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RESUMO

O sucesso da replicacdo do genoma dos virus e da geracao de sua progénie depende tanto
da subversdo das vias sinalizadoras celulares a favor desses microrganismos, como da
evasao das respostas antivirais do hospedeiro. Assim, sabe-se que o Vaccinia virus (VACV)
€ capaz de ativar a via das MAPKs/AP-1, e codifica diversas proteinas imunomodulatérias,
incluindo inibidores de NF-kB, em prol da sua multiplicacdo e disseminacéo. Ao contrario de
NF-kB, pouco ainda se sabe sobre a regulacdo das MAPK/AP-1 pelo VACV. Sabendo que
ambos os fatores transcricionais podem ser ativados por proteinas em comum, nés
avaliamos o papel de seis proteinas que inibem NF-kB, expressas pelo VACV (A46, A49,
A52, B14, K7 e N1), na modulacdo de MAPK/AP-1. Nossos resultados demonstraram a
contribuicdo de A52, B14 e K7 na ativagdo de AP-1, tanto expressas isoladamente, quanto
em células infectadas com VACV deletados para os genes A52R, B14R (VACV-delB14) e
K7R, respectivamente. Em seguida, focamos o nosso estudo em B14, uma vez que essa
proteina pareceu ter a maior capacidade de estimular AP-1. B14 parece contribuir para
ativacdo das MAPKs durante a infeccdo pelo VACV, mais especificamente de JNK e de
seus substratos c-Jun e ATF-2, cujos niveis de fosforilagdo foram reduzidos durante a
infeccdo com VACV-delB14 quando comparado ao VACV selvagem. Sobre o papel
biol6gico de JNK para o ciclo de multiplicagdo do VACV, sabe-se que essa MAPK nao é
importante para sua multiplicacdo, mas para sua disseminagéo, afetando a reorganizacao
do citoesqueleto e o numero de caudas de actina induzidas durante a infecgdo. Para melhor
entender o mecanismo pelo qual JNK estaria regulando a formagédo dessas caudas,
investigamos o papel do nucleador de actina Spir-1, a qual pode atuar como substrato de
JNK. Por co-imunoprecipitacdo, mostramos que JNK e Spir-1 se associam durante a
infecgdo. Além disso, assim como observado para JNK, a multiplicag&o viral ndo foi afetada
em fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) deficientes em Spir-1 e em células HelLa
transfectadas com siRNA de Spir-1, mas a formacdo das caudas de actina pelo VACV foi
reduzida nesses dois modelos celulares quando comparados aos MEFs selvagens ou
células HelLa transfectadas com siRNA controle, respectivamente. Também observamos
gue a deficiéncia tanto de JNK como de Spir-1 leva a uma redug¢do no tamanho dessas
caudas de actina. Em conjunto, nossos resultados acrescentam o envolvimento de novos
componentes virais na modulacédo da vias das MAPKs pelo VACV, e também ajudam a
esclarecer mecanismos adicionais pelos quais a via de JNK pode contribuir para o sucesso

da multiplicagéo viral.

Palavras-chave: Vaccinia virus; MAPK/AP-1; B14; Spir-1; cauda de actina
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ABSTRACT

A successful viral replication relies both on cell signaling pathways subversion and evasion
from host antiviral responses. Therefore, in favor of its replication and spread, Vaccinia virus
(VACV) is well known for its ability to activate MAPK/AP-1 pathway, as well as to encode
several immunomodulatory proteins including many NF-kB inhibitors. Unlike NF-kB, little is
known about the MAPK/AP-1 modulation during VACV infection. Knowing that both
transcriptional factors share upstream activators, we have decided to investigate whether six
known VACV inhibitors of NF-kB (A46, A49, A52, B14, K7 and N1) also have a role on
MAPK/AP-1 modulation. Our results showed that A52, B14 and K7 proteins were able to
activate the AP-1, both during cell transfection and infection with VACV knockout for A52R,
B14R (VACV-delB14) and K7R genes, respectively. We focused our study on the viral
protein B14 once it had the major ability of AP-1 stimulation. B14 is able to activate the
MAPK during VACYV infection, specifically JNK and its substrates c-Jun and ATF-2, since the
phosphorylation of these three proteins is reduced during infection with VACV-delB14 when
compared to wild-type VACV. It is known that JNK is not important for VACV replication,
however, it does participate in cytoskeletal reorganization, viral spread and actin tail
formation. In order to elucidate how JNK regulates actin tail formation, we have decided to
investigate the role of the actin nucleator Spir-1, a known substrate of JNK. By
coimmunoprecipitation, we revealed that both proteins associate during VACV infection.
Furthermore, as observed with JNK, viral spread, but not to viral replication, was affected in
murine embryonic fibroblasts (MEFs) deficient in Spir-1 or HelLa cells transfected with Spir-1
siRNA when compared to wild-type MEFs and cells transfected with control siRNA,
respectively. Also, our results suggested that deficiency of JNK or Spir-1 leads to a reduction
in VACV-induced actin tails size. Taken together, these data have added new viral players
that participate in the modulation of MAPKs during VACV infection, as well as have

contributed to clarify additional mechanisms by which JNK can contribute to the viral spread.

Key words: Vaccinia virus; MAPK/AP-1; B14; Spir-1; actin tail
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|. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Os Poxvirus
1.1. Histérico e Importancia

Os poxvirus foram de grande importancia no surgimento e desenvolvimento
da imunologia e vacinologia, criadas dois séculos atras pelos estudos cientificos do
meédico inglés Edward Jenner sobre a prevencao da variola (HILLEMAN, 2000). A
variola, doenca causada pelo Variola virus (VARV), matou centenas de milhares de
pessoas desde o primeiro surto registrado no Egito Antigo, cerca de 3000 anos
atrds, até sua extincdo. Apos a campanha de vacinacdo em massa da Organizacao
Mundial de Saude, o ultimo caso de variola natural foi diagnosticado em 1977, e a
mesma foi considerada erradicada pela OMS em 1980 (SMITH & McFADDEN,
2002; MAHALINGAM et al., 2004; TAN, 2004; McFADDEN, 2005).

A erradicacao da variola sé6 foi possivel devido aos esfor¢os para se controlar
a doenca no inicio do século XVIIl. Jenner notou que ordenhadores que entravam
em contato com vacas acometidas de Variola bovina (ocasionada pelo Cowpox
virus - CPXV - outro Orthopoxvirus), permaneciam protegidos da Variola humana,
descobrindo assim que a infec¢do por um Orthopoxvirus mais brando podia conferir
protecéo cruzada contra o VARV (TAN, 2004; BULLER & BRAY, 2004). Durante o
século XIX, o uso da vacina de Jenner contra a variola se espalhou pelo mundo. Em
1939, Alan Downie, ao analisar o virus contido nas amostras vacinais, percebeu que
este era diferente do CPXV original, denominando a nova espécie de Vaccinia virus
(VACV) (SMITH &McFADDEN, 2002).

O VACV tornou-se modelo para os primeiros estudos biolégicos e
bioquimicos dos virus, evidenciando a grande importancia dos poxvirus no
desenvolvimento da virologia. Também foi o primeiro virus animal a ser purificado,
visualizado por microscopia eletronica, cultivado em cultura de tecidos e utilizado
como modelo em ensaios de titulacdo. Além disso, o VACV foi também o primeiro
virus a ser utilizado como vetor de expressdo, sendo atualmente foco de muitos
estudos para sua utilizagdo como vetor vacinal contra diversos patdgenos, como
agente oncolitico e para expressao de proteinas recombinantes (MOSS, 1996;

FENNER, 2000; MOSS, 2013). Além disso, os ataques terroristas de 11 de
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setembro de 2001, nos Estados Unidos da América, aumentaram a preocupacao
sobre 0 uso do VARV como arma biologica, direcionando o foco dos estudos para o
desenvolvimento de novas drogas antivirais e vacinas mais seguras (SMITH
&MCcFADDEN, 2002; McFADDEN, 2005).

Nas ultimas décadas, destaca-se a re-emergéncia de zoonoses humanas
causadas por Orthopoxvirus. Em 2003, ocorreu um surto de monkeypox em
humanos nos EUA, o qual foi decorrente da importacéo de roedores da Africa, local
onde ocorre infeccdes em humanos, portadores de Monkeypox virus (MPXV) (CDC
Update, 2003; McFADDEN, 2005). Além disso, desde 1963 e, principalmente, na
década de 90, tem sido relatada a circulacdo de Orthopoxvirus classificados como
amostras brasileiras do VACV, em diversos surtos no Brasil, inclusive com
transmissdo a humanos e com grande impacto na economia de subsisténcia
(FONSECA et al., 1998; DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003; NAGASSE-
SUGAHARA et al., 2004; LEITE et al.,2005; LOBATO et al., 2005; TRINDADE et al.,
2006; TRINDADE et al., 2007; MEDEIROS-SILVA et al., 2010; ABRAHAO et al.,
2009; ASSIS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013; ABRAHAO et al., 2015). Casos de
infeccdo pelo CPXV também tém sido reportados na Europa, como, por exemplo,
em um menina de 11 anos na Bavaria no ano 2000 (WIENECKE et al., 2000) e em
2011, 8 casos de pessoas que contrariam esse virus em Munique (VOGEL et al.,
2011).

Com a emergéncia de novas infeccBes por poxvirus, € importante que a
pesquisa bésica sobre estes virus continue existindo, buscando um melhor
entendimento de sua biologia, das interacdes virus-hospedeiro, bem como da
imunologia e patogénese associadas (SMITH & McFADDEN, 2002; MAHALINGAM
et al., 2004).

1.2. Familia Poxviridae

A familia Poxviridae compreende virus grandes e complexos de DNA dupla
fita linear, cujas extremidades entdo covalentemente ligadas, e que possuem a
capacidade de realizar todo seu ciclo de replicagcdo no citoplasma das células
hospedeiras, sejam elas células de vertebrados ou invertebrados. A familia é

dividida em duas subfamilias denominadas Chordopoxvirinae e Entomopoxvirinae,
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nas quais os membros infectam, respectivamente, vertebrados e insetos. A
subfamilia Chordopoxvirinae reune dez géneros: Orthopoxvirus, Parapoxvirus,
Avipoxvirus, Capripoxvirus, Crocodylidpoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus,
Molluscipoxvirus, Yatapoxvirus e um género ainda ndo estabelecido, que inclui o
Squirrelpox virus (MOSS, 2013).

Dentro da subfamilia Chordopoxvirinae, o0 género mais bem estudado € o
Orthopoxvirus. Diversos virus pertencentes a este género sao capazes de infectar
seres humanos, incluindo o Variola virus, que teve seu ultimo caso natural descrito
em 1977; o Vaccinia virus, que foi utilizado na campanha de vacinacdo contra a
variola e é o protétipo do género Orthopoxvirus; o Monkeypox virus, que circula
principalmente em animais selvagens da Africa; e o Cowpox virus, que é um virus
de roedores endémico da Europa e que pode ser adquirido também por hospedeiros
acidentais como vacas ou gatos (FENNER et al., 1989; FENNER, 2000; MOSS,
2013; SCHATZMAYR et al., 2011).

Sobre o VACV, apesar de ser o alvo da maior parte dos estudos sobre o0s
Poxvirus, ainda ndo se sabe sua origem e o0 seu hospedeiro natural (SMITH & LAW,
2004; MOSS, 2013), tendo sido detectado no Brasil em macacos da Amazonia e
roedores peridomiciliares (ABRAHAO et al., 2009; ABRAHAO et al., 2010), o que

sugere sua ampla circulacédo entre os animais.




2. Aspectos Gerais da Biologia dos Orthopoxvirus
2.1. Morfologia

Os Orthopoxvirus sdo grandes quando comparados aos outros virus, e
possuem forma ovoide ou de tijolo, com dimensGes em torno de 350nm de
comprimento por 270nm de largura no caso do VACV. Na particula viral estdo
presentes proteinas tubulares externas, uma membrana, um cerne, que contém o
genoma, constituido por DNA linear de dupla fita ligado covalentemente nas
extremidades, e dois corpusculos laterais, de natureza protéica (Figura 1) (MOSS,
2013).

O cerne, a estrutura mais interna do virus, € um disco ovalado, biconcavo e
envolto por uma camada composta de pequenas subunidades protéicas cilindricas
denominada palicada. No interior do cerne encontra-se o material genético, ao qual
estdo associados polipeptidios em uma estrutura denominada nucleossoma
(SODEIK & KRIINSE-LOCKER, 2002).

Algumas formas virais apresentam ainda uma membrana adicional,
denominada envelope, sendo este o componente mais externo do virus. Assim,
podem ser distinguidas quatro particulas virais: virion intracelular maduro (IMV);
virion intracelular envelopado (IEV); virion envelopado associado a célula (CEV); e
virion extracelular envelopado (EEV) (SMITH et al., 2002).

O IMV possui uma unica membrana e constitui a maior parte da progénie
viral, sendo liberado somente quando ocorre a lise celular. O IEV representa o IMV
envolto circundado por duas bicamadas lipidicas adicionais derivadas do complexo
de Golgi, encontrado intracelularmente, sendo néo infeccioso. O CEV ou EEV
consistem do IEV exocitado, podendo ser encontrado tanto aderido a superficie
celular (CEV), quanto livre no meio extracelular (EEV) (SMITH et al., 2002; MOSS,
2006; CONDIT et al., 2006).
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Figural. Morfologia da particula viral dos Orthopoxvirus.

Esquema representativo da particula IMV de um tipico Orthopoxvirus, evidenciando os seus
elementos estruturais principais: 0 cerne, a estrutura mais interna onde esta contido o
genoma; os corpusculos laterais, disposto nas duas concavidades do cerne; a membrana
externa e o envelope, o componente mais externo do virus, de natureza lipoprotéica. Fonte:
adaptado de FENNER, 1989.




2.2. Genoma

Os Orthopoxvirus possuem genoma de DNA dupla fita linear, com o tamanho
aproximado de 200 kb no caso do VACV, apresentando 200 ORFs (fases de leitura
abertas) conhecidas (MOSS, 2013). Recentemente, o estudo do perfil dos RNAm do
VACYV ligados aos ribossomos, demonstrou a existéncia de novos sitios de iniciacdo
da transcricao relacionadas a proteinas pequenas, provavelmente referente a ORFs
ainda ndo conhecidas (YANG et al., 2015). As extremidades das duas fitas de DNA
séo covalentemente ligadas por estruturas do tipo grampo de cabelo (“hairpin”). Por
si sO, 0 genoma dos poxvirus ndo é infeccioso uma vez que sdo necessarias
enzimas, como a RNA polimerase, presentes no interior da particula viral, para que

0 genoma seja expresso (MOSS, 2013).

Na porgdo mais central do genoma sdo encontrados 0s genes essenciais
para a replicacdo e montagem da particula viral, sendo estes mais conservados
entre os membros da familia (Figura 2) (CONDIT & NILES, 2002; SMITH &
McFADDEN, 2002). J4 na extremidade do genoma, sdo encontradas sequéncias
terminais repetidas e invertidas (ITRs), sendo estas idénticas, mas com orientagdes
opostas. Os genes encontrados nessas extremidades sdo mais variaveis entre as
espécies, sendo denominados ndo-essenciais. Em sua maioria, esses genes estao
relacionados com o espectro de hospedeiro, viruléncia e imunomodulacéo (Figura 2)
(LEFKOWITZ et al., 2006; MOSS, 2013).

A convencéao utilizada para nomear os genes do VACV consiste na sua
localizacdo nos fragmentos que sdo gerados apoés a digestdo do genoma viral com a
endonuclease Hindlll. Estes fragmentos sdo denominados por letras e o0 nome do
gene consiste da letra do fragmento de restricdo no qual esta localizado, seguida do
namero do mesmo e da letra L ou R, indicando o sentido de transcricdo do gene
para esquerda (Left) ou direita (Rigth), respectivamente. Para denominar as
proteinas codificadas por estes genes, retiram-se as letras L ou R do nome do gene
(MOSS, 2013).
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Figura 2. Representagcao esquematica do genoma dos Orthopoxvirus.

O genoma possui, em média, 200 Kb e pode ser dividido em uma regido central
conservada, que codifica principalmente proteinas essenciais para a multiplicagdo viral e
nas regides terminais, que sdo mais variaveis e codificam proteinas ndo essenciais para a
multiplicagdo viral. Estas ultimas também contém as regifes terminais invertidas e repetidas

(ITRs). Fonte: Adaptado de SMITH & McFADDEN, 2002.




2.3. Ciclo de multiplicag&o dos Orthopoxvirus

Assim como acontece para outros virus, a infeccéo inicia-se com a adsor¢ao
da particula viral & superficie celular. Todavia, os Orthopoxvirus diferem da maioria
dos virus por ndo possuirem um Uunico ligante especifico de interacdo com
receptores celulares. Assim, a possibilidade de utilizagédo de diferentes receptores,
bem como a existéncia de duas formas infecciosas com topologias distintas, IMV e
EEV, dificulta o entendimento da ligacdo dos poxvirus as células hospedeiras
(SMITH et al., 2003). No entanto, ambas as formas, apds a adsor¢do e durante a
penetracéo, perdem o envelope e/ou membrana externa, liberando o cerne viral no
citoplasma. Este processo, denominado desnudamento primario, ndo € afetado por
inibidores de transcricdo ou de sintese proteica. Apds entrar no citoplasma, o cerne
viral é transportado da periferia celular através de microttubulos até o local onde é
iniciada a sintese de mRNA virais (MOSS, 2013).

Existem evidéncias de que pelo menos trés proteinas de superficie do IMV
podem facilitar a adesdo do VACV a célula hospedeira através da ligacdo as
glicosaminoglicanas (GAGs) celulares e que esta interacdo, apesar de nao ser
essencial, possui um importante papel na adsorcédo viral (SMITH et al.,, 2003;
MOSS, 2013). Também foi demonstrado que glicoesfingolipidios sdo importantes
para a infecciosidade do VACV, sugerindo a participacdo dessas moléculas como
um receptor celular alternativo para a ligacdo desse virus (PERINO et al., 2011).
Apés a adsorcao, acredita-se que o IMV penetre por diferentes vias, que incluem
fusdo direta da membrana externa da particula viral com a membrana plasmaética ou
macropinocitose (CARTER et al., 2005; HUANG et al., 2008; MERCER &
HELENIUS, 2008; RIZOPOULOS et al., 2015). J4 a penetracdo do EEV ocorreria
através de endocitose independente da via mediada por clatrina ou caveolina, ou
por macropinocitose, sendo necessaria a acidificacdo dos vacuolos endociticos para
romper o envelope do EEV. Uma vez exposta, ocorreria a fusdo da membrana
externa com a vesicula endocitica e a posterior liberacdo do cerne no citoplasma da
célula hospedeira (MOSS, 2006; ROBERTS & SMITH, 2008; MERCER &
HELENIUS, 2008; SCHMIDT et al., 2011; RIZOPOULOS et al., 2015).

Os processos de replicacdo do genoma e morfogénese dos poxvirus sao

regulados temporalmente ao longo do ciclo de multiplicagdo, sendo identificadas
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trés classes de genes: genes precoces, genes intermediarios e genes tardios. Esse
tipo de programa genético € conhecido como mecanismo em cascata, uma vez que
0s produtos génicos de cada estagio regulam o proximo estagio (MOSS, 2013).
Essa transi¢do € também mediada pela degradacdo dos mRNA, no qual participam
as proteinas virais D9 e D10, além da exonuclease celular Xrnl, permitindo a
terminacdo da transcricdo de uma determinada classe de genes (PARRISH, 2007;
PARRISH, 2008; BURGESS & MOHR, 2015; LIU et al., 2015).

Dentro do cerne da particula viral esta presente um sistema completo
necessario a transcricdo precoce, possibilitando, assim, a sintese do mRNA viral
precoce logo apos o desnudamento primario. Os mRNAs precoces fornecem
enzimas e fatores necessarios para a sintese do DNA viral e para a transcricdo dos
genes intermediarios, além de proteinas envolvidas no bloqueio da resposta antiviral
do hospedeiro (MOSS, 2013). Em seguida, ocorre o desnudamento secundario, com
a degradacdo das nucleoproteinas que constituem 0 cerne e a consequente
liberacdo do DNA viral no citoplasma da célula hospedeira. A ATPase viral D5,
codificada por um gene precoce, possui um papel essencial nesse processo
(KILCHER et al., 2014). O DNA liberado entdo funciona como molde para a
replicacdo do genoma e subsequentes estagios de transcricdo. Os poxvirus
codificam todas as proteinas essenciais para replicacdo do DNA viral, sendo
descritas até 0 momento, sete proteinas envolvidas neste processo (MOSS, 2013;
BOYLE et al.,, 2015). A transcricdo dos genes intermediarios € responsavel pela
producdo de enzimas e fatores de transcricdo dos genes tardios, que por sua vez,
geram proteinas estruturais e fatores de transcricdo dos genes precoces, além de
proteinas envolvidas na morfogénese e evasdao imune (CONDIT & NILES, 2002;
MOSS, 2013).

A seguir ocorre a morfogénese das particulas infecciosas. Os sitios
citoplasmaticos onde ocorrem a replicacdo do DNA e montagem das particulas

virais sdo denominados “fabricas virais”, sendo essas areas do citoplasma
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Figura 3. Ciclo de Multiplicacdo do VACV.

Apés a adsorcao e penetracdo do IMV ou EEV (1), ocorre o desnudamento primario e o
cerne viral é transportado por microtibulos até uma regido perinuclear, denominada fabrica
viral (2). Em seguida, ocorre o desnudamento secundario e consequente replicacdo do
genoma (3). Os virus imaturos (IVs) sao entdo formados e processados, dando origem ao
IMV (4). Alguns IMVs adquirem membranas adicionais, formando o IEV (5). Os IEVs se
movem até a superficie celular (6), onde sdo liberados como CEVs, apos a inducdo da
formacédo de caudas de actina, ou EEVs (7). Fonte: Adaptado de ROBERTS& SMITH, 2008.
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eletrondensas a microscopia eletrbnica (MOSS, 2013). As primeiras estruturas
distintas morfologicamente sdo as chamadas crescentes, compostas de lipideos e
proteinas virais. As crescentes aumentam de tamanho, adquirem forma circular,
tornando-se os virions imaturos (IV), que possuem componentes do cerne viral
(ROBERTS & SMITH, 2008; MOSS, 2013). Em seguida, ocorre a transi¢céo de IV
para os IMVs. Nesse processo, ha a clivagem proteolitica das proteinas do cerne,
com consequente mudanca da forma da particula, de circular para o formato de
tijolo. Para a maior parte de progénie viral, a morfogénese se encerra nesse ponto,
e o0s IMVs séo liberados somente ap0s a lise da célula (ROBERTS & SMITH, 2008;
MOSS, 2013).

Uma pequena parte dos IMVs montados, entre 5 e 20%, deixam as fabricas
virais e adquirem duas membranas adicionais da rede do trans-Golgi ou de
endossomos, formando os IEVs (McFADDEN, 2005; SMITH & LAW, 2004). Os IEVs
sdo entdo transportadas até a periferia celular, através de microtubulos, com
participacdo das proteinas virais A36, F12 e E2 (ROBERTS & SMITH, 2008;
CARPENTIER et al., 2015). Quando atingem a superficie celular, o envelope dos
IEVs se funde a membrana plasmatica, formando o virus envelopado associado a
célula (CEV), que é entdo expelido da célula através da inducdo da formacéo de
protrusdes digitiformes, conhecidas como caudas de actina, ou entédo liberado na
forma de virus envelopado extracelular (EEV). O balanco entre a formacao de EEVs
e CEVs depende tanto da célula hospedeira quanto da amostra do virus (SMITH &
LAW, 2004; McFADDEN, 2005; ROBERTS & SMITH, 2008).

As trés formas infecciosas dos poxvirus desempenham funcdes distintas na
disseminacédo viral. Ao passo que o CEV medeia a disseminacéo célula-a-célula, o
EEV é importante para a disseminagao sistémica no organismo do hospedeiro e o
IMV, dada a sua maior estabilidade, realiza a disseminacdo entre hospedeiros
(SMITH et al., 2002; MCFADDEN, 2005).
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2.3.1. Formagéo das caudas de actina induzidas pelo VACV

A formacéo das caudas de actina induzidas durante a infeccao pelo VACV é
dependente de proteinas virais presentes no envelope externo do IEV: A33, A34,
A56, B5 e A36, sendo esta ultima a mais importante. A36 é fosforilada por tirosina
cinases celulares da familia Src/Abl, levando entdo ao desligamento de A36 da
cinesina-1, interacdo que contribui para o movimento intracelular do IEV via
microtubulos até a superficie da célula (NEWSOME et al., 2004; NEWSOME et al.,
2006; LEITE & WAY, 2015). A36 fosforilada induz o recrutamento da proteina
adaptadora NCK, que € essencial para a formacdo das caudas de actina. NCK, por
sua vez, recruta o complexo N-WASP:WIP (WASP — proteina da sindrome de
Wiskott—Aldrich; WIP — proteina de interacdo com WASP), e consequente
recrutamento e ativacdo do complexo ARP2/3, que desencadeia entdo 0 processo
de polimerizacé@o de actina sob a particula. GRB2, clatrina e a RhoGTPase CDC42
também sao recrutados a essa maquinaria, aumentando o niamero e a estabilidade
das caudas formadas (Figura 4) (MOREAU et al., 2000; SCAPLEHORN et al., 2002;
MUNTER et al., 2006; HUMPHRIES et al., 2012, HUMPHRIES et al., 2014, LEITE E
WAY, 2015). ANDRADE et al., 2016 (em preparacao), demonstraram que a cinase
ativada por p21 -1 (PAK1) pode contribuir com a formacéo das caudas de actina,
através da regulacdo da proteina p4l1-Arc, uma subunidade do complexo ARP2/3
(Figura 4).

Recentemente, foi descrito que a formina FHOD1, outra proteina celular
nucleadora de actina, coopera com o complexo ARP2/3 durante a formacao das
caudas de actina induzidas pelo VACV (Figura 4). Apds sua ativacao 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 e AGAISSE, 2013). As caudas entdo formadas sdo responsaveis pela
propulsdo do CEV da célula infectada. A liberacdo do CEV da ponta da cauda de
actina, por sua vez, é dependente apenas das proteinas tirosinas cinases da familia
Abl (REEVES et al., 2005).
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Figura 4. Formacao das caudas de actina pelo VACV.

A fosforilagédo da proteina viral A36 por tirosinas cinases celulares da familia Src/Abl, induz
ao recrutamento da proteina adaptadora NCK. NCK recruta entdo o complexo N-
WASP:WIP, e consequente recrutamento e ativagdo do complexo ARP2/3, que
desencadeia entdo o processo de polimerizacdo de actina sobre a particula. GRB2, clatrina
e CDC42 também s&o recrutados a essa maquinaria, aumentando o numero e a
estabilidade das caudas formadas. PAK-1 também pode participar desse processo, através
da regulacéo da proteina p41-Arc, uma subunidade do complexo ARP2/3, contribuindo para
0 numero de caudas formadas. Por ultimo, FHOD1, apés ativacéo por Racl, coopera com o
complexo ARP2/3, facilitando a formacdo das caudas de actina pelo VACV. Fonte:
Modificado de SMITH et al., 2003.
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3. Interacao Virus-Hospedeiro

Diversos estudos acerca da interacéo virus-hospedeiro demonstram a estrita
dependéncia dos virus em relacdo a maquinaria de biossintese celular para obterem
sucesso no seu ciclo de multiplicacdo, principalmente devido ao tamanho limitado
do seu genoma. Além disso, logo ap6s a infeccdo viral, a resposta imune do
hospedeiro pode bloquear sua disseminacao/multiplicacdo e levar a sua eliminacéo,
fazendo necessario com que os virus disponham de mecanismos para escapar
dessa defesa do hospedeiro, mantendo a célula viavel até a geracdo da progénie
(SOARES et al., 2009; MOSS, 2013).

Sendo assim, ao longo da coevolucdo com seus hospedeiros, os virus
desenvolveram estratégias altamente eficientes para a manipulacdo das diversas
vias sinalizadoras celulares de forma a criar um ambiente intracelular mais propicio
a sua multiplicacdo. A ativagdo e/ou bloqueio das diversas cascatas sinalizadoras
do hospedeiro refletem no sucesso da multiplicacdo e disseminacao viral. Tais vias
desempenham um papel central na regulacdo das mais diversas funcdes celulares,
como sobrevivéncia, crescimento, apoptose, migracdo e trafego intracelular
(GREBER, 2002; LUDWIG et al., 2003, MUNTER et al., 2006)

De maneira geral, as células hospedeiras identificam uma infeccéo viral
através de receptores de reconhecimento de padrées moleculares (PRR), que
podem estar presente tanto na superficie celular, quanto em vesiculas
endossémicas ou no citoplasma. Os PRRs detectam infeccfes através de moléculas
Unicas caracteristicas do mundo microbiano como os PAMPs (padrdes moleculares
associados a patdgenos), como por exemplo, DNA dupla-fita com baixo nivel de
metilacdo, LPS, flagelina, etc. A ligacdo dos PAMPs aos seus receptores
desencadeia a inducdo de diversas respostas celulares, tais como a ativacado dos
fatores de transcricdo IRF3/IRF7 (fator regulatorio do interferon), NF-kB (fator
nuclear kB) e AP-1 (proteina ativadora). Esses fatores sdo entdo translocados para
0 nucleo, e induzem a transcricdo de genes codificadores de interferons (IFN) tipo I,
citocinas proé-inflamatérias e quimiocinas. Essas proteinas vao atuar para conter a
infeccdo viral através do recrutamento e ativacdo de células imunes mais

especializadas para o sitio da infecgéo, limitando a replicacdo viral e induzindo a
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resposta imune adaptativa (BONJARDIM et al., 2009; UNTERHOLZNER, 2013;
SMITH et al., 2013).

3.1. MAPK/AP-1 e sua regulagéo pelo VACV
3.1.1. MAPK (Proteinas Cinases Ativadas por Mitégenos)

A via das Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos (MAPKs) é composta
por uma familia de cinases transdutoras de sinais da membrana celular até o
ndcleo, em resposta a uma variedade de estimulos, incluindo fatores de
crescimento, estresse, horménios e infecgcbes virais, entre outros (KYRIAKIS &
AVRUCH, 2001, 2012; WADA & PENNINGER, 2004; DHANASEKARAN &
JOHNSON, 2007; BONJARDIM, 2016 — em preparagao).

Estas cascatas contém pelo menos trés proteinas cinases em série que
culmina na ativacdo de uma MAPK funcional. Assim, uma MAPK cinase cinase
(MAPKKK), € ativada através de fosforilacdo e/ou interagdo com GTPases
associadas a membrana, e por sua vez fosforila residuos de serina e treonina de
uma MAPK cinase (MAPKK), que, por sua vez, ativa uma MAPK através da
fosforilacdo de residuos de tirosina e treonina. Essa MAPK entdo pode fosforilar
outras proteinas citoplasmaticas e/ou se translocar para o nucleo, regulando
diretamente a atividade de fatores de transcricdo e, assim, controlando a expressao
génica (Figura 5) (PEARSON et al.,, 2001; KYRIAKIS & AVRUCH, 2001, 2012,
MORRISON, 2012, BONJARDIM, 2016 —em preparacao).

E reconhecido que a superfamilia das MAPKs possui véarias vias de
sinalizacdes distintas, entre elas a das proteinas cinases reguladas por sinais
extracelulares (ERK1/2) e a das proteinas cinases ativadas por estresse (SAPKS):
cinases c-Jun N-terminal (JNK) e das cinases p38 (COWAN & STOREY, 2003).
ERK1 e ERK2 sdo MAPKs bem caracterizadas que respondem a estimulos de
crescimento. Ambas JNKs e p38 MAPKs séo ativadas em resposta a uma variedade
de estresses ambientais e celulares, tais como mudancas na osmolaridade e
metabolismo, danos ao DNA, choque térmico, citocinas inflamatoérias, radiacdo UV e
estresse oxidativo (WADA & PENNINGER, 2004, CARGNELLO & ROUX, 2011,
MORRISON, 2012).
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Figura 5. Esquema da via das MAPKSs.

As MAPKs estéo organizadas num moédulo de trés proteinas cinases que consistem de uma

MAPKKK (MAPK cinase cinase), ativadora de uma MAPKK (MAPK cinase) que por sua vez

ativa uma MAPK (MAP cinase), resultando em uma resposta biolégica especifica. As vias

gue levam a ativacdo de ERK1/2, SAPK/JNK e da MAPK p38 sdo as mais bem estudadas.
Fonte: adaptado de MORRISON, 2012.
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Apesar das MAPKs possuirem diversos substratos citoplasmaticos, um dos
principais papéis dessas cinases € na transmissao de sinais extracelulares para o
nucleo, onde ocorre a transcricdo de genes especificos induzidos pela fosforilacdo e
ativacdo de fatores de transcricdo, principalmente o fator de transcricdo AP-1
(KARIN, 1995; WHITMARSH & DAVIS, 1996).

Interacdes entre as cascatas das MAPKs podem ocorrer de varias maneiras
de modo a integrar e facilitar as respostas celulares frente aos diferentes sinais.
Assim, existem componentes da sinalizacdo das MAPKs que podem funcionar de
maneira promiscua em diversas vias, possuindo mais de uma funcgéo/sinalizagédo
biolégica sobre multiplas formas de regulacdo, seja ao nivel das MAPKKKSs, das
MAPKKSs ou dos substratos ativados pelas MAPKs, ou mesmo interferir com outras
vias sinalizadoras, como a via de NF-kB (PEARSON et al., 2001; COWAN &
STOREY, 2003; BONJARDIM et al., 2009, CARGNELLO & ROUX, 2011).
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3.1.1.2 Cinases c-Jun amino terminal (JNK1/2)

Estudos bioquimicos, em 1990, identificaram as proteinas cinases JNK1/2, de
massa molecular 54 e 47 KDa, descritas como associadas a microtubulos e ativada
por cicloheximida. Também foi descoberto que JNK fosforila o fator transcricional c-
Jun, além de se ligar a sua regido amino terminal. Sabe-se ainda que JNK é
codificada por trés genes diferentes, jnk 1,2 e 3, sendo o gene jnk3 expresso
somente no cérebro, coracdo e testiculos, que podem sofrer processamento pos-
transcricional, variando entre 46-54 KDa (DAVIS, 2000; HIMES, 2006).

Embora inicialmente classificada como proteinas cinases ativadas por
estresse (SAPKs), as MAPKs JNK1/2 também sdo mediadores criticos nha
transducdo do sinal em resposta a estimulacdo por citocinas e alguns fatores de
crescimento. Sabe-se que JNK1/2 tém participacdo nas respostas imune e na
regulacéo de processos como sobrevivéncia celular, apoptose e proliferagédo (BARR
& BOGOYEVITCH, 2001; NISHINA et al., 2004; HIMES et al., 2006).

A via sinalizadora que culmina com a ativacdo de JNK1/2 envolve um grande
nuamero de MAPKKKSs, incluindo membros das proteinas do grupo ASK, do grupo
MEKK, TAK1 e TPL-2. MKK4 e MKK7 sao duas MAPKKs envolvidas na ativacao de
JNK através de fosforilacdo de residuos de treonina e tirosina. Essas duas MAPKKs
sdo encontradas tanto no citoplasma, quanto no nucleo da célula (DAVIS, 2000;
BARR & BOGOYEVITCH, 2001).

A fosforilagdo de JNK1/2 pode levar a ativagdo de diversos substratos, tais
como c-Jun, JunB, JunD, ATF-2, que causam um aumento expressivo na atividade
de transcricdo. JNK pode ainda regular fosforilar proteinas envolvidas na regulacao
do citoesqueleto, como as proteinas MAP-1B, Paxilina e o nucleador de actina Spir-
1 (DAVIS, 2000; BARR & BOGOYEVITCH, 2001; HUANG et al., 2004; PEREIRA et
al., 2012).

18




3.1.2. AP-1

O fator de transcricdo AP-1 nédo € formado por uma proteina Unica, e sim por
dimeros entre proteinas pertencentes as familias Jun (c-Jun, JunB, JunD), Fos (c-
Fos, Fra-1, Fra-2, FosB), ATF (Fator de Ativacéo Transcricional) (ATF2, ATF3/LRF1,
B-ATF, JDP1 and JDP2) e Maf (Fibrosarcoma Musculo aponeuroética) (c-Maf, Nrl,
MafB, MafF, MafG, MafK) (KARIN et al., 1997; SHAULIAN, 2010; MENG & XIA,
2011). Esses proteinas sdo compostas por regides contendo dominios ziper de
leucina (bZIP), responsavel pela dimerizagdo das mesmas, e sua consequente
ligagcdo ao DNA. Membros da familia Jun, Fos, ATF e Maf estimulam a transcri¢céo
de genes contendo tanto o elemento de resposta a ésteres de forbol (TPA ou PMA)
denominado TRE, cujo consenso é 5’-TGACTCA/TGAGTCA-3", quanto o elemento
de resposta ao cAMP (AMP ciclico), denominando CRE, cujo consenso & 5'-
TGACGTCA/TGACGTCA-3’ (ANGEL et al., 1987, EFERL & WAGNER, 2003).

Enquanto as proteinas da familia Jun e ATF existem como homo e
heterodimeros, as proteinas da familia Fos ndo possuem a capacidade de
homodimerizacdo. J& as proteinas Maf podem formar heterodimeros com Jun e Fos.
Os dimeros de Jun-Jun, Jun-Fos e Jun-Fra se ligam preferencialmente a sequéncias
TRE, enquanto os dimeros de Jun-ATF ou ATF-ATF se ligam preferencialmente a
CRE (Figura 6) (REDDY & MOSSMAN, 2002). Dentre todas essas proteinas, a
proteina c-Jun é 0 mais potente ativador transcricional, sendo o principal
componente de AP-1 (KARIN et al.,, 1997, HESS et al., 2004). A composi¢ao do
dimero de AP-1 possui um importante papel na sua funcéo e na regulacéo de genes
especificos em resposta a diversos estimulos, tais como fatores de crescimento,
citocinas inflamatorias e estresse celular (WISDOM, 1999; KAPPELMANN et al.,

2014), o que torna AP-1 um dos principais substratos da via das MAPKSs.

A MAPK ERK é a mais importante na mediacdo da resposta a fatores de
crescimento via AP-1, induzindo a heterodimerizagdo de Jun e Fos. JA em resposta
a citocinas inflamatorias e estresse celular, a indugéo de AP-1 ocorre via JNK e p38,
levando principalmente a ativacéo de Jun e ATF (SHAULIAN & KARIN, 2001; 2002).
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Figura 6. Fator transcricional AP-1.

O fator de transcricdo AP-1 é formado por proteinas pertencentes as familias Jun, Fos,
ATF/CREB e Maf, que podem formar homodimeros ou heterodimeros através do seus
dominios zipper de leucina (LZD). As diferentes combinacdes desses dimeros levam ao
reconhecimento dos elementos TRE ou CRE nas sequéncias dos promotores dos genes
alvo. DBD: dominio de ligacdo ao DNA. Fonte: REDDY & MOSSMAN, 2002
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3.1.3. Spir-1

A proteina celular Spir-1 foi primeiramente descrita pelo seu envolvimento no
desenvolvimento de od0citos e embribes em Drosophila (MANSEAU &
SCHUPBACH, 1989). Posteriormente, Spir-1 foi relacionada ao citoesqueleto de
actina, uma vez que possui dominios de interagcdo com a mesma (THEURKAUF et
al., 1992; EMMONS et al., 1995; WELLINGTON et al., 1999). Entretanto, somente
em 2005, QUINLAN e colaboradores demonstraram que Spir-1 era realmente capaz
de nuclear novos filamentos de actina, em niveis comparaveis as forminas, porém
mais lentamente que o complexo Arp2/3, até entdo os dois tipos de nucleadores de

actina conhecidos.

Spir foi identificado somente em metazoarios, possuindo dois genes em
vertebrados, spir-1 e spir-2. Em camundongos, a expressao de spir-1 ocorre
preferencialmente em células neuronais em adultos, bem como em células
hematopoiéticas (SCHUMACHER et al., 2004; PLEISER et al., 2013). J4 a deteccéo
da expressao de spir-2 ocorreu em células do trato digestivo, neurdnios do sistema
nervoso e em espermatacitos (PLEISER et al., 2010; PLEISER et al., 2013).

Spir-1 € uma proteina de 1020 aminoacidos (86 kDa) contendo multiplos
dominios (Figura 7). A regido central contém quatro dominios WH2 (homologia
WASP 2), denominados A, B, C e D, cada um deles capaz de se ligar a um
mondémero de actina. A nucleacdo dos mondmeros de actina é iniciada pelos
dominios C e D, ambos essenciais para o processo, seguidas pelos dominios B e A
(Figura 8) (QUINLAN et al., 2005; DUCKA et al., 2010; SITAR et al., 2012). A regiao
C-terminal possui um dominio denominado FYVE, envolvido na ligacdo de Spir-1 a
membranas, necessario nos processos de transporte de vesiculas (KERKHOFF et
al., 2001; MOREL et al.,, 2009; SCHUH, 2011). Adjacente ao dominio FYVE,
encontra-se a regido denominada Spir-box, altamente conservada entre as
proteinas Spir de diferentes espécies, com alta homologia ao dominio a-hélice da
proteina Rabfilina-3A, possuindo provavel funcdo na associacdo de Spir-1 a Rab-
GTPases (OSTERMEIER & BRUNGER, 1999; KERKHOFF et al., 2001). Na regiao
N-Terminal, encontra-se o dominio KIND (dominio cinase néo catalitico do I6bulo C),
envolvida na interagdo de Spir-1 com o dominio FSI (Interacdo Formina-Spir)

presente nas forminas (PECHLIVANIS et al., 2009).
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Figura 7.Dominios da proteina Spir-1.

Na regido N terminal de Spir, encontra-se o dominio KIND, seguido por um conjunto de
qguatro dominios WH2 na regido central. A regido central contém a sequéncia Spir box e o
dominio FYVE. Na extremidade da porcdo C-terminal de Spir, encontra-se um sitio de
ligacdo a JNK (JBD). Fonte: Modificado de KERKHOFF, 2006.
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Figura 8. Mecanismo de nucleacado de actina por Spir-1.

A) Os dominios WH2 sdo denominados A, B, C e D. Os primeiros dois monémeros de
actina se ligam aos dominios D e C, para a iniciar a nucleagdo de actina. B) Quatro
monémeros de actina ligados aos dominios WH2 de Spir-1. C) A polimerizacdo de actina
continua e Spir permanece ligada a extremidade final do filamento linear de actina. Fonte:
modificado de KERKHOFF, 2006.
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Spir-1 possui um mecanismo Unico de nucleacdo e polimerizacdo de actina.
Assim como as forminas, mas diferente do complexo Arp2/3, Spir-1 induz a
polimerizacdo de filamentos lineares de actina ndo ramificada (QUINLAN et al.,
2005). Semelhante ao complexo Arp2/3, Spir-1 permanece ligado a extremidade
final dos novos filamentos formados (Figura 8), enquanto as forminas se movem ao
longo da extremidade inicial do filamento de actina. Ja foi demonstrado também que
Spir-1 e forminas interagem entre si, cooperando na nucleacéo de actina (QUINLAN
et al., 2007; PFENDER et al., 2011; DAHLGAARD et al., 2007; QUINLAN et al.,
2013; MONTAVILLE et al., 2014; TITTEL et al., 2015).

Além do papel de Spir-1 no desenvolvimento dos éocitos em Drosophila
(KERKHOFF, 2006), também ja foi descrito o envolvimento de Spir-1 no processo
de transporte exocitico e na biogénese dos endossomos (MOREL et al., 2009;
KERKHOFF et al., 2001; SCHUH, 2011). Recentemente, o papel de Spir-1 no trafico
de vesiculas e na nucleacéo de actina foi relacionado ao comportamento invasivo e
metastatico de células cancerigenas (LAGAL et al., 2014). Além disso, ja foi descrito
gue a bactéria Vibrio cholerae promove a colonizacdo intestinal alterando o
citoesqueleto das células hospedeiras, através da modulacdo dos nucleadores de
actina Spir-1 e Formina (TAM et al., 2007). Curiosamente, em um estudo sobre a
associacao de genes especificos relacionados a resposta humoral contra a Variola
virus, encontrou-se uma associacao entre polimorfismo de nucleotideo Unico (SNPs)
em Spir-1 nessa diminuicdo dessa resposta (OVSYANNIKOVA et al.,, 2012).
Recentemente, BELIN e colaboradores (2015), demonstraram que 0s nucleadores
de actina Spir-1 e Spir-2, bem com as forminas, estdo envolvidos no reparo eficiente
do dano ao DNA. Assim, existem outras provaveis funcbes de Spir-1 ainda para

serem descobertas.

A regulacéo da funcéo de Spir-1 € pouco conhecida. Um possivel mecanismo
seria através da ligacdo a RhoGTPases, entretanto a interagdo entre Spir e Rho
ainda precisa ser confirmada (ROSALES-NIEVES et al., 2006). Outro provavel
mecanismo seria através de sua fosforilagcdo pela MAPK JNK, uma vez que existe
um sitio de ligacédo a JNK na extremidade da porcédo C-terminal de Spir. Através de
transfeccéo transiente, foi demonstrado que a proteina Spir de Drosophila (p150-

Spir) e JNK colocalizam, bem como ocorre a fosforilagdo de pl50-Spir por essa
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MAPK (OTTO et al., 2000). Entretanto, essa regulacdo de Spir via JNK ainda

precisa ser melhor estudada.
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3.1.4. Modulagéo das MAPKs pelo VACV

Normalmente, o0 sucesso da replicacdo viral se da em células
metabolicamente ativas e capazes de prover toda a maquinaria traducional
necessaria para a multiplicacao viral (McFADDEN, 2005). Para tal, o VACV possui a
capacidade de estimular mitogenicamente células quiescentes, induzindo a
proliferacdo de células nado infectadas, através da codificacdo de fatores de
crescimento homdlogo ao EGF (fator de crescimento epidérmico), que atua de
forma paracrina ao estimular mitogenicamente as células vizinhas aquelas
infectadas (BULLER et al., 1988; SEET et al., 2003). A secrecao do fator de
crescimento do Vaccinia virus (VGF), por exemplo, participa da ativacdo da via
MEK/ERK e, quando deletado, ocasiona uma atenuacao drastica da infeccdo em
modelos animais (Figura 9) (BULLER et al.,, 1988; ANDRADE et al., 2004,
McFADDEN, 2005; BONJARDIM, 2016 — em preparacao). Além disso, estudos do
Grupo de Transducdo de Sinal do Laboratério de Virus demonstraram que esta
ativacdo de MEK/ERK acarreta na inducdo da expressdo do gene de resposta
precoce ao crescimento (Egr-1) e € necessaria a uma eficiente multiplicacdo do
VACV em fibroblastos murinos (Figura 9) (DE MAGALHAES et al., 2001; ANDRADE
et al., 2004; SILVA et al., 2006; BRASIL, 2010). Também foi demonstrado que essa
via leva a inducdo da expressdo do fator transcricional de c-fos em resposta a
infeccdo pelo VACV e que a mesma € requerida para aumentar a eficiéncia de
disseminacéo da progénie viral (Figura 9) (DE MAGALHAES et al., 2001; OLIVEIRA,
2013). Além da proteina VGF, a proteina O1 do VACV também é capaz de sustentar
a ativacdo das MAPKs ERK1/2 induzida pela infeccdo viral (Figura 9)
(SCHWENEKER et al., 2012). Em contrapartida, GEDEY e colaboradores (2006)
demonstraram a inibicdo especifica de ERK2 pela proteina viral M2, tendo essa
inibicdo um papel na inibicdo da ativacado de NF-kB (Figura 9), reforcando a ideia de
gue esses virus desenvolveram multiplas estratégias de modulagdo das vias de
sinalizacao intracelular a fim de favorecer um ambiente propicio para sua replicacao
(BONJARDIM, 2016 — em preparagao).

Estudos do nosso grupo também mostraram que a infeccao pelo VACV leva

a ativacao das MAPKs MKK4/7/IJNK1/2 e que, apesar da formacao de IMVs néo ser
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Figura 9. Modulacéo das MAPKs pelo VACV.

A infeccdo pelo VACV leva a ativagéo das vias das MAPKs ERK, JNK e p38, ao longo de

seu ciclo de multiplicagéo, regulando processos como a replicagéo e a disseminagao viral.

As proteinas virais (em preto) VGF, O1, A52, M2 e B1 ja foram descritas como envolvidas

na modulacdo dessas MAPKSs.
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afetada na auséncia de JNK1/2, observa-se uma desorganizagdo acentuada nas
redes de microtubulos e actina, levando a uma desregulacdo no trafico viral para
periferia das células e no aumento da liberacdo de particulas envelopadas (Figura 9)
(LEITE, 2010; PEREIRA et al., 2012). Além disso, a auséncia de JNK1/2 acarretou
numa diminuicdo do nimero de caudas de actina induzidas pelo VACV. Entretanto,
0 mecanismo pelo qual a via de JNK regularia a disseminacgéao viral ainda nao foi
determinado. Mais recentemente, HAGA e colaboradores (2014) demonstraram o
papel de TRAF2 na ativacdo de JNK1/2 em tempos inicias apds a infeccdo pelo
VACV (Figura 9). Também ja foi demonstrado que a proteina B1 do VACV pode
interagir com a proteina JIP1 (proteina do tipo arcabouco), e esse complexo
aumenta a quantidade e estabilidade de JNK fosforilada ligadas a JIP1, uma
proteina do tipo arcabouco que participa da sinalizacdo de JNK, levando a um
aumento da atividade de fatores transcricionais, tais como c-Jun (Figura 9)
(SANTOS et al., 2006).

Em relacdo a MAPK p38, dados ndo publicados no nosso grupo (ALBARNAZ,
2014) mostraram a ativacdo desta proteina em tempos tardios apés a infeccao pelo
VACV, e a inibicdo farmacolégica dessa MAPK acarretou na diminuicdo da
multiplicacdo e disseminacao desse virus (Figura 9). Anteriormente, foi demonstrado
gue a proteina A52 do VACV estaria participando da ativacdo de p38,
simultaneamente ao seu papel inibitério da via de NF-kB, através de mecanismos
distintos (Figura 9) (MALONEY et al., 2006, STACK et al., 2013).

Em conjunto, todos esses trabalhos demonstram que o VACV regula a
ativacdo das MAPK durante a infeccdo, em prol do seu sucesso multiplicativo e/ou

disseminativo.
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3.2. NF-kB e mecanismos de evasao do VACV

3.2.1. NF-kB

NF-kB é um mediador chave da resposta imune inflamatéria, sendo composto
por dimeros de uma familia de fatores de transcricdo contendo as proteinas p65 (ou
RelA), c-Rel, RelB, p50 e p52. Todas essas moléculas possuem um dominio Rel C-
terminal de homologia, que medeia suas homo e hetero-dimerizacfes. p65 e c-Rel
normalmente se heterodimerizam com p50, enquanto RelB forma heterodimeros
com p52 (VALLABHAPURAPU & KARIN, 2009).

A ativacdo da via de NF-kB €& mais estudada através dos processos
desencadeados pelos receptores de IL-18 e TNF-a. Na primeira, a ligagao de IL-13
ao seu receptor leva ao recrutamento de proteinas acessorias tais como MyD88
(Fator de diferenciacdo mieldide 88), IRAK (Cinase associada ao receptor de IL-1) 1
e 4, e TRAF (Fator associado ao receptor do fator de necrose tumoral) 6. TRAF6 &
uma E3 ubiquitina ligase, que catalisa a ligacdo de cadeias de poliubiquitina nas
proteinas de ligacdo a TAK1 (TAB) 2 e TAB3, através do residuo de Lis63 (DENG et
al., 2000). Essa poliubiquitinagédo ativa a cinase TAK1 (Cinase ativada pelo fator
transformante de crescimento-B) (WANG et al.,, 2001), necessaria tanto para
ativacdo de NF-kB, quanto para a ativacdo das MAPKs JNK e p38 (Figura 10)
(NINOMIYA-TSUJI et al.,, 1999; WANG et al.,, 2001). No caso de TNF-a, apos
ligacdo ao receptor, outras proteinas acessorias sdo recrutadas, como TRAF2 e
TRAF5, ambas também E3 ligases, levando finalmente a ativacdo de TAK1
(ADHIKARI et al., 2007).

A sinalizacdo de ativacdo de NF-kB, apds TAK1, converge para o complexo
IKK (IkB cinase), que consiste das IKKs canbnicas IKKa e IKKB (ZANDI et al.,
1997), e do modulador essencial de NF-kB (NEMO) ou IKKy, o componente
regulatorio do complexo (ROTHWARF et al., 1998). As IKKs fosforilam membros da
familia de inibidores de kB (IkB), que normalmente mantém NF-kB no citoplasma,
numa forma inativa (Figura 10). Diversos estudos vém demonstrando o papel central
do complexo IKK na ativacdo de NF-kB, principalmente no que se refere a
importancia do processo de ubiquitinacdo na regulacdo desse complexo.

Resumidamente, a ubiquitinacéo via Lis63 € necesséaria em duas etapas da ativagéo
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Figura 10. Ativagédo da via de NF-kB.

A ligacdo de IL-1B ao seu receptor (IL-1R) induz a ativacdo de TRAF6, levando a geragéo
de cadeias de poliubiquitina ligadas a Lis63, que servem como substrato para o complexo
LUBAC gerar cadeias de ubiquitina linear ligadas a Metl. Esse processo culmina na
ativacdo de TAK1 e do complexo IKK. A ativacdo do complexo IKK leva entédo a fosforilagéo
de IkBa, o que induz sua poliubiquitinagdo por B-TrCP, através do residuo Lis48,
sinalizando entdo para sua degradacao via proteassomo. NF-kB entdo se transloca para o
nucleo e induz a transcricao de citocinas pré-inflamatérias e IFN-B. TAK1 também contribui
para a ativacdo das MAPKs JNK e p38. Fonte: modificado de CLARK et al., 2013.
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do complexo IKK. Primeiro, é necesséria para ativacdo de TAK1 (como descrito
acima), e segundo, € requerida para a formacédo das cadeias de ubiquitina linear
ligadas a NEMO, através do residuo Metl (EA et al.,, 2006; WU et al., 2006;
TOKUNAGA et al., 2009). A formacgéo das cadeias de ubiquitina linear é catalisada
pelo complexo LUBAC (Figura 10), que € composto por trés subunidades: SHARPIN
(Proteina de interacdo ao dominio RH associado a SHANK), HOIL-1 (IRP2
ubiquitina ligase heme-oxidada 1) e a subunidade catalitica HOIP-1 (Proteina de
interacdo a HOIL1), sendo indispensavel para ativacdo de NF-kB (KIRISAKO et al.,
2006; KENSCHE et al.,, 2012; CLARK et al.,, 2013). J4 foi demonstrado que a
inativacdo do complexo LUBAC, e consequente inibicdo da ubiquitinacéo linear de
NEMO e ativacdo de NF-kB, acarreta numa maior ativacdo das MAPKs JNK e p38,
sugerindo que TAK1 direcionaria sua ativacao para via das MAPKs (TOKUNAGA, et
al., 2009; EMMERICH et al., 2013).

A ativacdo do complexo IKK leva entdo a fosforilagdo de IkBa, o que induz
sua poliubiquitinagao pela E3 ubiquitina ligase B-TrCP, através do residuo Lis48, o
gue sinalizada para sua degradacao via proteassomo (SCHERER et al., 1995). NF-
KB entdo se transloca para o nudcleo e induz a transcricdo de citocinas pro-
inflamatodrias e IFNB (Figura 10) (BRADY & BOWIE, 2014).
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3.2.2. Inibicao da via de NF-kB pelo VACV

O VACV dispbe de diversos mecanismos para inibir a resposta imune
antiviral da célula. Dentre esses mecanismos, esta a inibicdo da via de NF-kB. Até o
momento, ja foram descritos dez inibidores intracelulares da via de ativagdo de NF-
KB codificados pelo VACV: A46, A49, A52, B14, C4, E3, K1, K7, M2 e N1. Todos os
inibidores de NF-kB codificados pelo VACV sao genes expressos precocemente
durante a infeccao, entretanto, inibem a via através de mecanismos distintos (Figura
11). As proteinas A46, A52 e K7 inibem ativacdo de NF-kB mediada por TLR (Toll-
like receptor) e IL-1B, e ndo TNF-a, enquanto as outras proteinas inibem a
sinalizacdo mediada por ambas as vias (SMITH et al., 2013). Das dez proteinas
citadas acima, seis pertencem a familia de proteinas do tipo Bcl-2 do VACV,

exemplificadas abaixo.

3.2.2.1. Familia de proteinas do tipo Bcl-2

Apesar de originalmente descrita como uma virocina (KOTWAL et al., 1989),
a proteina N1 do VACV é na verdade um inibidor da sinalizacdo de IRF-3 e NF-kB,
desencadeada pelos TLRs (BARTLETT et al., 2002, DIPERNA et al., 2004). Estudos
estruturais de N1 revelaram que essa proteina possuia uma conformacao estrutural
semelhante & dos membros das proteinas da familia Bcl-2 (Linfoma de célula B),
mesmo sem possuir nenhuma similaridade de sequéncia com as mesmas (AOYAGI
et al., 2007; COORAY et al., 2007). Nos anos seguintes, diversos outros trabalhos
demonstraram que as proteinas do VACV B14 e A52 (GRAHAM et ai., 2008), K7
(KALVERDA et al.,, 2009; ODA et al.,, 2009) e F1 (KVANSAKUL et al.,, 2008),
também possuiam estrutura terciaria do tipo Bcl-2. Apesar de F1 também ter funcéo
anti-apoptética, (KVANSAKUL et al., 2008), B14 e A52 ndo possuem essa funcéo
(GRAHAM et al., 2008).

Andlises filogenéticas indicam que esses genes do VACV podem ter se
originado da aquisicdo de um gene ancestral de mamifero que codificaria uma
proteina Bcl-2 anti-apoptética. Eventos de duplicacdo e diversificagdo génicas
permitiram que essas proteinas Bcl-2 perdessem a habilidade de inibir a apoptose e
adquirissem outras funcdes (GRAHAM et al., 2008). Estudos subsequentes
demonstraram que as proteinas A46 (FEDOSYUK et al., 2014; KIM et al., 2014) e

A49 (NEIDEL et al., 2015), ambas inibidores de NF-kB, também possuem
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Degradagao

Citoplasma Ndcleo

Figura 11. Inibicdo da via de NF-kB pelo VACV.

O sinal desencadeado pelos receptores IL-1R, TNFR e TLRs, converge na ativacao
do complexo IKK e subsequente ativacdo de NF-kB. O sitio de inibicdo das
proteinas do VACV A46, A49, A52, B14, C4, E3, K1, K7, M2 e N1 sdo mostrados na

figura. Fonte: modificado de SMITH et al., 2013.
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conformacdo do tipo Bcl-2. Além disso, é predito que o VACV codifica outras
proteinas do tipo Bcl-2, tais como C6, C1, C16/B22 e N2 (GONZALEZ & ESTEBAN,
2010; GRAHAM et al., 2008), que possuem outras fun¢cdes imunomodulatérias

durante a infeccdo pelo VACV.

3.2.2.2. Proteinas do tipo Bcl-2 que inibem NF-kB
A46

A46 foi descrita como um inibidor da via de NF-kB, apds a sinalizagao via IL-
18 (BOWIE et al., 2000). Essa inibicdo se da através de um dominio presente nesta
proteina, que é similar ao dominio TIR (dominio comum presente nos receptores
TLR e IL-1 B). Esse dominio € responsavel pela ligacdo desses receptores a
moléculas adaptadores transdutoras do sinal, como MyD88. A46 entdo se ligaria a
essas moléculas adaptadores, impedindo a ligagdo das mesmas aos receptores,
interferindo na ativacéo de NF-kB e também de IRF-3 (BOWIE et al., 2000; STACK
et al., 2005; STACK & BOWIE, 2012). Foi descrita também a importancia desta
proteina para a viruléncia do VACV, uma vez que a delecdo do gene A46R tornou o

virus atenuado em modelo murino de infeccéo intranasal (STACK et al., 2005).
A49

A proteina A49 inibe a ativacdo de NF-kB através de um mecanismo de
mimetismo molecular, sequestrando a proteina celular B-TrCP, a ubiquitina E3
ligase necessaria para a ubiquitinacdo e consequente degradacéo de IkBa. Analises
mutacionais demonstraram que A49, em sua por¢cdo N terminal, possui um dominio
de ligagdo a B-TrCP, impedindo a ligacdo da mesma a IkBa. Assim, mesmo que
IkBa esteja fosforilado, a proteina ndo é reconhecida por B-TrCP, e
consequentemente permanece ligada a NF-kB no citoplasma (MANSUR et al.,
2013). A49 também foi demonstrado como sendo um fator de viruléncia, uma vez
gue a delecdo do gene A49R torna o VACV atenuado em modelo murino de
infeccéo intranasal (MANSUR et al., 2013).

A52

Assim como A46, a proteina A52 também bloqueia a ativacdo de NF-kB
mediada por IL-1R e TLR (BOWIE et al., 2000). Ensaios de imunoprecipitacao
mostraram que A52 interage com as proteinas IRAK2 e TRAF6 (HARTE et al.,
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2003). A52 inibe a ativacao de NF-kB através de sua ligacdo a IRAK2, enquanto sua
ligacdo a TRAF6 induz a ativacdo da MAPK p38 (MALONEY et al., 2005; KEATING
et al., 2007). A52 forma um homodimero (GRAHAM et al., 2008), e essa
dimerizacdo é necesséria para sua ligagdo a TRAF6 e consequente ativacdo de
TAK1 e p38. Entretanto, essa dimerizacdo ndo € requerida para a inibicdo de NF-
KB. Isso explicaria o provavel mecanismo pelo qual essa proteina seria capaz de
manipular TRAF6 para ativar as MAPKs, sem, no entanto, estimular a resposta
antiviral desencadeada pela ativacdo de NF-kB (STACK et al.,, 2013). Foi
demonstrado também que A52 contribui para a viruléncia do VACV, uma vez que
delecdo do gene A52R torna o VACV atenuado em modelo murino de infeccéo
intranasal (HARTE et al., 2003).

B14

Primeiramente, B14 foi descrito como um fator de viruléncia viral em modelo
murino de infeccdo intradérmica (infeccdo local), mas ndo em modelo intranasal
(infecdo sistémica), apds infeccdo com o VACV deficiente para o gene Bl4R.
Apesar dessa proteina ndo ter tido papel na multiplicagdo do VACV em cultura de
célula, observou-se a formacdo de placas de lise menores na auséncia dessa

proteina apos a infecgdo em células BSC-1 (CHEN et al., 2006).

Posteriormente, foi demonstrado que B14 é um potente inibidor da ativacéo
de NF-kB, sendo essa inibicdo devido a sua ligacdo a IKKpB, impedindo que esta
ultima seja fosforilada, permitindo que IkBa mantenha NF-kB retido no citoplasma
(CHEN et al., 2008; GRAHAM et al., 2008). Foi descrito também que B14 existe em
um equilibrio entra sua forma monomérica e dimérica (GRAHAM et al., 2008).
Posteriormente, foi realizado um estudo com o objetivo de identificar a regido de
B14 responsavel pela sua ligacdo a IKKB, através da geragdo de mutagdes
especificas em sua interface de dimerizacdo. Dessa maneira, um mutante (Y35E),
que perdeu a capacidade de se dimerizar, ainda era capaz de se ligar a IKKB e
bloquear a translocacao nuclear de NF-kB, demonstrando que a habilidade de B14
em se ligar a IKKB ndo depende de sua dimerizagado. Diferentemente, um outro
mutante monomérico (F130K), ja ndo era mais capaz de ligar a IKK, nem de inibir

NF-kB. Assim, foi demonstrado que a interface de dimerizagéo de B14 & necessaria
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para sua interagdo proteina-proteina, ndo sé com ela mesma, mas também com
IKKB (BENFILED et al., 2011).

O papel de B14 na inibicdo de NF-kB também foi demonstrado para outros
virus, como o Vaccinia Modificado Ankara (MVA), uma linhagem de VACV
atenuado, muito usado como vetor vacinal. A proteina homodloga a B14 no MVA,
chamada de 183, possui uma delecdo de 6 aminoacidos, 0 que a torna instavel e
incapaz de inibir a ativacdo de NF-kB (MCCOQY et al., 2010).

K7

De maneira similar a A52, K7 inibe a ativagcdo de NF-kB induzida por IL-1R e
TLRs, interagindo com ambas proteinas IRAK2 e TRAF6. Entretanto,
diferentemente de A52, K7 também & um inibidor da ativacdo de IRF3 e IRF7. Essa
funcdo € exercida através da ligagdo de K7 com a proteina celular DDX3
(SCHRODER et al., 2008; ODA et al., 2009). Andlises estruturais posteriores
demonstraram que K7 é encontrado como um monémero, e ndo como um dimero
(KALVERDA et al., 2009, ODA et al., 2009). Além disso, foi demonstrado que K7 é
um fator de viruléncia, uma vez que a delecédo do gene K7R torna o VACV menos
virulento em modelo de infeccdo intranasal e intradérmico (BENFIELD et al., 2013).

N1

N1 foi descrito como um fator de viruléncia, uma vez que o virus deletado
para o gene N1L é atenuado em ambos modelos murino de infeccéo intranasal e
intradérmico(BARTLETT et al., 2002). Estudos posteriores demonstraram que N1
era capaz de interferir na via de sinalizacdo desencadeada pelos TLRs, inibindo a
ativacdo de NF-kB e de IRF-3. Entretanto, 0 mecanismo de ac¢do de N1 ainda é
incerto, acreditando-se que seu alvo seria alguma proteina presente acima do
complexo IKK e abaixo das proteinas TRAF (DIiPERNA et al., 2004). Além disso, N1
€ 0 unico membro da familia Bcl-2 que, além de inibir a via de NF-kB, também é
capaz de inibir a apoptose (AOYAGI et al., 2007; COORAY et al., 2007).
Recentemente, foi demonstrado que a inibicdo da apoptose e da ativacao de NF-kB
pela proteina N1 ocorrem de maneiras distintas, sendo a dimerizagéo da proteina
essencial para a inibicdo de NF-kB. Além disso, observou-se que a funcgéo anti-

apoptética de N1 ndo € necessaria para viruléncia do VACV in vivo, ao passo que a
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inibicdo da sinalizagdo pro-inflamatdria via NF-kB € essencial para a atenuacao vista
durante infeccéo pelo VACV-delN1 (MALUQUER de MOTES et al., 2011).
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II. JUSTIFICATIVA

Os virus compdem um grande grupo de agentes infecciosos de composicao
Unica na natureza, sendo constituidos basicamente por um genoma, DNA ou RNA,
fita simples ou dupla, envolvidos por um arcabouc¢o protéico (capsideo), podendo
ainda ser revestido ou ndo por um envelope lipidico. Os virus possuem uma limitada
capacidade codificadora génica, e apesar de codificarem proteinas capazes de
modular vias celulares do hospedeiro, ainda sdo dependentes da maquinaria

biossintética celular, sendo entéo parasitas intracelulares obrigatérios.

Assim, todos 0s virus, a sua maneira, sdo capazes de “se beneficiar’ da
célula em todos os sentidos. O sucesso da replicacdo do genoma viral e da geracao
de sua progénie depende tanto da subversao da vias sinalizadoras celulares a favor
desses microrganismos como da evasdo das respostas antivirais do hospedeiro.
Desta maneira, o controle de vias sinalizadoras celulares tem-se mostrado um
amplo repertorio utilizado por diferentes virus e um objetivo comum: multiplicacéo e

disseminacéo eficientes.

Nos ultimos anos, o Grupo de Transducao do Sinal da UFMG vem estudando
a fundo a ativacdo e a relevancia bioldgica das vias das MAPKs durante a infeccao
pelo virus VACV. Entretanto, pouco ainda se sabe sobre o mecanismo pelo qual o
VACV modula a atividade das MAPKs, bem como as possiveis proteinas virais
envolvidas nesse processo. Faz-se, entdo, necessario um maior estudo acerca
dessa modulacgéo, visando contribuir para o esclarecimento dos mecanismos pelos
guais o VACV manipula as vias sinalizadoras celulares em prol do sucesso da sua
multiplicacdo. Sabendo que a via de NF-kB e das MAPKs compartilham proteinas
ativadoras em comum, seria de extrema valia investigar se as proteinas do VACV
envolvidas na regulacdo de NF-kB poderiam também estar envolvidas na regulacao
da via das MAPKs, como ja foi descrito para a proteina viral A52. Além disso,
apesar do fator transcricional AP-1 ser um substrato comum de todas as MAPKs,
sdo poucos os dados na literatura sobre a sua regulagdo pelo VACV, bem como
qual MAPK e quais fatores transcricionais estariam envolvidos nessa regulagao.
Assim, mais estudos se fazem necessarios a fim de se conhecerem melhor as

proteinas virais envolvidas na modulacéo da via das MAPKs/AP-1.
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Adicionalmente, sabendo das diversas fungbes que a MAPK JNK
desempenha durante a infeccdo pelo VACV, este trabalho também busca um
melhor entendimento sobre o mecanismo pelo qual estas MAPKs desempenham
seu papel na regulacéo da disseminacdo do VACV. Uma vez que ja foi demonstrado
gue a auséncia de JNK1/2 leva a uma diminuicdo do numero de caudas de actina
induzidas pelo VACYV, faz-se relevante a avaliacdo da participacdo do nucleador de
actina Spir-1 nesse processo, uma vez que Spir-1 € um possivel substrato de JNK.
Estudos preliminares do nosso grupo visaram desvendar melhor essa possivel
regulacdo. Para tal, foram utilizadas células A31 expressando estavelmente a
proteina Spir selvagem (Spir-WT) ou sua versao expressando apenas a regiao C-
terminal (Spir-CT), a qual ndo possui o motivo WH2 envolvido na nucleacdo dos
mondmeros de actina. Nossos resultados demonstraram existir um defeito na
formacao de caudas de actina nas células Spir-CT em comparacdo com as células
Spir-WT. Entretanto, esses estudos precisam ser corroborados por metodologias
alternativas e aprofundados. Além disso, seria de extremo interesse comprovar o
papel de Spir-1 na formacdo das caudas de actina, principalmente apds a
descoberta da participacdo das forminas nesse processo, uma vez que ambas, Spir-
1 e forminas, interagem de maneira a potencializar a nucleagdo de actina. Vale
ressaltar que a provavel participacdo de Spir-1 na formacdo das caudas de actina
durante a infecédo pelo VACV contribuiria para um melhor conhecimento acerca das

funcBes exercidas por essa proteina, ainda pouco conhecidas.
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[ll. OBJETIVOS
1. Objetivo Geral

Investigar a modulacdo da via das MAPKs por proteinas virais do tipo Bcl-2
durante a infeccdo pelo Vaccinia virus, bem como o papel da via JNK/Spir-1 na

biologia viral.

2. Objetivos Especificos

2.1. Avaliar o papel das proteinas A46, A49, A52, B14, K7 e N1 do VACV na
inducao de AP-1;

2.2. Caracterizar a contribuicdo de B14 para a ativacédo da via das MAPKs/AP-1,

2.3. Examinar se a MAPK JNK interage com a proteina celular Spir-1 durante a

infeccéo pelo VACV;

2.4. Analisar o papel da proteina celular Spir-1 durante a multiplicacdo e
disseminacéo do VACV, utilizando células deficientes ou siRNA para Spir-1.

2.5. Avaliar o efeito de JNK e Spir-1 sobre o tamanho das caudas de actina
induzidas pelo VACV.
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IV. MATERIAL E METODOS
1. Células
1.1. Células BSC-40 e BSC-1

As células BSC-40 (gentilmente cedidas pelo Dr. Bernard Moss — National
Institute of Allergy and Infectious Diseases, Bethesda, Maryland, Estados Unidos) e
BSC-1 (utilizadas no laboratério do Prof. Geoffrey L. Smith — University of
Cambridge — UK), sédo linhagens continuas de células epiteliais derivadas de rim de
macaco verde africano (Cercopthecus aethiops). Elas foram cultivadas em meio
minimo essencial (MEM), suplementado com 6% de soro fetal bovino (SFB),
acrescido de L-glutamina a 200mM, bicarbonato de sédio a 2,25g/L, antibiéticos
(gentamicina a 40ug/mL e penicilina a 200U/mL) e antifungico (anfotericina B a 1,5

pug/mL). Estas células foram mantidas a 37°C, sob atmosfera de CO2 a 5%.
1.2. Células HeLa

As células Hela, derivadas de cancer cervical humano, foram cultivadas em
meio minimo essencial (MEM), suplementado com 10% de SFB, L-glutamina a
200mM, bicarbonato de sdodio 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). Estas células

foram mantidas a 37°C, sob atmosfera de CO2 a 5%.
1.3. Células HEK293T

As células HEK293T, de rim embrionario humano, foram cultivadas em meio
minimo essencial modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado com 10% SFB e
antibidticos (gentamicina a 40 pg/mL e penicilina a 200 U/mL) e antifingico
(anfotericina B a 1,5 pyg/mL). As células foram mantidas a 37°C, sob atmosfera de
CO:2 a 5%.

1.4. Células selvagem e knockout para JNK1/2

Os fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) selvagem (+/+) e deficientes(-/-)
para JNK1/2 (TOURNIER et al.,2000) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Roger
Davis (University of Massachusetts Medical School, EUA). Os MEFs JNK1/2 foram
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cultivados em meio DMEM, suplementado com 7% de SFB e com os antibioticos
penicilina (200 U/mL) e gentamicina (40 ug/mL). Estas células foram mantidas a
37°C, sob atmosfera de CO2 a 5%.

1.5. Células selvagem e knockout para Spir-1

Os fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) selvagem (+/+) e deficientes(-/-)
para Spir-1 (KERKHOFF et al.,2013) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Eugen
Kerkhoff (University Hospital Regensburg, Alemanha). Os MEFs Spir-1 foram
cultivados em meio DMEM, suplementado com 10% de SFB e com os antibiéticos
penicilina (200 U/mL) e gentamicina (40 ug/mL). Estas células foram mantidas a
37°C, sob atmosfera de CO2 a 5%.

1.6. Células RK-13

As células RK-13, derivadas de rim de coelho, foram cultivadas em meio
minimo essencial (MEM), suplementado com 7% de soro fetal bovino (SFB), L-
glutamina a 200 mM, bicarbonato de sédio a 2,25 g/L e antibiéticos (gentamicina a
40 pg/mL e penicilina a 200 U/mL). Estas células foram mantidas a 37°C, sob
atmosfera de CO2 a 5%.

2. Virus

No Brasil, o Vaccinia virus WR (linhagem Western Reserve) foi cedido pelo
Dr. Flavio Guimaraes da Fonseca (Departamento de Microbiologia, ICB/UFMG). O
Vaccinia virus recombinante F13-GFP (VACV-F13L-GFP) foi gentilmente doado pelo
Dr. Bernard Moss (NIHID, USA) (HUSAIN & MOSS, 2001).

Os virus mutantes VACV-delA46, VACV-delA49, VACV-delA52, VACV-
delB14, VACV-delK7, VACV-deIlNle o VACV recombinante A5-GFP (VACV-A5-

GFP) foram cedidos e utilizados no laboratorio do Prof. Geoffrey L. Smith.
2.1. Producdao dos estoques virais

Células BSC-40 ou RK-13 foram cultivadas em garrafas de 150cm? até
atingirem 90% de confluéncia, quando foram infectadas com os VACV utilizados
nesse trabalho, com uma MOI (multiplicidade de infeccdo) de 0,01 pfu (unidades

formadoras de placa), em meio suplementado com 1% de SFB. As células foram
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mantidas a 37°C, e monitoradas ao microscopio 6ptico até o aparecimento de 90%
de efeito citopatico (ECP) (cerca de 48 horas apo0s a infeccdo), quando foram
coletadas através de raspagem, centrifugadas a 2.500rpm por 15min a 4°C (rotor

A384 — Sorvall RT6000B) e, entéo, congeladas a -20°C para a posterior purificagéo.
2.2. Purificacéao viral

A purificacdo dos estoques virais foi realizada de acordo com metodologia
descrita por JOKLIK (1962). Resumidamente, as células coletadas foram
submetidas a lise mecénica e quimica através do uso de um macerador (“douncer”),
e do tampéo de lise (MgCl2 1 mM; Tris-HCI 10 mM pH 7,0; KCI 10 mM), e
centrifugadas a 2.500 rpm por 15minutos a 4°C (rotor A384 — Sorvall RT6000B). O
sobrenadante, contendo os virus e restos celulares, foi coletado e centrifugado em
colchdo de sacarose a 36% a 14.000 rpm por 1h20 a 4°C (rotor AH 629 Sorvall),
para a remogéao dos restos celulares. O sedimento foi suspendido em tampé&o Tris-
HCI 10 mM pH8,0, e sonicado por 2 ciclos de 30s. A seguir, a suspensao viral foi
novamente submetida a colchdo de sacarose a 36% a 14.000 rpm por 1h20 a 4°C
(rotor AH 629 Sorvall). O sedimento obtido foi centrifugado em tampé&o Tris-HCI 10
mM pH8,0 a 20.000 rpm por 50 minutos a 4°C (rotor AH 629 Sorvall), para a
remocdo da sacarose. O sedimento resultante foi entdo coletado, suspendido no
mesmo tampdao, distribuido em aliquotas e congelado a -70°C, para posterior

titulacdo e uso nos experimentos.
2.3. Titulagéo viral

A titulacdo dos estoques virais obtidos e dos experimentos descritos a seguir
foi realizada de acordo com metodologia proposta por CAMPOS & KROON (1993).
Resumidamente, células BSC-40 ou BSC-1 foram cultivadas em placas de seis
pocos (poco de 9,6 cm?), até atingirem cerca de 90% de confluéncia. As células
foram entédo inoculadas com 200 uL de uma série de diferentes diluicdes, realizadas
na razao de 10, da suspensédo contendo o virus a ser titulado, em duplicata. Apos 1h
de adsorgéo viral, foi adicionado meio contendo 1% de SFB. A revelagao foi
realizada apos 48horas de infeccéo, através da fixacdo das culturas com formalina a
10% por 30minutos e coloragéo com solugao de cristal violeta a 1% (p/v) em etanol

20% (v/v), por 15minutos. As culturas contendo entre 10 e 100 placas de lise foram
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utiizadas para a determinacdo do titulo viral, expresso em pfu/mL (unidades

formadoras de placa por mL).
3. Anticorpos e Drogas

Os anticorpos anti-fosfo-p38 (Thr180/Tyr182), anti-fosfo-ATF-2 (Thr71), anti-
fosfo-ERK-1/2 (Thr202/Tyr204), anti-fosfo-JNK-1/2 (Thr183/Tyr185), anti-fosfo-c-Jun
(Ser73), anti-c-Fos (9F6), anti-Myc (9E11) e anti-IlgG de coelho e camundongos
conjugados a peroxidase foram adquiridos da Cell Signaling Technology. Os
anticorpos anti-B-actina, anti-Spir-1, anti-GAPDH, anti-Flag e anti-HA foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. O anticorpo anti-p-tubulina foi adquirido da Millipore.
Os anticorpos contra as proteinas virais C6, C16, D8 e B14 foram gentilmente
cedidos pelo Prof. Geoffrey L. Smith. Todos os anticorpos foram utilizados nos

ensaios de transferéncia “Western”, nas diluicdes recomendadas pelos fabricantes.

Os inibidores de MEK (U0126 - 1,4-diamino-2,3-diciano-1,4-bis(2-
aminofeniltio)-butadieno) e p38 (SB202190 — 4-(4-fluorofenil)-2-(4-hidroxifenil)-5-(4-
piridil)-1H-imidazol) foram adquiridos da Cell Signaling Technology. O inibidor de
JNK (INK inhibitor VIII — N-(4-amino-5-ciano-6-etoxipiridin-2-il)-2-(2,5-dimetoxifenil)-
acetamida) foi adquirido da Calbiochem.

4. Silenciamento de Spir-1 por siRNA

Neste estudo, foi utilizada a tecnologia de RNA de interferéncia para silenciar
a expressao do gene de Homo Sapiens Spire-1 (Numero de acesso no Genbank:
NM_001128626), que codifica para o nucleador de actina Spir-1. Para tanto, foram
utilizadas as seguintes sequéncias de siRNA desenhadas e validadas pela QIAGEN:
Hs-SPIRE1-7 (Cat. S103225355), Hs-SPIRE1-9 (Cat. SI04260529), Hs-SPIRE1-10
(Cat. SI04279044), e Hs-SPIRE1-11 (Cat. SI04657933), além do siRNA controle:
AllStars Negative Control (Cat. SI03650318).

As células HelLa crescidas em placas de 24 pocos foram utilizadas para a
transfecgéo transiente, segundo protocolo estabelecido pelo fabricante do reagente
de transfeccdo HiPerFect (Qiagen). Resumidamente, 15 ng dos siRNAs indicados
acima foram diluidos em 100 pL de OptiMEM (Invitrogen), aos quais foram
adicionados 4,5 yL do reagente HiPerFect, seguido de homogeneizagdo. Apos 10

minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a mistura foi entdo adicionado as
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células contendo 500 pyL de meio de cultura completo, totalizando um volume final
de 600 uL por poco (concentracéo final de 2 nM de siRNA por poco). Apés 48 horas
de transfeccdo, as células foram entdo infectadas por tempos determinados de
acordo com o objetivo dos experimentos propostos. Em paralelo, as células foram
submetidas a extracdo de proteinas totais, seguida de transferéncia de Western,
segundo as metodologias do itens 6 e 7. O software ImageJ foi utilizado para
deteccdo da intensidade das bandas analisadas, e o siRNA controle foi utilizado

como referéncia para o célculo da eficiéncia de silenciamento de Spir-1.
5. Infeccéao

Células HelLa, HEK ou MEFs foram cultivadas em placas de 6 pocos ou em
placas de 10 cm, quando foram ou néo transfectadas e/ou carenciadas, de acordo
com o experimento proposto. As células foram entdo infectadas com VACV-WR ou
VACV mutantes, nas MOIs escolhidas, em meio sem SFB e mantidas por 1h, sob
agitacdo intermitente, para a adsorcao viral. A seguir, foi adicionado meio contendo
1% de SFB e as células foram incubadas por tempos variados, quando a
monocamada foi entdo lavada duas vezes com PBS e congelada, para posterior
extracdo de proteinas totais ou imunoprecipitacdo. Para 0s experimentos de
titulacdo da producdo viral, apés os diferentes tempos de infeccdo, as células mais o
meio de cultura foram congelados e descongelados trés vezes para promover a lise
celular e liberacdo da progénie viral. O lisado celular foi utlizado para a
determinacao dos titulos virais em células BSC-40 ou BSC-1, conforme descrito no
item 2.3.

6. Extracdo de Proteinas Totais

Apos lavagem com PBS e congelamento, as células foram lisadas com
tampéao de lise gelado [Triton X-100 1%; Tris-HCI 100 mM pH 8,0; EDTA 0,2 mM;
glicerol 20% (v/v); NaCl 200 mM; NaVOs (ortovanadato de sodio) 1 mM; NaF
(fluoreto de s6dio) 50 mM PMSF (fenilmetilsulfonilfluoreto) 1mM; aprotinina 5 pg/mL;
leupeptina 2,5 pg/mL; DTT 1 mM], utilizando-se 100 yL/pogo durante 20 minutos, no
gelo. A seguir, as células foram raspadas e coletadas em tubos de 1,5 mL. O lisado
foi clarificado através de centrifugacdo a 14.000 x g por 15 minutos a 4°C, para

eliminacdo dos restos celulares. O sobrenadante foi coletado e a concentragdo de
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proteinas totais foi determinada por espectrofotometria, utilizando o kit Bio-
RadAssay (Bio-Rad Laboratories). Em seguidas, as proteinas foram distribuidas em

aliquotas e mantidas a -20°C.
7. Transferéncia de Western

Tampéo LB (“loading buffer”) 5x [Tris-HCI 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
cerca de 30 pyg/amostra das proteinas totais, que foram, entdo, desnaturadas por 5
minutos a 99°C. As proteinas foram fracionadas em gel de 10% poliacrilamida/SDS
(PAGE) a 100V e 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). A seguir, as
membranas foram bloqueadas durante 30 minutos em solucdo de leite em pé
desnatado a 5% (p/v) e Tween-20 a 0,1% (v/v) em PBS. Apdés o bloqueio, as
membranas foram lavadas trés vezes em PBS/Tween-20 a 0,1% e incubadas com o
anticorpo primario desejado por 24h 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 1lh a temperatura ambiente, com o anticorpo secundario conjugado a
peroxidase, na diluicdo recomendada pelo fabricante em leite em p6 desnatado a
5% (p/v) em PBS/Tween-20. ApGs nova sessdo de lavagens por trés vezes em
PBS/Tween-20, as membranas foram incubadas em solucéo reveladora ECL Plus
(GE Healthcare) pelo tempo recomendado pelo fabricante, expostas contra filme de
raio X (Hyperfilm ECL-GE Healthcare) e reveladas com revelador e fixador (Kodak),

de acordo com as instrucdes do fabricante.
8. Imunoprecipitacao

Células HEK foram implantadas em placas de 10 cm e transfectadas com os
plasmideos citados na Tabela 1, usando o reagente Fulgene-6 (Roche). Apds 24
horas de transfeccdo, essas células foram infectadas pelo VACV (MOI=3) por 18
horas. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e submetidas a extragéo de
proteinas totais em 400 yL do tamp&o de imunoprecipitagao (IP) - 150 mM NacCl, 20
mM Tris-HCI pH 7.4, 10 mM CacCl2, 0.1% (v/v) Triton-X, 10 % (v/v) glicerol, além de
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dos inibidores de protease e fosfatase (Roche). A seguir, as células foram raspadas
e coletadas em tubos de 1,5 mL. O lisado foi clarificado através de centrifugacdo a
14.000 x g por 15 minutos a 4°C, para eliminacdo dos restos celulares. Cinquenta
microlitros do sobrenadante clarificado foi transferido para um tubo (Input) e o
restante foi coletado e transferido para um novo tubo para o ensaio de
imunoprecipitacdo. Trinta microlitros de esferas de agarose conjugadas a anti-HA
(Sigma) foram utilizados por amostra, apos lavagem em 1 mL de agua, seguida por
duas lavagens no tampdo de IP. Em seguida, as esferas foram adicionadas
diretamente aos lisados celulares, os quais foram incubados em rotacdo por 4h, a
4°C. Apdés esse tempo, as esferas foram lavadas 3 vezes no tampao de IP
(centrifugando a 600 x g por 1 minuto, por lavagem), e finalmente foram
ressuspendidas em 20 uL de tampéao LB 2x. Em seguida, tanto o Input quanto a IP,
foram fracionadas como descrito no item 7 e sondados com o0s anticorpos

desejados.
9. Ensaio de Fendtipo de Placa de Lise Viral

Os fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) selvagens e deficientes para
Spir-1 foram implantados em placas de 6 pogos. Apés 24 horas, as células foram
infectadas com diluicbes seriadas do VACV-WR, em razdo de 10, em presenca de
meio semi-solido (1,5% Carboximetilcelulose). Ap6s 48 horas, as células foram
fixadas com formalina a 10% por 30minutos e coradas com solucéo de cristal violeta
a 1% (p/v) em etanol 20% (v/v). Em seguida, as placas de lise foram visualizadas e
fotografadas através de microscépio Otico Zeiss (Axiovert 200M), e o software

Axiovision 4.6 foi utilizado para medicéo do raio das mesmas.
10. Ensaio de Gene Reporter

Células HelLa e HEK foram implantadas em placas de 96 pocos e transfectadas com
plasmideo reporter expressando luciferase de vagalume (firefly) sob controle de AP-
1 (pAP-1-Luc, gentilmente cedido pelo Dr. Andrew Bowie - Trinity College Dublin -
Agilent Technologies), e com o plasmideo pRL-TK expressando luciferase de
Renilla (TK-Ren - Promega, 10ng/po¢o) como controle de transfeccdo. Quando
indicado, as células foram também transfectadas com os plasmideos mostrados na

Tabela 1 ou com o vetor de expresséao vazio (pcDNA4/TO ou EV). Todas as
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Proteina Tama_rllgg Eﬂg;i)ndo ° Vetor
coA46-Tap 32 pcDNA4/TO
A49-Flag 22 pcDNA4/TO
coAS52-Tap 27 pcDNA4/TO
Flag-coB14 15 pcDNA4/TO
Flag-coK7 20 pcDNA4/TO
coN1-Tap 17 pcDNA4/TO
HA-JNK-2 54 pcDNA3.1
HA-GFP 25 pcDNA3.1
Myc-Spir-1 86 pcDNA3.1
HA-NEMO 50 pcDNA3.1

Tabela 1. Plasmideos utilizados nos ensaios de imunoprecipitagdo e gene reporter.

O nomenclatura utilizada indica se o Tag esta localizado na porcdo T ou C terminal da
proteina. Todos os plasmideos foram gentilmente cedidos pelo Prof. Geoffrey L. Smith

(Universidade de Cambridge).
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transfecgbes foram feitas em triplicatas para cada condi¢cdo analisada. A mistura de
transfeccdo foi sempre preparada diluindo o DNA em OptiMEM (50 uL/1 upg de
DNA), seguido pela adicdo do reagente de transfeccdo Fulgene-6 (Roche), na
proporcédo de 2 pL por 1 ug de DNA, seguido de homogeneizagao. Apds 25 minutos
de incubacdo a temperatura ambiente, a mistura microlitros de transfeccdo foi
distribuida por cada poco. Apds 24 h de transfeccéo, as células foram estimuladas
separadamente com TFN-qa, IL-1B ou PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate), ou
foram submetidas a infeccdo pelo VACV. Posteriormente, as células foram
coletadas com 100 pulL/poco do tampao Passive Lysis Buffer (Promega). Vinte
microlitros dos lisados obtidos foram utilizados para a medicdo de luminescéncia
apos adicdo de 50 uL do substrato da luciferase de vagalume (20 mM Tricina, 2.67
mM MgSO0a4.7H20, 0.1 mM EDTA, 33.3 mM DTT, 530 uM ATP, 270 uM acetil-
coenzyme A, 132 ug/ml Luciferina, 5 mM NaOH, 0.26 mM (MgCO3)4Mg(OH)2,5H20)
ou do substrato da luciferase de renilla (1 mg/mL, Prolume Ltd.), utilizando o
lumindbmetro FLUOstar (BMG). A atividade da luciferase de vagalume em cada
amostra foi normalizada pela atividade da luciferase de renilla, e esses dados foram
ainda normalizados pelo controle do plasmideo vazio (EV) ndo estimulado ou pelo
controle nado infectado (Mock), para calculo da inducéo relativa.

11. Microscopia de Fluorescéncia

Células HeLa ou MEFs foram crescidas em laminulas de 13 mm (Perfecta)
de didmetro e carenciadas por 12 horas em meio 1%SFB. Em seguida, as células
foram infectadas com o VACV-A5-GFP ou VACV-F13-GFP. Apés tempos de
infeccdo determinados, as células foram lavadas 2 vezes com PBS, fixadas com
paraformaldeido 4% por 10 minutos, e permeabilizadas com 0,2% de Triton-X100
em PBS-3%BSA. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS-3% BSA,
e incubadas com faloidina conjugada a rodamina (Molecular Probes), para
marcacgao do citoesqueleto de actina, durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, foram realizadas mais 3 lavagens com PBS-3%BSA e 100 uL de
DAPI [Bisbenzimide (1mg/mL) - Sigma-Aldrich] foram adicionados as laminulas por
10 minutos a temperatura ambiente, para marcacdo do DNA. Apos trés lavagens
com PBS, as laminulas foram montadas sobre laminas de vidro utilizando-se uma

gota de Mowiol (Sigma-Aldrich). As células foram analisadas ao microscépio
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confocal a laser Zeiss Pascal (Universityof Cambridge) ou ao microscépio de
imunofluorescéncia NIKON Eclipse Ti, do Centro de Aquisicdo e Processamento de
Imagens do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG (CAPI-ICB). As imagens e 0

tamanho das caudas de actina foram através do software ImageJ.
12. Andlise 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 pds-teste de

Bonferroni, através do software Prism 5.0, quando aplicavel.
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V. RESULTADOS
1. Caracterizacdo da modulacdo das MAPKs pelo VACV
1.1. Padronizacdo do Ensaio de Gene Repoérter para AP-1

Uma vez que o fator transcricional AP-1 € um dos principais substratos das
vias das MAPKSs, decidiu-se que seria uma boa estratégia avaliar a modulacdo
dessa via pelo VACV através da ativacado de AP-1. Para tanto, escolhemos o ensaio
de gene reporter para esse fator transcricional. O primeiro passo foi padronizar este
ensaio, para determinacdo de qual a quantidade ideal do plasmideo repérter a ser
utiizado, bem como qual a melhor maneira de se estimular as células
eficientemente. Para tal, células HeLa e HEK, ambas altamente transfectaveis,

foram escolhidas.

A principio, foram testadas duas quantidades do plasmideo reporter AP-1-
Luc, o qual expressa a luciferase de vagalume sob o controle da sequéncia TRE,
reconhecida por AP-1. Assim, as células foram transfectadas com 50 ou 100 ng do
plasmideo por poc¢o, concomitantemente, com 10 ng por poco do plasmideo controle
TK-Renilla. Esse plasmideo é utilizado como controle interno da transfec¢do, uma
vez que expressa a luciferase de Renilla de maneira constitutiva, servindo entéo
como um normalizador de eficiéncia de transfeccéo entre as diferentes condigdes.
As transfeccbes foram realizadas em placas de 96 pocos, em triplicata. ApGs 24
horas, as células foram estimuladas, utilizando-se as citocinas IL-1B ou TNF-a, bem
como pelo classico indutor de AP-1, o PMA, em duas concentracfes diferentes,
como mostrado no grafico, por 24 horas.

Como observado na Figura 12 A e B, as citocinas utilizadas nédo foram
capazes de induzir uma ativacédo de AP-1, em nenhuma das duas células utilizadas,
independente da concentracdo testada. Diferentemente, a estimulacao utilizando
PMA, nas duas concentra¢cdes testadas, foi capaz de induzir significativamente a
ativacao de AP-1 tanto em células HelLa, quanto em HEK. Observou-se que a maior
concentragdo de PMA utilizado (50 ng/mL) foi relativamente toxica para as células,
uma vez que houve uma mortalidade celular nessas condigbes. Dessa maneira,
optou-se pela utilizacdo da concentragdo de 10 ng/mL de PMA para o0s

experimentos seguintes. Padronizagfes posteriores, sé utilizando PMA, mostraram
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Figura 12. AP-1 é induzido pelo PMA em células HelLa e HEK.

Células HelLa (A) e HEK (B) foram transfectadas com 50 ou 100 ng do plasmideo repérter
AP-1-Luc e 10 ng do plasmideo normalizador TK-Renilla, em placas de 96 pocos. Apos 24
horas, as células foram estimuladas com diferentes concentracdes de IL-13, TNF-a ou
PMA, ou foram deixadas ndo estimuladas (NS), por 24 horas. As células foram lisadas
utilizando o Passive Lysis Buffer (Promega) e a atividade da luciferase vagalume (AP-1-Luc)
foi medida e normalizada pela atividade da luciferase renila (TK-Renilla), e representada em

relacédo ao controle NS. (*** p value < 0.0001)
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gue as quantidades ideais do plasmideo repérter AP-1 a ser utilizado seria de 150 e
250 ng, para células HelLa e HEK, respectivamente, de maneira a manter uma maior
reprodutibilidade entre os diferentes experimentos. Vale ressaltar que as células
HelLa se mostraram mais sensiveis ao procedimento de transfeccdo que resultou
em mais morte celular, e por esse motivo, a quantidade de plasmideo utilizado foi

mantida menor, em comparagcao com as células HEK.
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1.2. Avaliagao da regulacéo de AP-1 por proteinas do VACV

As vias sinalizadores que culminam na ativacdo de NF-kB e AP-1
compartilham algumas proteinas em comum. Assim, ap0s determinado estimulo,
pode-se observar a inducdo tanto de um fator transcricional, quanto do outro. J&
foram descritos, até o momento, dez diferentes proteinas expressas pelo VACV,
capazes de inibir a ativacdo de NF-kB. Entretanto, pouco se sabe sobre a possivel

modulacdo de AP-1 durante a infeccéo viral.

Dessa maneira, foram escolhidas, a principio, seis proteinas virais (A46, A49,
A52, B14, K7 e N1) que inibem NF-kB, para a avaliacdo da participagdo das
mesmas na regulacao da ativacédo de AP-1, todas elas fazendo parte da familia das
proteinas Bcl-2 do VACV. Todas as proteinas foram expressas em plasmideo
pcDNA4-TO, fundidas ao tag de Flag ou TAP, para facilitar a detec¢édo das mesmas.
Com excec¢do da proteina A49, todas as outras foram codon-otimizadas para uma

expressdo mais eficiente em células humanas.

Dessa maneira, 0s plasmideos expressando as proteinas virais ou 0
plasmideo vazio (EV), em conjunto com os plasmideos AP-1-Luc e TK-Renilla,
foram transfectados em placa de 96 pocos, em células HelLa e HEK. Apos 24 horas
de transfeccéo, as células foram estimuladas ou ndo (NS) com o PMA, por mais 24
horas. Apds esse tempo, as células foram lisadas e a atividade da luciferase
vagalume (AP-1-Luc) foi medida e normalizada pela atividade da luciferase renila
(TK-Renilla). Os resultados da inducdo de AP-1 foram representados em relagéo ao

EV nao estimulado.

Como observado na Figura 13A e B, em ambas as células utilizadas, houve a
inducdo de AP-1 apds o tratamento com o PMA, como mostrado anteriormente.
Além disso, a presenca das proteinas A52, B14 ou K7 levaram a uma inducao de
AP-1 estatisticamente significativa em relacdo ao plasmideo controle, na presenca
de PMA, nas duas linhagens celulares utilizadas. Mais interessante, a proteina B14
foi capaz de induzir a ativacdo de AP-1 mesmo na auséncia de estimulo. As
proteinas A46 e N1 ndo foram capazes de alterar significativamente a ativacdo de
AP-1, na presencga ou auséncia de PMA, mantendo os niveis semelhantes ao do

plasmideo controle. Diferentemente, foi observada uma inibicdo da ativacdo de AP-
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Figura 13. AP-1 é induzido pela proteinas A52, B14 e K7 do VACV, em células HelLa e

HEK.
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Células HelLa (A) e HEK (B) foram transfectadas com o plasmideo repérter AP-1-Luc, o
plasmideo normalizador TK-Renilla, em conjunto com os plasmideos expressando as
proteinas do VACV indicadas ou plasmideo controle (EV), em placas de 96 pocos. Apds 24
horas, as células foram estimuladas ou ndo (NS) com 10 ng/mL de PMA, por 24 horas. As
células foram lisadas utilizando o Passive Lysis Buffer (Promega) e a atividade da luciferase
vagalume (AP-1-Luc) foi medida e normalizada pela atividade da luciferase renila (TK-
Renilla), e representada em relacdo ao plasmideo controle ndo estimulado. (*** p value <
0.001, * p value < 0.05) (C) Extratos protéicos totais obtidos dos lisados foram fracionados
por eletroforese em gel de poliacrilamida, seguido de transferéncia para membrana de
nitrocelulose. As membranas foram incubadas com anticorpo primario anti-Flag, seguido de
incubagcdo com anticorpo secundéario conjugado a peroxidase e revelagdo. O controle
interno das quantidades de proteinas nas diferentes canaletas foi feito pelo uso do anticorpo
primario anti-tubulina. As massas moleculares das proteinas estao indicadas na esquerda

da figura.
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1 na presenca da proteina viral A49, sugerindo que talvez esta proteina contribua

para uma inibicdo deste fator transcricional.

Para confirmar que os plasmideos transfectados estavam expressando as
diferentes proteinas de maneira similar durante o experimento, foi realizado ensaio
de Western para sondagem com o anticorpo anti-Flag, capaz de reconhecer ambos
os tags de Flag e TAP presentes nas proteinas. Fez-se também a incubag¢do com o
anticorpo anti-tubulina, para normalizacdo da quantidade de proteinas em cada
canaleta. Observou-se que, com excec¢do da proteina A49, a qual ndo foi cédon-
otimizada, todas as proteinas foram expressas de maneira similar, em ambas as
células, nos tamanhos esperados para cada uma (Figura 13C). Além disso,
podemos notar que a proteina A46 apresentou, além da banda de tamanho
esperado (aprox. 32 kDa), duas outras bandas de tamanhos menores, que sao,
provavelmente, referentes a outros codons iniciadores presentes na sequéncia.

Esses resultados foram confirmados por trés experimentos distintos.

Em conjunto, esses dados sugerem que as proteinas virais A52, B14 e K7
podem, além do papel inibitério sobre a via de NF-kB, contribuir para a ativagéo de
AP-1.

Uma vez que as proteinas do VACV foram capazes de ativar AP-1, nosso
préximo objetivo foi demonstrar que a ativacdo desse fator transcricional ocorreria
de fato durante a infeccdo pelo VACV. Assim, realizou-se o ensaio de gene reporter
em células HeLa na presenca da infeccdo pelo VACV-WR, em paralelo com a
infeccéo pelos respectivos mutantes deletados para cada um dos genes referentes
as proteinas avaliadas anteriormente. Células HelLa foram entéo transfectadas com
os plasmideo AP-1-Luc e TK-Renilla, nas mesmas condicGes anteriores, em placas
de 96 pocos (triplicata), por 24 horas. Em seguida, infectamos ou ndo (MOCK) as
células com os virus (VACV-WR, VACV-delA46, VACV-delA49, VACV-delA52,
VACV-delB14, VACV-delK7 e VACV-deIlN1) na MOI de 10, por mais 24 horas. As
células foram entédo lisadas e a atividade da luciferase de vagalume foi medida e
normalizada pela atividade da luciferase de renilla. Os resultados foram

representados em relacéo as células néo infectadas.
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Como observado na Figura 14A, a infeccao pelo VACV-WR selvagem foi
capaz de induzir a ativacdo de AP-1 em cerca de 60 vezes. Os virus deficientes
para A46 e N1 tiveram a mesma inducédo de AP-1 que o virus selvagem. Ja os virus
VACV-delA52, VACV-delB14 e VACV-delK7 apresentarem uma reducgéo
estatisticamente significativa na indugcdo de AP-1, em comparagdo com O Virus
selvagem. Diferentemente, a auséncia de A49 fez com que a ativacdo de AP-1
fosse ainda maior, corroborando o resultado das células transfectadas. Entretanto,

outros estudos sdo necessarios para esclarecer este dado.

Para demonstrar que a infecgao ocorreu de forma semelhante entre todos os
virus utilizados, os lisados obtidos foram fracionados em gel de poliacrilamida e
transferidos para membrana de nitrocelulose. Em seguida, foi realizada a incubacao
com anticorpo primario que reconhece a proteina viral tardia C16, ou com anticorpo
anti-tubulina, para normalizacdo da quantidade de proteinas em cada canaleta.
Observou-se que a infeccdo ocorreu para todos os virus utilizados, uma vez que
todos os virus tiveram niveis comparaveis da expressao de C16 (Figura 14B). Esse

experimento foi confirmado por trés repeticdes distintas.

Esses resultados confirmam que as proteinas virais A52, B14 e K7 realmente
possuem papel na ativagcdo de AP-1, uma vez que a auséncia das mesmas durante
a infeccdo acarretou numa diminui¢cdo na inducdo do gene repoérter dependente de
AP-1.
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Figura 14. AP-1 é diferencialmente induzido por mutantes de VACV.

(A) Células HelLa foram transfectadas com o plasmideo repérter AP-1-Luc e o plasmideo
normalizador TK-Renilla, em placas de 96 pocos. Apdés 24 horas, as células foram
infectadas com diferentes mutantes de VACV (MOI = 10), por 24 horas. As células foram
lisadas utilizando o Passive Lysis Buffer (Promega) e a atividade da luciferase vagalume
(AP-1-Luc) foi medida e normalizada pela atividade da luciferase renila (TK-Renilla), e
representada em relagdo ao mock nao infectado. A analise estatistica foi realizada entre o
VACV e os VACV mutantes (*** p value < 0.001, ** p value < 0.01) (B) Extratos protéicos
totais obtidos dos lisados foram fracionados por eletroforese em gel de poliacrilamida,
seguido de transferéncia para membrana de nitrocelulose. As membranas foram incubadas
com anticorpo primario anti-C16, seguido de incubacdo com anticorpo secundario
conjugado a peroxidase e revelacao. O controle interno das quantidades de proteinas nas
diferentes canaletas foi feito pelo uso do anticorpo primério anti-tubulina. As massas

moleculares das proteinas estéo indicadas na esquerda da figura.
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1.3. Andlise da contribui¢c&do de B14 para a ativacédo da via das MAPKs/AP-1

Entre as proteinas testadas anteriormente, decidiu-se investigar mais a fundo
o papel da proteina B14 na regulacdo de AP-1, uma vez que a mesma se destacou
das demais ao ativar AP-1 durante a transfeccdo sem necessitar de nenhum
estimulo. Deste modo, foi realizado um ensaio de dose-dependéncia, para confirmar
gue a ativacdo de AP-1 por B14 ocorria de maneira especifica. Para tal, células
HelLa foram transfectadas com os plasmideos AP-1-Luc e TK-Renilla, em conjunto
com quantidades crescentes do plasmideo expressando B14, ou com o plasmideo
vazio (EV) como controle, em triplicata. Para evitar variagdes experimentais devido
as diferentes quantidades de plasmideo transfectados, a mesma quantidade final de
DNA foi mantida em cada condicdo, dessa maneira, 0s pocos transfectados com
guantidades menores de B14 foram também transfectados com o plasmideo
controle, mantendo uma quantidade final fixa de DNA por poc¢o, para cada condigao.
Apos 24 horas de transfeccao, adicionou-se o PMA, ou as células foram deixadas
nao estimuladas (NS), por mais 24 horas. Apos a lise das células, foi realizada a
leitura da atividade da luciferase de vagalume, a qual foi normalizada pela atividade
da luciferase de renilla. Os resultados foram representados em relacdo ao EV nao
estimulado. Observou-se que quanto maior a quantidade de B14 presente, maior a
ativacdo de AP-1, tanto na presenca quanto na auséncia de PMA (Figura 15),
confirmando a habilidade de B14 na ativacdo deste fator transcricional, de maneira
especifica e dose-dependente. Esse resultado foi confirmado por trés repeticdes
distintas.

Para confirmar este resultado, foi realizado o ensaio de gene repoérter na
presenca da infeccdo pelos virus VACV selvagem ou mutante deletado para o gene
B14R. Células HelLa foram transfectadas com os plasmideos AP-1-Luc e TK-Renilla,
nas mesmas condi¢cdes anteriores, em placas de 96 pocos em triplicata, por 24
horas. Em seguida, as células foram infectadas ou ndo (MOCK) com os virus VACV-
WR (selvagem) ou VACV-delB14, nas MOIls de 1, 3 ou 10, por mais 8 ou 24 horas.
As células foram entéo lisadas, e a atividade da luciferase de vagalume foi medida e
normalizada pela atividade da luciferase de renilla. Os resultados foram
representados em relacdo ao controle ndo infectado de cada tempo pos infecgao.

Como observado na Figura 16A, ja em 8 horas pdés infe¢do, o VACV ja é capaz de
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Figura 15. B14 induz a ativagdo de AP-1 de maneira dose-dependente.

Células Hela foram transfectadas com o plasmideo repérter AP-1-Luc, o plasmideo
normalizador TK-Renila, em conjunto com o plasmideo controle (EV) ou quantidades
crescentes do plasmideo expressando B14, em placas de 96 pocos. Apds 24 horas, as
células foram estimuladas ou ndo (NS) com 10 ng/mL de PMA, por 24 horas. As células
foram lisadas utilizando o Passive Lysis Buffer (Promega) e a atividade da luciferase
vagalume (AP-1-Luc) foi medida e normalizada pela atividade da luciferase renila (TK-Ren),

e representada em relacéo ao plasmideo controle n&o estimulado.
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estimular a ativagdo de AP-1, sendo essa ativagcdo ainda maior apds 24 horas de
infeccdo. Nos dois tempos avaliados, e em todas as MOIs utilizadas, a auséncia da
proteina B14 reflete sempre em uma menor ativacdo de AP-1, quando comparado a
infeccdo pelo virus selvagem nas mesmas condi¢des. No tempo de 24 hpi, essa
diferencga € ainda mais significativa.

Afim de se confirmar que as infeccdes ocorreram de maneira similar entre os
dois virus, nos tempos e MOIs realizados, os lisados obtidos foram fracionados em
gel de poliacrilamida e transferidos para membrana de nitrocelulose. Em seguida, foi
realizada a incubacdo com anticorpo primério especifico para proteina viral precoce
C6 ou com anticorpo primario especifico para proteina viral tardia D8. Para
normalizacdo da quantidade de proteinas em cada canaleta, foi feita a sondagem
com o anticorpo priméario anti-tubulina. Observou-se que a infec¢cdo ocorreu em
niveis comparaveis para os dois virus, e de maneira correspondente as MOIs
utilizadas (Figura 16B). Esse dado foi confirmado por dois experimentos

independentes.

Esses resultados confirmam entdo o papel de proteina viral B14 na ativacao
de AP-1, ndo sé durante a transfec¢do, mas principalmente durante a infec¢ao pelo
VACV. E importante enfatizar que estudos de regulacdo de vias sinalizadores
celulares do hospedeiro pelo VACV sdo normalmente dificultadas pelo fato do virus
codificar diferentes proteinas que possuem as mesmas funcées, como € o caso das
diferentes proteinas envolvidas na inibicdo de NF-kB. Nesse contexto, a auséncia
de uma dessas proteinas inibitérias ndo afeta a capacidade do virus de inibir esta
via. Dessa maneira, destaca-se o fato de a auséncia de somente uma proteina do
VACV ter sido capaz de alterar a regulacdo de AP-1, mesmo na presenca das

outras possiveis proteinas virais com o mesmo papel.

Uma vez que a via das MAPKs € a principal responsavel pela ativacao de
AP-1, resolvemos entéo avaliar a participacdo das MAPKs MEK/ERK, JNK e p38 na
ativacdo de AP-1 induzida por B14. Para isso, utilizamos inibidores farmacologicos
especificos dessas MAPKSs: U0126 (inibidor de MEK1/2), SB203580 (inibidor de p38
MAPK ) e JNK inh.VIlI (inibidor de JNK1/2). Assim, células HEK foram transfectadas
com os plasmideos AP-1-Luc e TK-Renilla, em conjunto com o plasmideo

expressando B14, em triplicata. ApOs 24 horas de transfecc¢édo, as células foram
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Figura 16. B14 é necessario para a maxima ativacao de AP-1 apdés infeccao pelo

VACV, independente da moi utilizada.

(A) Células HelLa foram transfectadas com o plasmideo repoérter AP-1-Luc, o plasmideo
normalizador TK-Renilla (TK-Ren), em placas de 96 pogos. ApoOs 24 horas, as células foram
infectadas com o VACV ou o VACV-delB14, na MOI de 1, 3 ou 10, por 8 ou 24 horas. As
células foram lisadas utilizando o Passive Lysis Buffer (Promega) e a atividade da luciferase
de vagalume (AP-1-Luc) foi medida e normalizada pela atividade da luciferase renila (TK-
Renilla), e representada em relagdo ao mock néo infectado de cada tempo. (**** p value <
0.0001, * p value < 0.05) (B) Extratos protéicos totais obtidos dos lisados foram fracionados
por eletroforese em gel de poliacrilamida, seguido de transferéncia para membrana de
nitrocelulose. As membranas foram incubadas com os anticorpos primarios anti-C6 e anti-
D8, seguido de incubacdo com anticorpo secundario conjugado a peroxidase e revelagao. O
controle interno das quantidades de proteinas nas diferentes canaletas foi feito pelo uso do

anticorpo primario anti-tubulina. As massas moleculares das proteinas estdo indicadas na

direita da figura.
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tratadas com 15 pM de U0126, 10 uM de SB203580, 4 uM de JNK inh.VIIl ou com
DMSO como controle, e em paralelo, foram estimuladas com o PMA, por mais 24
horas. Apoés a lise das células, foi realizada a medicéo da atividade da luciferase de
vagalume, a qual foi normalizada pela atividade da luciferase de renilla. Os
resultados foram representados em relagéo ao controle ndo estimulado, que néo foi
representando no grafico. Observou-se que, na presenca de todos os inibidores,
houve uma reducdo estatisticamente significativa da ativacdo de AP-1 por Bl4,
sendo as maiores diferencas na presenca dos inibidores da MEK e JNK (Figura 17).
Esses resultados indicam que B14 estaria ativando AP-1, através de todas as
MAPKs, mas principalmente através das MAPKs ERK e JNK, e em menor grau,
através da MAPK p38.

Para confirmar esses resultados, 0 nosso préximo passo foi avaliar o papel
de B14 na ativacdo de cada uma dessas cinases individualmente. Uma vez que a
via das MAPKs é a principal responsavel pela ativacdo de AP-1, também avaliamos
a ativacao dos fatores transcricionais c-Jun, c-Fos e ATF-2, que sdo algumas das
proteinas que compdem o dimero de AP-1. Assim, células Hela cultivadas em
placas de 6 pocos foram transfectadas com 2 ug do vetor vazio (EV), com 1 ou 2 ug
do plasmideo expressando B14, com 2 pg do plasmideo expressando GFP, ou
foram deixadas néo transfectadas (NT), por 24 horas. Vale ressaltar que no caso da
transfeccdo com 1 pg de B14, foi também adicionado 1 pg do vetor vazio, de
maneira que todos os pocos foram transfectados com a mesma quantidade final de
DNA. Apds esse tempo, extratos protéicos totais foram obtidos e fracionados em gel
de poliacrilamida, seguido de transferéncia para membrana de nitrocelulose. As
membranas foram entdo incubadas com anticorpos primarios contra as formas
fosforiladas das proteinas indicadas, o que mostra a ativacdo das mesmas, e contra
a proteina total c-Fos, cuja expressao é regulada em nivel transcricional (MONJE et
al., 2005).

Na figura 18, podemos ver um aumento nas fosforilacdo de ERK e JNK, bem
como do fator transcricional c-Jun, na presenca de B14, nas duas concentracdes
testadas, em relagcédo as células transfectadas com GFP, EV ou néo transfectadas.
Também é possivel observar um aumento nas fosforilagdo da MAPK p38 e do fator

transcricional ATF-2, mas somente quando foi utilizada a maior quantidade B14 na
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Figura 17. A ativacdo de AP-1 induzida por B14 é dependente das MAPKs ERK1/2 e
JINK1/2.

Células HEK foram transfectadas com o plasmideo repérter AP-1-Luc, o plasmideo
normalizador TK-Renilla, em conjunto com o plasmideo expressando B14, em placas de 96
pocos. ApGs 24 horas de transfeccdo, as células foram tratadas com os inibidores
farmacologicos: 15 uM de U0126 (inibidor de MEK1/2), 10 uM de SB203580 (inibidor de p38
MAPK), 4 uM de JNK inh.VIII (inibidor de JNK1/2), ou com DMSO. Ao mesmo tempo, as
células foram estimuladas ou ndo (NS) com 10 ng/mL de PMA, por 24 horas. As células
foram lisadas utilizando o Passive Lysis Buffer (Promega) e a atividade da luciferase
vagalume (AP-1-Luc) foi medida e normalizada pela atividade da luciferase renila (TK-Ren),
e representada em relagdo ao plasmideo controle ndo estimulado (ndo representado no

gréfico). *** p value < 0.001
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Figura 18. Contribuicdo de B14 para ativacdo das MAPKs apds a transfeccao.

Células HelLa foram transfectadas com o vetor vazio (EV), ou com os plasmideos
expressando B14 ou GFP, ou foram deixadas ndo transfectadas (NT), por 24 horas. As
proteinas totais foram entdo extraidas, e 30 pg de proteinas foram fracionados por
eletroforese em gel de poliacrilamida, seguido de transferéncia para membrana de
nitrocelulose. As membranas foram incubadas com os anticorpo primarios indicados,
seguido de incubacdo com anticorpo secundario conjugado a peroxidase e revelacdo. O
controle interno das quantidades de proteinas nas diferentes canaletas foi feito pelo uso do
anticorpo primario anti-g-actina. As massas moleculares das proteinas estdo indicadas na
direita da figura.
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transfeccdo. Nessas condi¢bes, ndo foi possivel detectar a presenca de c-Fos

guando B14 foi expressa isoladamente.

Para confirmar esses resultados, decidimos avaliar a ativacdo dessas
proteinas em células infectadas, na presenca e auséncia de B14. Dessa maneira,
células HelLa foram cultivadas em placas de 6 pocos e, ap0s carenciamento com
meio contendo 1% de SFB, foram infectadas pelo VACV-WR selvagem, pelo VACV
deletado para o gene B14R, ou foram deixadas nédo infectadas (MOCK), durante 3,
9 ou 24 horas. ApOs cada tempo, extratos protéicos totais foram obtidos e
fracionados em gel de poliacrilamida, seguido de transferéncia para membrana de

nitrocelulose, e incubagdo com os anticorpos primarios.

Podemos notar que ambos o0s virus sdo capazes de ativar tanto as MAPKSs,
como os fatores transcricionais avaliados, em cinéticas semelhante ao ja descrito
por trabalhos do nosso grupo (ANDRADE et al., 2004; SILVA et al., 2006; PEREIRA
et al., 2012; ALBARNAZ, 2014) (Figura 19). Nao houve diferenca entra a
fosforilacdo de ERK e p38 quando comparamos os dois virus, entretanto observa-se
uma pequena reducdo na fosforilacdo de JNK na auséncia de B14, quando
comparado ao VACV selvagem, nos tempos tardios pés-infeccdo. Além disso,
podemos verificar que ha uma reducdo na fosforilagdo de c-Jun e ATF-2 na
auséncia de B1l4, em comparacdo ao virus selvagem. Diferentemente, néo foi
observada diferenca na expressao de c-Fos durante a infe¢cdo por ambos 0s virus.
Para confirmar que a infec¢do ocorreu de forma semelhantes para os dois virus, foi
realizada a incubacdo da membrana com o anticorpo especifico para as proteina
viral tardia D8. Além disso, foi confirmada a auséncia da proteina B14, utilizando-se
um anticorpo especifico contra essa proteina, a qual estava presente somente nas

células infectadas pelo virus selvagem (Figura 19).

Em conjunto, esses resultados sugerem que a proteina viral B14 é capaz de
ativar o fator transcricional AP-1 e que, durante a infeccdo, esta ativacdo se deve,
principalmente, a regulacdo da MAPK JNK e seus substratos c-Jun e ATF-2, e ndo

de c-Fos.
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Figura 19. Contribuicédo de B14 para ativacdo das MAPKs apds a infeccao.

Células HeLa foram infectadas com VACV-WR ou com o VACV-delB14, por 3, 9 ou 24
horas (MOI = 5), quando tiveram suas proteinas totais extraidas. Trinta microgramas de
proteinas foram fracionados por eletroforese em gel de poliacrilamida, seguido de
transferéncia para membrana de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com os
anticorpos primarios indicados, seguido de incubagdo com anticorpo secundario conjugado
a peroxidase e revelacao. O controle interno das quantidades de proteinas nas diferentes
canaletas foi feito pelo uso do anticorpo primario anti-tubulina. As massas moleculares das
proteinas estao indicadas na direita da figura.
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2. Avaliacédo do papel da MAPK JNK e do nucleador de actina Spir-1 na

formacao de caudas de actina induzidas pelo VACV
2.1. Andlise da interacdo da MAPK JNK com Spir-1 durante a infec¢céao

Estudos prévios do nosso grupo demostraram que a auséncia de JNK leva a
uma reducdo do numero de caudas de actina formadas durante a infec¢éo pelo
VACV (LEITE, 2010; BRASIL, 2010). Entretanto, o mecanismo pelo qual JNK estaria
regulando a polimerizacdo de actina induzida pela infec¢éo viral ndo foi elucidado.
Dados preliminares sugeriram que essa regulacdo poderia ser via o nucleador de
actina Spir-1, o qual ja foi demonstrado como sendo um substrato de JNK
(KERKHOFF et al., 2000).

Para demonstrar que Spir-1 interage com JNK durante a infeccéo pelo VACV,
células HEK foram transfectadas com o plasmideo expressando a proteina Spir-1
conjugada ao tag de Myc, juntamente com o plasmideo expressando a proteina
JNK-2 ou o plasmideo expressando a proteina GFP, conjugadas ao tag de HA.
Depois de 24 horas de transfeccéo, as células foram infectadas pelo VACV numa
MOI de 3, por 18 horas. A monocamada foi entdo lavada com PBS e lisada em
tampao especifico para imunoprecipitacdo. Parte do lisado foi separada para ser
usada como controle da expressdo das proteinas (Input), e o restante foi incubado
com esferas de agarose conjugadas ao anticorpo anti-HA por 16 horas, para
imunoprecipitacdo de JNK ou de GFP. Em seguida, as esferas foram centrifugadas
e lavadas trés vezes para remocdo das proteinas ndo precipitadas, e entédo
ressuspendidas em tampao de amostra (IP, imunoprecipitado). Tanto lisados quanto
IP foram fracionados em gel de poliacrilamida e transferidos para membranas de
nitrocelulose. As amostras dos lisados e da IP foram incubadas com anticorpos
primarios anti-Myc e anti-HA para confirmar a expressdo das proteinas via
plasmideos transfectados, bem como a eficiéncia da imunoprecipitacdo. Para
normalizagdo da quantidade de proteinas em cada canaleta, as membranas foram

incubadas com anticorpo anti-GAPDH.

Pode-se observar que a expressao de HA-JNK-2 é relativamente baixa,
principalmente se comparada a expressao da proteina HA-GFP (Figura 20 — Input).

Entretanto, podemos observar que a imunoprecipitacdo foi eficiente uma vez que
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Figura 20. JNK associa com o nucleador de actina Spir-1 durante a infecdo pelo
VACV.

Células HEK foram transfectadas com plasmideo expressando a proteina Myc-Spir-1 em
conjunto com o plasmideo expressando a proteina HA-JNK ou HA-GFP. Apés 24 horas, as
células foram infectadas pelo VACV durante 18 horas (MOI = 3). As células foram entao
lisadas em tampao para imunoprecitagéo, e o lisado clarificado foi incubado com esferas
anti-HA. Os lisados (Input) e os imunoprecipitados (IP) foram entdo fracionados por
eletroforese em gel de poliacrilamida, seguido de transferéncia para membrana de
nitrocelulose. As membranas foram incubadas com os anticorpos primarios indicados,
seguido de incubacdo com anticorpo secundario conjugado a peroxidase e revelacdo. O
controle interno das quantidades de proteinas nas diferentes canaletas foi feito pelo uso do
anticorpo primario anti-GAPDH. As massas moleculares das proteinas estdo indicadas na
direita da figura. *cadeia pesada do anticorpo.

69




ocorre um enriguecimento da presenca de HA-JNK-2 nos imunoprecipitados (Figura
20 — IP). A membrana também foi incubada com o anticorpo primario anti-fosfo-JNK,
para mostrar que a proteina estava em sua forma ativa durante a infeccdo pelo
VACV. Além disso, observamos a expressdo da proteina Myc-Spir-1 e que essa
proteina é co-imunoprecipitada em presenca de JNK, mas ndo de GFP, indicando
gue essas proteinas se associam durante a infeccdo pelo VACV (Figura 20 — IP).
Dessa maneira, indica-se que realmente Spir-1 pode ser substrato de JNK, e que

essa interagao ocorre durante a infecgdo pelo VACV.
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2.2. Avaliagédo do papel de Spir-1 na multiplicagdo do VACV

Uma vez que Spir-1 parece ser o substrato de JNK responsavel por regular a
formacédo das caudas de actina, nosso proximo passo foi avaliar se essa proteina
teria um papel na multiplicagdo do VACV. Dessa maneira, foram realizadas curvas
de ciclos multiplos (MOI = 0,001) e de ciclo unico (MOI = 10) ap0s a infeccao pelo
VACV em fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) selvagens (+/+) ou deficientes
(-/-) para a proteina Spir-1. Para tal, os MEFs foram cultivados em placa de 24
pocos (em triplicata), infectados e, nos tempos indicados, as amostras foram
tituladas em células BSC-1. Nao foi possivel observar nenhuma diferenca na
multiplicacdo do VACV, comparando os MEFs selvagens ou deficientes para Spir-1

(Figura 21A). Esses resultados foram confirmados por dois experimentos diferentes.

Além disso, foi realizada uma cinética de expressdo de proteinas virais
precoce e tardia nos MEFs, apés a infec¢do pelo VACV. Para tal, as células foram
novamente cultivadas em placa de 6 pocos, carenciadas, e infectadas pelo VACV
(MOI = 5). Apés 3, 6, 9 ou 24 horas de infeccdo, as proteinas totais foram extraidas
e utilizadas para ensaio de Western para sondagem com anticorpos primarios
contra a proteina viral precoce C6 e a contra a proteina viral tardia D8. Nao foi
observada nenhuma diferenca na expressdo das proteinas virais nas duas
linhagens celulares (Figura 21B), confirmando que a auséncia de Spir-1 ndo afeta a

multiplicacéo do VACV.
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Figura 21. A multiplicacdo do VACV néo é afetada em células deficientes para Spir-1.

(A) Células MEFs selvagem (+/+) ou deficientes (-/-) para Spir-1 foram infectadas pelo
VACV-WR nas MOIs de 10 ou 0,001. Nos tempos indicados, as monocamadas foram
congeladas. Apos trés ciclos de congelamento e descongelamento, os sobrenadantes
clarificados foram titulados em células BSC-1. (B) Células MEFs Spir-1 +/+ ou -/- foram
infectadas pelo VACV-WR (MOI = 5), e nos tempos indicados, tiveram suas proteinas totais
extraidas. Trinta microgramas de proteinas foram fracionadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida, seguido de transferéncia para membrana de nitrocelulose. As membranas
foram incubadas com os anticorpos primarios anti-C6 e anti-D8, seguido de incubacdo com
anticorpo secundario conjugado a peroxidase e revelacdo. O controle interno das
guantidades de proteinas nas diferentes canaletas foi feito pelo uso do anticorpo primario

anti-tubulina. As massas moleculares das proteinas estéo indicadas na esquerda da figura.
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2.3. Avaliagédo do papel de Spir-1 na disseminacao do VACV

Uma vez que a auséncia de JNK afeta a disseminacédo do VACV, resolvemos
verificar se a auséncia de Spir-1 também teria algum efeito no tamanho da placa de
lise viral, um parametro associado a disseminacdo viral (LEITE, 2010; BRASIL,
2010). Assim, MEFs selvagens e deficientes para Spir-1 foram cultivados em placa
de 6 pocos, e infectados com diluicbes seriadas do VACV, por 48 horas, para o
ensaio de fendtipo de placa. Podemos observar que a placa de lise viral formada no
MEF deficiente em Spir-1 é menor quando comparada a placa formada na célula
selvagem (Figura 22A). Para melhor avaliar essa diferenca, o raio de 25 placas de
lise formadas em de cada célula foi medido, e pode-se observar uma reducédo
estatisticamente significativa no raio das placas formadas na auséncia de Spir-1 em
comparacao com as células selvagens (Figura 22B). Esses resultados sugerem um
papel de Spir-1 na disseminacgéao do VACV.

Como as caudas de actina contribuem para o tamanho da placa de lise viral,
nosso proximo passo foi avaliar a formacédo das mesmas na presenca e auséncia de
Spir-1. Para tal, MEFs selvagens e deficientes para Spir-1 foram plaqueados em
laminulas de 13 mm, e infectadas com o VACV-A5-GFP (verde) por 9 horas (MOI =
5). Em seguida, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% e
permeabilizadas para marcacdo da actina utilizando-se faloidina conjugada a
rodamina (vermelho), seguida de marcacdo do DNA com DAPI (azul). As imagens
foram capturadas em microscépio confocal ZEISS, em aumento de 600x. Na Figura
23A, podemos observar um exemplo das imagens capturadas referentes as células
infectadas. Foram capturadas 35 imagens de células individualizadas em cada
condicdo, referentes a dois experimentos diferentes, e as caudas de actina foram
entdo contadas. Pode-se observar que ocorre uma reducdo estatisticamente
significativa do numero de caudas de actina nos MEFs deficientes para Spir-1 em
comparacdo ao MEFs selvagens (Figura 23B), sugerindo o envolvimento desta

proteina na disseminagéo do VACV.
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Figura 22. A placa de lise viral é afetada em células deficientes para Spir-1.

(A) Células MEFs Spir-1 +/+ ou -/- foram infectadas por diluigbes seriadas do VACV-WR por
48 horas, em meio semi-sdlido. Em seguida, as células foram fixadas e coradas com cristal-
violeta. As placas de lise foram fotografadas em microscopio 6tico Zeiss (aumento de 100x),
e o raio de placa de lise foi mensurado utilizando o software do microscopio. (B) Média do
raio das placas de lise viral (n=25) formadas nos MEFs.
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Figura 23. O namero de caudas de actina é reduzido em MEFs deficientes para Spir-1.

(A) Células MEFs Spir-1 +/+ ou -/- foram crescidas em laminulas de 13mm e infectadas
com o VACV-A5-GFP (verde) por 9 horas (MOI = 5). Em seguida, as células foram fixadas e
permeabilizadas para marcacdo com faloidina conjugada a rodamina (F-actina, 1:50, em
vermelho) por 20 minutos, seguida de marcagdo com Dapi (DNA, azul) por 10 minutos. As
imagens foram capturadas em microscopio confocal ZEISS, em aumento de 600x. (B)

Representacao grafica do nimero de caudas de actina por célula (n=35).
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Para confirmar os dados obtidos nos MEFs, resolvemos testar a participagao
de Spir-1 na formacgéo das caudas em outro modelo celular. Dessa maneira, quatro
sequéncias de siRNA especificos contra a proteina Spir-1 humana foram adquiridos
(Qiagen), bem como uma sequéncia controle, para a qual ndo existe sequéncia alvo
no genoma humano (AllStars Negative Control). Apds a padronizacdo de acordo
com protocolo da Qiagen, foi estipulada a utilizacdo de 2 nM (15 ng) de siRNA, bem
como 4,5 uL de reagente de transfeccdo, por 48 horas. Assim, células HelLa foram
transientemente transfectadas com cada sequéncia do siRNA (Hs7, Hs9, Hs10 e
Hsl11l) para Spir-1, bem como com a sequéncia controle (As). Apés 48 horas de
transfeccéo, as células foram infectadas pelo VACV por mais 48 horas. As proteinas
totais foram entdo extraidas e submetidas ao ensaio de Western. A membrana foi
incubada com anticorpo primario anti-Spir-1 para confirmacéo do silenciamento, e o
controle interno das quantidades de proteinas nas diferentes canaletas foi feito pelo
uso do anticorpo primario anti-tubulina. As bandas referentes a Spir-1 e a tubulina
foram quantificadas utilizando-se o programa ImageJ, para calculo da eficiéncia do
silenciamento. Assim, observou-se que as sequéncia Hs7 e Hs10 foram as mais
eficientes no silenciamento de Spir-1, como respectivamente 90.5% e 95.5% de
eficiéncia. Em comparacdo, a sequéncia Hs9 teve 62.6% de silenciamento,

enquanto a sequéncia Hs11 nao foi capaz de silenciar Spir-1 (Figura 24A).

Em seguida, foi analisada a multiplicacdo do VACV nas células Hela
silenciadas para Spir-1. Células HelLa transientemente transfectadas (48 horas) com
as sequéncia de siRNA Hs7 e Hs10, ou com o siRNA controle (As) foram infectadas
pelo VACV nas MOIs de 10 ou 0,001, por mais 48 horas (em duplicata). A
monocamada foi congelada apdés esse tempo, e depois de trés ciclos de
congelamento e descongelamento, os sobrenadantes clarificados foram titulados em
células BSC-40. Como observado na Figura 24B, ndo houve diferenca na
multiplicacdo do VACV nas células Hela transfectadas com o siRNA controle
guando comparado as células transfectadas com os siRNAs especificos para o

silenciamento de Spir-1. Esses dados foram confirmados por dois experimentos

Afim de se confirmar o papel de Spir-1 na formacdo das caudas de actina,

células HelLa foram crescidas em laminulas de 13mm, e transientemente
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Figura 24. O silenciamento de Spir em células HelLa n&o afeta a multiplicacdo do
VACV.

(A e B) Células HelLa foram transfectadas com siRNA controle (As) ou com quatro
sequéncias especificas para o silenciamento de Spir-1 humano (Hs7, Hs9, Hs10 e Hsl1l —
Qiagen), por 48 horas. Em seguida, foram infectadas com o VACV-WR por mais 48 horas,
nas MOlIs indicadas. (A) As proteinas totais foram extraidas e submetidas a fracionamento
por eletroforese em gel de poliacrilamida, seguido de transferéncia para membrana de
PVDF. A membrana foi incubada com anticorpo primario anti-Spir-1, seguido de incubacao
com anticorpo secundario conjugado a peroxidase e revelacdo. O controle interno das
guantidades de proteinas nas diferentes canaletas foi feito pelo uso do anticorpo primario
anti-actina. As massas moleculares das proteinas estdo indicadas na direita da figura. As
porcentagens da eficiéncia do silenciamento de Spir em relacdo ao controle (As) também
sdo mostrados. (B) Apo6s o tempo de infecgdo, as monocamadas foram congeladas. Apos
trés ciclos de congelamento e descongelamento, os sobrenadantes clarificados referentes

as células que tiveram o silenciamento mais eficiente, foram titulados em células BSC-40.

independentes, e corroboram os dados obtidos no MEFs, no qual ndo foi visto

diferenca na multiplicacéo viral na auséncia de Spir-1.
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transfectadas com as sequéncia de siRNA Hs7 e Hs10, ou com o siRNA controle
(As), por 48 horas. Em seguida, as células foram infectadas com o VACV-F13-GFP
(verde) por 18 horas (MOI = 5). As células foram fixadas e permeabilizadas para
marcagcdo da actina (vermelho), bem como para marcacdo do DNA (azul). As
imagens foram capturadas em microscopio de imunofluorescéncia NIKON, em
aumento de 600x, como mostrado na Figura 25A. Em paralelo, para controle da
eficiéncia de silenciamento, proteinas totais foram extraidas e submetidas a
fracionamento por eletroforese em gel de poliacrilamida, seguido de transferéncia
para membrana de PVDF. As membranas foram incubadas com anticorpo primario
anti-Spir-1, bem como pelo anticorpo primario anti-actina, para controle interno das
guantidades de proteinas nas diferentes canaletas. As bandas referentes a Spir-1 e
a actina foram quantificadas, utilizando-se o programa ImageJ, para o calculo da
eficiéncia do silenciamento. Podemos observar que o silenciamento de Spir-1 foi de
72% e 80%, para as sequéncias Hs7 e Hs10, respectivamente, em comparacdo ao
As (Figura 25C).

Foram capturadas 13 imagens de células individualizadas em cada condicéo,
e as caudas de actina foram entdo contabilizadas. Como podemos observar na
Figura 25B, houve uma reducdo estatisticamente significativa no numero de caudas
de actina nas células HelLa silenciadas para Spir-1, para as duas sequéncias
utilizadas (Hs7 e Hs10), em comparacao com as células transfectadas com o siRNA
controle (As). Esse resultado representa um dado preliminar, uma vez que so foi
realizado uma vez, e precisa ser repetido para confirmacdo. Entretanto, esses
resultados vao de acordo com os dados obtidos no MEFs, o que reforca a hipotese
de uma participacdo de Spir-1 na formacdo das caudas de actina induzidas pelo
VACV.
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Figura 25. O silenciamento de Spir-1 afeta a formacé&o de caudas de actina em células
Hel a.

(A e B) Células HelLa foram crescidas em laminulas de 13mm, transfectadas com siRNA
controle (As) ou duas sequéncias especificas para o silenciamento de Spir-1 humano (Hs7
ou Hs9) por 48horas. Em seguida, foram infectadas com o VACV-F13-GFP (verde) por 18
horas (MOI = 5). As células foram fixadas e permeabilizadas para marcac¢do com faloidina
conjugada a rodamina (F-actina, 1:50, em vermelho) por 20 minutos, seguida de marcacéo
com DAPI (DNA, azul) por 10 minutos. As imagens foram capturadas em microscopio de
imunofluorescéncia NIKON, em aumento de 600x. (B) Representacéo grafica do nimero de
caudas de actina por célula (n=13). (C) Para controle da eficiéncia de silenciamento,
proteinas totais foram extraidas e submetidas a fracionamento por eletroforese em gel de
poliacrilamida, seguido de transferéncia para membrana de nitrocelulose. As membranas
foram incubadas com anticorpos primarios anti-Spir-1, seguido de incubacdo com anticorpo
secundario conjugado a peroxidase e revelacdo. O controle interno das quantidades de
proteinas nas diferentes canaletas foi feito pelo uso do anticorpo primario anti-actina. As
massas moleculares das proteinas estdo indicadas na esquerda da figura. As porcentagens

da eficiéncia do silenciamento de Spir em relacdo ao controle (As) também sao mostrados.
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2.4. Andlise da contribuicdo da MAPK JNK e de Spir-1 para o tamanho das
caudas de actina induzidas pelo VACV

Dados anteriores do nosso grupo sugeriam que a auséncia da MAPK JNK
afetava ndo s6 o numero de caudas de actina, mas o comprimento das mesmas
também. Para confirmar essa observacéo, MEFs selvagens ou deficientes para JNK
foram crescidos em laminulas de 13 mm e infectados com o VACV-F13-GFP (verde)
por 9 horas (MOI = 5). As células foram fixadas e permeabilizadas para marcacao
da actina (vermelho) e do DNA (azul). As imagens foram capturadas em
microscopio de imunofluorescéncia NIKON, em aumento de 600x. Foram feitas
capturas de 10 imagens de células individualizadas em cada condicdo, e o tamanho
de 10 caudas de actina em cada célula foi medido, utilizando o programa ImageJ,
totalizando 100 caudas. Como observado na Figura 26A, h4 uma diminuicdo
significativa no comprimento das caudas de actina formadas nos MEFs deficientes
para JNK, em comparacdo aos MEFs selvagem, confirmando os dados observados

anteriormente.

Por ultimo, fomos verificar se Spir-1 também teria um efeito no tamanho das
caudas de actina induzidas pelo VACV. Para tal, as imagens obtidas nos
experimentos anteriores, tanto nos MEFs deficientes para Spir-1, quanto nas células
HelLa silenciadas para Spir-1, foram utilizadas para a medicdo do tamanho das
caudas através do programa Imaged (n = 100 caudas). Podemos verificar que a
auséncia de Spir-1 acarreta num menor comprimento das caudas de actina, nos

dois modelos testados (Figura 26B e C).

Em conjunto, esses dados sugerem que JNK regularia a formacédo das
caudas de actina via Spir-1, uma vez que a auséncia tanto de JNK, quanto de Spir-

1, levam a uma reducdo tanto do niumero, quanto do tamanho das caudas de actina.
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Figura 26. O comprimento das caudas de actina € afetado na auséncia de JNK e Spir-
1.

(A) Células MEFs JNK +/+ ou -/-, (B) Spir-1 +/+ ou -/- ou (C) HeLa transfectadas com siRNA
para Spir-1 foram crescidas em laminulas de 13mm e infectadas com o VACV-A5-GFP (B)
ou VACV-F13-GFP (A e C), por 12 (A e C) ou 16 (B) horas (MOI = 5). Em seguida, as
células foram fixadas e permeabilizadas para marcacdo com faloidina conjugada a
rodamina (F-actina, 1:50) por 20 minutos, seguida de marcagdo com DAPI (DNA) por 10
minutos. As imagens foram capturadas em microscopio confocal ZEISS ou microscépio de
imunofluorescéncia NIKON, em aumento de 600x. Os graficos representam o comprimento

médio das caudas de actina em cada célula (n=100).
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VI. DISCUSSAO

Ao longo da coevolucdo com seus hospedeiros, os virus adquiriram refinados
mecanismos de manipulacdo do ambiente intracelular. Assim, o sucesso da
multiplicacdo e disseminagdo viral dependem tanto da subversdo da vias
sinalizadoras celulares, a favor desses microrganismos, como da evasao das

respostas antivirais do hospedeiro.

Em relacdo a modulacéo de vias celulares pelos virus, destacamos a via das
Proteinas Cinases Ativadas por Mitdgenos (MAPKSs). Estudos realizados pelo Grupo
de Transducao do Sinal do Laboratorio de Virus demonstraram que o Vaccinia virus,
virus alvo de estudo deste trabalho, é capaz de estimular a via das MAPKSs,
favorecendo o sucesso de sua multiplicacdo (DE MAGALHAES et al., 2001;
ANDRADE et al., 2004; SILVA et al.,, 2006; PEREIRA et al., 2012; ALBARNAZ,
2014). Entretanto, pouco ainda se sabe sobre os mecanismos pelos quais o VACV é
capaz de ativar essas MAPKs (Figura 9). Até o momento, ja foi demonstrado que o
fator de crescimento do Vaccinia virus (VGF), e a proteina O1, participam da
ativacdo da via MEK/ERK (BULLER et al.,, 1988; ANDRADE et al.,, 2004;
McFADDEN, 2005;SCHWENEKER et al., 2012). Também j& foi evidenciado que a
proteina B1 do VACV poderia modular a ativagdo de JNK e do fator transcricional c-
Jun (SANTOS et al., 2006).J4 em relacdo a MAPK p38, foi relatado que a proteina
A52 do VACV poderia participar de sua ativacao, simultaneamente ao seu papel
como inibidor da via de NF-kB (MALONEY et al., 2006, STACK et al., 2013).

Sendo assim, o primeiro objetivo deste trabalho foi buscar outras proteinas
do VACV que poderiam estar modulando a via das MAPKs. Decidimos focar a
nossa busca em proteinas imunomodulatorias ja caracterizadas do VACV, uma vez
gue o mesmo dispde de diversos mecanismos para inibir a resposta imune antiviral
da célula, como por exemplo, a inibicdo da via de NF-kB (SMITH et al., 2013).Sabe-
se que a via das MAPKs e de NF-kB compartilham proteinas ativadoras em comum,
como a cinase TAK1 (Cinase ativada pelo fator de crescimento transformante -@)
(NINOMIYA-TSUJI et al.,, 1999; WANG et al., 2001).At¢é o momento, ja foram
descritos dez inibidores intracelulares da via de ativacdo de NF-kB, que atuam
através de mecanismos distintos (SMITH et al., 2013). Dessa maneira, decidimos

avaliar a participagdo de algumas dessas proteinas na modulacédo das MAPKs. Para
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isso, escolhemos as seis proteinas inibidoras de NF-kB do VACV que pertencem a
familia de proteinas do tipo Bcl-2: A46, A49, A52, B14, K7 e N1.

Além de adicionar informacdes sobre como é feita a modulacdo das MAPKs
pelo VACV, nosso grupo também continua interessado no estudo de qual seria o
papel biolégico da ativacdo dessas cinases durante a infec¢cdo viral. Como
demonstrado anteriormente, sabe-se que a ERK e p38 sdo importantes para a
multiplicacdo do VACV, enquanto JNK ndo (DE MAGALHAES et al., 2001;
ANDRADE et al.; 2004, PEREIRA et al.; 2012 ALBARNAZ, 2014). Entretanto, JNK
esta envolvida na disseminacao viral, uma vez que dados néo publicados do nosso
grupo demonstraram que, na auséncia de JNK, existe uma reducdo no niumero de
caudas de actina induzidas pelo VACV (BRASIL, 2010; LEITE, 2010). Porém, o
mecanismo pelo qual JNK estaria regulando a nucleacdo de actina, induzida pelo
VACV, ainda nédo foi bem estabelecido. Resultados preliminares do nosso grupo
mostraram que o0 nucleador de actina Spir-1 poderia estar envolvido na
disseminacdo do VACV (LEITE, 2010; BRASIL, 2010). Uma vez que Spir-1 ja foi
descrito como substrato de JNK, o segundo objetivo deste trabalho foi aprofundar a
andlise do envolvimento de Spir-1 na disseminagdo do VACV, com o intuito de

corroborar ou refutar os dados anteriores.

Seguindo o modelo utilizado nessa tese, a discussado sera dividida em duas

partes, segundo os dois grandes objetivos propostos no trabalho.
1. Caracterizacdao da modulacdo das MAPKs pelo VACV

De maneira a avaliar a participacdo das proteinas do VACV na regulacéo da
via das MAPKs, foi padronizado um ensaio de gene reporter para o fator
transcricional AP-1 (Figura 12). AP-1 é um dimero formado principalmente por
proteinas pertencentes as familias Jun, Fos e ATF (KARIN et al., 1997; SHAULIAN,
2010; MENG & XIA, 2011), sendo um dos principais substratos da via das MAPKs
(SHAULIAN & KARIN, 2001; 2002). Ja foi demonstrado que o VACV é capaz de
induzir a ativacdo de AP-1, em tempos precoces poés-infeccdo, mas esse resultado
foi obtido através da técnica de EMSA (ensaio de alteracdo da mobilidade
eletroforética), e ndo de gene reporter (DE MAGALHAES et al., 2001). Assim,

utilizando células HeLa e HEK, foram padronizados as quantidade do plasmideo
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AP-1-Luc a ser utilizada em cada célula, bem como qual seria o melhor estimulo
para AP-1, e a concentracdo a ser usada. Nossos resultados demonstraram que o
PMA foi o Unico tratamento capaz de induzir AP-1 (Figura 12), e escolhemos a
quantidade de 10 ng/mL, por ter sido menos citotoxica para as células, apos
observagdo em microcépio. J& em relagdo ao plasmideo AP-1-Luc, determinamos
as quantidade de 150 ng por poco (placa de 96 pocos) para as células HeLa e 250
ng por poco para as células HEK, de maneira a chegar num bom nivel de inducéo

de AP-1, de maneira reprodutivel entre os experimentos.

Padronizado o ensaio de gene repdrter, nosso proximo passo foi avaliar a
participacdo das proteinas A46, A49, A52, B14, K7 e N1 na regulacdo de AP-1. Os
ensaios foram realizados tanto durante a transfeccdo com os plasmideos
expressando essas proteinas (Figura 13), e ainda mais relevante, nas células
infectadas com mutantes do VACV deletados para os genes referentes a essas
proteinas (Figura 14). Em conjunto, esses resultados sugerem gque as proteinas
virais A52, B14 e K7 podem, além do papel inibitério sobre a via de NF-kB, contribuir
para a ativacdo de AP-1, tanto durante a expressdo das proteinas isoladamente,
quanto na infecgdo. E importante enfatizar que estudos de regulacdo de vias
sinalizadores celulares do hospedeiro pelo VACV séo normalmente dificultados pelo
fato do virus codificar diferentes proteinas que possuem as mesmas fung¢des, como
€ 0 caso das diferentes proteinas envolvidas na inibicdo de NF-kB. Nesse contexto,
a auséncia de uma dessas proteinas inibitérias nao afeta a capacidade do virus de
inibir esta via. Dessa maneira, destaca-se o fato de a auséncia de uma proteina do
VACV individualmente ter sido capaz de alterar a regulacdo de AP-1 durante a
infeccdo (Figura 14A), mesmo na presenca das outras possiveis proteinas virais
com o0 mesmo papel. Esse dado sugere que talvez essas proteinas ndo tenham
mecanismos de acao redundantes, e que a presenca de todas as proteinas ao
mesmo tempo seria necesséria para a ativagdo de AP-1 da maneira mais eficiente
possivel. A especificidade da ativacdo de AP-1 por A52, B14 e K7 foi confirmado
através de um ensaio de dose-resposta, o qual demonstrou que quanto maior a
guantidade de plasmideo expressando essas proteinas, maior a ativacdo de AP-1
(Figura 15).
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Dentre essas proteinas, ja havia sido demonstrado anteriormente que A52
participa da ativacdo da MAPK p38, em um mecanismo independente da inibicdo de
NF-kB (MALONEY et al., 2006, STACK et al., 2013). Entretanto, mais experimentos
sd0 necessarios para comprovar que A52 ativa AP-1 através da MAPK p38, bem

como quais fatores transcricionais estariam envolvidos nessa ativagao.

Vale notar que, da mesma maneira que descrito para A52, uma mesma
proteina viral, tal qual B14 e K7, pode ter papéis distintos, agindo tanto na inibicao
de NF-kB, quanto na ativacdo de AP-1, o que sugere um complexo balanco da
regulacao viral de vias sinalizadoras celulares relacionadas. Além disso, também ja
havia sido demonstrado que B14 ativaria AP-1 na presenca de PMA, porém esse

resultado ndo havia sido investigado (CHEN et al., 2008).

Em relac@o as outras proteinas testadas, observou-se que tanto A46 quanto
N1, ndo apresentaram diferencas em relacédo a ativacdo de AP-1, nem durante a
transfeccdo, nem durante a infec¢do (Figura 13 e 14). Diferentemente, a proteina
A49 parece ter um papel como inibidor de AP-1, uma vez que na presenca desta
proteina, os niveis de ativacdo de AP-1 apareceram reduzidos em comparacao ao
controle (Figura 13). Da maneira similar, a auséncia desta proteina durante a
infeccdo culminou com uma maior ativagdo desse fator transcricional, em
comparacao com o virus selvagem (Figura 14). Observa-se, entdo, que o VACV
codifica tanto proteinas com a capacidade de ativar AP-1, como A52, B14 e K7,
como proteinas capazes de inibir esse fator transcricional, como A49. Isso sugere
qgque o virus requer uma regulacdo entre a ativacdo e a inibicdo deste fator

transcricional, em prol do seu sucesso replicativo.

Dentre as proteinas virais que ativaram AP-1, B14 foi a responsavel pelos
maiores niveis de ativacdo desse fator transcricional. Além disso, mesmo na
auséncia de PMA, foi possivel observar uma indugéo estatisticamente significativa
de AP-1, na presenca de B14 (Figura 13). Entretanto, o resultado obtido no ensaio
utilizando os virus mutantes ndo mostrou um efeito maior do VACV-delB14 em
comparacado ao VACV-delA52 ou VACV-delK7 (Figura 14A). Esse resultado pode
ser explicado se observamos que existe um ligeiro aumento da proteina viral C16
nas células infectadas pelo virus deletado para o gene B14R (Figura 14B), o que
significa que essas células foram infectadas com uma maior quantidade de virus,

em comparagao as outras células. Como foi mostrado anteriormente, a ativagéo de
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AP-1 durante a infeccdo pelo VACV é dependente da MOI (Figura 16), isso
explicaria o fato dos niveis de ativacdo durante a infeccdo pelo VACV-delB14 em
relacdo ao VACV-delA52 e ao VACV-delK7, considerando que a quantidade de
in6culo viral de VACV-delB14 foi ligeiramente maior que os demais virus no
experimento representado na Figura 14B. Além disso, outros experimentos
demonstraram um maior impacto da delecédo de B14R na ativacdo de AP-1 durante
a infeccdo e, dessa maneira, acreditamos que essa proteina seja, dentre as
testadas, a mais importante para ativagdo das MAPKs e de AP-1. Assim, optamos
por continuar nossos estudos focando na ativagao de MAPK/AP-1 por B14.

Dessa maneira, nosso proximo passo foi avaliar a ativacdo de AP-1 pelo
virus VACV-WR e pelo VACV-delB14, em diferentes tempos pos-infeccdo, e
utilizando diferentes MOIs. Nossos resultados demonstraram que, na auséncia de
B14, o VACV néo é capaz de ativar AP-1 em niveis semelhantes ao virus selvagem,
independente da MOI utilizada, ou do tempo de infeccdo (Figura 16A). Esses
resultados confirmam que auséncia de somente uma proteina do VACV é capaz de

alterar a regulagéo de AP-1.

Em seguida, o préximo objetivo do trabalho foi determinar qual MAPK,
especificamente, a proteina B14 estaria ativando. Primeiramente, fizemos o ensaio
de gene reporter para AP-1 induzido por B14, na presenca de inibidores especificos
das vias das MAPKs: U0126 (inibidor de MEK1/2), SB203580 (inibidor de p38
MAPK) e JNK inh.VIII (inibidor de JNK1/2). Assim, se algum inibidor fosse capaz de
reduzir a ativacdo de AP-1 por B14, isso seria um indicativo de essa proteina viral
estaria regulando essa determinada via para ativar AP-1. Nossos resultados
demonstraram que na presenca dos trés inibidores, houve uma reducado
estatisticamente significativa na ativacdo de AP-1 por B14, sendo o inibidor de
MEK/ERK o com maior inibicdo, seguido pelo inibidor de JNK, e por udltimo, o
inibidor de p38 (Figura 17). Esses resultados sugerem que a proteina viral B14 é
capaz de ativar o fator transcricional AP-1 através das trés vias principais das

MAPKSs, mas principalmente, ela regulacdo das MAPKs ERK e JNK.

Para confirmar esses resultados, resolvemos avaliar a fosforilacdo dessas
MAPKSs, bem como dos fatores transcricionais c-Jun, ATF-2 e c-Fos, que participam
da formacdo do dimero de AP-1, na presenca de Bl1l4. Dessa maneira,

transfectamos células HeLa com duas quantidades de plasmideo expressando B14,
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e utilizamos como controle um plasmideo expressando GFP, bem como o
plasmideo vazio (EV), ou deixamos as células ndo transfectadas. Podemos notar
gue, a transfeccdo em si € capaz de ativar todas as MAPKs e os fatores
transcricionais analisados, com excecao de c-Fos, quando comparamos as células
ndo transfectadas (NT) com as células transfectadas com qualquer um dos
plasmideos utilizados (Figura 18). Entretanto, na presenca de B14, ocorre um
aumento na fosforilacdo de todas as MAPKs. Podemos notar que esse aumento foi
maior para ERK e JNK (Figura 18), corroborando os resultados com os inibidores.
J& em relacdo aos fatores transcricionais, podemos observar que B14 leva a um
aumento na fosforilacdo de c-Jun e ATF-2, mas ndo foi possivel detectar c-Fos,
indicando que B14 por si s6, nem a transfeccdo em si, sdo capazes de induzir a

expresséao desse fator transcricional (Figura 18).

De maneira a corroborar o papel de B14 na ativagao dessas MAPKsS, nosso
préximo passo foi analisar a ativacdo dessas proteinas durante a infec¢cdo pelo
VACV-WR, em comparacdo com o VACV-delB14. Como ja descrito pelo nosso
grupo, foi possivel observar a ativagdo de ERK durante todos os tempos de infec¢édo
analisados, e uma ativagdo de JNK e p38 nos tempos tardios pés-infeccdo (Figura
20) (ANDRADE et al., 2004; SILVA et al., 2006; PEREIRA et al., 2012; ALBARNAZ,
2012). Diferentemente das células transfectadas, na auséncia de Bl14, s foi
possivel observar uma reducdo da fosforilacdo da MAPK JNK, ja que ndo houve
nenhum efeito na ativacdo de ERK nem de p38 (Figura 20). Esse resultado pode ser
explicado pela presenca de outras proteinas virais que sabidamente contribuem
para ativacdo tanto de ERK quanto de p38, durante a infeccdo pelo VACV
(ANDRADE et al., 2004; McFADDEN, 2005;SCHWENEKER et al., 2012; MALONEY
et al., 2006, STACK et al., 2013). Dessa maneira, B14 contribuiria para ativacéo de
ERK e p38 durante a infec¢cdo, mas de maneira ndo essencial, uma vez que o VACV
possui outras proteinas capazes de modular essas vias. Ja em relagdo a JNK, B14
parece ter um papel mais relevante, mesmo que também ndo essencial, uma vez
gue ha uma reducao da ativacdo dessa MAPK, mas ndo uma abolicdo, na auséncia
de B14 durante a infecgéo.

Também foi observada a ativagdo de todos os fatores transcricionais durante

a infeccdo pelos dois virus. Entretanto, B14 parece estar contribuindo para a
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ativacdo de c-Jun e ATF-2 (Figura 19), assim como o0 observado durante a
expressdo de B14 isoladamente. Ja em relacdo a Fos, ndo foi possivel observar
diferenca entre o virus selvagem e o virus deletado para o gene B14R (Figura 19).
Esse resultado vai de acordo com o observado para ERK, considerando que c-Fos é
sabidamente um substrato dessa MAPK durante a infec¢gdo pelo VACV (DE
MAGALHAES et al., 2001; OLIVEIRA, 2013). Da mesma maneira que ERK, é
possivel que B14 possa contribuir para a ativacao de c-Fos, porém de maneira ndo
essencial, jA que néo foi possivel observar essa regulacdo durante a infeccao.
Entretanto, esse dado deve ser confirmado por outras metodologias.

Em conjunto, nossos dados revelam que, durante a infeccdo, B14 estaria
contribuindo consideravelmente para ativacdo de JNK e dos fatores transcricionais
c-Jun e ATF-2, que séo substratos dessa MAPK (BARR & BOGOYEVITCH, 2001).
Dados prévios ndo publicados do nosso grupo, ja mostraram que a ativacdo de c-
Jun pelo VACV é dependente de JNK em tempos tardios pés-infeccdo, o que estaria
de acordo com a regulacdo de B14 observada (PEREIRA, 2007). Entretanto, ainda
nao foi investigado o papel de JNK na ativacdo de ATF-2 nesse contexto. Sabe-se
gue ATF-2 pode ser ativado tanto por JNK, quanto pela MAPK p38(CUADRADO e
NEBREDA, 2010). Dessa maneira, fazem-se necessarios mais estudos para
confirmar que ATF-2 seria ativado preferencialmente via JNK durante a infeccéo
pelo VACV.

Ja foi demonstrado que outros virus sao capazes de ativar AP-1 durante a
infeccao, entre eles o virus Epstein—Barr virus (EBV), o varicella-zoster virus (VZV) e
o influenza virus. Entretanto, ativacdo de AP-1 por esses virus se faz através de
MAPKSs diferentes. No caso do virus influenza, ja foi demonstrado que a ativacdo de
JNK é necessaria para a indugédo de AP-1 (LUDWIG et al., 2001). Diferentemente,
em relagéo ao VZV, observou se que a proteina viral ORF 12 ativa AP-1 através da
modulacdo de ERK (LIU et al.,2012). Ja em relagcdo ao EBV, ja foram descritas
diversas proteinas codificadas por este virus capazes de ativar diferentes MAPK e,
consequentemente, AP-1, assim como o observado pelo VACV. Por exemplo, ja foi
demonstrado que a proteina BRLF1 desse virus ativa AP-1 através do aumento dos
niveis ativacao de p38, JNK e ERK (ADAMSON et al., 2000). J4 a proteina BZLF1 o
faz através da ativacdo de p38 e JNK (ADAMSON et al., 2000; LEE et al., 2008).
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Recentemente, foi demonstrada a participacdo a proteina BGLF2 do EBV na
ativacdo de AP-1 através da ativacdo de p38(LIU e COHEN, 2016).Assim, de
maneira semelhante ao VACV, outros virus sdo capazes de ativar AP-1 durante a
infeccdo e, para tal, codificam diversas proteinas capazes de modular diferentes
MAPKS.

O mecanismo pelo qual B14 estaria ativando a via das MAPKs/AP-1 ainda
preciso ser elucidado. O primeiro passo seria verificar se B14 regularia essa via
pelo mesmo mecanismo utilizado para inibir a via de NF-kB. Dados preliminares
obtidos durante meu doutorado-sanduiche indicam que o papel regulador de B14
em relacdo a AP-1 é independente de sua funcédo como inibidor da via de NF-kB,
uma vez que o mutante F130K, que perdeu a capacidade de inibir essa via
(BENFIELD et al., 2011) ainda parece ser capaz de ativar AP-1 em niveis
semelhantes a proteina selvagem (TORRES, dados nao publicados). Dados nao
publicados do grupo do Prof. Geoffrey Smith (Universidade de Cambridge — Reino
Unido) mostraram que, em modelo murino de infec¢do, a auséncia de B14 reduz a
viruléncia do VACV, entretanto, o virus expressando o mutante F130K, ainda &
virulento, semelhante ao virus selvagem (REN, dados n&o publicados). Esse dado
indica que a contribuigcdo de B14 para a viruléncia do VACV seria independente da
sua ligacdo a IKKpB, sugerindo um possivel outro papel para esta proteina ainda néo

descoberto, e que poderia estar relacionando ao seu papel ativador de AP-1.

Em linha com essa hipotese, outros resultados preliminares obtidos durante
meu doutorado-sanduiche sugeriram que B14 poderia, além de se ligar a IKKp,
interagir com a proteina HOIP-1, que € a unidade catalitica do complexo LUBAC
(TORRES, dados néo publicados). Essa interacao, entéo, afetaria a ativacdo de NF-
kKB, uma vez que inibiria a ubiquitinacdo linear de NEMO por LUBAC. Foi possivel
observar também que a expressdo de B14 interfere com a ubiquitinacéo linear de
NEMO (TORRES, dados nédo mostrados). Interessantemente, o mutante F130K
parece manter essa funcdo tal qual a proteina selvagem. Dados da literatura
demonstram que, para uma eficiente ativagdo de NF-kB, NEMO (proteina que forma
um complexo com as proteinas IKKa e IKKB) precisa ser tanto poliubiquitinado por
cadeias de Lis63-Ub, quanto pela por cadeias lineares de Metl-Ub, e que a ligacéo
de Metl-Ub a NEMO possui 100 vezes mais afinidade que sua ligagédo a Lis63-Ub
(RAHIGHI et al., 2009). De qualquer maneira, mais experimentos Sd0 necessarios
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para detalhar o mecanismo pelo qual B14 inibiria a atividade do complexo LUBAC.
Entretanto, esses dados preliminares sugerem que talvez, esse seja o principal
papel de B14 na contribuicdo para a viruléncia do VACV, ja que o mutante F130K
parece manter este papel. Vale ressaltar que, até o0 momento, s6 foi descrita uma
proteina viral, a NS3 do virus da Hepatite C (HCV), como inibidor do complexo
LUBAC (CHEN et al., 2015), indicando o possivel papel relevante que o complexo
LUBAC desempenha na resposta imune as infec¢des virais. Se esses resultados
forem confirmados, pode-se hipotetizar que a contribuicdo de B14 para a ativacéo
da MAPK JNK, e dos fatores transcricionais c-Jun e ATF-2, pode estar relacionada
ao seu possivel papel na inibicdo da atividade do complexo LUBAC. Isso porque ja
foi demonstrado que auséncia da ubiquitinacdo linear de NEMO, e consequente
comprometimento da ativagdo de NF-kB, pode favorecer o aumento da ativagédo das
MAPKs JNK e p38 (EMMERICH et al., 2013). De qualquer maneira, mais
experimentos seriam necessarios para comprovar essa hipotese, como por
exemplo, determinar quais dominios ou residuos de aminoacidos de B14 seriam
essenciais para sua fungdo como inibidor de LUBAC, e se esses mutantes

continuariam ou nao ativando AP-1.

Durante a infecgéo pelo VACV, as vias das MAPKs ERK, p38 e JNK sao
ativadas mas a natureza dos sinais que levam a ativacdo dessas vias, sejam eles
celulares ou virais, ndo é completamente conhecida. Até o momento, sabe-se que
VGF é secretada durante a infeccao, se liga ao receptor de EGF (EGFR) e dispara a
ativacao da via MEK/ERK, que é importante para a multiplicacao viral e a inibicdo da
apoptose (BULLER et al., 1988; ANDRADE et al., 2004; POSTIGO et al., 2009;). Em
conjunto com VGF, foi demostrado que outra proteina viral, O1, também é
importante para a sustentacdo da ativacdo da via MEK/ERK durante a infeccéo
(SCHWENEKER et al., 2012). Também ja foi descrito que A52 que estimula a
ativacdo da expressado génica dependente de p38 quando expressa isoladamente,
mas seu papel para ativagdo dessa MAPK no contexto da infec¢cdo ndo € conhecido
(MALONEY et al., 2006, STACK et al., 2013). Quanto a JNK, sabe-se que o sinal
gue dispara a ativacdo dessa MAPK durante a infeccdo pelo VACV independe da
replicacédo do DNA viral (PEREIRA et al., 2012). Quando expressa isoladamente, a

proteina cinase viral B1 promove a fosforilacdo de JNK e do seu substrato c-Jun
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(SANTOS et al., 2006), mas a implicagcdo de B1 na ativagdo da via JNK/c-Jun no

contexto da infeccdo néo foi verificado.

Nesse contexto, a proteina viral B14 se junta as outras proteinas acima
citadas, uma vez que parece contribuir para ativagdo das MAPKSs durante a infec¢ao
pelo VACV, mais especificamente de JNK e de seus substratos c-Jun e ATF-2.
Apesar de nao ter sido observado efeito da delecdo de B14R na fosforilacdo de ERK
e p38 MAPK durante a infeccdo de células Hela, ndo se pode descartar
completamente que B14 tenha um papel na ativacdo dessas MAPKSs pois, quando
expressa isoladamente, B14 induziu a fosforilagdo das mesmas. Além disso, os
resultados aqui apresentados em relacdo aos efeitos de B14 sobre a via de JNK sao
mais contundentes, porque foram observados no contexto da infeccdo viral,
diferentemente de B1, cujo efeito sobre a fosforilagdo de JNK e c-Jun foi testado
apenas através de transfec¢do. Assim, em conjunto, nossos resultados acrescentam
novos componentes virais envolvidos na modulacdo da vias das MAPKs ERK, JNK

e p38 durante a infeccao pelo VACV.

2. Avaliagdo do papel da MAPK JNK e do nucleador de actina Spir-1 na
formacgao de caudas de actina induzida pelo VACV

Para avaliar se JNK estaria regulando a disseminag¢do do VACV através do
seu substrato Spir-1, o primeiro experimento realizado foi para confirmar que as
duas proteinas interagem durante a infeccdo. Assim, células HEK foram co-
transfectadas com plasmideos expressando as proteinas JNK e Spir-1, através de
superexpressdo. Em paralelo, células foram transfectadas com plasmideos
expressando as proteinas JNK e GFP, como controle. Em seguida, foi realizado o
ensaio de co-imunoprecipitacdo, o qual confirmou que, durante a infeccdo, a
proteina Spir-1 interage com JNK, mas ndo com GFP (Figura 21), durante a
infeccdo pelo VACV.

Foram realizadas diversas tentativas em prol de se demonstrar a interagao
das formas endogenas dessas proteinas, bem como a co-imunoprecipitacdo
reversa, mas todas sem sucesso. Outros experimentos foram realizados a fim de se
comprovar a interacdo entre JNK e Spir-1 durante a infec¢cdo. Foram feitas algumas

tentativas de se realizar a imunoprecipitacado de Spir-1, e verificar a sua fosforilagéo
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durante a infeccdo, em residuos de serina e treonina, uma vez que JNK é um
serina-treonina cinase. Esse experimento foi realizado na presenca e ou na
auséncia de um inibidor farmacoldgico especifico de JNK. Assim, esperava-se que,
durante a infecgéo, Spir-1 teria residuos fosforilados de serina e/ou treonina, e que
essa fosforilacdo seria reduzida na presenca do inibidor. Entretanto, esse
experimento ainda precisa ser melhor padronizado de maneira e apresentar um
resultado mais confiavel. Vale lembrar que, até o momento, existe apenas um
trabalho relatando que Spir-1 € um substrato de JNK, e esses experimentos também
foram feitos com proteinas superexpressas (OTTO et al.,, 2000). Devido a
dificuldade na realizacdo dos ensaios de imunoprecipitacdo com JNK e Spir-1,
acreditamos que a interacdo entre essas duas proteinas deve ocorrer de forma

dindmica e transiente, o que dificulta a deteccéo da associacao entre as mesmas.

Considerando que Spir-1 € substrato de JNK, nosso préximo passo foi avaliar
a participacao de Spir-1 na multiplicacdo e disseminacdo do VACV. Para isso, foram
usados fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) selvagens (+/+) e deficientes para
Spir-1 (-/-), bem como células Hela transientemente silenciadas para Spir-1 (SiSpir-
1). Nesses dois modelos celulares, foi possivel observar que Spir-1 ndo é essencial
para a multiplicagcdo do VACV (Figura 22 e Figura 25B), tal qual foi visto para JNK
(PEREIRA et al., 2012).

Para analisar se Spir-1 teria papel na disseminacdo do VACV, foram
realizados ensaios de multiplicagéo viral numa MOI baixa, de modo a permitir ciclos
multiplos de multiplicag&o viral. Esses resultados também ndo mostraram diferenca
do titulo viral obtido na presenca ou auséncia de Spir-1 (Figura 22A, segundo
grafico, e Figura 25B). Pra confirmar se Spir-1 ndo estaria mesmo envolvido na
disseminacdo do VACV, foi entdo realizado um ensaio de fenétipo de placa, nos
MEFs. Esse resultado demonstrou que, nos MEFs Spir -/-, o VACV apresenta uma
placa de lise menor quando comparado as células selvagens (Figura 23), indicando

um possivel papel de Spir-1 na disseminacao viral.

Um fator determinante para o tamanho da placa de lise viral é a formacéao de
caudas de actina induzidas pelo VACV (SMITH et al.,, 2002).Essas caudas sé&o
protrusdes digitiformes que fazem com que o virus seja propelido para fora da célula

infectada, facilitando a infeccdo de uma célula vizinha e a disseminacéo viral. Até o
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momento, ja foi descrito que dois nucleadores de actina, o complexo ARP2/3 e a
formina FHOD1, sdo importantes para a formacédo dessas caudas (LEITE & WAY,
2015). Entretanto, até o momento nao foi descrito se Spir-1, membro do outro grupo

de nucleadores de actina conhecido, participaria deste processo.

Assim, nosso proximo passo foi determinar se Spir-1 estaria participando da
formacédo das caudas de actina induzida pelo VACV. Dessa maneira, células Spir
+/+ e -/-, bem como as células Hela transfectadas com siSpir e o siRNA controle,
foram infectadas pelo VACV-A5-GFP e VACV-F13-GFP, respectivamente. Apos
fixacdo, as células foram marcadas para actina (vermelho) e DNA (azul), e os virus
foram visualizados pelo GFP (verde). Foram capturadas imagens de células
individualizadas, através de microscopio de imunofluorescéncia, e as caudas de
actina foram entdo contadas. Podemos observar que na auséncia de Spir-1, tanto
nos MEFs, quanto nas células HelLa, ha um menor nimero de caudas induzidas
pela infeccdo viral (Figura 24 e 26). Esses resultados foram confirmados por duas
repeticbes distintas nos MEFs. Infelizmente, devido a problemas com o
silenciamento das células HelLa, esse ensaio s0 foi realizado uma vez neste modelo.
Entretanto, esses resultados corroboram os dados preliminares do grupo obtidos
com células A31 expressando estavelmente uma forma dominante-negativa de Spir-
1, que contém apenas a regido C-terminal da proteina (Spir-CT) sem a regiao
WH2,envolvida na nucleacdo dos mondmeros de actina, e que apresentaram um
defeito na formacdo das caudas de actina induzidas pelo VACV, em relacdo as
células parentais (BRASIL, 2010; LEITE, 2010).

Dados anteriores do nosso grupo sugeriam que a auséncia da MAPK JNK1/2
afetava, ndo s6 o numero de caudas de actina, mas também o comprimento das
mesmas. Para confirmar esse resultado, foi realizada a medicdo das caudas de
actina na auséncia tanto de JNK, quanto de Spir-1, nas imagens capturadas nos
experimentos de imunofluorescéncia. Nossos resultados mostraram que ambas as
proteinas contribuem para o comprimento das caudas (Figura 27), durante a

infeccdo pelo VACV.

Em conjunto, esses dados sugerem que JNK poderia estar regulando a
formacdo das caudas de actina via Spir-1, uma vez que a auséncia tanto de JNK,

guanto de Spir-1, levam a uma reducédo tanto do numero, quanto do tamanho das
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caudas de actina. Entretanto, a participacédo de Spir-1 ndo seria essencial, uma vez
gue o virus ainda é capaz de se disseminar nas células deficientes para essa

proteina (Figura22A, segundo grafico).

Assim, uma primeira hipétese poderia ser que JNK tenha outros substratos
gue também possam estar regulando a formacdo das caudas de actina, uma vez
gue o efeito observado na sua auséncia parece ser mais drastico que o efeito
observado na auséncia de Spir-1. Um desses substratos poderia ser o fator
transcricional c-Jun. Dados néao publicados do nosso grupo mostram o envolvimento
desta proteina da disseminagdo do VACV, entretanto sem mecanismo elucidado
(LEITE, 2010). E importante ressaltar que o VACV-delB14 apresenta um fenétipo de
placa levemente reduzido em células BSC-1 (CHEN et al., 2006). Dessa maneira,
poderiamos levantar a hipétese de que o efeito de B14 na disseminacao viral
poderia ser devido a via de JNK e Spir-1, uma vez que nossos dados também
demostram um papel de B14 na ativacdo dessa MAPK, durante a infeccdo pelo
VACV.

Uma segunda hipotese poderia ser que a outra proteina nucleadora de actina
do grupo Spir, a Spir-2, poderia exercer um papel redundante ao de Spir-1. Dessa
maneira, na auséncia de Spir-1, Spir-2 poderia substituir a funcdo da mesma, e vice
versa. Ja foi demonstrado que Spir-2 também é substrato de JNK (LAKSHMI, 2011).
Além disso, em modelo de infec¢do pela bactéria Listeria, foi observado que Spir-2
estaria envolvida na nucleacdo de actina, sendo importante para invasdo dessa
bactéria (KUHBACHER et al., 2015). Interessantemente, nesse modelo, Spir-1 n&o
contribui para a nucleacdo de actina. Assim, outros estudos deverdo ser realizados
a fim de se investigar se Spir-2 poderia ter também um papel complementar, talvez,

ao de Spir-1 na formacao de caudas de actina induzidas pelo VACV.

Em resumo, PEREIRA e colaboradores, em 2012, demonstraram que a
MAPK JNK esta envolvida na reorganizacdo do citoesqueleto durante a infeccéo
pelo VACV. Assim, é esperado que essa MAPK tenha também papel na regulacao
das caudas de actina durante a infeccao viral. Sendo Spir um substrato de JNK e
um nucleador de actina, é razoavel aceitar a hipétese de que esta proteina contribui
para a formacdo das caudas de actina induzidas pelo VACV. Ja foi demonstrado

que Spir-1 pode interagir com as forminas, contribuindo para uma eficiente
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nucleagcédo de actina (QUINLAN et al., 2007; PFENDER et al., 2011; DAHLGAARD
et al., 2007; QUINLAN et al., 2013; MONTAVILLE et al., 2014; TITTEL et al., 2015).
Assim, pode-se hipotetizar que, durante a infeccdo, o VACV ativa JNK, o que leva
ao recrutamento dos nucleadores de actina Spir-1 e Spir-2. Essas proteinas e as
forminas poderiam interagir, disparando a polimerizacdo de filamentos lineares de
actina nao ramificadas, que podem ser usadas como filamentos-mae para o
complexo ARP2/3 promover a polimerizacdo dos filamentos ramificados, assim
como foi visto para a formina FHOD1 (ALVAREZ e AGAISSE, 2013). Sugere-se
entdo que o papel de Spir-1 seria na robustez da cauda de actina formada,
contribuindo para uma maior eficiéncia na formacdo, bem como no tamanho das
mesmas. Entretanto, mais estudos devem ser realizados a fim de se confirmar esse
possivel mecanismo. Caso confirmado, nossos resultados vao contribuir para um
melhor conhecimento acerca das func¢des exercidas por essa proteina, ainda pouco

conhecidas.
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VIl. CONCLUSOES

1. Caracterizacdo da modulacdo das MAPKs pelo VACV

- As proteinas A52, B14 e K7 do VACV contribuem para ativacdo de AP-1;

- A ativacdo de AP-1 por B14 é dependente da via de ERK e JNK, principalmente;

- B14 contribui para ativagdao da MAPK JNK e dos fatores transcricionais c-Jun e
ATF-2 durante a infeccdo pelo VACV;

2. Avaliagcdo do papel da MAPK JNK e do nucleador de actina Spir-1 na
formacéao de caudas de actina induzidas pelo VACV

- A MAPK JNK?2 interage com Spir-1 durante a infeccéo;
- A auséncia de Spir-1 ndo afeta a multiplicacdo do VACV;
- Spir-1 tem papel na formacéo das caudas de actina induzidas pelo VACYV;

- JNK e Spir-1 s&o importantes para o tamanho das caudas de actina induzidas pelo
VACV.
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PERSPECTIVAS
1. Caracterizacdo da modulacdo das MAPKs pelo VACV

- Aprofundar a caracterizacao do papel das proteinas virais A52 e K7 na ativacao de
AP-1 através da avaliacdo do papel dessas proteinas virais na regulagdo das
MAPKSs ERK, JNK e p38, e dos fatores transcricionais c-Jun, ATF-2 e c-Fos.

2. Avaliacdo do papel da MAPK JNK e do nucleador de actina Spir-1 na

formacéao de caudas de actina induzidas pelo VACV
- Investigar se Spir-1 é fosforilada pela MAPK JNK durante a infec¢éo pelo VACV.

- Confirmar o papel de Spir-1 na formacdo das caudas de actina induzidas pelo
VACV em células HelLa, através de siRNA.

- Avaliar a localizacdo subcelular de Spir-1 durante a infec¢cdo pelo VACV, bem

como o efeito da inibigdo da MAPK JNK nessa localizagéo.

- Analisar o efeito da reverséo da expressao de Spir-1 nos fenotipos observados na
auséncia de Spir-1, destacando a sua possivel contribuicdo para a formacédo das

caudas de actina induzidas pelo VACV.
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