Gainesville, Estados
Unidos), no periodo de setembro a dezembro de 2012. Como consequéncia
desse estégio de curta duragdo, um trabalho que foi inicialmente submetido
ao Journal of Virology encontra-se atualmente em processo de reformulacéo
para atender as demandas levantadas pelos revisores. O manuscrito intitula-
se “Vaccinia virus dissemination requires P-PAK1/P-p41Arc pathway
activation to promote actin-based motility “ e dividirei a primeira autoria com a
Dra Luciana Garcia Andrade.

¢ Participacdo no manuscrito intitulado “The MEK/ERK pathway plays a decisive
role in Yellow fever virus replication cycle”, no qual divido a primeira autoria
com a doutoranda Alice Abreu Torres e o Dr Leonardo Camilo de Oliveira. O
manuscrito esta em fase final de redacdo e deve ser submetido em
marc¢o/2014 e descreve a participacado da via MEK/ERK na biologia do YFV e
cuja andlise in vitro e in vivo serviu de protétipo para a prospeccao de antivirais
contra outros virus da familia Flaviviridae (género Flavivirus), tendo gerado a
concessao do Depédsito de Pedido de Patente pelo Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI) (ver abaixo).

e Deposito de Pedido de Patente sobre a utilizacao de inibidores farmacologicos
da via MEK/ERK, intitulado “Uso de inibidor farmacol6gico da via MAPK
(MEK/ERK) no tratamento de doencas virais“, cujo pedido foi acatado pelo INPI,
sob o numero DIRPA-PQ 006, em 20 de Agosto de 2013.
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