Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Biologicas
Departamento de Microbiologia

Laboratorio de Virus
Grupo de Transdugao de Sinal/Orthopoxvirus

A expressao de interleucina-6 durante infecgcao pelo

Orthopoxvirus Cowpox é regulada pelas MAPKs JNK1/2

Alice Abreu Torres

Belo Horizonte, Fevereiro de 2012



Universidade Federal de Minas Gerais
Instituto de Ciéncias Biologicas
Departamento de Microbiologia

Laboratorio de Virus
Grupo de Transdugao de Sinal/Orthopoxvirus

A expressao de interleucina-6 durante infecgcao pelo

Orthopoxvirus Cowpox é regulada pelas MAPKs JNK1/2

Alice Abreu Torres

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao programa
de P6s-Graduagao do Departamento de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG como
requisito parcial para a obtencédo do titulo de Mestre

em Ciéncias Biologicas (Microbiologia).

Orientador: Prof. Dr. Claudio Anténio Bonjardim

Belo Horizonte, Fevereiro de 2012



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Claudio, pela confianca e orientagdo durante o desenvolvimento deste
trabalho, bem como pela convivéncia ao longo dos meus 6 anos de Laboratério de

Virus;

A Profa Erna, A Profa Giliane e ao Prof. Paulo, pela disponibilidade em ajudar

sempre;

Ao Prof. Jénatas, pelas discussées, corregdes e ajuda ao longo do desenvolvimento
deste trabalho;

A Profa. Marisa B. Bonjardim por ter me apresentado ao Laboratério de Virus;

A Angela, ao Jodo, e & Andreza, que sdo os verdadeiros responsaveis pelo bom

andamento e funcionamento Laboratoério;

Aos Drs. Bruno S.A.F. Brasil e Breno M. Silva, pela pela disponibilidade em compor

a banca examinadora;

A Dra. Flavia G. Gomes Leite, pela 6tima “mae” que foi, responsavel por me ensinar

tudo que eu sei sobre células, virus e transdugao de sinal;
Ao doutorando Jonas D. Albarnaz, pela ajuda imensa na realizagdo de
experimentos, na discussao de resultados, pela amizade e pela companhia, sem os

quais metade destre trabalho n&o teria sido realizado;

Aos demais GTS, de hoje e de ontem, pelos ensinamentos, pelo companheirismo e
pela ajuda durante o desenvolvimento deste trabalho;

A Dra. Graciela K. Lima, sempre disposta ajudar com a PCR em tempo real;

Aos demais amigos Labvirianos, por me proporcionarem risadas e compartilharem

as lagrimas, tornando o Laboratoério a nossa segunda casa;



Aos amigos da bio, do departamento e outros amigos, por sempre torcerem por

mim;

Aos meus familiares, por serem sempre um exemplo;

Aos meus pais a as minhas irmas, pelo amor e apoio incondicional, mesmo sem
entenderem nada do que estudo!



SUMARIO

SUMARIO . ...ttt en e s en e s eaneean s aenns 5
LISTADE FIGURAS ...ttt e et e et e s nee e et e e enneeenneeas 8
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt s e et e e sneeeaneeeenneeeanes 10
LISTA DE ABREVIATURAS. ...ttt see e e snee e neeeeneeeenes 11
S Y SR 13
N S I O SR 14
|. INTRODUGAOQ E JUSTIFICATIVA. ..., 15
1. REVISAO BIBLIOGRAFICA..........ooeoeeeeeeeeeeeeeeee e 19
1. OS POXVITUS ...ttt e et e e e e e e e e e e eas 19
1.1. HiStOrico € Perspectivas ............uuioiiiiiei et 19
1.2. Familia POXVIMIA@E ... 21

2. Aspectos Gerais da Biologia dos POXVIrUS ...........cccuuiiiiiiiiiiiiiiiee 24
P2 I /(o 4 (o] oo | = S PPPPPPPRP 24
A € =1 o o] 1 o b= PP PP PPPPPPRP 27
2.3. Ciclo de multiplicag@o dos POXVIIUS ........ccoeeiiiiiiiiiiiiiicciee e 30
ARG T Yo E-To] for= To SN o1 g ToY i =T~ Lo RSP 30
2.3.2. EXPIreSSA0 GENICA .....uuuuuiiiiiiiiiiieieeee e e e e e e e e e e e e e e e e e 33
ARG TG T 2 {=To] [or=To= T Jo [0 1o 11 o o] o o = PSRRI 33
2.3.4. Morfogénese e liberagéo das particulas virais ..........ccccceeveeiieeeiiiiieiiennnnn, 34

3. Resposta Imune contra 0S POXVIFUS ........coiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 36
3.1. Resposta Imune Inata ... 36
3.2. Resposta Imune Adaptativa .............euueeiiiiiii e 37

K I 01 (0Tl o = 1= PP UPPPPPPP PP 38

4. Interagao POXVirus-HOSPEAEIIO .......cccoeeiiiiieeiieeie e 42
5. MAPK (proteinas quinases ativadas por mitdgenos).........ccccccveeeeeeeiiniiiiiecnnns 47
5.1. Quinase c-Jun amino terminal (JNK1/2) /SAPKS ... 50
5.1 INK € OS VIUS ..ttt 51



1. OBJETIVOS ... e e e e e s 53

1. ODBJEtiVO GEIal ... ..o 53
2. ODbjetivos ESPECITICOS......uuuuiiiiiiiiiiiiiie e 53
IV. MATERIAL E METODOS ..ot 54
R = 11 = TSR 54
1.7, CEIUIAS BSC-40 ......oeeeeeeeeeee et e e 54

1.2. Células selvagem (WT) e knockout (KO) para INK1/2 .........cccccviiiiiiinnns 54

1.3. Células A31 expressando dominéncia negativa para c-Jun (DN c-Jun) e

células controle transfectadas com o vetor vazio (PELFIN) ................cccceiunn. 54
1.4. CEIUIAS RAW 264.7 ...t 54

2. ANIMAIS e e e e e e e e e e e e e 55
2.1. Macrofagos intraperitoniais de camundongos.............oooeeveeiiuuciieieieeeeaaeeenn. 55

B | U 1 PP PPPPPPPPPPPPPN 56
3.1. Produg80 dOS €SIOQUES VIF@IS ........euuuuuueaaiaaeaeee e 56
3.2. PUNIFICAGEO VIFal ........cccco i 56
B A (7= Tor= (o IR/ - | 57
3.4. Analise da MUltiplicaG&0 Viral .................ccooiieeeieeeiiiiieeeeeeee e 57
4. AnticOrpos € REAGENTES.........uuiiiiiiiiiiiieeeeeee e 57
ST 1] =T o o= Lo RSP 58
6. Extracdo de Proteinas TotaiS........uuuieieiiiiiiei e 58
7. Transferéncia de “WeStern” ... ... 59
8. Extrag80o do RNA Total ..o 60
9. Tratamento de RNAS com DNaSE ..........oooiiiiiiiiiiieeeeeee e 60
10. TranSCriGAO REVEISA .......ooeiiiiieiiieee e 61
11.PCR em Tempo Real ... 61
12, ELIS A e e et e e e ae e nteeenneeeaneeeas 63
V. RESULTADOS. ...ttt et e ettt e e e et e e e e e e e e e amne e e e e amneeeeeanneeeeeanees 64



1. PCR em tempo real para os genes HPRT, IL-6 € TNF-a ........ccooiiiiiiiiiiinnnn. 64

2. Expressao e secrecao de |IL-6 durante infeccdo pelo CPXV e VACV nos MEFs
INK WT € KO ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeneees 69

3. Cinética de expressao de IL-6 durante infec¢cao pelo CPXV nos MEFs JNK1/2

4. Expressao de TNF-a, IL-10 e IL-12 durante infeccdo pelo CPXV nos MEFs
INKT/2 WT € KO ..ttt et e e e e e e e e eenaans 74

5. Expressédo de IL-6 durante infeccao pelo CPXV nas células expressando

dominancia Negativa de C-JUN ... 76

6. Avaliagdo da multiplicacdo do CPXV e da ativagao de JNK1/2 apéds a infecgéo

em macroéfagos primarios e transformados (células RAW 264.7) ... 78

7. Expressao de IL-6 e TNF-a em macrofagos transformados (células RAW 264.7)

e primarios apos iNfecCao Pelo CPXV ... e 81
VE DISCUSSAO ...ttt ettt ettt ee e eee e 86
VILCONCLUSAO. ... .ottt ettt ettt e e e 93
PERSPECTIVAS ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaeaaaeens 94
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 95



LISTA DE FIGURAS
FIGURA 1: Morfologia da particula viral dos Orthopoxvirus. ................coeeeeeeuuecaannn. 25

FIGURA 2: Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo das trés formas

(VT =T Lo [0 AV A SRR 26
FIGURA 3: Representacao esquematica do genoma dos POXVirus.............ccccceen.. 29
FIGURA 4: Esquema representando o Ciclo de Multiplicagdo dos Poxvirus.. ......... 32

FIGURA 5: Algumas proteinas de Vaccinia virus (VACV) relacionadas a evasao da

resposta imune do hOSPEAEINO.. ......coeeeiiieeeeeee e 43
FIGURA 6: Ativagao das MAPKs ERK e JNK, pelo VACV e CPXV. ......ccccooviceennnn. 46

FIGURA 7: Representacdo esquematica das cascatas de sinalizagdo das MAP
L@ T g P= T TR 49

FIGURA 8: Graficos representativos da amplificagao tanto da curva padrao relativa
quanto de cDNAs resultantes da reagédo de transcrigdo reversa na presenga (com
RT) ou na auséncia (sem RT) da enzima transcriptase reversa e respectivas curvas

de dissociagao, utilizando os iniciadores para o gene HPRT .. ..........cociiiiiiiiiiienne. 66

FIGURA 9: Graficos representativos da amplificagao tanto da curva padrao relativa
quanto de cDNAs resultantes da reagédo de transcrigdo reversa na presenga (com
RT) ou na auséncia (sem RT) da enzima transcriptase reversa e respectivas curvas

de dissociagao, utilizando os iniciadores para o gene TNF-ot...........cccccciiiiiiiiiinennnn. 67

FIGURA 10: Graficos representativos da amplificagao tanto da curva padrao relativa
quanto de cDNAs resultantes da reagédo de transcricdo reversa na presenga (com
RT) ou na auséncia (sem RT) da enzima transcriptase reversa e respectivas curvas

de dissociagao, utilizando os iniciadores paraogene IL-6...............ccccciiiiiiiiiinnnee. 68

FIGURA 11: Expressao e secrecao de IL-6 apds infeccao pelo virus VACV e CPXV
em MEFS JNKT1/2 WT € KO... ..ot eeeeeeaaaaes 71

FIGURA 12: Expressao de transcritos de |IL-6 durante a infecgédo pelo virus CPXV
em MEFS JNK1/2 WT € KO... .ottt 73

FIGURA 13: Expressado de transcritos mRNA de TNF-a apo6s infecgao pelo virus
CPXV em MEFS JNK1/2 WT € KO ..ot 75



FIGURA 14: Expressao de transcritos de IL-6 apds infecgao pelo virus CPXV em
células A31 transfectadas com o vetor vazio (pELFIN2) e expressando dominéncia

negativa para c-Jun (DN8BCJUN). ... 77
FIGURA 15: Multiplicacdo do CPXV em macréfagos de camundongo..................... 79

FIGURA 16: Cinética de fosforilagdo das MAPKs JNK1/2 durante infecgao pelo virus

CPXV em macrofagos de camundOngO. ...........uuuuiiiiiiiieiiiiiieaee e 80

FIGURA 17: Expressao de transcritos de IL-6 e TNF-a durante infeccao pelo virus

CPXV em macrofagos intraperitoniais de camundongo ............ooooveiiiiiiiiiiiiiiieeeeee. 82

FIGURA 18: Expressao de transcritos de IL-6 e TNF-a durante infecgao pelo virus
CPXV em CElIUIAS RAW 264.7. ... e e eeeaaaans 85



LISTA DE TABELAS
TABELA 1. Classificagado dos Poxvirus de vertebrados............cccceeeivieeeeeeeiiieieeennnns 23
TABELA 2. Algumas citocinas e suas fungdes na resposta imune a infecgéo viral. 41

TABELA 3. Iniciadores utilizados para a avaliacdo da expressao dos mRNAs de

citocinas inflamatorias em MEFs e em macrofagos murinos.. ..........ccccceevivviieeeeeeee. 62

10



LISTA DE ABREVIATURAS

ATF: Fator de Ativacado Transcricional

ATI: Proteina de Inclusdo do Tipo Acidofila

BR: Brighton Red

BSA: Albumina Bovina Sérica

CEV: Virus Envelopado associado a Célula

c-Fos: Fator de Transcricdo c-Fos

c-Jun: Fator de Transcricdo c-Jun

CPXV: Cowpox virus

DMEM: Meio Minimo de Eagle, modificado por Dulbecco
DN: Dominante negativo

DNA: Acido Desoxirribonucléico

DTT: Ditiotreitol

ECP: Efeito Citopatico

EDTA: Acido Etilenodiaminotetracético

EEV: Virus Envelopado Extracelular

Egr-1: Gene de Resposta Precoce ao Crescimento
ERK: Proteina Quinase Ativada por Sinal Extracelular
EV: Virus envelopado

GTPase: Enzima Hidrolisadora de GTP (Guanosina trifosfato)
H.p.i.: Horas pés-infecgao

HPRT: Enzima hipoxantina guanina fosforibosiltransferase
HSV: Herpes simplex virus

IEV: Virus Envelopado Intracelular

IFN: Interferon

IL: Interleucina

IMV: Virus Maduro Intracelular

IRF: Fator Regulador de Interferon

ITR: Inversdes Terminais Repetitivas

IV: Virus Imaturo

JNK: Proteina Quinase c-Jun amino-terminal

Kb: Kilobases

kDA: Kilodalton

11



KO: “knockout” (nocaute)

M.O.I: Multiplicidade de Infecg&o

MAPK: Proteina Quinase Ativada por Mitégeno
MEF: Fibroblasto Embrionario de Camundongo
MPXV: Monkeypox virus

mRNA: RNA Mensageiro

MV: Virus Maduro

PCR : Reacdo em Cadeia da Polimerase
PBS: Solugdo Salina Tamponada com Fosfato
PRV: Pseudorabies virus

qPCR: PCR em tempo real

RNA: Acido Ribonucléico

RPM: Rotagdes por Minuto

SAPK: Proteina Quinase Ativada por Estresse
SDS: Duodecil Sulfato de Sédio

TLR: Receptor do Tipo Toll

TNF: Fator de Necrose Tumoral

UFMG: Universidade Federal de Minas Gerais
UV: Luz Ultra Violeta

VACV: Vaccinia virus

VARV: Variola virus

VGF: Fator de Crescimento do Vaccinia virus
VZV: Varicela-Zoster virus

WR: Western Reserve

WT: “Wild type” (selvagem)

WV: Wrapped Virions (Virus Envelopado Intracelular)

12



RESUMO

Os Orthopoxvirus Vaccinia (VACV) e Cowpox (CPXV) pertencem a familia
Poxviridae, que compreende 0os maiores € mais complexos virus animais de DNA,
que se replicam exclusivamente no citoplasma de células hospedeiras. Apesar do
género Orthopoxvirus ser o mais estudado da familia, pouco ainda se sabe sobre as
interacbes CPXV-células do hospedeiro. Uma vez que essas interagdes
desempenham importante papel na biologia viral, o0 Grupo de Transdugao de Sinal
do Laboratorio de Virus (ICB-UFMG) vem estudando, ao longo dos ultimos anos, a
ativacdo de proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPKs) em resposta a
infeccdo pelos Orthopoxvirus. Nosso grupo demonstrou previamente que estes
Orthopoxvirus ativam as proteinas quinases ERK e JNK culminando com a
fosforilacdo e consequente ativagao do fator de transcricional c-Jun, um substrato
comum de ambas as vias. Entretanto, as MAPKs JNK1/2 n&o sao necessarias para
a multiplicagdo desses virus, apesar de serem importantes da disseminacdo do
VACV. Sabendo que a produgao de citocinas pode ser regulada pela via de JNK
durante a infecgao por diversos virus, nés decidimos investigar o papel das MAPKs
JNK1/2 na expressédo de citocinas proé-inflamatoérias apds a infeccdo pelos virus
VACV e CPXV. Primeiramente, através de PCR em tempo real e ELISA, nds
demonstramos que a infecgao pelo CPXV leva a uma maior indugao da expressao e
secrecdo da citocina IL-6, em comparagdo com o VACV, em células selvagens e
nocautes para JNK1/2. Também mostramos que ha um aumento significativo da
expressao do mRNA de IL-6 nas células KO em relagdo as WT apos a infecgéo pelo
CPXYV, principalmente no tempo de 12 hpi. Esse resultado também foi observado
em macrofagos de camundongos, atravées do tratamento com o inibidor
farmacolégico JNK inh. VIII. Utilizando células dominante negativa para o fator
transcricional c-Jun (DNc-Jun), também foi observado uma maior expresséo do
MRNA de IL-6 nas células DN em relacdo as células controle. Resultados
preliminares também mostraram que a inibicdo de JNK1/2 leva a reducdo da
expressdo de transcritos da citocina TNF-a, tanto em fibroblastos quanto em
macrofagos de camundongo. Em suma, esse trabalho sugere a participagédo da via
JNK/c-Jun na regulacdo da expressdo do mRNA de IL-6 apds a infecgdo pelo
CPXV, contribuindo, assim, para um melhor entendimento da complexa relagao
virus-hospedeiro.
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ABSTRACT

The Orthopoxviruses Vaccinia (VACV) and Cowpox (CPXV) belong to the Poxviridae
family, the largest and more complex animal DNA viruses, whose replication occurs
in the cytoplasmic compartment of the infected cells. Even though Orthopoxvirus
genus is the most studied, little is known about Orthopoxvirus Cowpox (CPXV)-host
cell interactions. As virus-host cell interaction plays a decisive role in viral biology,
the “Grupo de Transducéo de Sinal”’ of the Laboratério de Virus (ICB-UFMG) have
been studying the activation of mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) in
response to Orthopoxviruses infections. Previously, we demonstrated that these
Orthopoxviruses activates the protein kinases ERK and JNK leading to the
phosphorylation of the transcription factor c-Jun, a common substract on both
signaling pathways. However, JNK 1/2 was not required for proper VACV and CPXV
replication, although they are important in VACV dissemination. Since it has been
shown that production of cytokine is regulated by JNK 1/2 during the infection with
diverse viruses, we sought to investigate the expression of pro-inflammatory
cytokines upon VACV and CPXV infection. By means of quantitative reverse
transcription-PCR and ELISA, we demonstrated that CPXV infection of wild-type
(WT) or JNK 1/2 knock-out (KO) mouse embryonic fibroblasts (MEFs) leads to a
higher induction and secretion of IL-6 cytokine than VACV infection. We also showed
a significant increase in IL-6 mMRNA expression in KO cells when compared to WT
MEFs, mainly at 12 hpi. This result was also confirmed with murine macrophages, by
using the JNK inhibitor VIIl. We also demonstrated an increase in IL-6 mRNA
expression in cells infected with CPXV and expressing dominant-negative c-Jun
mutation (DNc-Jun), when compared to infected control cells. Preliminary results
also showed that JNK1/2 inhibition results in a reduction of the transcriptional
expression of TNF-a in MEFs as well as in murine macrophages. Taken together,
our data suggest that the JNK/c-Jun pathway exerts a negative regulation of IL-6
MRNA expression upon CPXV infection, leading, thus, to a better understanding of
the complex relationship between virus and their host cells.
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I. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Os virus sé&o pequenos agentes infecciosos que possuem uma estrutura
simples, sendo constituidos basicamente de um genoma, que pode ser de DNA ou
RNA, fita simples ou dupla, envolvidos por um arcabougo protéico (capsideo),
podendo ainda ser revestido ou ndo por um envelope lipidico. Por toda sua
simplicidade estrutural e seu reduzido numero de genes, os virus ndo possuem toda
maquinaria biossintética necessaria para sua multiplicagdo, e por isso, sao
dependentes da célula hospedeira para se multiplicarem, sendo considerados

entdo, organismos intracelulares obrigatérios.

Os Poxvirus, membros da familia Poxviridae, sao virus grandes e complexos
de DNA dupla fita linear, capazes de se replicar no citoplasma de suas células
hospedeiras. A familia € dividida em duas subfamilias, Chordopoxvirinae e
Entomopoxvirinae, cujos membros infectam, respectivamente, vertebrados e
insetos. A subfamilia Chordopoxvirinae é ainda subdividida em nove géneros, dentre
0s quais o mais estudado € o género Orthopoxvirus. A variola, cujo agente causador
(Variola virus) pertence a este género, foi a doenga infecciosa que provocou o maior
numero de obitos ja registrado. A doencga foi declarada erradicada pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) em 1980, resultado da descoberta do inglés Edward
Jenner, o qual observou a existéncia de protegcédo cruzada contra a variola gerada
pela inoculagdo de outro Orthopoxvirus, processo que deu origem a vacinagao.
Ainda hoje, esses virus continuam sendo alvos de diversas pesquisas que buscam
novos agentes antivirais e vacinas mais seguras, devido ao temor da utilizagdo do

Variola virus como arma biologica.

Além do Variola virus, outros Orthopoxvirus podem causar infecgoes
eventuais em humanos, como o Cowpox virus (CPXV) e o Vaccinia virus (VACV),
que foram usados nas campanhas de vacinagdo contra a variola. O CPXV é um
virus de roedor, endémico na maioria dos paises da Europa e alguns paises da
Asia, podendo ser adquirido por humanos através dos roedores ou de outros
hospedeiros acidentais como vacas e gatos. O VACV é o protétipo do género,
porém sua origem e hospedeiros naturais permanecem desconhecidos, embora
tenha se detectado a presenca do VACV em macacos da Amazébnia e roedores
silvestres peridomiciliares. Recentemente, no Brasil, tém sido relatados varios surtos

de Vaccinia bovina causados por virus relacionados ao Vaccinia, com acometimento
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também de ordenhadores e danos a economia, sendo este entdo mais um motivo

que torna relevante o estudo da biologia dos Poxvirus.

Os virus dependem das funcdes celulares de seus hospedeiros para
completarem seu ciclo de multiplicagdo, e para que isso ocorra da melhor maneira
possivel, os virus modificam o meio intracelular de modo a otimizar sua
multiplicagcdo e ao mesmo tempo, escapar da resposta imune do hospedeiro contra

a infeccéao viral.

De maneira geral, a resposta antiviral do hospedeiro ocorre em duas fases,
sendo a primeira ndo especifica (Resposta Imune Inata), e segunda fase especifica
(Resposta Imune Adaptativa), sendo ambas essenciais no combate aos virus. A
resposta imune inata compreende interferons, sistema complemento, células natural
killer, entre outros fatores, enquanto a resposta imune adaptativa envolve células T
e B. Ambas as respostas envolvem a agdo de citocinas, que sao proteinas
regulatérias que medeiam processos essenciais de comunicagao intercelular
durante a defesa antiviral, sendo amplamente produzidas por células de defesa
como dendriticas, macrofagos e linfocitos T, dentre outras. As citocinas podem ser
produzidas pelo hospedeiro, tanto em resposta a infec¢ao viral, quanto induzidas
pelo virus, e neste caso, pode favorecer sua patogénese. Os Poxvirus
desenvolveram estratégias imunomodulatérias, de forma a evadir a resposta imune
do hospedeiro, através de produgdo de multiplas proteinas que interferem na
inducdo ou atividade do sistema complemento e das principais citocinas com

atividades antivirais.

Assim, os virus adquiriram mecanismos para manipular as vias sinalizadores
celulares responsaveis por regular importantes fungdes, tais como, proliferagéo,
diferenciagdo e sobrevivéncia celulares, incluindo as repostas antivirais como
apoptose e produgao de citocinas, de forma a criar um ambiente intracelular mais

propicio a sua multiplicag&o.

Entre as vias sinalizadoras que regulam importantes processos celulares,
destacam-se as vias das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs). Esta
€ uma via evolutivamente conservada entre os eucariotos e esta envolvida no
controle de muitos processos fundamentais, que incluem proliferagéo,

sobrevivéncia, apoptose, diferenciacdo, metabolismo e motilidade, em resposta a
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diversos estimulos extracelulares. Dentre as vias das MAPKSs, destaca-se a via das
quinases c-Jun amino terminal (JNKs), inicialmente classificada como proteinas
quinase ativadas por estresse (SAPKs), mas sendo também um mediador critico na
transducdo do sinal em resposta a estimulagdo por citocinas e alguns fatores de
crescimento. Diversos estudos demonstraram o papel de JNK na regulagdo de
processos como sobrevivéncia celular, apoptose, proliferacdo e resposta imune. Ja
foram descritos varios mecanismos pelas quais os virus, entre os quais os Poxvirus,
manipulam a via das MAPKs em prol do seu sucesso multiplicativo e/ou

disseminativo.

Na tentativa de melhor entender a interagdo virus-hospedeiro, nos ultimos
anos, o Grupo de Transducao do Sinal da UFMG vem estudando a fundo a ativagao
e a relevancia biologica de vias de sinalizagdo, dentre elas aquela das MAPKSs,
durante a infeccéo pelos virus VACV e CPXV. Foi demonstrado que a via MEK/ERK
é ativada pelo VACV e CPXV durante todo o seu ciclo multiplicativo, porém é
essencial somente para a multiplicacdo do VACV. Em outros estudos, observou-se
a ativacao da via MKK/JNK desde tempos precoces até tempos tardios de infecgao
por ambos os virus, entretanto, apesar dessa via nado ser essencial para a
multiplicagdo desses virus, observa-se uma desorganizagado acentuada nas redes
de microtubulos e actina apos a infecgao pelo VACV, levando a uma desregulacéo
da liberagéo de particulas envelopadas. Foram também observadas as ativagdes de
importantes fatores de transcricdo, como c-Fos, Egr-1 e c-Jun, apds a infecgéo por

estes virus.

PEREIRA e LEITE, em suas teses de doutorado, tentaram avaliar se as
MAPKs JNK1/2 estariam envolvidas na resposta celular antiviral, através da analise
da indugéo das citocinas IL-6, IL-10 e TNF-a em células selvagem e nocaute para
estas quinases infectadas pelo VACV. Porém os resultados n&o foram conclusivos e
permanece a hipétese de que um dos papéis de JNK durante a infeccdo pelos
Orthopoxvirus seria a imunomodulacdo das respostas do hospedeiro, uma vez que
ja foi observada a indugdo da producédo de citocinas regulada pela via de JNK
durante a infecg&o por diversos virus. Sabe-se que o VACV e o CPXV ativam essas
quinases durante a infeccédo e estudos demonstraram que a infec¢ao de fibroblastos

humanos com o Vaccinia virus linhagem WR, induz a transcricdo e a consequente
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secrecao de IL-6 e de IL-1[3, sugerindo que estas citocinas possuem um importante

papel na patogénese deste virus.

Deste modo, este trabalho buscou um melhor entendimento da contribuicdo
das proteinas quinases JNK1/2 na expressao de citocinas inflamatérias durante a
infeccdo pelos Orthopoxvirus Vaccinia e Cowpox, de maneira que possamos
continuar esclarecendo alguns fatores que tecem essa complexa interagcdo entre

virus e célula hospedeira.
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Il. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Os Poxvirus
1.1. Histérico e Perspectivas

Os Poxvirus foram de grande importancia no surgimento e desenvolvimento
da imunologia e vacinologia, criadas dois séculos atras pelos estudos cientificos do
inglés Edward Jenner na prevengao da variola (HILLEMAN, 2000).

A variola, causada pelo Variola virus (VARV), foi uma grande pandemia que
matou centenas de milhares de pessoas desde o primeiro surto registrado no Egito
Antigo, cerca de 3000 anos atras, até sua extingdo, sendo aproximadamente 500
milhdées de obitos sé no século passado. Apds a campanha de vacinagcdo em massa
da Organizacdo Mundial de Saude, o ultimo caso de variola foi diagnosticado em
1977, na Somalia, sendo considerada erradicada pela OMS em 1980. (SMITH &
McFADDEN, 2002; MAHALINGAM et al., 2004; TAN, 2004; McFADDEN, 2005).

A erradicacgao da variola so foi possivel devido aos esforgos para se controlar
a doenga no inicio do século XVIIl. O Dr. Edward Jenner notou que ordenhadores
que entravam em contato com vacas acometidas de Variola bovina (ocasionada
pelo Cowpox virus - CPXV - outro Orthopoxvirus) permaneciam protegidas da
Variola humana, descobrindo assim que a infecgdo por um Orthopoxvirus mais
brando podia conferir protegdo cruzada contra o VARV (TAN, 2004; BULLER &
BRAY, 2004).

No dia 14 de maio de 1796, Jenner inoculou o CPXV, isolado da méo
infectada de uma ordenhadora, em James Phipps, um menino de 8 anos, e
posteriormente, desafiou o menino com o VARV, demonstrando que o garoto era
resistente a variola (MOSS, 1996). Esse novo processo ficou conhecido como
vacinacdo (do latim, vacca), e com esta realizagdo singular, foram poupadas as
vidas de cerca de 60 a 100 milhdes de individuos que poderiam morrer de variola
(McFADDEN, 2010).

Durante o século XIX, o uso da vacina de Jenner contra a variola se espalhou
pelo mundo. As amostras de virus vacinais eram obtidas inicialmente de crostas de
lesbes em vacas ou cavalos e eram mantidas por vacinagédo bragco a brago ou por

inoculagdo em bezerros, até o desenvolvimento da vacina liofilizada, em 1950.
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Curiosamente, em 1939, Alan Downie, ao analisar o virus contido nas amostras
vacinais, percebeu que este era diferente do CPXV original, denominando a nova
especie 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 eletrénica, cultivado em cultura de tecidos e utilizado
como modelo em ensaios de titulagdo. Além disso, o VACV foi também o primeiro
virus a ser utilizado como vetor de expressao, sendo atualmente foco de muitos
estudos para sua utilizagdo como vetor vacinal contra diversos patdgenos, como
vetor oncolitico e para expressdo de proteinas recombinantes (MOSS, 1996;
FENNER, 2000; MOSS, 2007).

Muitos fatores ajudaram na erradicagao da variola, e o principal deles é o fato
do VARV ser restrito apenas a espécie humana, ndo possuindo reservatorios
animais conhecidos (McFADDEN, 2004; BULLER & BRAY, 2004). Apés a OMS
declarar a variola erradicada, as campanhas de vacinacdo foram interrompidas,
exceto para trabalhadores de laboratorio e membros das forgas armadas de alguns
paises. Hoje, somente dois centros de pesquisa no mundo possuem amostras
deste virus: o CDC (Centers for Disease Control and Prevention, EUA) e o Instituto
Vektor (State Research Center of Virology and Biotechnology, Russia) (McFADDEN,
2010).

A variola foi erradicada, porém os estudos sobre os Poxvirus continuam
sendo relevantes, principalmente se considerarmos que com a interrupcdo da
campanha de vacinagdo, as geragbes n&o vacinadas e individuos
imunocomprometidos s&o altamente susceptiveis a infecgdes causadas por esses
virus. Os ataques terroristas de 11 de setembro de 2001 nos Estados Unidos da
Ameérica, aumentaram a preocupagéo sobre o uso do VARV como arma bioldgica,
direcionando o foco dos estudos para o desenvolvimento de novas drogas antivirais
e vacinas mais seguras (SMITH & McFADDEN, 2002; McFADDEN, 2005).

Destaca-se ainda a re-emergéncia de zoonoses humanas causadas por
Poxvirus, como em 2003, quando ocorreu um surto de monkeypox em humanos nos

EUA, a qual foi decorrente da importacdo de roedores africanos portadores de
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Monkeypox virus (MPXV) (CDC Update, 2003; McFADDEN, 2005). Além disso,
desde 1963 e, principalmente, na década de 90, tem sido relatada a circulagdo de
Orthopoxvirus classificados como amostras brasileiras do VACV, em diversos surtos
no Brasil, inclusive com transmissao a humanos e com grande impacto na economia
(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). Casos de infecgao
pelo CPXV também tem sido reportados, 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, sendo que em 7 destes casos o
CPXV foi transmitido de ratos infectados adquiridos de diferentes pet-shops da

cidade que possuiam o mesmo fornecedor (VOGEL et al., 2011).

Com a emergéncia de novas infecgdes por Poxvirus, € importante que a
pesquisa basica sobre estes virus continue existindo, buscando um melhor
entendimento de sua biologia, das interagdes virus-hospedeiro, da imunologia e de
sua patogénese (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,
nas quais os membros infectam, respectivamente, vertebrados e insetos. A
subfamilia Chordopoxvirinae é ainda subdividida em nove géneros (TABELA 1), e a
familia Enfomopoxvirinae € ainda subdividida em trés géneros (MOSS, 2007; ICTV,
20009).

Dentro da subfamilia Chordopoxvirinae, o género mais bem estudado &
Orthopoxvirus, e diversos virus pertencentes a este género s&o capazes de infectar
seres humanos, incluindo o Variola virus, que foi erradicado em 1977; o Vaccinia
virus, que foi utilizado na campanha de vacinagédo contra a variola; o Monkeypox

virus, que circula principalmente em animais selvagens da Africa; e o Cowpox virus,
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que € 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, 2007; SCHATZMAYR et al., 2011).

Sobre o VACV, apesar de ser o alvo da maior parte dos estudos sobre os
Poxvirus, ainda n&o se sabe sua a origem e seu o hospedeiro natural (SMITH &
LAW, 2004; MOSS, 2007), 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 circulagado dentre os animais.

Sobre o CPXV, é importante também destacar que apesar de ser uma
infecgdo rara em humanos, ela € uma doenca de pele potencialmente fatal, sendo
transmitida somente por contato direto com lesées de pele de animais infectados.
Normalmente as infecgdes humanas sédo adquiridas de gatos domésticos, e néo se
conhece nenhum caso de transmissdo entre pessoas, entretanto auto-inoculagao
pode ocorrer raramente (BAXBY et al.,, 1994; BAXBY et al. 1997; VOGEL et al,,
2011). Acredita-se que o CPXV seja o virus ancestral dos Orthopoxvirus e
recentemente, foi sugerida a reclassificacdo de algumas amostras desse virus como
espécies diferentes (CARROLL et al., 2011; SCHATZMAYR et al., 2011).

Dentre todos os Poxvirus, somente o Variola virus e o Molluscum
contagiosum virus (género Molluscipoxvirus) infectam somente humanos, uma vez
gue nao sao conhecidos outros reservatorios destes virus na natureza. Entretanto,
outros Poxvirus, além dos Orthopoxvirus citados acima, podem causar infecgoes
eventuais em humanos, sob a forma de zoonoses, como alguns Parapoxvirus e
Tanapox virus (LEWIS-JONES, 2004; DAMON, 2007).
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TABELA 1 - Classificagao dos Poxvirus de vertebrados - A familia Poxviridae, subfamilia
Chordopoxvirinae, apresenta 9 géneros, sendo uma espécie, Squirrel poxvirus, ainda nao
classificada em género (ndo estabelecido). Fonte: ICTVdb/2009.

Género: Avipoxvirus (10 espécies)
Género: Capripoxvirus (3 espécies)
Género: Cervidpoxvirus (1 espécie)
Género: Leporipoxvirus (4 espécies)
Género: Molluscipoxvirus (1 espécie)
Género: Orthopoxvirus (9 espécies)
Género: Parapoxvirus (4 espécies)
Género: Suipoxvirus (1 espécie)
Género: Yarapoxvirus (2 espécies)
Género: Nio estabelecido (1 espécie)

23



2. Aspectos Gerais da Biologia dos Poxvirus
2.1. Morfologia

Os Poxvirus sdo grandes quando comparados aos outros virus, e possuem
forma ovoide ou de tijolo, com dimensdes em torno de 350nm de comprimento por
270nm de largura no caso do VACV. Na particula viral estdo presentes lipideos e
proteinas tubulares externas, uma membrana, um cerne, que contém o genoma, e
dois corpusculos laterais, de composicdo quimica e fungdo ainda desconhecidas
(FIGURA 1) (MOSS, 2007).

Algumas formas virais apresentam ainda uma membrana adicional,
denominada envelope, sendo este o0 componente mais externo do virus. Assim,
podem ser distinguidas trés particulas virais (FIGURA 2): o MV (virus maduro), o
WV (virus envelopado intracelular) e o EV (virus extracelular), segundo
nomenclatura recente proposta por MOSS (2006).

O MV possui uma unica membrana e constitui a maior parte da progénie viral,
sendo liberado somente quando ocorre a lise celular. O WV consiste de MVs
circundados por duas bicamadas lipidicas adicionais derivadas do complexo de
Golgi e é encontrado intracelularmente. O EV consiste do WV exocitado, podendo
ser encontrado tanto aderido a superficie celular (anteriormente denominada CEV —
virus envelopado aderido a célula), quanto livre no meio extracelular (anteriormente
denominada EEV - virus envelopado extracelular) (MOSS, 2006; CONDIT et al.,
2006).

O cerne, a estrutura mais interna do virus, € um disco ovalado, bicéncavo 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 quatro grandes polipeptidios em uma estrutura denominada
nucleossoma. (SODEIK & KRIJNSE-LOCKER, 2002).
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Corpusculo lateral

Tubulos Superficiais
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DNA

Membrana externa Cerne

Parede do cerne
100nm (camada em paligada)

FIGURA 1 - Morfologia da particula viral dos Orthopoxvirus. Esquema representativo da
particula EV de um tipico Orthopoxvirus, evidenciando os seus elementos estruturais
principais: o cerne, a estrutura mais interna onde estd 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.
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FIGURA 2: Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao das trés formas virais
do VACV. (A) MV (virus maduro) ou IMV (virus maduro intracelular) - a seta aponta a unica
membrana desta particula. (B) WV ou IEV (virus envelopado intracelular) - a seta mais
interna apontando a membrana do IMV e as outras duas, as membranas resultantes do
envelopamento. (C) EV (virus extracelulares) ou EEV (virus envelopado extracelular) e CEV
(virus envelopado associado a célula) - uma seta indicando a membrana externa do IEV,
que se fundiu a membrana plasmatica, e as outras duas setas, a membrana interna

remanescente do IEV (envelope) e a membrana do IMV. Fonte: modificado de MOSS, 2006.
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2.2. Genoma

Como dito anteriormente, os Poxvirus possuem genoma de DNA dupla fita
linear, com o tamanho variando entre 134 kb nos Parapoxvirus até mais que 300 kb
em alguns Avipoxvirus, sendo de 200 kb para o VACV e 220 kb para o CPXV,
contendo aproximadamente 200 genes. As extremidades das duas fitas de DNA s&o
covalentemente ligadas por estruturas do tipo grampo de cabelo (“hairpin”). Por si
s6, o genoma dos Poxvirus ndo é infeccioso uma vez que sao necessarias enzimas,
como a RNA polimerase, presentes no interior da particula viral, para que o genoma
seja expresso (MOSS, 2007).

Em todos os Poxvirus, o genoma possui sequéncias terminais repetidas e
invertidas (ITRs), de aproximadamente 12 kb, sendo estas idénticas, mas com
orientagdes opostas. Muitos genes dessas regides terminais sao relacionados a
interacao virus-hospedeiros, tais como proteinas que inibem processos antivirais,
entre elas apoptose, apresentacdo e reconhecimento de antigenos e fungdes dos
interferons (LEFKOWITZ et al., 2006; MOSS, 2007).

Sequéncias completas de genomas de varios Poxvirus estdo disponiveis,
pelo menos de um membro de cada género da subfamilia Chordopoxvirinae. Como
caracteristicas gerais da organizagdo destes genomas pode se citar que as ORFs
nao apresentam sobreposi¢ées nem introns e que os genes localizados na regiao
central do genoma (cerca de 90 genes) sdo altamente conservados entre os
Poxvirus e geralmente estéo relacionados com fungdes essenciais para a replicagao
e montagem da particula viral. J& os genes localizados nas extremidades do
genoma sao mais variaveis e relacionados a fun¢des consideradas n&o essenciais,
tais como espectro de hospedeiros, viruléncia e imunomodulagédo (FIGURA 3)
(CONDIT & NILES, 2002; SMITH & McFADDEN, 2002, MOSS, 2007).

A convencédo utilizada para nomear os genes do VACV consiste na sua
localizagdo nos fragmentos que sao gerados apos a digestdo do genoma viral com a
endonuclease Hindlll. Estes fragmentos sdo denominados por letras e o nome do
gene consiste da letra do fragmento de restricdo no qual esta localizado, seguida do
numero do mesmo e da letra L ou R, indicando o sentido de leitura do gene para
esquerda (Left) ou direita (Rigth), respectivamente. Para denominar as proteinas
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codificadas por estes genes, retiram-se as letras L ou R do nome do gene (MOSS,
2007).
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FIGURA 3: Representacdo esquematica do genoma dos Poxvirus. O genoma possui,
em meédia, 200 Kb e pode ser dividido em uma regido central conservada, que codifica
principalmente proteinas essenciais para a multiplicacdo viral e nas regides terminais, que
sdo mais variaveis e codificam proteinas ndo essenciais para a multiplicacao viral. Estas

ultimas também contém as regides terminais invertidas e repetidas (ITRs). Fonte: Adaptado
de SMITH & McFADDEN, 2002.
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2.3. Ciclo de multiplicagao dos Poxvirus

Diferentemente dos outros virus de genoma DNA, que possuem seu ciclo
multiplicativo no compartimento nuclear das células infectadas, o ciclo de
multiplicagdo dos Poxvirus acontece totalmente no citoplasma das células
hospedeiras. O ciclo mais bem estudado € o do VACV, mas as caracteristicas
essenciais sdo bastante conservadas entre os outros Poxvirus (FIGURA 4)
(McFADDEN, 2005).

2.3.1. Adsorgao e penetragao

O ciclo de replicagdo do VACV é uma complexa cascata de eventos que
comega com a adsorcao da particula viral a superficie celular e subsequente fusao
da membrana viral e da membrana celular. Duas particulas infecciosas podem
iniciar o ciclo de multiplicagdo, o MV e o EV, se ligando a diferentes receptores
celulares, ainda desconhecidos. Ambas as particulas possuem diferentes
glicoproteinas na superficie viral e penetram na célula de modos diferentes
(McFADDEN, 2005; ROBERTS & SMITH, 2008).

Existem evidéncias de que proteinas de superficie do MV podem facilitar a
adesdo do VACV a célula hospedeira através da ligagdo as glicosaminoglicanas
(GAGs) celulares e que esta interagao possui um importante papel na adsorgao viral
(SMITH et al., 2003). As proteinas A27 e H3 se ligam ao sulfato de heparina e a D8
se liga ao sulfato de condroitina. Entretanto, essa ligagdo ndo é essencial para que
ocorra a penetracdo e parece ser dependente do tipo celular (MOSS, 2007).
Recentemente também foi demonstrado que glicoesfingolipidios sdo importantes
para a infectividade do VACV, sugerindo a participagdo dessas moléculas como um
receptor celular alternativo para a ligagdo desse virus (PERINO et al, 2011).
Quanto a particula EV, s6 existem evidéncias indiretas de que proteinas virais de

envelope se liguem a receptores celulares (SMITH et al., 2003).

Sobre o mecanismo pelo qual ocorre a penetracdo do VACV, acredita-se que
ocorra a fusdo entre a membrana externa do MV e a membrana celular,
independente de pH, com a liberagdo do cerne no citoplasma da célula hospedeira
(MOSS, 2006). Este processo, denominado desnudamento primario, ndo é afetado
por inibidores de transcricdo ou de sintese protéica. Apds entrar no citoplasma, o
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cerne viral € transportado da periferia celular, através de microtubulos, até o local
onde é iniciada a sintese de mRNA virais (MOSS, 2007).

Diferentemente, a penetragdo do EV ocorreria através de endocitose, sendo
necessaria a acidificagdo dos vacuolos endociticos para romper a membrana
externa do EV. Uma vez exposta, ocorreria a fusdo da membrana com a vesicula
endocitica e a posterior liberacdo do cerne no citoplasma da célula hospedeira
(MOSS, 2006; ROBERTS & SMITH, 2008, SCHMIDT et al., 2011).

Recentemente, dois estudos corroboraram a via endocitica como sendo
aquela utilizada pelo EV durante o processo de penetragao, apesar de discordarem
guanto ao exato mecanismo pelo qual isto ocorreria. Ambos os estudos mostraram
que o EV liga-se a protrusdes citoplasmaticas ou filopddios e desloca-se via actina
até o corpo celular, onde é internalizado por endocitose, independente da via
mediada por clatrina ou cavéola (HUANG et al., 2008), ou por macropinocitose
(MERCER & HELENIUS, 2008; SCHMIDT et al., 2011).

Diante de todos esses resultados, é provavel que mais de uma via de
penetracdo seja utilizada, dependendo tanto da linhagem viral quanto do tipo
celular. Importante ressaltar que a fusdo € mediada por um grupo de proteinas da
membrana do MV que, por sua vez, s&do conservadas em todos os Poxvirus. Dessa
maneira, supde-se que 0 mecanismo de entrada seja comum a todos os membros
da familia Poxviridae (MOSS, 2006; ROBERTS & SMITH, 2008; WHITEBECK et al.,
20009).

Existem evidéncias de que a adsorcao/penetragdao do VACV ¢é associada a
eventos rapidos de sinalizagdo de diversas cascatas de proteinas quinases do
hospedeiro, e é provavel que esses eventos possam influenciar nos estagios

subsequentes da replicagao viral (McFADDEN, 2005).
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FIGURA 4: Esquema Representando o Ciclo de Multiplicagao dos Poxvirus. As duas
formas infectivas dos Poxvirus, o virus extracelular (EV) e o virus maduro (MV) iniciam o
seu ciclo ao se ligarem e penetrarem na célula, ocorrendo o desnudamento primario. Ainda
no cerne, ocorre a transcrigdo de genes precoces e apos a sintese destas proteinas ocorre
o desnudamento secundario e a consequente liberagdo do DNA no citoplasma. Apéds a
replicagdo deste DNA, ocorre a transcricdo dos genes intermediarios e tardios. Finalmente,
tem-se a montagem do virus que sé&o liberados na sua maioria através da lise celular (MV).
Parte dos MVs adquire duas camadas de membrana adicionais, derivadas das cisternas
trans-Golgi (WV) e séo liberadas em processos que s&o dependentes de actina (CEV) ou
independente da mesma (EEV), constituindo ambos os virus extracelulares (EVs). Ver texto
para detalhes. Fonte: adaptado de SLIVA & SCHNIERLE, 2007.
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2.3.2. Expressao génica

Semelhante ao que ocorre nos Herpesvirus, os processos de replicacdo do
genoma e morfogénese dos Poxvirus sdo regulados temporalmente ao longo do
ciclo de multiplicagdo, sendo identificadas trés classes de genes: genes precoces,
genes intermediarios e genes tardios. Esse tipo de programa genético € conhecido
como mecanismo em cascata, uma vez que os produtos génicos de cada estagio

regulam o proximo estagio (MOSS, 2007).

Dentro do cerne da particula viral, esta presente um sistema completo
necessario a transcricao 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 transcricao dos
genes intermediarios, além de proteinas envolvidas no bloqueio da resposta antiviral
do hospedeiro (MOSS, 2007).

Em seguida, ocorre o desnudamento secundario, com a degradagédo das
nucleoproteinas que constituem o cerne e a consequente liberacdo do DNA viral no
citoplasma da célula hospedeira, que funciona como molde para a replicacdo do
genoma e subsequentes estagios de transcricdo. Ao contrario da transcricdo
precoce, que esta somente sob o controle de fatores transcricionais virais, os
estagios de transcricdo intermediaria e tardia exigem cooperacdo dos fatores de

transcricdo do hospedeiro para uma expressao génica eficiente (McFADDEN, 2005).

A transcricdo dos genes intermediarios € responsavel pela producédo de
enzimas e fatores de transcricdo dos genes tardios, que por sua vez geram
proteinas estruturais, fatores de transcricdo dos genes precoces, além de proteinas
envolvidas na morfogénese e evasado imune (CONDIT & NILES, 2002; MOSS,
2007).

2.3.3. Replicagao do genoma

A replicagdo do genoma dos Poxvirus ocorre no citoplasma das células
hospedeiras, até mesmo em células anucleadas, iniciando-se entre 1 e 2 horas apés
a infeccdo e gerando cerca de 10.000 copias do genoma por célula, das quais
metade serdo empacotadas na progénie viral (MOSS, 2007).

A liberacdo do DNA viral no citoplasma ocorre apenas ap0ds a sintese das

proteinas precoces, sem a qual ndo ha o desnudamento do cerne. Os sitios
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citoplasmaticos aonde ocorrem a replicagdo do DNA e montagem das paticulas
virais sdo denominados “fabricas virais”, sendo &areas do citoplasma eletrondensos a
microscopia eletrénica (MOSS, 2007). Os Poxvirus codificam todas as proteinas

essenciais para replicacdo de DNA viral.

O modelo classico da replicagdo do DNA dos Poxvirus envolve a clivagem da
estrutura em forma de grampo presente na extremidades do DNA, sendo que a
extremidade 3' OH dentro da al¢a terminal serve como iniciadora da replicagao e
elongacéo da cadeia de DNA pela polimerase viral. A replicagdo do DNA entéo leva
a formacdo de concatameros, que sao posteriormente resolvidos em moléculas
maduras de DNA (MOSS, 2007; BEAUD, 1995). Entretanto, este modelo esta em
discussao devido a recente descoberta de uma proteina viral (D5) com atividade de
DNA primase (DE SILVA et al., 2007; DE SILVA et al., 2009). Assim, propdem-se
um novo modelo na qual existiria a sintese de iniciadores de RNA pela proteina D5,
ao inveés da clivagem da extremidade do DNA viral.

2.3.4. Morfogénese e liberagao das particulas virais

A formacg&o da progénie viral € iniciada nas “fabricas virais”. 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 (MOSS, 2007; ROBERTS & SMITH, 2008).

Em seguida, ocorre a transicdo de IV para virus maduros (MV). Nesse
processo, ha o empacotamento do genoma viral e a clivagem proteolitica das
proteinas do cerne, com consequente mudanca da forma da particula, de circular
para o formato de tijolo. Os MVs de alguns poucos Poxvirus, como o Cowpox, ficam
retidos dentro de corpusculos de inclusédo do tipo acidéfilos (ATI), que s&o estruturas
protéicas bem definidas e grandes. Para a maior parte de progénie viral, a
morfogénese se encerra nesse ponto, e os MVs séo liberados somente apés a lise
da célula (MOSS, 2007; ROBERTS & SMITH, 2008).

Alguns MVs deixam as fabricas virais em um processo que envolve o
transporte em microtubulos, e sdo transportados até o centro organizador de
microtubulos (MTOC), onde adquirem duas membranas adicionais da rede do trans-
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Golgi ou de endossomos, formando os WVs (McFADDEN, 2006; SMITH & LAW,
2004). Sabe-se que as proteinas A27 do MV e B5 e F13 do WV sao essenciais para
a formacdo dessas particulas envelopadas. As particulas WV sao entdo
transportadas até a periferia celular, também através de microtubulos, com
participagéo das proteinas virais A36 e F12 (ROBERTS & SMITH, 2008).

Quando atingem a superficie celular, a membrana externa dos WVs se funde
a membrana plasmatica da célula formando os EVs (virus extracelulares). Algumas
particulas dos EVs podem ser liberadas no meio extracelular como EEV (virus
envelopado extracelular), enquanto outras permanecem aderidas a superficie
celular, sendo denominadas CEV (virus envelopado associado a célula). Os CEVs
sdo entdo propelidos em direcdo a células vizinhas pela inducdo da formacéo de
caudas de actina pelos virions. O balanco entre a formacdo de EEVs e CEVs
depende tanto da célula hospedeira quanto da linhagem do virus (SMITH & LAW,
2004; McFADDEN, 2005; ROBERTS & SMITH, 2008). Recentemente, também foi
proposto a participacdo da molécula fosfoinositidio 5 —fosfatase SHIP2 associada a
proteinas viral A34 na regulagdo da disseminagdo desses virus, aparentemente
inibindo a liberagcédo dos EEVs (McNULTY et al., 2011).

Sendo assim, o VACV pode ser disseminado de diversas maneiras: (i)
disseminagé&o célula a célula dos MVs, apos a lise celular; (ii) disseminag&o célula a
célula através dos CEVs presentes nas caudas de actina; (iii) disseminagao célula a
célula ou (iv) para células distantes, dos EEVs. Os EEVs s&o os mais importantes
na disseminagao viral dentro do hospedeiro (SMITH & LAW, 2004; McFADDEN,
2005; ROBERTS & SMITH, 2008).

35



3. Resposta Imune contra os Poxvirus

De maneira geral, a resposta antiviral do hospedeiro € bifasica, com efetores
inatos tais como interferons (IFNs), células natural killer (NK) e macréfagos na
primeira fase, e resposta adaptativas especificas das células T e B numa segunda
fase. Ambas as fases sdo essenciais no reconhecimento e combate de patdgenos
(HAGA & BOWIE, 2005).

Em relagdo aos Poxvirus, ainda ndo se tem grande conhecimento de como
hospedeiros humanos e animais respondem a infeccdo por esses virus. Grande
parte dos dados s&o gerados através da infeccdo de camundongos pelo VACV e
mostram que tanto a resposta imune humoral como a celular, possuem fungdes
essenciais na geragao de protecdo contra infecgdes por Orthopoxvirus (XU et al.,
2004; PUTZ et al., 2006).

3.1. Resposta Imune Inata

A resposta imune inata, ou ndo especifica, € a primeira linha de defesa contra
as infecgcdes virais e responsavel por iniciar a resposta imune adaptativa
(especifica), através da produgédo de citocinas e da estimulagdo do processo de
inflamacédo. A inflamacéo corresponde a uma reagao inespecifica contra estimulos
nocivos, como toxinas e patégenos, e é caracterizada por dor, vermelhidao, calor e
inchaco no sitio de infeccdo. Os mediadores da inflamagédo sdo as citocinas, que
uma vez produzidas por células infectadas, recrutam leucécitos, tais como
macrofagos e neutrofilos, para o local da inflamacdo, onde é criado um
microambiente que impede a disseminacgao viral. A inflamacado € um dos aspectos
mais importantes da defesa do hospedeiro contra microrganismos invasores, mas
pode também auxiliar na patogénese, uma vez que a resposta inflamatoéria € capaz
de levar a danos adicionais o tecido do hospedeiro (FLINT et al., 1999; MADIGAN et
al., 2004; AKIRA, 2011).

Os macrofagos possuem uma importante fungdo como células
apresentadoras de antigeno (APC) na ativagao de células T e no inicio da resposta
imune especifica. Os camundongos que tiveram seus macrofagos deletados sao
incapazes de controlar a infecgdo pelo VACV por deficiéncia na apresentacado de

antigeno. Além disso, células presentes no infiltrado inflamatoério secretam citocinas
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inflamatorias e antivirais, tais como fator de necrose tumoral (TNF) e interferons
(IFNs) (FLINT et al., 1999; SEET et al., 2003).

Os IFNs constituem um grupo de proteinas secretadas que induzem o estado
antiviral em células infectadas ou nao infectadas. Existem trés classes de IFNs,
sendo todas cruciais contra a infeccdo pelos Poxvirus. Entretanto, a secrecdo de
IFN tipo | (a/B) constituem o mecanismo antiviral chave do sistema imune inato.
Esse sistema emprega diversos receptores de padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs), tais como receptores do tipo Toll, RIG-I e MDA5 que detectam
infecgcdes através de moléculas unicas produzidas por virus, como por exemplo
RNA dupla-fita. A sinalizagcdo desencadeada pela ativacdo desses receptores levam
a producao de IFN, e consequentemente, a indugdo de um estado antiviral induzido
por IFN. A maiorias das células pode ser estimulada a produzir IFN tipo |, sendo as
células dendriticas as principais produtoras dessa citocina. Essas células também
possuem fungdes tais como apresentagao de antigeno e estimulagdo de células T
(BARCHET et al., 2005; HAGA & BOWIE, 2005; TANTILIPIKORN & AUEWARAKU,
2011).

Células NK sao atraidas aos sitios de infeccdo em parte pela resposta
inflamatdria. Essas células possuem uma acéao citotdéxica contra células infectadas
pelo VACV in vitro e sua delegdo in vivo esta associada ao aumento da viruléncia
deste virus. A apoptose € um processo natural e complexo que ocorre em resposta
a uma variedade de estimulos, e pode ser considerada parte da resposta imune
inata, uma vez que a infec¢do viral pode induzir a apoptose. Esse processo também
é utilizado contra os Poxvirus (FLINT et al., 1999; HAGA & BOWIE, 2005).

3.2. Resposta Imune Adaptativa

A resposta imune adaptativa compreende a resposta humoral e a resposta
celular. A resposta imune humoral esta envolvida na erradicagdo de microrganismos
presentes no sangue e fluidos, através da geragcdo de anticorpos, enquanto a
resposta imune celular é responsavel pela erradicagdo de microrganismos
presentes dentro de células, sendo mediada pelas células T. A linhagem de
linfocitos T é diferenciada em células T citotoxicas e células T helper (Th), pela
presencga de antigenos de superficie (CD), sendo as células Th contendo o antigeno
CD4+ e as celulas T citotoxicas o antigeno CD8+. As células T CD8+
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desempenham um importante papel no controle das infecgdes virais. Apos sua
ativacao, essas células tém papel na eliminacao direta das células infectadas, além
de secretarem citocinas que inibem a multiplicagdo viral e fatores que recrutam
outras células do sistema imune. Posteriormente a resposta mediada pelas células
T, as células B produzem anticorpos (resposta humoral) capazes de neutralizar as
particulas virais (FANG et al., 2005; PRECOPIO et al., 2007; AKIRA, 2011)

A resposta humoral mostrou-se tendo um papel principal na protecao contra
os Orthopoxvirus em estudos em modelos animais. Ja a resposta imune celular
mediada pelas células T CD8+ previne a mortalidade e medeia a recuperacédo do
hospedeiro durante a infec¢ao primaria. Acredita-se que tanto células T CD4+ como
células CD8+ apresentam papéis importantes e complementares na eliminagao de
uma infecgao aguda por Orthopoxvirus (PUTZ et al., 2007). Recentemente, GOMES
e colaboradores (2012) analisaram a resposta imune celular de pacientes infectados
agudamente pelo VACV em surtos zoono6ticos no Brasil. Seus resultados mostraram
que ha uma menor quantidade e menor ativacdo de células B, e que apesar de
presentes, células T CD4+ sdo também menos ativadas, assim como monocitos e
macrofagos, nos pacientes infectados em comparagdo com os nao infectados.
Resultados similares também foram observados em camundongos Balb/C
infectados experimentalmente com amostras do VACV isoladas desses surtos,
mostrando que esse virus é capaz de modular as células do sistema imune durante

a infec¢cdo aguda em humanos.

3.3. Citocinas

Para que as células do sistema imune sejam ativadas, elas devem se
comunicar, € esse processo € mediado por proteinas soluveis denominadas
citocinas. Citocinas sdo proteinas regulatérias de baixo peso molecular produzidas
por diferentes tipos celulares, principalmente macréfagos e linfocitos T, em resposta
a diferentes estimulos, como agentes infecciosos, tumores ou estresse. As citocinas
modulam a comunicagéo entre as células do sistema imunoldgico entre si, ou entre
células do sistema imune e células somaticas. (ABBAS, 2007; BAK & MIKKELSEN,
2010)

Apesar das citocinas serem estruturalmente diversas, elas compartilham

muitas propriedades, tais como: (i) a agdo das citocinas € geralmente pleiotropica,
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ou seja, uma citocina pode agir em diferentes tipos celulares; (ii) a acdo das
citocinas € geralmente redundante, ou seja, diferentes citocinas podem exercer a
mesma funcéo; (iii) citocinas geralmente influenciam a sintese e agdo de outras
citocinas; e (iiii) as citocinas exercem suas atividades pela ligagdo a receptores
especificos e ativagdo da expressdao génica em células que contém esses
receptores. Muitas vias transmitem os sinais que desencadeiam a produg¢do de
citocinas, entre elas, a via das MAPKs (FLINT et al., 1999; PRADERVAND et al,,
2006; ABBAS et al., 2007).

Diversas citocinas s&o conhecidas, entre elas diferentes tipos de
interleucinas, quimiocinas (que sao citocinas quimioatrativas de células) e IFNs.
Quanto as suas agdes bioldgicas, as citocinas podem ser mediadoras e reguladoras
da imunidade inata e da imunidade adaptativa, além de estimuladoras da
hematopoiese (ABBAS et al., 2007). As citocinas participam de quase todas as
etapas da resposta a infecgéo viral, incluindo o controle da inflamacéo e a indugao
do estado antiviral das células. As citocinas com papel na inflamacdo podem ser
divididas em: 1) citocinas pro-inflamatorias: TNF (Fator de Necrose Tumoral)-q,
interleucina (IL)-6 e IFN (interferon)-y, que induzem as respostas inflamatodrias
agudas e cronicas; 2) quimiocinas: MIP (Proteina Inflamato6ria de Macrofagos) -1a,
RANTES (Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted), as quais
estdo envolvidas na quimiotaxia de leucdcitos, e MIC-1 (Proteina-1 Quimioatrativa
de Macrofagos) esta envolvida na quimiotaxia de mondcitos; e 3) citocinas anti-
inflamatorias: IL-4 e IL-10, que limitam a magnitude e a extensdo da inflamacgao
(DINARELLO, 2000; PRADERVAND et al., 2006; ABBAS et al., 2007).

As funcbes resumidas das citocinas estudadas neste trabalho estdo na
TABELA 1. IL-6 foi originalmente identificada como um fator de diferenciacéo de
células B, mas hoje sabe-se que IL-6 é uma citocina multifuncional que regula tanto
a reposta imune quando a hematopoiese. IL-6 possui uma papel critico na
diferenciagao celular, bem como pode estar envolvida em processos relacionados a
produgcao de anticorpos por células B, diferenciacdo de células T citotéxicas, entre
outras (AKIRA et al., 1990; HIRANO, 1991; KISHIMOTO et al., 1992; ABBAS et al.,
2007). TNF-a. é outra importante citocina pro-inflamatoéria, que tem papel na

regulacdo da diferenciagcéo celular, proliferacdo e morte, bem como nas respostas
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imune inata e adaptativa, estando envolvida em uma ampla variedade de doencas
humanas (QIDWAI & KHAN, 2011).

A producdo de citocinas pode ocorrer tanto por indugdo viral, quanto em
resposta a infec¢ao viral. Como resposta a infeccao viral, foi relatada uma potente
atividade antiviral de diversas citocinas tais como, IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a em
caso de infecgdo de camundongos pelo VACV. Em contraste, a expressao de IL-4
mostrou aumentar a viruléncia do VACV. Camundongos nocautes para as citocinas
IFN-y, IFN o/f e IL-6 foram altamente susceptiveis a infeccdo por Poxvirus
(RAMSHAW et al., 1997).

No caso da produgdo de citocinas induzidas pela infecgéo viral, ROKITA e
colaboradores (1998), demonstraram que a infecgao de fibroblastos humanos com o
Vaccinia virus linhagem WR induz a transcrigdo e a consequente secregao de IL-6 e
de IL-1B e, dessa maneira, sugeriram que estas citocinas possuem um importante
papel na patogénese deste virus. Posteriormente, mostrou-se que o Variola virus
induz a secreg¢ao de concentracdes elevadas de IL-6, IL-8 e IFN-a/B associadas a
disseminagao viral exacerbada, em infecgdo experimental de macacos (JAHRLING
et al., 2004).
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TABELA 2. Algumas citocinas e suas fungdes na resposta imune a infecg¢ao viral.
Fonte: adaptado de FLINT et al., 1999

CITOCINAS

TNF-a

Produzido em resposta a IL-1 e TNF-a, estimulo o

crescimento de células B, co-estimulador da células T.

Potente estimulador do crescimento de células NK e de
sua atividade, promove a diferenciacao de células T
CD8+ imaturas



4. Interagao Poxvirus-Hospedeiro

Para que os virus tenham sucesso em seu ciclo multiplicativo, eles
necessitam dispor de estratégias para escapar da resposta antiviral do hospedeiro e
manter a célula viavel até a geragédo da progénie. Logo apos a entrada dos virus, a
resposta imune do hospedeiro pode bloquear sua disseminacdo e levar a sua
eliminagdo. Como visto, os primeiros mecanismos da resposta imune contra os virus
sdo inespecificos e envolvem interferons, sistema complemento, citocinas, células
natural killer, seguidos por mecanismos especificos como células T citotdxicas e
producdo de anticorpos (MOSS 2007).

Durante a co-evolugao virus-hospedeiros, os Poxvirus desenvolveram
estratégias em resposta a essa pressao seletiva, de forma a manipular e evadir a
resposta imune do hospedeiro, através de produgao de multiplas proteinas que
interferem na indugdo ou atividade do sistema complemento e das principais
citocinas (FIGURA 5). Essas proteinas inibitérias podem ser agrupadas em trés
classes principais: virocinas, que se assemelham a citocinas do hospedeiro ou a
reguladores imunes soluveis; viroceptores que sao receptores celulares alterados
que sequestram ligantes; e proteinas intracelulares que interferem em vias
sinalizadoras e efetoras. Os produtos dos genes E3L e K3L sdo exemplos dessa
ultima classe, uma vez que antagonizam os efeitos do sistema interferon ao
contraporem a atividade da Proteina Quinase dependente de RNA (PKR) e da 2’-5’
Oligoadenilato sintetase (OAS), respectivamente (PERDIGUERO & ESTEBAN,
20009).

Como exemplo de viroceptores, o VACV codifica a proteina B19, que se
associa a membrana plasmatica de células infectadas e n&o infectadas, onde se
ligam moléculas de IFN do tipo I, bloqueando seus efeitos antivirais (EVERETT &
McFADDEN, 2002). Outros genes virais codificam viroceptores que impendem a
ligacdo de TNF, IFNy, IL-1B, e a subsequente sinalizagdo desencadeada por estas

citocinas.
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sinais pro-apoptoticos

/

FIGURA 5. Algumas proteinas de Vaccinia virus (VACV) relacionadas a evasao da
resposta imune do hospedeiro. A célula dispde de receptores de padrdo molecular
capazes de detectar componentes estruturais de agentes patogénicos, dentre eles os virus.
Uma vez ativados, os TLRs transmitem o sinal através de uma cascata de proteinas
sinalizadoras, culminando com a ativacao de fatores de transcricao como NF-kB e IRF (fator
regulatério de interferon), que induzem a expressao de citocinas proé-inflamatérias e IFN do
tipo |, importantes para conter a disseminacao da infecgao. Cinco proteinas codificados pelo
VACV, entre elas a A52, interceptam esta cascata sinalizadora e sdo importantes fatores de
viruléncia. A ligacdo dos IFN dos tipos | e |l aos seus receptores cognatos também é
bloqueada por proteinas codificadas por VACV, por exemplo a B19 que é uma proteina
ligadora de IFN-a/B. PKR e OAS (oligoadenilato sintase) s&o dois ISG essenciais na
resposta antiviral, cuja ativagdo depende de dsRNA (RNA fita dupla). Quando ativadas,
PKR inativa a tradugao através da fosforilagdo do elF-2a enquanto OAS leva a ativagao da
RNAse L. As proteinas virais E3 e K3 inibem este sistema de defesa do hospedeiro pois sao
ligadora de dsRNA e homodlogo do fator de iniciagdo da traducao elF-2 a, respectivamente.
Fonte: adaptado de PERDIGUERO & ESTEBAN, 2009.
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Outro exemplo de proteina viral que participa da manipulacdo da resposta
imune do hospedeiro € a A46. Essa proteina foi um dos primeiros inibidores virais
da via de sinalizagdo desencadeada pelos receptores do tipo Toll (TLRs) descrito
(FITZGERALD et al,. 2005). A sinalizacado através dos TLRs é desencadeada por
interagdes entre o dominio TIR (Receptor Toll-like de Interleucina-1) dos receptores
e moléculas adaptadores. O proteinas A46 contém o dominio TIR, se ligando a
moléculas adaptadores celulares e interferindo na ativagdo das Proteinas Quinases
Ativadas por Mitégenos (MAPKs), ERK (quinase regulada por sinal extracelular),
JNK (c-jun N-terminal quinase) e p38MAPK, além dos fatores transcricionais NFkB
(Fator nuclear kB) e IRF-3 (fator regulador de Interferon 3) (PERDIGUERO &
ESTEBAN, 2009; STACK et al., 2005). O bloqueio destas vias sinalizadoras impede
a expressdo de IFNs do tipo | e citocinas pro-inflamatérias (STACK et al., 2005,
BONJARDIM et al., 2009; McFADDEN, 2005). Foi descrito que essa proteina é
importante para a viruléncia do VACV uma vez que a delegao do gene A46R tornou
o virus atenuado em modelo murino intranasal (PERDIGUERO & ESTEBAN, 2009).

A ativacdo e bloqueio das diversas vias sinalizadoras celulares de modo a
alterar o ambiente intracelular tornando-o mais propicio a geragao e disseminacgéo
virais, reflete nos tipos celulares que sdo permissivos ou restritivos a multiplicagao
de um determinado virus, ou seja, no tropismo viral. Tais vias desempenham um
papel central na regulagdo das mais diversas fungbes celulares, como
sobrevivéncia, crescimento, apoptose, migracdo e trafego intracelular (GREBER,
2002; LUDWIG et al.,, 2003). Por exemplo, o VACV é capaz de estimular
mitogenicamente células quiescentes, induzindo a proliferacdo de células nao
infectadas, através da secregédo do fator de crescimento do Vaccinia virus (VGF)
(BULLER et al., 1988; SEET et al., 2003).

Para os Poxvirus, células permissivas sdo aquelas nas quais o virus penetra
e completa seu ciclo de multiplicacdo, enquanto as células restritivas sdo aquelas
nas quais os virus penetram, mas n&o conseguem completar seu ciclo de
multiplicagdo. Normalmente, as células permissivas sdo aquelas metabolicamente
ativas capazes de prover toda a maquinaria traducional necessaria para a
multiplicagado viral, e que ndo ativem as vias sinalizadoras antivirais (McFADDEN,
2005). Apesar de grande parte das linhagens celulares de mamiferos ser permissiva
a infeccdo do VACV, sabe-se que em macréfagos e mondcitos sanguineos de
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coelho, a replicagcdo do VACV é lenta e o virus matura assincronicamente.
(BUCHMEIER, 1979). Em macrofagos peritoniais de camundongos, o ciclo de
replicacdo do VACV ¢ abortivo, sendo expressas somente as proteinas precoces,
sem detecgao de sintese de DNA e de proteinas virais tardias, e sem a montagem
dos virions da progénie (HUMLOVA et al., 2002).

Estudos do Grupo de Transducdo de Sinal do Laboratorio de Virus
demonstraram que os virus VACV e CPXV sdo capazes de estimular vias
sinalizadoras intracelulares relacionadas a proliferacéo e a sobrevivéncia, como, por
exemplo, a via das MAPKs (Proteinas Quinases Ativadas por Mitogenos),
favorecendo o sucesso de sua multiplicagdo (DE MAGALHAES et al., 2001;
ANDRADE et al., 2004; SILVA et al., 2006; SOARES et al., 2009, PEREIRA et al.,
2012). Foi demonstrado que a via MEK/ERK/EGR-1 é ativada pelos virus VACV e
CPXV, sendo essencial para a multiplicacdao de VACV, desde que a sua inibigcao
causou uma significativa redugédo da progénie viral, mas ndo para o CPXV. Durante
a infecgao pelo VACV, ativagao da via MEK/ERK é parcialmente desencadeada pela
proteina viral VGF (FIGURA 6) (DE MAGALHAES et al., 2001; ANDRADE et al.,
2004; SILVA et al., 2006; BRASIL, 2010).

Estudos do nosso grupo também mostraram que ocorre a ativagdo das
MAPKs MKK4/7/JNK1/2 durante a infec¢céo por VACV e CPXV e, que para o VACV,
apesar da formacado de MVs nao ser afetada na auséncia JNK1/2, observa-se uma
desorganizagao acentuada nas redes de microtubulos e actina, levando a uma
desregulacéo no trafico viral para periferia da células e no aumento da liberagédo de
particulas envelopadas (SOARES, 2007; LEITE, 2010, PEREIRA et al., 2012).
Durante a infecgdo pelo VACV, a fosforilagdo do fator de transcricdo c-Jun é
regulada temporalmente por ERK e JNK e exerce importante papel na geragéo e
disseminagdo da progénie viral (PEREIRA, 2007; LEITE, 2010, dados nao
publicados) (FIGURA 6).
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FIGURA 6: Ativagao das MAPKs ERK e JNK, pelo VACV e CPXV. A infecgao pelos virus
VACV e CPXV leva a ativagdo das vias das MAPKs ERK e JNK, de forma sustentada ao
longo de seu ciclo de multiplicagdo. Na infeccédo pelo VACV, a ativagao da via de ERK se
inicia em tempos precoces da infeccdo, e culmina com a expressao/ativagao de Elk-1, c-
Jun, c-fos e egr-1. Na infecgao pelo CPXV, a ativagédo da via de ERK se inicia em tempos
precoces da infecgdo, e culmina com a expressao de egr-1. A ativacado da via de JNK ocorre
a partir de 1 hpi, na infeccao de ambos os virus, se estendendo até tempos tardios de 48
hpi, também levando a ativagéo de c-Jun.
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5. MAPK (proteinas quinases ativadas por mitégenos)

As células respondem aos estimulos fisicos e quimicos do ambiente, como
alteragdes na quantidade de nutrientes, fatores de crescimento, citocinas, alteragdes
no pH, radiacdo e mecanismos de estresse, de modo a gerar uma resposta
biolégica que as tornem mais aptas a sobrevivéncia nessas condi¢des. Esses sinais
fisicos e quimicos controlam varios aspectos da fungao celular, incluindo migragéo,
proliferacéo, diferenciacdo e morte. Muitas vias de transdug¢ao do sinal cooperam e
participam nesse processo culminando na alteragdo da expressdo génica, entre
elas, a via das Proteinas Quinases Ativadas por Mitdgenos (MAPKs) (DAVIS, 2000;
CARGNELLO & ROUX, 2011).

A via das MAPKs é composta por uma familia de quinases transdutoras de
sinais da membrana celular até o nucleo, em resposta uma variedade de estimulos,
incluindo fatores de crescimento, estresse, horménios, entre outros. Todas as
células eucarioticas possuem multiplas vias das MAPKs, sendo esta bastante
conservada entre elas (KYRIAKIS & AVRUCH, 2001; WADA & PENNINGER, 2004;
DHANASEKARAN & JOHNSON, 2007).

Essas cascatas contém pelo menos trés proteinas quinases em série que
culmina na ativacdo de uma MAPK funcional. Assim, uma MAPK quinase quinase
(MAPKKK), é ativada através de fosforilagdo e/ou interacdo com GTPases
associada a membrana, e por sua vez fosforila residuos de serina e treonina de uma
MAPK quinase (MAPKK), que, por sua vez, ativa uma MAPK através da fosforilagao
de residuos de tirosina e treonina. Essa MAPK entdo pode fosforilar outras
proteinas citoplasmaticas e/ou translocar-se para o nucleo, regulando diretamente a
atividade de fatores de transcricdo e, assim, controlando a expressdo génica
(PEARSON et al., 2001; KYRIAKIS & AVRUCH, 2001).

Atualmente é reconhecido que a superfamilia das MAPKs possui varias vias
de sinalizagdes distintas, entre elas a das proteinas quinases reguladas por sinais
extracelulares (ERK1/2) e a das proteinas quinases ativadas por estresse (SAPKSs):
quinases c-Jun N-terminal (JNK) e das quinases p38 (FIGURA 7) (COWAN &
STOREY, 2003). ERK1 e ERK2 sdo MAPKs bem caracterizadas que respondem a
estimulos de crescimento. Ambas JNKs e p38 MAPKs sao ativadas em resposta a

uma variedade de estresses ambientais e celulares, tais como mudangas na
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osmolaridade e metabolismo, danos ao DNA, choque térmico, citocinas
inflamatorias, radiacdo UV e estresse oxidativo (WADA & PENNINGER, 2004,
CARGNELLO & ROUX, 2011).

Interagdes 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 funcao/sinalizacao
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 (PEARSON et al, 2001; COWAN & STOREY, 2003;
CARGNELLO & ROUX, 2011).
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FIGURA 7: Representacdo esquematica das cascatas de sinalizagciao das MAP
Quinases. As MAPKs sao proteinas quinases que podem ser ativadas por diferentes sinais
extracelulares, transduzindo esses sinais para varios compartimentos celulares,
principalmente o ndcleo, onde é direcionada a execugdo de programas genéticos
apropriados, incluindo ativagédo da transcricdo génica, sintese protéica, proliferagao, morte e
diferenciagao celular. As MAPKs estao organizadas num médulo de trés proteinas quinases
que consiste de uma MAPKKK (MAPK kinase kinase), ativadora de uma MAPKK (MAPK
kinase) que por sua vez ativa uma MAPK (MAP kinase), resultando em uma resposta
biolégica especifica. As vias que levam a ativagao de ERK1/2, SAPK/JNK e da MAPK p38

sdo as mais bem estudadas. Fonte: adaptado de www.sabiosciences.com.

49



5.1. Quinase c-Jun amino terminal (JNK1/2) /SAPKs

Estudos bioquimicos, em 1990, identificaram e purificaram as proteinas
quinases JNK1/2, de 54 e 47 KDa, descritas como associadas a microtubulos e
ativada por cicloheximida. Também descobriu-se que JNK fosforilava o fator
transcricional c-Jun, além de se ligar a sua regido amino terminal. JNK1/2 s&o
ativadas em células apos o tratamento com citocinas, por exemplo, TNF e IL-1, e
por exposicao a varias formas de estresses ambientais, como estresse osmotico e
radiagdo. Sabe-se ainda que JNK é codificada por trés genes diferentes, jnk 1,2 e 3,
sendo o gene jnk3 expresso somente no cérebro, coragdo e testiculos, que podem
sofrer processamento pos-transcricional, criando dez isoformas de JNK, variando
entre 46-54 KDa. Entretanto, o significado funcional dessas isoformas ainda n&o foi
totalmente esclarecido (DAVIS, 2000; HIMES, 2006).

Embora inicialmente classificada como proteinas quinase ativada por
estresse (SAPKs), as MAPKs JNK1/2 também sao mediadores criticos na
transducdo do sinal em resposta a estimulagdo por citocinas e alguns fatores de
crescimentos. Sabe-se que JNK1/2 tém participacdo na respostas imune, no
desenvolvimento e sobrevivéncia de macréfagos, além de um envolvimento critico
no desenvolvimento embrionario de mamiferos, participando da regulagdo de
processos como sobrevivéncia celular, apoptose e proliferacdo (BARR &
BOGOYEVITCH, 2001; NISHINA et al., 2004; HIMES et al, 2006). Ja foi
demonstrado também que a ativacdo de JNK1/2 é responsavel pela expressao
génica de citocinas tais como IL-6 e IL-1 (NISHITAI et al., 2004).

A via sinalizadora que culmina com a ativagdo de JNK1/2 envolve um grande
numero de MAPKKK, incluindo membros das proteinas do grupo ASK, do grupo
MEKK, TAK1 e TPL-2. MKK4 e MKK7 sdo duas MAPKKs envolvidas na ativacédo 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 ativagcdo de diversos substratos, tais
como c-Jun, JunB, JunD, ATF-2, que causam um aumento expressivo na atividade

de transcricdo. JNK pode ainda fosforilar as proteinas anti-apoptéticas, Bcl-2 e Bcl-
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xL, e proteinas envolvidas na migracéo celular (FIGURA 7) (DAVIS, 2000; BARR &
BOGOYEVITCH, 2001; HUANG et al., 2004).

5.1.1. JNK e os virus

Diante do papel de JNK1/2 na regulagdo de processos celulares como
proliferacdo, sobrevivéncia, desenvolvimento, apoptose, inflamacao, alteracbes do
citoesqueleto e migragdo celular, € de se esperar que os virus manipulem a
atividade desta proteina quinase com o objetivo de criar um ambiente celular mais
propicio ao sucesso da geragéo e da disseminagédo da progénie, e como forma de

conseguir se evadir das respostas antivirais do hospedeiro.

Como mostrado anteriormente, ja foi observado a ativagdo de JNK1/2
durante a infecgdo pelos virus VACV e CPXV (FIGURA 6). Sabe-se também que
JNK e outras MAPKs tem papel na infecgdo por outros virus, tendo papel tanto em

processos de replicagdo viral, como na apoptose (HUANG et al., 2011).

Alguns virus da familia Herpesviridae, entre eles o Herpes simplex (HSV-1), o
Varicela-Zoster virus (VZV) e o Pseudorabies virus (PRV), ativam a via de JNK1/2 e
outras MAPKs. Por exemplo, o HSV-1 ativa as vias de JNK1/2 e p38 e os fatores de
transcricdo c-Jun e ATF-2, levando a producgao de IL-10 em células T, resultando na
supressdo da resposta imune celular e facilitando a replicagdo viral (SLOAN &
JEROME, 2007). Em células epiteliais de cornea humana, observa-se que a
ativacdo de JNK, p38, ERK e NF-kB constituem uma resposta celular a infeccéo
pelo HSV1 que culmina com a sintese de IL-6 e a inducdo de uma resposta
inflamatodria (TERASAKA et al., 2009). O VZV também é capaz de ativar JNK1/2 que
participa da resposta celular a infeccédo e inibe a replicagdo viral (RAHAUS et al,,
2004). Em contraste, em fibroblastos humanos a ativagdo de JNK1/2 mostrou-se
essencial para a multiplicagdo desse virus (ZAPATA et al., 2007). Em outro trabalho,
DESLOGES e colaboradores (2008) mostraram que células de melanoma e
fibroblastos infectadas pelo VZV secretam IL-8 de maneira dependente de JNK1/2,
porém essa citocina ndo seria essencial para a replicacdo do virus. Quanto ao PRV,
observou-se que o virus ativa as vias de p38 e JNK, o que leva a produgdo da
citocina TNF-a. A inibicdo dessas vias leva a reducdo da producdo de TNF e
consequente inibigdo da apoptose gerada pela infecgao viral, tanto in vitro quanto in
vivo (YEH et al., 2008). Foi demonstrado também que o Herpesvirus sarcoma de
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Kaposi-associado (KSHV) possui uma proteinas chamada vFLIP que é capaz de
ativar a via JNK/AP1 levando a ativacdo do promotor de IL-6 e induzindo a
expressdo dessa citocina (AN et al., 2003).

O virus da encefalomielite murina (TMEV), pertencente a familia
Picornaviridae, promove a expressao de IL-27 em macrofagos, devido ativagao das
vias TLR3, TLR7 e JNK (HAUSE et al., 2007). Foi demonstrado também que o
Human immunodeficiency virus 1 (HIV-1) membro da familia Retroviridae, leva a
diminui¢do da producéo da citocina IL-12, através da inibigdo seletiva da via de JNK
(MA et al., 2009). Um virus membro da familia Baculoviridae, pertencente ao género
Nucleapolyhedrovirus (NPV), leva a fosforilagdo das MAPKs ERK1/2, p38 e JNK em
célula aviarias semelhantes a macrofagos. A inibicdo da via de p38 abole a
expresséo de IL-12 e de IFN-y e a produgdo de oxido nitrico (NO), o bloqueio de
JNK inibe somente a expressdo das citocinas, enquanto a inibicdo de ERK1/2
resulta num aumento da expressao das citocinas e de NO (HAN et al., 2009).

Em conjunto, todos esses dados demonstram a intima relagdo entre os virus,
dentre eles os Orthopoxvirus, alvo de estudo deste trabalho, e as vias sinalizadoras
celulares, as quais séo finamente manipuladas em favor de uma multiplicagéo viral
bem sucedida. Essa manipulagdo pode ser através da ativagao ou inibicdo de uma
via especifica, porém o sucesso ou ndo dessa modulagéo varia de acordo com a
espécie viral e com a linhagem celular infectada, sendo que virus relacionados
podem manipular a mesma via diferentemente. Assim, nota-se a importancia de um

melhor esclarecimento das relagdes entre os virus e seus hospedeiros.
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lll. OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Investigar o papel das MAPKs JNK1/2 na expressdao das citocinas
inflamatdrias 1L-6, IL-12, TNF-a e IL-10, durante a infec¢ao pelo Orthopoxvirus

Cowpox.

2. Objetivos Especificos

2.1. Avaliar a expressao e produgao da citocina inflamatéria IL-6, IL-12, TNF-a, e IL-
10, durante a infecgdo pelo Orthopoxvirus Cowpox em MEFs selvagens e nocautes
para JNK.

2.2. Avaliar a cinética de expressao da citocina inflamatéria IL-6 apds infecgao pelo
Orthopoxvirus Cowpox em MEFs selvagens e nocautes para JNK na auséncia e

presenga do inibidor farmacologico JNK VIII.

2.3. Avaliar a expressdo e produgdo da citocina inflamatorias IL-6, durante a
infeccdo pelo Orthopoxvirus Cowpox nas ceélulas A31 expressando dominéancia
negativa para c-Jun (DNc-Jun) e células transfectadas com o vetor vazio (pELFIN).

2.4. Caracterizar a cinética de ativagdo das MAPKs JNK1/2 em macréfagos (M®)
intraperitoniais de camundongos e células RAW 264.7, durante a infecgdo pelo

Orthopoxvirus Cowpox.

2.5. Avaliar a multiplicagcdo do Orthopoxvirus Cowpox apoés infeccao de MO e
células RAW 264.7;

2.6. Avaliar e comparar a expressao dos mRNAs das citocinas inflamatoérias acima
durante a infecgédo de M® e células RAW pelo Orthopoxvirus Cowpox em presencga

e auséncia do inibidor farmacoldgico JNK VIII.
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IV. MATERIAL E METODOS
1. Células

1.1. Células BSC-40

As células BSC-40, que sédo uma linhagem continua de células epiteliais
derivadas de rim de macaco verde africano (Cercopthecus aethiops), foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Bernard Moss (National Institute of Allergy and
Infectious Diseases, Bethesda, Maryland, Estados Unidos). Elas foram cultivadas
em meio minimo de Eagle autoclavavel (Auto pow), suplementado com 6% de soro
fetal bovino (SFB), antibioticos (gentamicina a 40pg/mL e penicilina a 200U/mL) e
antifungico (anfotericina B a 1,5 pg/mL); e foram mantidas a 37°C, sob atmosfera de
CO; a 5%. A linhagem BSC-40 foi utilizada para a produgdo de VACV-WR e CPXV-
BR e para os ensaios de titulag&o viral.

1.2. Células selvagem e knockout para JNK1/2

Os fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) selvagem (WT) e knockout
(KO) para JNK1/2 (TOURNIER et al., 2000) foram gentiimente cedidos pelo Dr.
Roger Davis (University of Massachusetts Medical School, EUA). Os MEFs JNK1/2
WT e KO foram cultivados em meio DMEM, suplementado com 7% de SFB e com
os antibioticos penicilina (200U/mL) e gentamicina (20pg/mL).

1.3. Células A31 expressando dominédncia negativa para c-Jun (DNc-Jun) e

células controle transfectadas com o vetor vazio (pELFIN)

As células DNc-Jun e contendo o vetor vazio (pELFIN), foram obtidas no
laboratério durante o mestrado da aluna Flavia Gama, através de transfeccao
estavel por fosfato de calcio (AUSUBEL et al., 1994) com os plasmidios pEF/c-
jundnM (mutante expressando dominancia negativa para o fator de transcricédo c-
Jun murino) e pELFIN (vetor vazio), conforme descrito em LEITE, 2006. Estes
plasmidios foram gentilmente cedidos pelo Dr. Jewed Alam da “Alton Ochsner
Foundation”, New Orleans/LS (ALAM et al., 1999).

Estas células foram cultivadas em meio DMEM, suplementado de 10% (DNc-
Jun) ou 7% (pELFIN) de SFB, 200 pyg/mL de G418 - Sulfato de Geneticina e os
mesmos antibioticos utilizados para as células BSC-40 (veja item 1.1.).
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1.4. Células RAW 264.7

A linhagem de células RAW 264.7, macrofagos transformados pelo virus da
leucemia murina Abelson, foi gentilmente cedida pelo Dr. Aristébolo Mendes da
Silva (Departamento de Morfologia, ICB/UFMG) e cultivada em DMEM
suplementado de 10% de SFB e os mesmos antibioticos utilizados para as células
BSC-40; e foram mantidas a 37°C, sob atmosfera de CO; a 5%.

2. Animais

Os camundongos da linhagem C57BL/6 foram obtidos do Centro de
Bioterismo da UFMG e foram mantidos no biotério do Departamento de
Microbiologia, com livre acesso a ragc&o e a agua, sob ciclo claro/escuro, de acordo
com as normas estabelecidas pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CETEA), desta Universidade.

2.1. Macréfagos intraperitoniais de camundongos

O cultivo primario de macrofagos (M®) intraperitoniais foi obtido através da
injec&o intraperitonial de tioglicolato a 4% estéril em camundongos fémeas com 6
semanas de idade. Foi utilizado 1,5mL de tioglicolato por animal e apds 96h, os
camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical, seguindo as
recomendacgdes do CETEA. Apds desinfecgao com etanol 70%, o peritdnio de cada
animal foi lavado com 5mL de DMEM gelado sem SFB e suplementado com
gentamicina a 40ug/mL. Os lavados peritoniais foram coletados em tubos de 50mL e
centrifugados a 1.200rpm por 10min a 4°C (rotor A384 — Sorvall RT6000B). O
precipitado celular foi suspendido em DMEM suplementado com SFB a 5% e
gentamicina a 40ug/mL, e as células viaveis foram contadas pelo método de
exclusao de azul de Tripan.

Os M® foram semeados em placas de seis pogos (2 x 10° células por pOGO)
e incubados por 3h a 37°C, sob atmosfera de CO, a 5%, para a adesao das células
ao substrato. Apds este periodo, as células foram lavadas com DMEM sem soro e
foi adicionado DMEM suplementado com SFB a 5% e gentamicina. Apos 24h, os
M® foram utilizados para a realizagao dos experimentos.
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3. Virus

O virus Vaccinia WR (linhagem Western Reserve) foi gentilmente cedido pelo
Dr. Flavio Guimaraes da Fonseca (Departamento de Microbiologia, ICB/UFMG), e o
virus Cowpox BR (linhagem Brighton Red) foi gentiimente cedido pelo Dr. C.
Jungwirth (Universitat Wirzburg, Alemanha). Os estoques virais foram obtidos ap6s
a infeccao de células BSC-40 e purificagdo dos virus produzidos em colchdo e
gradiente de sacarose conforme método descrito por JOKLIK, 1962.

3.1. Producgao dos estoques virais

Células BSC-40 foram cultivadas em garrafas de 150cm? até atingirem a
confluéncia, quando foram infectadas com VACV-WR ou CPXV-BR, utilizando-se
MOI (multiplicidade de infecgdo) de 0,01 pfu (unidades formadoras de placa), em
meio sem SFB, e foram mantidas por 1h a 37°C para a adsorcao viral. Apds a
adsorgao, meio suplementado com 1% de SFB foi adicionado. A seguir, as células
foram mantidas a 37°C, e monitoradas ao microscoépio Optico até o aparecimento de
90% de efeito citopatico (ECP) (cerca de 48 horas apds a infecgédo), quando foram
lavadas em PBS, coletadas através de raspagem, centrifugadas a 2.500rpm por
15min a 4°C (rotor A384 — Sorvall RT6000B) e, entdo, congeladas a -20°C para a
posterior purificacio.

3.2. Purificagao viral

A purificacdo dos estoques virais foi realizada de acordo com metodologia
descrita por JOKLIK (1962). Resumidamente, as células coletadas foram
submetidas a lise mecanica e quimica através do uso de um macerador (“douncer”),
e do tampao de lise (MgC{2 1mM; Tris-HCf 10mM pH 7,0; KCf 10mM), e
centrifugadas a 2.500rpm por 15min 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 2h a 4°C (rotor AH 629 Sorvall), para
a remocao dos restos celulares. O sedimento foi suspendido em tampao Tris-HC{
10mM pH8,0, e submetido a sonicagéo por 2 ciclos de 30s (Sonic Desmembrator-
50, Fisher Scientific). A seguir, a suspensao viral foi centrifugada em gradiente de
sacarose, variando de 25 a 40%, a 12.000rpm por 45min a 4°C (rotor AH 629
Sorvall). A banda inferior formada apds a centrifugagdo, correspondente as
particulas virais completas e infecciosas do tipo MVs (ou IMV), foi coletada e
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centrifugada em tampao Tris-HC{ 10mM pH8,0 a 20.000rpm por 1h a 4°C (rotor AH
629 Sorvall), para a remogdo da sacarose. O sedimento resultante foi entdo
coletado, suspendido no mesmo tampé&o, distribuido em aliquotas e congelado a -

70°C, para posterior titulagao e uso nos experimentos.

3.3. Titulagao viral

A titulagdo 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 foram cultivadas em placas de seis pogos (pogo
de 9,6cm?), por 16h, até atingirem cerca de 100% de confluéncia. Foram entéo
inoculadas 200ul de uma série de diferentes diluigdes as culturas recém confluidas,
realizadas na razdo de 10, da suspensao contendo o virus a ser titulado; sendo uma
cultura mantida como controle. Apés 1h de adsorcéo viral, foi adicionado meio
contendo 1% de SFB. A revelacio foi realizada apés 48h de infecgao, através da
fixacdo das culturas com formol a 10% por 30min e coloragdo com solugao de cristal
violeta a 1% (p/v) em etanol 20%, por 15min. As culturas contendo entre 30 e 300
placas de lise foram utilizadas para a determinacdo do titulo viral, expresso em

pfu/mL (unidades formadoras de placa por mL).

3.4. Anadlise da Multiplicagao viral

Macrdfagos intraperitoniais e células RAW 264.7 foram contados e
implantados em placas de 6 pogos para atingir a confluéncia de aproximadamente
90% apos 24 horas. Posteriormente, foram infectadas a MOI de 10. Apéds 3, 6, 12,
24, 48 horas as células foram lavadas duas vezes com PBS 1x e congeladas com 1
mL desta solugédo. As células foram entdo congeladas e descongeladas 3 vezes
para promover a lise celular e liberacdo das particulas virais, e o lisado celular foi
centrifugado a 12.000 rpm por 1 minuto a 4°C e o sobrenadante titulado (conforme
descrito anteriormente no item 3.3) em células BSC-40.

4. Anticorpos e reagentes

Os anticorpos anti-fosfo-c-Jun, anti-fosfo-JNK1/2 e anti-IgG de coelho e
camundongos conjugados a peroxidase foram adquiridos da Cell Signalling
Technology-Beverly, MA, EUA. O anticorpo anti-B-actina foi adquirido da Sigma-
Aldrich, Sdo Paulo, Brasil. O inibidor farmacoldgico JNK inhibitor VIII (N-(4-Amino-5-
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cyano-6-ethoxypyridin-2-yl)-2-(2,5-dimethoxyphenyl) acetamide) foi adquirido da
Calbiochem - Merck (Darmstadt, Germany).

O antibidtico Geneticina (G418 Sulfato) foi adquirido da Gibco BRL Life
Techonologies, Grand Island, N.Y., EUA, sendo utilizada de acordo com as
recomendacgdes do fabricante em concentragdes 6timas para a inibicdo especifica

de seu alvo.

5. Infecgao

Células JNK1/2 WT e KO, RAW 264.7 e M® intraperitoniais foram cultivadas
em placas de seis pogos até atingirem 90% de confluéncia, quando foram (células
JNK1/2 WT e KO) ou nao carenciadas (RAW 264.7 e M® intraperitoniais) em meio
DMEM suplementado com 1% de SFB, por no minimo 12h. O objetivo do
carenciamento € minimizar o estimulo mitogénico exercido pelos componentes do
SFB, sincronizando as células no estado quiescente (fase GO do ciclo celular). As
células foram infectadas com CPXV-BR ou VACV-WR a MOI de 5, em meio sem
SFB e mantidas por 1h, sob agitag&o intermitente, para a adsorgéo viral. A seguir, o
meio foi removido, sendo substituido por DMEM contendo 1% de SFB e as células
foram incubadas por tempos variando de 1h a 48h. Quando inibidores
farmacolégicos foram utilizados, as células foram pré-tratadas 30min antes da
infeccédo, e os mesmos foram mantidos no meio de cultura durante todo o tempo de

infecgao.

Para analisar o papel de JNK1/2 na expressdo de citocinas, apos os
diferentes tempos de infecgéo, foi removido o sobrenadante celular, a monocamada
foi lavada duas vezes com PBS e congelada com 1mL do reagente TRIzol, para
posterior extracdo de RNA total.

Para avaliar a ativagdo biologica de JNK durante a infecgdo viral em
macrofagos intraperitoniais e RAW 264.7, apds os diferentes tempos de infecgéo, foi
removido o sobrenadante celular, a monocamada foi lavada duas vezes com PBS e

congelada, para posterior extragdo de proteinas totais.

6. Extracao de Proteinas Totais

Como dito acima, apos o tempo de infecgcado, as células foram lavadas duas

vezes com PBS e congeladas. Posteriormente, as células foram lisadas diretamente
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da monocamada celular com tampao de lise gelado [Triton X-100 1%; Tris-HC{
100mM pH 8,0; EDTA 0,2mM; glicerol 20% (v/v); NaCt 200mM; NaVvO3
(ortovanadato de soédio) 1mM; NaF (fluoreto de sb6dio) 50mM PMSF
(fenilmetilsulfonilfluoreto) 1mM; aprotinina 5ug/mL; leupeptina 2,5ug/mL; DTT 1mM],
150uL/garrafa durante 30 minutos no gelo. A seguir, as células foram raspadas e
coletadas em tubos de 1,5mL. O lisado foi clarificado através de centrifugagédo a
13.000rpm por 20min a 4°C em microcentrifuga (Eppendorf 5417R), para eliminagao
dos restos celulares. O sobrenadante foi coletado e a concentracdo de proteinas
totais foi determinada por espectrofotometria, utilizando o kit Bio-Rad Assay (Bio-
Rad Laboratories). Em seguidas, as proteinas foram distribuidas em aliquotas e
mantidas a -20°C.

7. Transferéncia Western

Tampéo LB (“loading buffer’) 5x [Tris-HCf 0,5M pH 6,8; B-mercaptoetanol
5%; azul de bromofenol 0,1% (p/v); glicerol 20% (p/v)] foi adicionado a aliquotas de
cerca de 40ug/amostra das proteinas totais, que foram, entdo, desnaturadas por
5min a 99°C. As proteinas entdo foram fracionadas em gel de 10%
poliacrilamida/SDS (PAGE) a 100V e transferidas para membrana de nitrocelulose
(Hybond ECL, GE Healthcare), conforme o protocolo do “Kit Bio-Rad Transferency”
(Bio-Rad Laboratories, USA). Apos a transferéncia, as membranas foram coradas
com Ponceau 1% para a verificacdo da eficiéncia da mesma, além da informagao
sobre a equivaléncia das quantidades de proteinas utilizadas. A seguir, as
membranas foram bloqueadas durante 1 hora em solugao de leite em p6 desnatado
a 5% (p/v) e Tween-20 a 0,1% (v/v) em PBS. Apés 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 1h 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. Apds nova sesséo de lavagens por trés vezes em PBS/Tween-20,
as membranas foram incubadas em solugao 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
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as instrucbes do fabricante. As membranas reutilizadas para sondagem com
diferentes anticorpos foram incubadas com tampéao de remocéo (3-mercaptoetanol
100mM; SDS 2%; Tris-HCt 62,5 mM pH 6,8), por 30min a 56°C. Apods este tempo,
as membranas foram lavadas repetidamente (cerca de cinco vezes) em
PBS/Tween-20, coradas com Ponceau 1%, bloqueadas e incubadas com os

anticorpos, como descrito acima.

8. Extracao do RNA Total

O RNA total foi obtido através de extragdo com o reagente TRIzol LS
(Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante. Brevemente, 0,4mL de
TRIzol foi adicionado diretamente a cada pog¢o da placa de cultivo, e o lisado foi
homogeneizado com o auxilio de uma pipeta, transferido para um tubo de 1,5mL e
mantido por 5 minutos a temperatura ambiente. A seguir, adicionaram-se 206uL de
cloroférmio a cada tubo. Os tubos foram agitados manualmente por 15s e incubados
por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos centrifugagdo a 12000 x g por 15min
a 4°C, a fase aquosa contendo o RNA foi coletada e transferida para um novo tubo
de 1,5mL. O RNA foi precipitado com 266uL de isopropanol por tubo. Os tubos
foram mantidos por 10min a temperatura ambiente e centrifugados a 12000 x g por
10min a 4°C. Os precipitados de RNA foram lavados com 533uL de etanol a 75%.
Os tubos foram agitados em vértex e centrifugados a 7500 x g por Smin a 4°C. Os
precipitados de RNA foram secos ao ar por 10min, suspendidos em agua tratada
com DEPC (dietilpirocarbonato) e quantificados em espectrofotdbmetro Nano Drop
(Thermo Scientific).

9. Tratamento de RNAs com DNase

Os RNAs extraidos com o reagente de TRIlzol foram tratados com DNase
previamente a transcricdo reversa. O protocolo foi feito conforme a orientagdo do
fabricante da DNase RNase free (Biolabs). Tampado de DNase 10x (3uL) e 1
unidade de DNase | (1uL) foram adicionados a 26uL da solugdo contendo RNA, e a
mistura foi incubada a 37 °C durante 10 minutos, para melhor agcdo da enzima. Em
seguida, os tubos foram colocados em gelo, e foi acrescido 0,5uL de EDTA (a 0,5M)
a mistura, para uma concentragéo final de 5 mM de EDTA. O EDTA protege os
RNAs durante o passo seguinte, de inativagdo da DNase a 75°C por 10 minutos.
Logo em seguida ao tratamento, foi feita a transcrigédo reversa.
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10. Transcri¢cao Reversa

Para a sintese do cDNA (DNA complementar), 1-2ug de RNA foram
adicionados a mistura de reagao a seguir: tampao da transcriptase reversa (Tris-HC{
pH 8,3 50mM; KC{f 75mM; MgCt2 3mM; DTT 10mM), oligonucleotideo dT 0,4uM,
dNTP (deoxirribonucleotideo trifosfato) 500uM, 200U de transcriptase reversa
MMLV (virus da leucemia murina Moloney) (Promega) e agua deionizada tratada
com DEPC q.s.p. 25uL. Antes de serem adicionados a mistura de reacéo, o RNA, o
oligonucleotideo dT e agua deionizada tratada com DEPC q.s.p. 15uL foram
desnaturados a 70°C por 5min e, posteriormente, mantidos no gelo por 2min. A
reacdo de transcricdo reversa foi realizada por 1h a 42°C, em termociclador
(Eppendorf).

11. PCR em Tempo Real

O PCR em tempo real foi realizado em equipamento Step ONE Real Time
PCR System (Applied Biossystems). A mistura de reagédo foi a seguinte: 5uL de
Master Mix SYBR Green (Applied Biossystems), 0,2uM de cada iniciador (forward e
reverso), 1uL de cDNA diluido 1:3 e agua deionizada q.s.p. 10uL. As condigbes de
reacao foram: desnaturagédo inicial de 10min a 95°C, seguida de 40 ciclos de 15s a
95°C e 1min a 60°C. Apdés o fim da reacdo, a especificidade dos produtos
amplificados foi confirmada através da curva de dissociagdo, observando-se a
temperatura especifica de dissociagdo (Tm) para cada um dos alvos, e somente as
amostras que apresentaram um unico pico de dissociagdo com a Tm especifica
para cada alvo foram consideradas para analise dos resultados dos experimentos
seguintes. Os iniciadores para a analise dos niveis de mRNA de citocinas
inflamatorias sdo mostrados na TABELA 3.

Controles positivos foram obtidos no laboratorio durante o doutorado da aluna
Graciela Kunrath Lima, através da realizagdo de uma PCR comum com 0s mesmos
oligonucleotideos que foram utilizados na PCR em tempo real, utilizando como
amostra os cDNAs oriundos dos macréfagos intraperitoneais infectados pelo HSV-1,
descrito em LIMA, 2010. A analise das reagdes de PCR em tempo real foi feita pelo
meétodo da quantificagcdo relativa por curva padrdo, para o qual foram geradas uma
curva padrao para o gene testado e uma para o gene constitutivamente expresso

HPRT (hipoxantina guanina fosforibosiltransferase), baseada em diluicdes seriadas
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dos controles positivos em base logaritmica de dez. Para cada uma das dilui¢bes foi
atribuido um valor arbitrario (correspondente a respectiva diluigdo) e uma regresséo
linear foi feita (software SDS 2.0). As curvas foram consideradas apenas quando o
valor de R2 foi superior a 0,95. A partir da curva, foram calculados os valores de
cada amostra. Estes valores foram normalizados pelos valores respectivos do gene
constitutivo, e os valores das células infectadas foram comparados aos dos MOCKs
(células nao infectadas). Os resultados foram plotados como aumento relativo, em
unidades arbitrarias. Todas as reacdes foram feitas em duplicata ou triplicata. Os
resultados da PCR em Tempo Real foram analisados através do teste Two-way
ANOVA (Analise de Variancia) e Bonferroni pods-teste, utilizando-se o software
GraphPad Prism 5 para Windows.

TABELA 3. Iniciadores utilizados para a avaliagcdo da expressdo dos mRNAs de citocinas
inflamatérias em MEFs e em macréfagos murinos.

Iniciador Sequéncia 5’-3’ Alvo Tamanhodo Tm (°C)
Produto (pb)

F CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA TNF-a 174 85,1
R CCCAACATGGAACAGATGAGGGT
F ACGGCCTTCCCTACTTCACA IL-6 124 79,3
R CCACGATTTCCCAGAGAACA
F FGGAAGCACGGCAGCAGAATA IL-12 p40 142 81,2
R AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG
F GGTTGCCAAGCCTTATCGGA IL-10 191 81,0
R ACCTGCTCCACTGCCTTGCT
F GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG HPRT 142 76,9
R GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGG

3forward: Preverso
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12. ELISA

Os sobrenadantes das células infectadas foram utilizados para a dosagem de
IL-6, segundo descrito pelo fabricante do kit (BD, USA). Basicamente, 100 uL/pogo
do anticorpo de captura (5,5 uL/mL), diluidos em PBS estéril (pH 7,4), foram
adicionados a cada placa (NUNC MaxiSorb, 96-pogos). Estas foram entdo vedadas
e incubadas a 4°C por 16 horas. O conteudo de cada placa foi retirado e esta foi
lavada 3 vezes (300 (uL/pogo) com um tampdo de lavagem (PBS/TWEEN 20
0,05%). Apds este procedimento, foram adicionados 200 ul/pogo do tampédo de
bloqueio (SFB 10% em PBS). As placas foram incubadas a temperatura ambiente
por no minimo uma hora. O procedimento de lavagem foi repetido e foram
adicionados 100 ulL/pogco das amostras de sobrenadante e padrdes diluidos em
tampéao de diluicdo (SFB 10% em PBS), e incubados a temperatura ambiente por
uma hora. O procedimento de lavagem foi repetido e foram adicionados 100
uL/pogo do anticorpo de detecgao (5,55 yL/mL) diluido em tampao de diluigdo (o
mesmo das amostras e padrbes). As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 1 hora. Apos outro procedimento de lavagem, foram adicionados 100
pML/pogco do substrato TMB e as placas foram incubadas por 30 minutos, em
temperatura ambiente, protegidas da luz. Apds este periodo, foram adicionados 50
puL/poco de H»SO4 2M para interromper a reacdo. As placas foram lidas em

espectrofotometro Asys (Analitica) a 450 nm.
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V. RESULTADOS
1. PCR em tempo real para os genes HPRT, IL-6 e TNF-a

Antes de comecar a avaliagdo da expressao de citocinas induzidas apods
infeccdo viral, decidiu-se testar a especificidade dos controles e dos iniciadores
utilizados na PCR em tempo real. Como mencionado nos materiais e métodos, os
controles positivos utilizados durante as reagdes de PCR em tempo real (QPCRs)
para os alvos HPRT, IL-6 e TNF-a foram obtidos no laboratério, segundo LIMA,
2010. A fim de se estabelecer a curva padrao para cada alvo, foram feitas diluicoes
seriadas decimais desses padrdes, variando entre 10° a 10™'° para os genes HPRT
e IL-6, e 10* a 10 para o gene TNF-a. Apos a qPCR, foi feita a analise das curvas
de dissociacdo gerada por cada diluicdo amplificada para confirmagdo da
especificidade da reac&do. Além disso, com o objetivo de verificar a qualidade da
extracdo de RNA bem como da reagao de transcrigao reversa, foram feitas reacoes
de gPCR com cDNAs oriundos da extracdo de RNA total de MEFs JNK1/2
selvagens infectados ou ndo, tratados com DNase e submetidos a transcricdo
reversa na presengca (com RT) ou auséncia (sem RT) da enzima transcriptase
reversa MMLV (FIGURAS 8, 9 e 10).

Para o alvo HPRT, a temperatura de dissociagao das diferentes diluicdes do
controle foi de aprox. 77°C (FIGURA 8A e B). Nas reacdes onde o cDNA de MEFs
foi usado como molde para amplificagdo de transcritos deste gene, observa-se a
amplificacdo especifica somente no cDNAs com RT, onde a temperatura de
dissociagao foi praticamente a mesma dos controles positivos. A amplificagcado
observada nos cDNAs sem RT teve uma menor temperatura de dissociacao,
aproximadamente dois graus a menos (FIGURA 8C a E). Isso nos indica que os

iniciadores utilizados sao especificos para o alvo que desejamos.

Em relagdo ao alvo TNF-a, a temperatura de dissociacdo dos controles foi de
aprox. 85°C (FIGURA 9A e B). Nas reagdes para amplificagdo desse alvo a partir do
cDNA de MEFs, observa-se a amplificacdo somente nas amostras que foram
submetidas a RT, onde a temperatura de dissociagao foi a mesma dos controles
positivos (85°C). Nao houve nenhuma amplificagdo nos cDNAs sem RT (FIGURA

9C a E), confirmando a especificidade dos iniciadores utilizados.
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Ja para o alvo IL-6, a temperatura de dissociacdo dos controles foi de aprox.
79°C (FIGURA 10A e B). Entretanto, nas reagdes onde utilizamos o cDNA de MEFs
como amostra, observou-se uma amplificacdo especifica independente do cDNA ter
sido submetido ou n&o a transcricido reversa na presenga da enzima transcriptase
reversa (FIGURA 10C a E), apesar do tratamento dos RNAs com a enzima DNase.
Entretanto, podemos observar que a amplificagdo dos cDNAs do MOCK com ou
sem RT e do virus sem RT ocorreram aproximadamente no mesmo ciclo (Ct=34),
enquanto a amplificacdo do cDNA da amostra referente ao virus com RT, amostra
na qual se espera ter uma maior quantidade de mRNA do gene alvo devido a
inducdo de sua expressao em resposta a infeccédo, ocorreu no ciclo 26. A diferenca
de 8 ciclos na amplificagdo destes cDNAs é bem significativa, indicando que ha
consideravelmente mais cDNA, cerca de 256 vezes mais, referente aos transcritos
de IL-6 do que de DNA referente ao genoma celular. Dessa maneira, apesar dessa
amplificagdo indesejada, continuamos os ensaios de qPCR com esses iniciadores
por considerar que seria possivel detectar uma maior expressédo de transcritos de
IL-6 nas células apds a infecgao viral quando comparados as células nao infectadas,
que praticamente ndo expressam essa citocina. Além disso, algumas amostras
também foram submetidas ao teste de ELISA para avaliar a secrecéo de IL-6, o que
descartaria que os resultados obtidos através da qPCR nao seriam duvidosos.

Vale ressaltar que novos iniciadores para IL-6 tentaram ser desenhados,
porém aparentemente sem sucesso, uma vez que todas as opg¢des se alinhavam

em sequéncias inespecificas quando utilizado o programa BLAST.
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Figura 8 - Graficos representativos da amplificagao tanto da curva padrao relativa
quanto de cDNAs resultantes da reacao de transcrigao reversa na presenga (com
RT) ou na auséncia (sem RT) da enzima transcriptase reversa e respectivas curvas
de dissociagdo, utilizando os iniciadores para o gene HPRT. A) Amplificagdo das
diluicdes seriadas do controle positivo para HPRT variando entre 10° e 10™'°. B) Curva
de dissociagdo dos amplificados em A, com a temperatura de dissociacédo igual a
76,9°C. C e D) Amplificacdo do cDNA de células nao infectadas (MOCK) e infectadas
pelo CPXV, respectivamente, utilizando iniciadores para o gene HPRT. E) Curva de

dissociacado dos amplificados em C e D.
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FIGURA 9 - Graficos representativos da amplificagao tanto da curva padrao relativa
quanto de cDNAs resultantes da reag¢ao de transcrigao reversa na presenga (com RT)
ou na auséncia (sem RT) da enzima transcriptase reversa e respectivas curvas de
dissociacgao, utilizando os iniciadores para o gene TNF-a. A) Amplificagao das diluicbes
seriadas do controle positivo para TNF-a variando entre 10* e 10°. B) Curva de dissociacao
dos amplificados em A, com a temperatura de dissociagao igual a 85°C. C) Amplificagdo do
cDNA de células ndo infectadas (MOCK) e infectadas pelo CPXV, respectivamente,

utilizando iniciadores para o gene TNF-a. A curva de dissociagado das amplificados ¢ igual a
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FIGURA 10 - Graficos representativos da amplificagao tanto da curva padrao relativa

quanto de cDNAs resultantes da reagao de transcrigao reversa na presenc¢a (com RT)

ou na auséncia (sem RT) da enzima transcriptase reversa e respectivas curvas de

dissociagao, utilizando os iniciadores para o gene IL-6. A) Amplificacdo das diluicbes

seriadas do controle positivo para IL-6 variando entre 10° e 107°. B) Curva de dissociacao

dos amplificados em A, com a temperatura de dissociagédo igual a 79,4°C. C e D)

Amplificagdo do cDNA de células ndo infectadas (MOCK) e infectadas pelo CPXV,

respectivamente, utilizando iniciadores para o gene IL-6. F) Curva de dissociagdo dos

amplificados em D e E.
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2. Expressao e secregao de IL-6 durante infecgao pelo VACV e CPXV nos
MEFs JNK WT e KO

Estudo prévios realizados pelo Grupo de Transdugédo do Sinal (PEREIRA,
2007; SOARES, 2007; LEITE, 2010) mostraram que as MAPKs JNK1/2 sao ativadas
pelos virus VACV e CPXV durante toda a infecgdo. Em relagdo ao VACV, sabe-se
que essa via esta relacionada a regulacdo do citoesqueleto celular e da
disseminacdo das formas envelopadas EEV durante a infecgdo por esse virus
(PEREIRA et al., 2012). Sabendo que, além do papel de JNK1/2 na regulagéo do
citoesqueleto, essas proteinas também participam de diversas outras respostas
biolégicas da célula, decidiu-se verificar outros possiveis papéis dessas MAPKs
durante a infeccdo pelos virus VACV e CPXV, como por exemplo, na resposta

inflamatdria celular desencadeada durante a infecgao viral.

Diversos trabalhos ja demonstraram que diversos fibroblastos sdo capazes
de expressar a citocina pro-inflamatoria IL-6 apds diferentes estimulos, inclusive
apo6s infecgdes virais (VAN DAMME, et al, 1989; KURANE et al., 1992; APTE,
1995; MOLET et al., 2001; BOTERO et al., 2008; TURNER et al., 2009; PARK, et
al., 2011). Assim, decidiu-se verificar como se daria a expressdo do mRNA de IL-6
nos MEFs selvagem e nocaute para JNK1/2, apds 9 horas de infecgdo pelos virus
VACV e CPXV, através de qPCR. Como observado na FIGURA 11A, ocorre um
aumento de transcritos de IL-6 apos infec¢ao pelos dois virus quando comparados
as ceélulas nado infectadas (MOCK). Entretanto, a expressdo do mRNA de IL-6
induzida pelo VACV & muito baixa, chegando a cerca de 20 vezes menos que a
expressao induzida pelo CPXV.

Pode-se observar também que a expressao de transcritos de IL-6 nos MEFs
JNK1/2 KO é superior a expressao nos MEFs WT, tanto na infeccdo pelo VACV
quanto no CPXV, chegando a aumentar 1,5 vez nas células KO em relagdo as WT,
apos a infeccéo pelo CPXV.

A fim de se corroborar que a expressao aumentada de transcritos de IL-6
também acarretava na traducdo desta citocina, decidiu-se analisar sua secregcao
através de ELISA, seguindo as mesmas condigbes acima. Como pode ser
observado na FIGURA 11B, a infeccéo pelo VACV aparentemente ndo acarretou na

producdo de IL-6, uma vez que a quantidade desta citocina ficou praticamente igual
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aos niveis das células nao infectadas. Entretanto, confirmando os dados da qPCR, a
infecgao pelo CPXV leva a uma indugédo nao s6 da transcricdo, como da traducao e
secregao de IL-6. Também podemos observar que essa produgao é ainda maior nos

MEFs JNK1/2 KO quando comparados aos MEFs selvagens.
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FIGURA 11 - Expressao e secreg¢ao de IL-6 apds infecgao pelo virus VACV e CPXV em
MEFs JNK1/2 WT e KO. A) RNA total extraido de MEFs WT e KO em A e B, foram tratados
com DNase, submetidos a transcricdo reversa seguida de PCR em tempo real para a
deteccao dos niveis de expressao de IL-6. Cada reacao foi feita em duplicata e a expresséao
de IL-6 foi normalizada em relacéo ao gene constitutivo HPRT. As analises foram feitas pelo
método da curva padrao relativa. B) Sobrenadante coletado dos MEFs WT e KO foram

submetidos a teste de ELISA para a detecgao da produgéo de IL-6.
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3. Cinética de expressao de IL-6 durante infecgao pelo CPXV nos MEFs JNK1/2
WT e KO

Uma vez que a infecgcdo pelo VACV parece nao induzir a transcrigao de IL-6
nem a sua produgao, decidiu-se analisar somente o efeito da infecgdo pelo CPXV
na cinética de expressao e producao desta citocina nos MEFs JNK1/2 WT e KO, a
fim de se determinar quéao significativo seria o papel dessa MAPK na regulagéo da
producgao de IL-6 apds a infecgao viral.

Assim, MEFs JNK1/2 WT e KO foram infectados pelo CPXV, durante os
tempos de 6, 12 e 24 horas, e o RNA total foi extraido para realizagdo de qPCR.
Assim como no resultado mostrado anteriormente, observou-se um aumento de
expressao do mRNA de IL-6 nos MEFs deficientes em JNK1/2 em comparagao aos
selvagens, em todos os tempos analisados (FIGURA 12), sendo a diferenca
significativa nos tempos de 12 e 24 horas apds a infec¢do (p<0.001 e p<0.05,
respectivamente). Em 12 hpi, a quantidade relativa de transcritos de IL-6 chega a
ser aproximadamente 100 vezes maior nos MEFs nocaute em comparagdo aos
selvagens. Observa-se também que a expressdo do mRNA de IL-6 € bem baixa no
tempo de 6 hpi, atingindo seu pico maximo no tempo de 12 hpi nas células KO e 24
hpi nas células WT.
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FIGURA 82 - Expressao de transcritos de IL-6 durante a infecgao pelo virus CPXV em
MEFs JNK1/2 WT e KO. MEFs WT e KO foram ou nao infectados pelo CPXV durante 6, 12
e 24 horas, para detecgao dos niveis de expressao do mRNA de IL-6. As reagdes de PCR
em tempo real foram feitas em duplicatas, apos extragao de RNA, tratamento com DNase e
transcricao reversa. A expressao de IL-6 foi normalizada em relagdo ao gene constitutivo
HPRT. As analises foram feitas pelo método da curva padrao relativa. A andlise estatistica
foi feita utilizando-se teste Two-way ANOVA, e as barras representam o S.E.M. *** p<0.001

e * p<0.05 indica as diferengas entre as barras apontadas.
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4. Expressao de TNF-a, IL-10 e IL-12 durante infec¢ao pelo CPXV nos MEFs
JNK1/2 WT e KO

Também foi analisada a expressao dos mRNAs das citocinas TNF-a, IL-10 e
IL-12 nos MEFs JNK WT e KO infectados pelo CPXV. Para tal, MEFs JNK1/2 WT e
KO foram infectados pelo CPXV, e apos 12 horas, o RNA total foi extraido,
processado e submetido a qPCR.

Em relacdo a IL-10 e IL-12, ndo foi possivel detectar a expressdo dessas
citocinas pelos MEFs infectados ou n&o (dados ndo mostrados).

Ja em relagcdo a TNF-a, observa-se uma menor quantidade relativa desse
transcrito nos MEFs KO quando comparados aos MEFs WT, em 12hpi (FIGURA
13). Entretanto, uma cinética para determinar como ocorre a expressao do mRNA
dessa citocina durante a infecgao ainda sera realizada e analisada para confirmar o

quéo significativa seria a diferenga observada.

74



50
L7 3 JNK WT
o T 404 — 8 JNK KO
=5
£ 2 39
T <
"f »
~ 5 204
<3
Z € 104
£ =2

o-_:__ T

o“’*' gt
& S
12hpi

FIGURA 13 - Expressao de transcritos de TNF-a apds infeccao pelo virus CPXV em
MEFs JNK1/2 WT e KO. MEFs WT e KO foram infectados ou nao pelo virus CPXV durante
12 horas, para detecg¢ao dos niveis de expressdo de TNF-a. As reacdes de PCR em tempo
real foram feitas em duplicatas, apdés extragdo de RNA, tratamento com DNase e
transcricao reversa. A expressao de TNF-a foi normalizada em relagdo ao gene constitutivo
HPRT. As analises foram feitas pelo método da curva padrao relativa. A analise estatistica

foi feita utilizando-se teste Two-way ANOVA, e as barras representam o S.E.M.
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5. Expressao de IL-6 durante infec¢cao pelo CPXV nas células expressando

dominancia negativa de c-Jun

LEITE, em 2010, demonstrou que o fator transcricional c-Jun € uns dos alvos
de ativagcdo das MAPKs JNK1/2 durante infeccdo pelo VACV e CPXV. Decidiu-se
entdo, verificar se c-Jun também estaria tendo um papel na regulagédo da expresséo
do mRNA de IL-6 durante infecgdo pelo CPXV. Para tal, células A31 controle
(transfectadas com o vetor vazio pELFIN2), ou expressando dominancia negativa
para c-Jun (DN8cJun), foram infectadas pelo CPXV. Apo6s 9 horas de infecgdo, as
células tiveram seu RNA total extraido, processado e submetido a qPCR.

Observou-se que na condigdo de dominancia negativa para o fator
transcricional c-Jun, ocorre um aumento significativo (p<0.001), cerca de 12 vezes
mais, da expressao de transcritos de IL-6 em comparagdo com as ceélulas controle,
apos a infeccado pelo CPXV (FIGURA 14A). O mesmo experimento foi feito apos
infeccédo pelo VACV (dados ndo mostrados) e observa-se que a expresséo de IL-6
nas células pELFIN (controle) apds a infecgao pelo VACV é semelhante ao MOCK,
havendo um aumento da expressdo dessa citocina nos DN, porém, assim como
observado nos MEFs, essa expressdo € muito pequena se comparada a induzida
pelo CPXV. Pode-se verificar também que essas células (A31) expressam niveis
bem menores de transcritos de IL-6 (FIGURA 12 e 14A), em comparagéo aos MEFs.

Paralelamente, foi realizada a extracdo de proteinas totais de ambas as
células infectadas ou ndo pelo CPXV para confirmar a ativacdo de c-Jun nas células
controle durante a infecgdo, bem como a dominancia negativa nas células DN, como

pode ser visto na FIGURA 14B, canaletas 2 e 4.

Em conjunto, esses resultados sugerem que ha uma regulagdo negativa da
expressao de mRNA de IL-6 pela via JNK/c-dun apos a infecgao pelo CPXV, uma
vez que quando essa via € inibida, ha um aumento significativo da expressao de

transcritos dessa citocina.
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FIGURA 14 - Expressao de transcritos de IL-6 apds infec¢ao pelo virus CPXV em
células A31 transfectadas com o vetor vazio (pELFIN2) e expressando dominéncia
negativa para c-Jun (DN8cJun). A) As células pELFIN2 ou DN8cJun foram infectadas ou
nao pelo virus CPXV durante 9 horas, para detecgdo dos niveis de expressao de IL-6. As
reacbes de PCR em tempo real foram feitas em duplicatas, apds extragdo de RNA,
tratamento com DNase e transcricdo reversa. A expressao de IL-6 foi normalizada em
relacdo ao gene constitutivo HPRT. As analises foram feitas pelo método da curva padréo
relativa. A analise estatistica foi feita utilizando-se teste Two-way ANOVA, e as barras
representam o S.E.M.. *** P<0.001 indica as diferengas entre as barras apontadas. B) As
células pELFIN2 ou DN8cJun foram ou néao infectadas pelo virus CPXV durante 9 horas.
Proteinas totais foram extraidas e submetidas (30ug) a fracionamento eletroforético seguida
de transferéncia para membrana de nitrocelulose. Apds bloqueio de sitios inespecificos, as
membranas foram incubadas com anticorpo primario anti-p-c-Jun (diluicao 1:1000), seguido
de incubagdo com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluigdo 1:3000) e
revelacdo. O controle interno das quantidades de proteinas foi feito pelo uso do anticorpo
primario anti-B-actina (diluigdo 1:3000). As massas moleculares das proteinas s&o indicadas
na direita da FIGURA. Estes resultados sao representativos de pelo menos duas repeticbes

experimentais.
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6. Avaliacao da multiplicacao do CPXV e da ativacao de JNK1/2 apés a
infecgdao em macroéfagos primarios e transformados (células RAW 264.7)

Uma vez que macrofagos sao células inflamatorias tipicas produtoras de
citocinas, decidiu-se investigar os efeitos da inibicdo da via JNK/c-dJun sobre a
expressao do mRNA das citocinas IL-6 e TNF-a apds infeccdo pelo CPXV nessas
células. Assim, tanto cultivo primario de macrofagos intraperitoniais de camundongo
(M®), induzidos pelo tioglicolato, como a linhagem RAW 264.7 de macrofagos
transformados de camundongos, foram infectados a fim de se tentar corroborar os

resultados obtidos em fibroblastos.

Primeiramente, foi avaliada tanto a multiplicacdo do CPXV nessas células,
quanto a ativacdo de JNK1/2 apds infecgdo por esse virus. Como mostrado na
FIGURA 15A, os M® nao foram permissivos a multiplicagdo do CPXV uma vez que
o numero de particulas infecciosas diminuiu em relagdo ao in6culo (0O hpi) e
permaneceu constante durante todo o ciclo de multiplicacdo. Diferentemente, as
células RAW foram permissivas a multiplicagcdo do CPXV, atingindo o pico da
producdo da progénie apos 24 horas da infecgdo (FIGURA 15B). Entretanto, essa
multiplicagdo observada nas células RAW € relativamente pequena quando
comparada a outras células, como, por exemplo, fibroblastos.

Em seguida, avaliamos se a infecgdo pelo CPXV também seria capaz de
ativar as MAPKs JNK1/2, assim como é visto nos MEFs. Conforme pode ser
observado na FIGURA 18A, apesar das células ndo infectadas (MOCK)
apresentarem um nivel basal de fosforilagdo de JNK1/2, a infeccdo pelo CPXV
promove uma ativagao sustentada dessas MAPKSs, ainda que discreta, nos M®, de
3 a 48 horas poés-infeccdo, apresentando pico em 48 hpi (FIGURA 16A, canaleta
10).

Entretanto, nas células RAW, apesar de ainda néo dispormos dos resultados
completos sobre a cinética viral de fosforilacdo de JNK1/2, uma vez que so6 foi
analisado o tempo de 12hpi, a infeccdo pelo CPXV nao parece aumentar os niveis
de fosforilacdo de JNK1/2, quando comparados com aqueles observados nas
células n&o infectadas (MOCK), como pode ser visto na FIGURA 16B, canaletas 1 e
2.
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FIGURA 15 - Multiplicagdao do CPXV em macréfagos de camundongo. Macréfagos

intraperitoniais de camundongos induzidos por tioglicolato (A) ou células RAW 264.7 (B)

foram infectadas com CPXV a MOI de 5. Apds diferentes tempos de infeccdo, as

monocamadas celulares foram congeladas com 1 mL de PBS cada. Posteriormente, apds

trés ciclos de congelamento e descongelamento, os sobrenadantes clarificados foram

titulados em células BSC-40. Estes resultados foram repetidos pelo menos duas vezes em

A e uma vez em B.
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FIGURA 16 - Cinética de fosforilagado das MAPKs JNK1/2 durante infecgao pelo virus
CPXV em macréfagos de camundongo. Extratos protéicos totais (30ug) de macrofagos
intraperitoniais de camundongos induzidos por tioglicolato (A) ou células RAW 264.7 (B)
infectadas ou ndo pelo CPXV a MOI de 5, nos tempos indicados, foram submetidos a
fracionamento eletroforético seguida de transferéncia para membrana de nitrocelulose.
Apods bloqueio de sitios inespecificos, as membranas foram incubadas com anticorpo
primario anti-p-JNK (diluicdo 1:1000), seguido de incubagdo com anticorpo secundario
conjugado a peroxidase (diluicao 1:3000) e revelacdo. O controle interno das quantidades
de proteinas foi feito pelo uso do anticorpo primario anti-B-actina (diluicdo 1:3000). As
massas moleculares das proteinas sao indicadas na direita da FIGURA. Estes resultados

foram repetidos pelo menos duas vezes em A e uma vez em B.
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7. Expressao de IL-6 e TNF-a em macréfagos primarios e transformados
(células RAW 264.7) ap6s infecgcao pelo CPXV

Apos a analise da multiplicacdo do CPXV e da fosforilagdo de JNK1/2 nos
macrofagos, prosseguiu-se analise da expressao de citocinas apos a infecgdo por
esse virus nos macréfagos de camundongo. Para tal, utilizou-se o inibidor
farmacolégico JNK inhibitor VIII (inh.), o qual inibe a fosforilagdo de c-Jun, um
substrato direto de JNK (SZCZEPANKIEWICZ et al., 2006; TURPEINEN et al.,
2010). M® foram entao tratados ou ndo com a concentragao de 4uM desse inibidor,
infectadas ou n&o pelo CPXV durante 6, 12 e 24 horas, seguido pela extragdo do
RNA total, que foi tratado com DNase, submetido a RT-PCR e qPCR.
Paralelamente, foi realizada a extragdo de proteinas totais para confirmar a
eficiéncia do inibidor utilizado.

Como podemos observar na FIGURA 17A, ocorre um aumento da expressao
de transcritos de IL-6 nas células infectadas em comparagdo com o MOCK, em
todos os tempos analisados, e esse aumento é ainda maior na presenga do inibidor
de JNK, sendo significativo no tempo de 12hpi (p<0.01). A agdo do inibidor nesse
tempo € confirmado pela diminuicdo da fosforilagcdo do substrato de JNK, o fator
transcricional c-Jun (FIGURA 17C, canaleta 5). Em 6hpi, também foi observado um
aumento do mRNA de IL-6 na presenca do inibidor, porém a expressdo de IL-6
induzida pelo CPXV é ainda baixa apos esse tempo. A acéo do inibidor também foi
confirmada nesse tempo (FIGURA 17C, canaleta 2). Em 24hpi, os niveis de
expressao de transcritos IL-6 de apds a infecgao pelo virus foi praticamente a
mesma independente da presenca do inibidor, o que pode ser explicado pela
auséncia de fosforilagdo de c-Jun nas duas condigdes.

Ja para TNF-q, so6 foi possivel utilizar os dados da expressao desta citocina
nesse experimento em 6 hpi, uma vez que nos outros tempos a reagao de qPCR
apresentou curvas de dissociacio inespecificas e por isso ndo foram consideradas.
Mas como pode ser observado na FIGURA 17B, o tratamento com o inibidor de
JNK1/2 levou a diminuicdo da expressao de transcritos de TNF-a apos a infecgao
pelo CPXV, quando comparado aos M® nao infectados. Esse resultado ainda
precisa ser repetido, porém confirma o que foi observado nos MEFs para essa

citocina.
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FIGURA 17 — Expressao de transcritos de IL-6 e TNF-o. durante infec¢do pelo virus
CPXV em macréfagos intraperitoniais de camundongo. Macréfagos intraperitoniais de
camundongos induzidos por tioglicolato foram infectados ou n&o pelo CPXV a MOI de 5,
nos diferente tempos indicados, tratados ou ndo com o JNK inh. VII. Em (A) e (B) as
reacbes de PCR em tempo real foram feitas em duplicatas, apds extragcdo de RNA,
tratamento com DNase e transcricdo reversa. As expressdes de IL-6 e TNF-a foram
normalizadas em relacéo ao gene constitutivo HPRT. As andlises foram feitas pelo método
da curva padrao relativa. A analise estatistica foi feita utilizando-se teste Two-way ANOVA,
e as barras representam o S.E.M. **p<0.01 indica as diferencas entre as barras apontadas.
Em (C) extratos protéicos totais (30ug) foram submetidos a fracionamento eletroforético
seguida de transferéncia para membrana de nitrocelulose. Apds bloqueio de sitios

inespecificos, as membranas foram incubadas com anticorpo primario anti-p-c-Jun (diluicdo
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1:1000), seguido de incubagdo com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluicdo
1:3000) e revelagéo. O controle interno das quantidades de proteinas foi feito pelo uso do
anticorpo primario anti-B-actina (diluicdo 1:3000). As massas moleculares das proteinas séo

indicadas na direita da FIGURA. Estes resultados foram repetidos pelo menos duas vezes

para a expressao de IL-6 e uma vez para a expressao de TNF-a.

83



Para os experimentos realizados com as células RAW 264.7, estas foram
tratadas ou ndo com o inibidor VIII de JNK, infectadas pelo CPXV durante 12 horas,
e 0 RNA total foi extraido, tratado com DNase, submetido a RT-PCR e qPCR. Como
observado na FIGURA 18A, também houve um aumento na expressao de
transcritos de IL-6 nas células infectadas pelo CPXV e tratadas com inh. VIII, em
relacado as células infectadas, porém sem o tratamento. Na FIGURA 18B, também
observamos uma diminuicdo na expressao de transcritos de TNF-a nas células

tratadas e infectadas quando comparadas as nao tratadas.

Os experimentos conduzidos com as células RAW 264.7 foram realizados
apenas uma vez, devido a limitagdo de tempo, e ainda precisam ser confirmados,
incluindo o controle de extragcao de proteinas para confirmar a eficacia do inibidor
utilizado. Entretanto, como esses resultados estdo em linha com aqueles anteriores

obtidos nas outras células, eles foram incluidos nesta dissertagéo.
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FIGURA 18 - Expressao de transcritos de IL-6 e TNF-o. durante infecgao pelo virus
CPXV em células RAW 264.7. Células RAW foram infectados ou nao pelo CPXV a MOl de
5, tratadas ou ndo com o inibidor VIl de JNK, por 12 horas. O RNA total extraido foi
submetido ao tratamento com DNase, e, posteriormente, transcricdo reversa seguida de
PCR em tempo real em duplicata, para a detec¢ao dos niveis de expresséo de IL-6 em (A) e
TNF-a em (B). A expresséo desses genes foi normalizada em relagdo ao gene constitutivo
HPRT. As analises foram feitas pelo método da curva padrao relativa. Esse experimento sé

foi realizado uma vez.
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VI. DISCUSSAO

Estudos realizados pelo Grupo de Transducédo do Sinal do Laboratério de
Virus demonstraram que os virus VACV e CPXV sao capazes de estimular a via das
MAPKs, favorecendo o sucesso de sua multiplicacdo (DE MAGALHAES et al., 2001;
ANDRADE et al., 2004; SILVA et al., 2006; SOARES et al., 2009, PEREIRA et al.,
2012). Foi demonstrado que esses virus induzem a ativagdo precoce da via
MKK4/7/JNK1/2, sendo essa ativacdo sustentada durante todo o ciclo de
multiplicagdo viral em fibroblastos murinos. (SOARES, 2007; PEREIRA et al., 2012).
Durante a infecgdo pelo VACV, a fosforilagdo do fator de transcricdo c-Jun é
regulada temporalmente por ERK e JNK, enquanto que CPXV regula a expressao
de c-Jun através de JNK1/2 apenas, exercendo papéis distintos na biologia destes
Orthopoxvirus, ora afetando a multiplicagdo (ERK) ou a disseminacdo (JNK) da
progénie viral (PEREIRA, 2007; LEITE et al., 2012 - em preparagédo; PEREIRA, et
al., 2012).

Aléem desses resultados, estudos anteriores do nosso grupo também
tentaram esclarecer se a via das MAPKs JNK1/2 estaria envolvida na resposta
celular antiviral, porém os resultados n&o foram conclusivos. Dessa maneira,
decidiu-se continuar a investigar a contribuicdo dessas quinases na expresséo de

citocinas inflamatdrias durante a infecgao pelo VACV e CPXV.

Sabe-se que IL-6 € uma citocina pleiotréfica com papéis na sobrevivéncia,
diferenciacdo e proliferagdo celular, bem como na inflamagdo. E uma citocina
importante no desencadeamento das respostas antivirais, levando tanto a producao
de anticorpos como a diferenciacdo de linfécitos T citotoxicos, possuindo papel
importante no controle de infecgdes virais crénicas (HIRANO et al., 1991; HARKER
et al., 2011). Assim, decidiu-se primeiramente, fazer a analise da expressédo do
mMRNA da citocina pro-inflamatadria IL-6 apds infecgéo pelo VACV e CPXV em MEFs,
uma vez que ja havia sido relatada a indugdo da transcricdo e secregdo dessa
citocina induzidas pela infec¢do do VACV em fibroblastos (ROKITA et al., 1998). Foi
observado que ha uma substancial maior expressdo de mRNA e produgdo de IL-6
apo6s a infecgao pelo CPXV em MEFs, quando comparados a infecgao pelo VACV
(Figura 11A e B). Estes dados in vitro estdo de acordo com resultados in vivo

obtidos por KNORR et al. (2006), que mostraram que a infecgdo de camundongos
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pelo CPXV também induz a producdo de uma quantidade bem maior de citocinas
que a infecgao pelo VACV, incluindo a citocina pré-inflamatéria I1L-6.

Observamos também que na auséncia de JNK1/2, ocorre a inducdo da
expressao e secrecao ainda maior dessa citocina, apds infecgao pelos dois virus,
principalmente o CPXV (FIGURA 11A e B).

Uma vez que o VACV nao foi capaz de induzir uma expressao consideravel
de IL-6 em comparagcdo com o CPXV, decidimos focar os esforcos somente na
infeccdo pelo CPXV. A fim de determinar quao significativo seria a diferenga da
expressao de transcrito de IL-6 em MEFs JNK1/2 WT e KO, foi realizada uma
cinética de expressao dessa citocina nessas células. Foi observado um aumento
significativo da expressdo de mRNA dessa citocina nas células deficientes em

JNK1/2 em relac&o as selvagens nos tempos de 12 e 24 hpi (FIGURA 12).

Com o objetivo de determinar a participagado de c-Jun, substrato de JNK1/2,
na regulacao da expressao de IL-6, células A31 controle (transfectadas com o vetor
vazio pELFIN2) ou expressando dominancia negativa para essa fator transcricional
foram infectadas pelo CPXV (DNc-Jun). Como observado na FIGURA 14A, as
células DN tiveram uma expresséo significativamente maior de transcritos de IL-6
em relacdo as células controle. Observa-se que mesmo a fosforilagdo de c-Jun nao
sendo abolida completamente nas células DN, a diminuigdo da ativagédo desse fator

transcricional reflete numa maior expressao de IL-6 nessas células.

Uma vez que macréfagos sao células inflamatorias tipicamente produtoras de
citocinas, decidimos por avaliar se JNK1/2 também estaria regulando a expresséo
de IL-6 nessas células durante a infeccdo pelo CPXV. Para tal, primeiramente
avaliamos a multiplicacdo desse virus tanto em cultivo primario de macréfagos
intraperitoniais (M®), quanto na linhagem RAW 264.7 de macréfagos
transformados. Observamos que enquanto os M® ndo sao permissivos a
multiplicagdo do CPXV, esse virus consegue se multiplicar, ainda que
modestamente, nas células RAW 264.7 (FIGURA 15 A e B). Nossos resultados nos
M® sado semelhantes aos obtidos ja em 1979, quando BUCHMEIER e
colaboradores demonstraram que a infecgao pelo VACV em macrofagos de coelhos

era abortiva e sabe-se também que isso ocorre em macrofagos intraperitoniais de
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camundongos (HUMLOVA et al., 2002). A diferenga da multiplicagcdo do CPXV nas
células RAW em relagdo aos M® pode ser atribuida ao fato dessas células serem
transformadas, o que reacende a duvida se essas células seriam modelos validos

no estudo da resposta do hospedeiro a infecgao viral.

Sobre a ativacao de JNK1/2 nessas células, foi observado que nos M®, ha
uma ativagao sustentada dessa MAPK de 3 a 48 hpi (FIGURA 16A), embora mais
modesta do que demonstrado para fibroblastos murinos apds infecgéo pelo VACV e
CPXV (SOARES, 2007; PEREIRA et al., 2012). Resultados preliminares obtidos nas
células RAW, onde s6 o tempo de 12 hpi foi analisado, ndo foi observada uma
ativacao dessas MAPKs em resposta a infeccao viral, uma vez que nas células ndo
infectadas ja foram observados niveis elevados de fosforilagdo dessa MAPK
(FIGURA 16B). Entretanto, ainda é necessario a confirmacdo desse resultado e a
analise da ativacdo de JNK1/2 nessas células em outros tempos de infeccéo pelo
CPXV.

Prosseguindo, foi feita a analise do papel da JNK1/2 na expressao de mRNA
de IL-6 nos M® e nas células RAW, através do tratamento celular pelo inibidor
farmacolégico JNK inh. VIIl. Assim como observados nos MEFs JNK1/2 KO, a
deficiéncia em JNK leva a um aumento dos transcritos de IL-6 nos M®, sendo a
diferenca significativa apos 12 horas de infecgédo pelo CPXV (** p<0.01), nas células
tratadas quando comparadas as nao tratadas (FIGURA 17A). No tempo de 6 hpi,
apesar de haver um aumento da expressao de IL-6 nas células tratadas, a diferenca
entre elas ndo foi significativa, provavelmente devido a baixa expressdo dessa
citocina nesse tempo. Em 24 hpi, ndo observamos diferengca nas duas condi¢oes,
associada a niveis indetectaveis de c-Jun fosforilado nesse tempo, independente ou
nao do tratamento com o inibidor, o que reforca o papel da via JNK/c-Jun na
regulacao da expressao de IL-6 (FIGURA 17C).

Nas células RAW, também foi observado a maior quantidade relativa de
transcrito de IL-6 nas células tratadas com inibidor, em comparacdo com as nao
tratadas (FIGURA 20A). Entretanto, ndo foi possivel fazer a analise estatistica dessa
diferenca e esse experimento ainda devera ser confirmado, utilizando ainda um

controle para confirmar a atividade do JNK inhibitor VIII.
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Em paralelo, foi realizada a analise da expressao da citocina pro-inflamatéria
TNF-a, tanto em MEFs, quanto nos macréfagos. A expressdo de TNF-a apoés
infeccédo por Orthopoxvirus ja havia sido demonstrada por ROKITA e colaboradores
em 1998. Nossos resultados preliminares demonstraram que em todas as células, a
inibicdo de JNK1/2 leva a diminuicdo na expressdo de transcritos dessa citocina
apos a infecgéo pelo CPXV (FIGURAS 13, 17B e 18B). E importante ressaltar que
TNF-a é uma citocina pro-inflamatoria extremamente importante nas defesas iniciais
contra infecgées (SARAIVA & ALCAMI, 2001). Talvez seja essa uma explicagcéo
para a dificuldade na detecgao dessa citocina em tempos mais tardios da infeccao
pelo CPXV. Entretanto, esses resultados ainda precisam ser repetidos e
confirmados para analise estatistica de quéo significativa seria essa redugéo e qual

a influéncia do tempo de infeccdo na expressao dessa citocina.

Varios estudos ja relacionaram o papel de JNK1/2 e outras MAPKs na
expressao de TNF-a, mostrando que a inibigdo de JNK resultava numa diminuicao
da expressdo desta citocina TNF-a (RINCON & DAVIS, 2009; TANABE et al., 2010;
XU et al., 2011). Entretanto, apesar do importante papel desempenhado por essa
citocina na resposta antiviral, ela ndo deve possuir papel relevante contra infecgoes
pelo CPXV, uma vez que esse virus e outros Orthopoxvirus codificam diversos
receptores soluveis de citocinas, entre eles receptores de TNF-a, impedindo, entéo,
a atividade desta citocina nas resposta celular antiviral (SARAIVA & ALCAMI, 2001;
READING et al., 2002).

Também tentou-se determinar a participagdo de JNK1/2 na regulagdo da
expressao da citocina anti-inflamatéria IL-10 e da citocina pré-inflamatéria IL-12,
entretanto, apesar de ja ter sido descrito a indugéo de IL-10 in vitro e in vivo pelo
CPXV (SPESOCK et al, 2011), ndo foi possivel detectar a expressao dessas
citocinas em fibroblastos murinos. Contudo, ainda serdo feitos estudos em outras
células, tais como macrofagos de camundongos, para avaliagao do papel de JNK na

expressao dessas citocinas.

Em conjunto, esse resultados sugerem a participagdo das MAPKs JNK1/2 na
regulacdo negativa da expressdo de mRNA da citocina pro-inflamatéria IL-6, uma
vez que na auséncia dessas MAPKs observamos um aumento tanto nos transcritos,

quanto na secrecdo da citocina, em todos os modelos celulares testados. Essa
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regulagcédo, aparentemente, é feita via o substrato de JNK1/2, c-Jun, uma vez que a
expressdo de um mutante dominante negativo desse fator transcricional também
leva a um aumento da expressao do mRNA de IL-6. Ja foi descrito que a auséncia
do fator transcricional JunB, outro substrato de JNK, em tecido epiteliais, leva a um
aumento dos niveis de IL-6 (SCHONTHALER et al., 2011).

Varios estudos ja relacionaram a via das MAPKs, ndo s6 a de JNK1/2, na
regulacdo da expressao de IL-6. Ja foi observado, por exemplo, que a inibigdo de
JNK pelo JNK inhibitor VIII, ndo altera a expressao de IL-6 em células pulmonares
epiteliais A549, e que, neste caso, a MAPK p38 estaria participando da regulacao da
expressdo desta citocina (TURPEINEN et al, 2010). Em outro trabalho, mostrou-se
que a MAPK ERK1/2 estaria regulando a produgéo de IL-6 em células ativadas da
microglia (KIM et al., 2010). Contudo, a maior parte dos trabalhos encontrados na
literatura demonstra que a inibicdo de JNK1/2 leva a uma reducédo da expressao e
secregao de IL-6, em diversos modelos estudados, inclusive apds infecgdes virais
(KRAUSE et al., 1998; TUYT et al., 1999; XIE et al., 2005; MENDIS et al., 2008;
TZANG et al., 2009; TANABE et al., 2010; KANG et al., 2011; KIM & JOO, 2011;
KATO et al., 2012).

Entretanto, WILLIAMS e colaboradores mostraram em 2007, que o inibidor
farmacolégico SP600125, que apesar de ser inespecifico leva a inibicdo da MAPK
JNK1/2 (PEREIRA et al., 2012), foi responsavel pelo aumento da expressao de
MRNA de IL-6, bem como pela diminuigdo da expressdao de mRNA de TNF-a, em
um modelo animal de inflamacgao pulmonar. Esses dados sao semelhantes aos que
observamos tanto para IL-6, quanto para TNF-a, apds a infeccdo pelo CPXV em
MEFs JNK1/2 KO. Dados nao publicados do nosso grupo, também observaram uma
maior expressdo de IL-6 em macrofagos intraperitoniais tratados com SP600125
apos infecgado pelos virus VACV e CPXV, em comparagdo com as células n&o
tratadas (ALBARNAZ e BONJARDIM, 2010 e LEITE e BONJARDIM, 2010,

comunicagao pessoal, dados nao publicados).

Alguns estudos ja mostraram diversas proteinas codificadas por
Orthopoxvirus capazes de manipular a resposta imune do hospedeiro, entre elas a
proteinas A46, capaz de se ligar em moléculas adaptadores celulares e interferir na
ativacdo das MAPKs e dos fatores transcricionais NF-kB e IRF-3, impedindo a
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expresséo de IFNs e citocinas pro-inflamatoérias (PERDIGUERO & ESTEBAN, 2009;
STACK et al., 2005). Porém, ainda n&o existem dados relacionando a participagcéo
das MAPKs na expressao e produgao de IL-6 apds a infecgdo por Poxvirus. O
mecanismo pelo qual a via JNK/c-Jun estaria inibindo a expressao de IL-6 ainda
precisaria ser elucidado, bem como o efeito dessa inibigao para a infecgéo viral.

Ja foi demonstrado que camundongos deficientes em IL-6 tém uma atividade
de células T citotoxica reduzida e um aumento do titulo viral do VACV, comparados
aos camundongos selvagens, demonstrando que esses camundongos possuem
uma capacidade reduzida em combater essa infeccao viral e atribuindo a IL-6 um
importante papel na resposta antiviral (BLUETHMANN et al., 1994). Além disso,
sabe-se que a redugdo da produgdo de citocinas pro-inflamatodrias leva a uma
diminuicdo da resposta imune do hospedeiro favorecendo a progresséo da infeccéo
viral (ROKITA et al., 1998).

Uma hipotese seria que o CPXV, por possui diversas proteinas
imunomoduladoras, poderia levar a ativacdo de JNK1/2, e consequentemente uma
menor expressao de IL-6, o que geraria uma menor resposta inflamatoria, evitando,
assim, a exacerbacdo dessa resposta, o que poderia ser desfavoravel, tanto ao
hospedeiro, quanto ao sucesso da infecgcdo. Recentemente foi descrito que a
proteinas O1 do VACV é capaz de sustentar a ativacdo das MAPKs ERK1/2
induzida pela infeccdo viral, reforcando a idéia de que esses virus desenvolveram
multiplas estratégias de modulagdo das vias de sinalizagdo celulares a fim de
favorecer o ambiente intracelular para sua replicacdo (SCHWENEKER et al., 2011).

Apesar da variola ter sido considerada erradicada, infecgdes causada por
outros Orthopoxvirus tem sido diagnosticadas em varias regides do mundo nas
ultimas década, incluindo infecgdes causadas pelo CPXV, Monkeypox virus e VACV
(WIENECKE, 2000; McFADDEN, 2005; DA FONSECA et al., 2011). Apesar dos
casos de doenga pelo CPXV ndo serem comuns em humanos, essa infecgao €
considerada grave, podendo ser letal, especialmente em individuos
imunossuprimidos (BAXBY et al., 1994; BAXBY et al., 1997, McFADDEN, 2005).
Assim, é necessario que os estudos acerca da biologia desse virus continuem, de
maneira a entender melhor como se da a interacéo virus-hospedeiro para que no

futuro possam ser tragadas estratégias mais eficazes de combater ndo sé as
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infecgdes causadas pelo CPXV, mas também por outros Poxvirus zoonéticos

emergentes.
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VIl. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados nesse trabalho, pode-se concluir que as
MAPKs JNK1/2 participam da regulagdo da expressao das citocinas IL-6 e TNF-q,
apos infecgao pelo Orthopoxvirus Cowpox, e que essa regulagdo ocorre tanto em
fibroblastos, como em macréfagos. Entretanto, a regulagdo dos transcritos dessas
duas citocinas pro-inflamatérias ocorreu de maneira diferente, uma vez que a
expressao do mRNA de TNF-a diminui na auséncia de JNK1/2, ao passo que a
expressao do mRNA e a secrecao de IL-6 aumenta na auséncia dessas MAPKs.

Demonstrou-se também que o fator transcricional c-Jun, um dos principais
substratos de JNK, também possui papel na regulagcdo da expressao de IL-6, uma
vez que a inibicdo desse fator leva a efeitos similares aos observados durante a
inibicdo de JNK1/2. Dessa maneira, sugere-se que a via JNK/c-Jun estaria
regulando negativamente a expressdo de mRNA de IL-6 e, consequentemente, a
sua secregao durante a infeccdo pelo CPXV. Aparentemente, essa regulacéo
também pode ocorrer para o Orthopoxvirus Vaccinia, porém numa escala bem
menor, haja visto que infeccdo pelo VACV nao foi capaz de induzir os mesmos
niveis relativos de transcritos de IL-6. Essa diferengca € mais um indicio de que
esses Orthopoxvirus tao relacionados manipulam de maneira diferenciada as vias

sinalizadoras celulares.
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PERSPECTIVAS

As perspectivas deste trabalho séo:

- Confirmar os resultados de ativacdo de JNK1/2, bem como os resultados da
expressdo de citocinas, nas células RAW 264.7, através de transferéncia de
Western e PCR em tempo real;

- Avaliar a participagdo das MAPKs JNK1/2 na produgao de IL-6 e TNF-a apos
infeccédo pelo CPXV em MEFs e macrofagos de camundongos, através de ELISA;

- Avaliar a participacdo das MAPKs JNK1/2 na expressdo de outras citocinas e
quimiocinas, tais como IL-10, IL-12, RANTES, MCP-1, MIP1a/B e IFNa/f apds
infeccdo de macrofagos de camundongo pelo CPXV, através de PCR em tempo

real.
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