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RESUMO

Durante a infec¢do, os virus usurpam a maquinaria celular em seu beneficio e,
ao mesmo tempo, evadem as respostas antivirais do hospedeiro, com vistas a
eficiente geracao e disseminacao da sua progénie. Os poxvirus codificam uma
miriade de proteinas envolvidas na evasdo imune e também manipulam a
ativacdo de vias sinalizadoras, a fim de tornar o ambiente intracelular mais
propicio a sua multiplicacdo. No Brasil, diferentes amostras de Vaccinia virus
(VACV) tém sido isoladas a partir de infeccoes que acometem roedores,
bovinos e humanos, caracterizando-as como zoonoses emergentes. Estas
amostras de VACV isoladas a partir de infecgbes naturais constituem uma
ferramenta muito Util ao estudo da interacdo poxvirus-hospedeiro. Diante disso,
0 objetivo deste trabalho foi analisar a ativacdo e o envolvimento de vias
sinalizadoras celulares durante a infeccdo pelo VACV Belo Horizonte (VBH),
isolado durante um surto de variola murina no Centro de Bioterismo da UFMG,
em comparacdo ao VACV Western Reserve (VACV-WR). Neste estudo,
mostrou-se que durante a infeccdo de células A31 (fibroblastos 3T3 de
camundongos Balb/C), a ativagdo das MAPK MEK/ERK, JNK e p38, e de
PI3K/Akt foi temporalmente regulada de modo semelhante por ambos os virus.
Entretanto, a inibicdo farmacoldégica de MEK/ERK (UO126), PI3K/Akt
(LY294002) e JNK (INK inhibitor VIII) ndo afetou significativamente a
multiplicagdo do VBH (inibicdo < 50%), ao contrario do observado para VACV-
WR. Ja a inibi¢cdo de p38 (SB202190) reduziu a progénie do VBH em 90%, mas
nao afetou o VACV-WR. Genisteina (inibidor de proteinas tirosina quinases) e
dois inibidores sabidamente inespecificos (SP600125 e Akt inhibitor 1V) inibiram
igualmente a multiplicagdo do VBH e do VACV-WR, ressaltando suas
potenciais atividades antivirais. Em presenca de LY294002, a multiplicacdo do
VBH, assim como a sintese de proteinas virais precoces e tardias foram
apenas retardadas mas nao inibidas, como para o VACV-WR. A morfogénese
do VBH também se procedeu normalmente em presenca de LY294002.
Entretanto, diferente do VACV-WR, apoptose foi desencadeada durante a
infeccdo pelo VBH, independentemente da inibicdo de PI3K/Akt. Apesar disso,
guatro genes virais (B13R, E3L, F1L e N1L) diretamente envolvidos na inibi¢do
da apoptose ndo apresentaram polimorfismos no VBH. Ambos os virus

multiplicaram em macrofagos de camundongo, mas o VBH induziu 2 logio
menos a expressdo de citocinas inflamatorias que o VACV-WR. Em concluséo,
estes dados indicam que, a despeito da grande similaridade genética entre
VBH e VACV-WR, estas duas amostras de VACV apresentam diferengas
bioldgicas que certamente refletem na patogénese destes virus in vivo.

Palavras-Chave: Vaccinia virus, VBH, VACV-WR, MAPK, PI3K/Akt, interacao
virus-hospedeiro
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ABSTRACT

During infection, viruses rely on cell metabolism and, at the same time, evade
from host antiviral responses, to guarantee their efficient replication and
dissemination. In spite of poxviruses encoding a plethora of immune evasion
proteins, they also manipulate intracellular signaling pathways to create an
environment propitious to virus replication. In Brazil, several strains of Vaccinia
virus (VACV) have been isolated from outbreaks involving rodents, cows and
humans, characterizing them as emerging zoonoses. As these Brazilian VACV
strains, isolated from natural infections, constitute a useful tool to investigate
virus-host interaction, the aim of this work was to analyze activation and
functional relevance of cellular signaling pathways during VACV Belo Horizonte
(VBH) infection, in comparison to VACV Western Reserve (WR). VBH was
isolated during a mousepox outbreak in UFMG’s animal facility. During infection
of A31 cells (3T3 fibroblasts derived from Balb/C mice), VBH and VACV-WR
temporally regulate the activation of MAPK MEK/ERK, JNK and p38, and of
PI3K/Akt in similar fashion. However, pharmacological inhibition of MEK/ERK
(UO126), PI3K/Akt (LY294002) and JNK (JNK inhibitor VIII) did not affect
significantly VBH replication (inhibition < 50%), in contrast to VACV-WR.
Inhibition of p38 (SB202190) reduced VBH progeny in 90%, but did not for
VACV-WR. Genistein (protein tyrosine kinase inhibitor) and two known
unspecific drugs (SP600125 e Akt inhibitor IV) inhibited equally VBH and VACV-
WR replication, indicating their potential antiviral activities. In presence of
LY294002, VBH replication and early/late protein synthesis were delayed, but
not inhibited like VACV-WR. VBH morphogenesis also proceeded normally in
presence of LY294002. Therefore, in contrast to VACV-WR, VBH infected cells
underwent apoptosis even in the absence of PI3K/Akt inhibition. In spite of that,
four viral genes (B13R, E3L, F1L e N1L) directly involved in apoptosis inhibition
did not present polymorphisms in VBH. Both viruses replicated in murine

macrophages, but VBH induced cytokine gene expression 2 logio lesser than
VACV-WR. In conclusion, these data indicate that VBH and VACV-WR, though
closely related genetically, display biologic differences that certainly influence
pathogenesis of these VACV strains in vivo.

Keywords: Vaccinia virus, VBH, VACV-WR, MAPK, PI3K/Akt, virus-host
interaction
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l. INTRODUCAO

Os poxvirus representam um importante grupo de virus, extensivamente
estudado ao longo da historia da virologia, sendo o primeiro virus animal
observado ao microscopio, multiplicado e titulado em cultivo celular,
fisicamente purificado e quimicamente analisado (MOSS, 2007). Entretanto, o
melhor exemplo da sua contribuicdo foi a utilizagdo do Cowpox virus em 1796,
por Edward Jenner, como vacina contra a variola humana, marcando o inicio
da era das vacinas. Dois séculos ap0s, nas décadas de 1960 e 1970, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), desta vez utlizando diferentes
amostras de Vaccinia virus como vacina, coordenou um esforgo internacional
de vacinacao contra a variola, culminando com a erradicacdo desta doenca,
declarada oficialmente erradicada pela OMS em 1980 (revisado por SMITH &
MCFADDEN, 2002).

Apesar de novos casos de variola ndo terem sido relatados desde entéo,
recentemente, o numero de registros de infeccbes por outros poxvirus em
animais domeésticos e em humanos tem aumentado consideravelmente,
caracterizando-as como um importante problema de saude publica e
despertando o interesse em mais estudos acerca desta grande familia de virus
(revisado por LEWIS-JONES, 2004).

Os poxvirus também sdo extensivamente estudados como vetores
vacinais, vetores de expressao heteréloga de proteinas ou agentes oncoliticos.
A despeito de até o momento nenhum estudo ter apresentado resultados
promissores, 0s poxvirus tém aberto novos horizontes para a pesquisa
biomédica, que vislumbra estratégias terapéuticas mais eficazes e seguras
para importantes doencas humanas, tais como a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) e o cancer (MCFADDEN, 2005).

1. Os Poxvirus

Os poxvirus reunidos na familia Poxviridae e se caracterizam por
apresentar genoma de DNA fita dupla linear, contendo de 130 a 300kb e com
capacidade codificadora em torno de 200 genes. Os poxvirus possuem virion

com morfologia complexa, formato ovoide ou de tijolo e dimensdes em



torno de 300 nm, e completam o seu ciclo de replicagdo inteiramente no
citoplasma da célula hospedeira (revisado por MOSS, 2007).

A familia Poxviridae é dividida em duas subfamilias, de acordo com o
espectro de hospedeiros: (i) Chordopoxvirinae, que abrange 0S poxvirus que
infectam vertebrados e, (i) Entomopoxvirinae, que inclui os poxvirus que
infectam insetos (MOSS, 2007).

A subfamilia Chordopoxvirinae reline nove @géneros, a saber:
Orthopoxvirus, Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus,
Suipoxvirus, Molluscipoxvirus, Yatapoxvirus e um g@género ainda néo
estabelecido, que inclui o Squirrelpox virus. O género Orthopoxvirus inclui o
protétipo da familia, o Vaccinia virus (VACV), e é o género mais estudado
atualmente. Alguns outros Orthopoxvirus sédo Variola virus, Cowpox virus,
Ectromelia virus e Monkeypox virus (MOSS, 2007).

Os poxvirus que infectam exclusivamente humanos sdo o Variola virus e
0 Molluscum contagiosum virus, pois outros reservatorios na natureza nunca
foram descritos. Entretanto, outros poxvirus podem causar infec¢des eventuais
em humanos, sob a forma de zoonoses. Estes sdo VACV, Cowpox Virus,
Monkeypox virus, Buffalopox virus, alguns Parapoxvirus, e Tanapox virus
(revisado por LEWIS-JONES, 2004).

1.1. Circulacgéo de Vaccinia virus no Brasil

No Brasil, a partir de 1999, diferentes amostras de VACV foram isoladas
durante surtos de vaccinia bovina que acometeram gado leiteiro e
ordenhadores, especialmente na Regido Sudeste, caracterizando uma zoonose
emergente no pais (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al., 2003; LEITE et
al., 2005; TRINDADE et al., 2006; TRINDADE et al., 2007; ABRAHAO et al.,
2009). Amostras de VACV também ja foram isoladas de roedores silvestres e
de camundongos de laboratério (FONSECA et al., 1998; FONSECA et al.,
2002; TRINDADE et al., 2004).

Existe grande discussédo acerca da origem destas amostras de VACV
circulantes no Brasil (BR-VACV). Alguns autores propdem sua origem a partir
da disseminagdo das amostras utilizadas para vacinacdo contra variola no

Brasil, principalmente VACV-IOC e VACV-Lister-Butantan, e o estabelecimento



da circulacdo de VACV entre animais domésticos e silvestres, sendo
eventualmente transmitido ao homem (DAMASO et al., 2000; TRINDADE et al.,
2003; LEITE et al., 2005).

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

Estudos filogenéticos e de viruléncia em camundongos mostraram que
ha duas populacdes de BR-VACV. Os BR-VACV virulentos incluem as
amostras Guarani P1 (GP1V), Belo Horizonte (VBH), SPAn 232 (SAV) e BeAn
58058 (BAV) e apresentam alta morbidade e mortalidade em camundongos
BALB/c apds inoculacdo intranasal. JA as amostras Aracatuba (ARAV),
Passatempo (PSTV) e Guarani P2 (GP2V) sdo avirulentas, ou seja, nao
causam sinais clinicos ou morte nos camundongos infectados (FERREIRA et
al., 2008).

Analises filogenéticas realizadas com sequéncias de dez genes virais
relacionados com viruléncia e espectro de hospedeiro mostraram que,
novamente, os BR-VACV se agrupam em duas populacbes distintas,
corroborando os dados obtidos com os estudos de viruléncia (DRUMOND et
al., 2008).

1.2. Vaccinia virus Belo Horizonte

O Belo Horizonte virus ou Vaccinia virus Belo Horizonte (VBH) foi
isolado no Laboratorio de Virus apés um surto de variola murina no Centro de
Bioterismo da UFMG (Figura 1). O virus foi isolado do figado, do baco e de
lesbes da cauda de animais doentes atraves de inoculacdo destas amostras

em membrana corioalantoide (MCA) de ovos embrionados de galinha e em
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Figura 1: Camundongos do Centro de Bioterismo da UFMG, dos quais foi
isolado o VBH (modificado de DINIZ et al., 2001).

As setas indicam as lesfes ulcerativas, caracteristicas das infec¢des por
poxvirus, observadas na cauda (A), no dorso (B) e na pata (C) de
camundongos suicos 21 dias apds o inicio do surto de variola murina na

colénia.



culturas de células Vero. A identificacéo do virus foi feita através da observacao
do efeito citopético caracteristico em MCA (morfologia do “pock”), microscopia
eletrbnica e neutralizacdo com soro anti-VACV (DINIZ et al., 2001; TRINDADE
et al., 2004).

A andlise do perfil de restricio do DNA viral, apos digestdo com a
endonuclease Hindlll e hibridizacdo com o DNA do VACV-WR radioativamente
marcado, mostrou muita similaridade entre VBH e VACV Western Reserve
(WR), assim como a comparacao das sequéncias dos genes virais tk (timidina
quinase), vgf (fator de crescimento de Vaccinia) e ha (hemaglutinina), que
derrubaram as suspeitas iniciais de se tratar de Ectromelia virus, que
comumente acomete colénias de camundongos (TRINDADE et al., 2004). As
tentativas de detectar por PCR o gene ati no genoma do VBH falharam.
Entretanto, a comparacdo das sequéncias do gene ati (corpusculo de inclusédo
do tipo acidofilo) mostrou que o VBH apresenta apenas 112 nucleotideos do
gene ati, correspondentes a porcdo C-terminal da proteina por ele codificada
(TRINDADE et al., 2004). O genoma do VBH também apresenta uma delecao
Unica de 59 nucleotideos no gene crmB (modificador da resposta de citocinas
B) quando comparado com VACV-WR (MOTA, 2006).

As sequéncias de outros dez genes do VBH, relacionados com
viruléncia e espectro de hospedeiro, também foram obtidas, a saber: A56R,
B5R, B8R, B18R, C6L, C7L, E3L, K1L, K2L e K3L. Destes, apenas 0s genes
A56R, B18R e K2L do VBH apresentaram polimorfismos quando comparados
com os mesmos genes do VACV-WR. As andlises filogenéticas baseadas nas
sequéncias destes genes mostraram que o VBH é bastante relacionado ao
VACV-WR (DRUMOND et al., 2008).

Em relagéo a viruléncia, apds a inoculacéo intranasal de camundongos,
o VBH mostrou-se uma das amostras mais virulentas. Apés a infecgcdo com
1,0><106 pfu (unidade formadora de placa), o VBH induziu a perda de 25% do
peso corpéreo dos camundongos até o 3° dia apos a infeccéo (p.i.), a0 passo
gue com os demais BR-VACYV virulentos isso ocorreu no 4° ou 5° dias p.i. e,
com o VACV-WR, no 6° dia p.i. Além disso, VBH também apresentou a menor
LDsp (dose letal para 50%), de 5x103 pfu; a LDsp do VACV-WR foi de 1x10%

pfu. Particulas infecciosas foram detectadas em todos os érgdos analisados
(traquéia, pulméo, coracéo, baco, rim, figado e cérebro). Contudo, os titulos do



VBH no baco, rim, figado e cérebro dos animais infectados geralmente foram
0s menores dentre os BR-VACV (FERREIRA et al., 2008).

Todos os animais infectados com os BR-VACV virulentos apresentaram
pneumonia intersticial, bronquiolite e lesbes pulmonares difusas variando de
moderadas a graves. Os camundongos infectados apresentaram expressao de
antigeno viral no citoplasma de células inflamatérias no pulméo, ruptura da
parede alveolar e destruicdo bronquiolar e, diferente dos demais BR-VACV, os
camundongos infectados com o VBH apresentaram necrose epitelial na
mucosa pulmonar (FERREIRA et al., 2008).

2. Aspectos Gerais da Biologia dos Poxvirus

2.1. Morfologia

O virion dos poxvirus, baseado em estudos realizados com VACV,
apresenta formato ovoide ou de tijolo, com dimensbes de cerca de
360x270x250 nm. E envolto por uma membrana externa, de natureza
lipoprotéica, de 5-6 nm de espessura, coberta por protrusdes irregulares.
Internamente, o virion é formado por um cerne ovoéide bicbncavo, com formato
de haltere. Agregados de composicdo e funcdo desconhecidas, chamados
corpusculos laterais, estdo localizados entre as concavidades do cerne e a
membrana externa (revisado por MOSS, 2007) (Figura 2).

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

Uma peculiaridade dos membros da familia Poxviridae reside no fato da
célula infectada produzir quatro tipos de virions morfologicamente distintos: (i)

virus intracelular maduro (IMV), que apresenta a morfologia como descrito
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Figura 2: Representacdo esquematica da particula dos poxvirus,
evidenciando os principais elementos estruturais: membrana externa,

corpusculos laterais, cerne e envelope (modificado de MOSS, 2001).



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

As trés formas infecciosas dos poxvirus desempenham funcdes distintas
na disseminacao viral. Ao passo que o CEV medeia a disseminagéo célula-a-
célula, o EEV é importante para a disseminacdo a longa distancia dentro do
organismo do hospedeiro e o IMV, dada a sua maior estabilidade, realiza a
disseminagéao entre hospedeiros (MCFADDEN, 2005).

Uma nova nomenclatura para as particulas dos poxvirus foi proposta por
Moss (2006), na qual os IMV passam a ser denominados virus maduros (MV),
as formas EEV e CEV passam a ser chamados de virus extracelulares (EV) e a
forma IEV, de virus envelopado (WV). Por razbes didaticas, ao longo deste
trabalho sera utilizada a nomenclatura anterior das particulas produzidas

durante o ciclo de multiplicacdo dos poxvirus.

2.2. Genoma

Os poxvirus possuem genoma de DNA fita dupla linear que se encontra
entre os maiores genomas de virus animais, variando de 130 kb para os
Parapoxvirus a 300 kb para os Avipoxvirus. O genoma dos poxvirus por si s
nao € infeccioso, jA que ha necessidade da RNA polimerase viral e de outros
fatores presentes no virion para a expressao dos genes virais no citoplasma da
célula infectada. Um importante aspecto do genoma dos poxvirus é que as
extremidades das duas fitas de DNA sdo covalentemente ligadas atraves de
alcas ndo pareadas do tipo “grampo de cabelo” (hairpin) (revisado por MOSS,
2007) (Figura 3).
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Figura 3: Organizacéo geral do genoma dos poxvirus (modificado de
SMITH & MCFADDEN, 2002).

O genoma dos poxvirus apresenta de 130 a 300kb de DNA fita dupla com as
extremidades covalentemente ligadas através das al¢cas terminais. Os genes
localizados na porgdo central do genoma séo bastante conservados entre 0s
poxvirus e codificam para proteinas relacionadas a fun¢des essenciais, tais
como transcri¢cdo, replicacdo do genoma e morfogénese. Ja nas extremidades
encontram-se as ITR (repetices terminais invertidas) e genes variaveis que
codificam proteinas relacionadas a funcdes ndo essenciais, como espectro de

hospedeiro, viruléncia e imunomodulagéo.



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

Sequéncias completas de genomas de varios poxvirus estao
disponiveis, pelo menos de um membro de cada género da subfamilia
Chordopoxvirinae. Como caracteristicas gerais da organizacdo destes
genomas pode se citar que as ORF ndo apresentam sobreposicfes nem
introns e que os genes localizados na regido central do genoma (cerca de 90
genes) sdo altamente conservados entre 0s poxvirus e geralmente estdo
relacionados com fung¢des essenciais, como replicacdo, transcricdo e proteinas
estruturais. Ja os genes localizados nas extremidades do genoma sdo mais
variaveis e relacionados a funcbes consideradas ndo essenciais, tais como
espectro de hospedeiros, viruléncia e imunomodulacéo (revisado por SMITH &
MCFADDEN, 2002; MOSS, 2007).

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

2.3. Ciclo de multiplicacdo dos poxvirus

O ciclo de multiplicacdo dos poxvirus ocorre inteiramente no citoplasma
da célula hospedeira, algo inusitado entre os virus animais com genoma de
DNA. O tempo necessario para completar todo o ciclo de multiplicacdo varia

conforme a amostra de virus e a célula estudada, sendo que para a infeccéo de

10



IMV
@ “ GAGs nalsuperficie celular
-« »
L

Adsor¢io/ ® e ¢ ®
Penetragao
Desnudamento Replicagio RIS Transcri¢ao
do ceéme AIUIE do DNA; DIVFS DIV  Intermediaria
e Proteinas
Transcri¢ao e oces mRNAs
precoce Intermedidrios

S

precoces
Y
VIVF*
/ W AW A
\ WA \VA\Y

Proteinas
Intermediarias

i1

A

Transcrigao
Tardia
- Niicleo mRNAs
PN Tardios

T
Aquisigao de ) J
=D

membranas
-« »

-
IMV

IEV [

| e

Proteinas
Tardias

Ie

§ <

:
i
:

Montagem

EEV

CEV

Figura 4: Representacdo esquematica do ciclo de multiplicacdo dos
poxvirus (modificado de MCFADDEN, 2005).

As duas formas infecciosas dos poxvirus, o IMV (virus maduro
intracelular) e o EEV (virus envelopado extracelular), apés adsorcéo e
penetragcdo na ceélula hospedeira, liberam o cerne no citoplasma, processo
denominado desdudamento do cerne. Ainda no cerne, ocorre a transcricao de
genes precoces e apos a sintese das proteinas precoces ocorre a liberacdo do

genoma viral no citoplasma. ApGs o inicio da replicacdo do DNA, ocorre a
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transcricdo dos genes intermediarios e tardios. Finalmente, ocorre a montagem
dos IMV, que se acumulam no citoplasma e séo liberados através da lise
celular. Parte dos IMV adquire duas camadas de membrana nas cisternas
trans-Golgi e, posteriormente, séo liberadas através de processos dependentes
das caudas de actina (CEV, virus envelopado associado a célula) ou ndo
(EEV). Ver texto para mais detalhes.
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células epiteliais de linhagem continua (Vero) com VACV, o ciclo dura de 12 a
24 h (revisado por MOSS, 2001). A seguir, serdo abordadas as diferentes
etapas do ciclo de multiplicacdo do VACV, o poxvirus melhor estudado, sendo
gue estas informacgdes podem ser extrapoladas para os demais poxvirus, dada
a pouca variabilidade dos genes relacionados as funcbes essenciais de

replicacdo (revisado por MOSS, 2007) (Figura 4).

2.3.1. Adsorcao e penetragao

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

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

Apesar de ainda haver controvérsias acerca do mecanismo de
penetracdo dos poxvirus na célula hospedeira, estd estabelecido que ocorre a
fusdo entre a membrana externa do IMV e membranas celulares, com a
liberacéo do cerne contendo o genoma viral no citoplasma da célula hospedeira
(revisado por MOSS, 2006). Assim, a penetragdo ocorreria através da fusdo
direta da membrana externa do IMV com a membrana plasmatica em pH
neutro (CARTER et al., 2005). Ja a internalizacdo do EEV ocorreria por

endocitose e, apdés o rompimento do envelope induzido por pH baixo, a
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membrana externa do IMV liberado se fundiria & membrana endossémica,
liberando o cerne no citoplasma (VANDERPLASSCHEN et al., 1998).

Contudo, foi demonstrado que ambas as formas, IMV e EEV, penetram
na célula hospedeira por fusdo da membrana externa com a membrana
plasmatica. Neste caso, ocorreria a dissolucdo do envelope do EEV em etapa
anterior, através de um mecanismo nao fusogénico (LAW et al.,, 2006).
Recentemente, dois estudos corroboraram a via endocitica de penetragao,
apesar de discordarem quanto ao exato mecanismo pelo qual isto ocorreria.
Ambos os estudos mostraram que o IMV liga-se a protrusdes citoplasmaticas
ou filopddios e desloca-se via actina até o corpo celular, onde é internalizado
por endocitose de fase fluida, independente da via mediada por clatrina ou
cavéola (HUANG et al., 2008), ou por macropinocitose (MERCER &
HELENIUS, 2008).

Diante destes resultados contrastantes, € provavel que mais de uma via
de penetracéo seja utilizada, como ocorre com 0s herpesvirus e que, como ja
foi evidenciado, ocorram variagcBes de acordo com a amostra de virus ou a
linhagem celular utilizadas no estudo (revisado por MOSS, 2006; MOSS, 2007,
WHITBECK et al., 2009).

Um provavel complexo de penetracdo/fusdo foi identificado e é
composto por nove proteinas transmembrana de IMV, a saber, A16, A21, A28,
G3, G9, H2, J5, L1 e L5. Estas proteinas sdo necessarias para a penetracao,
mas nao para a morfogénese, nem para a adsorcao a célula hospedeira, desde
gue a infeccdo com virus mutantes para estas proteinas gera particulas
morfologicamente normais, porém nao infecciosas (revisado por MOSS, 2006;
MOSS, 2007; BISHT et al., 2008).

2.3.2. Expresséo génica

As particulas infecciosas dos poxvirus albergam um sistema de
transcricdo completo, composto de RNA polimerase dependente de DNA, o
fator de transcrigcdo precoce viral (VETF) e outras enzimas e fatores envolvidos
na sintese e na modificagdo dos mMRNAs virais. Assim, a expressao génica viral
inicia 20 min apos a penetracdo, quando o cerne é liberado no citoplasma e

transportado, via microtdbulos, até o sitio de transcricdo (revisado por
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BROYLES, 2003; MOSS, 2007). Os mRNAs precoces recém-sintetizados sao
entdo liberados do cerne para o citoplasma para a traducdo dependente da
magquinaria de sintese proteica celular (SCHRAMM & LOCKER, 2005).

Os poxvirus coordenam sua transcricdo génica temporalmente ao longo
do ciclo de multiplicacdo, sendo identificadas trés classes de genes: genes
precoces, genes intermediarios e genes tardios (MOSS, 2007).

Os genes precoces codificam proteinas envolvidas na replicacdo do
DNA, biossintese de nucleotideos e transcricdo de genes intermediarios, além
de proteinas envolvidas na evasdo da resposta imune do hospedeiro. Sob
condi¢Bes normais, o desnudamento do cerne e a consequente liberacdo do
genoma resultam no fim da transcricAo dos genes precoces e no inicio da
transcricdo dos genes intermediarios, que codificam principalmente fatores de
transcricdo para os genes tardios. A necessidade de replicacdo do DNA para o
inicio da transcricdo dos genes intermediarios provavelmente se deve a
inacessibilidade do genoma dentro do cerne aos fatores de transcricdo recém-
sintetizados. Os genes tardios, por sua vez, codificam proteinas envolvidas na
morfogénese, bem como as proteinas requeridas para a transcricdo dos genes
precoces e gue sdo empacotadas nas novas particulas virais para serem
utilizadas na proxima infec¢ao (revisado por BROYLES, 2003; MOSS, 2007).

A transicdo entre as trés classes de genes durante o ciclo de
multiplicacdo dos poxvirus é regulada em parte pela elevada taxa de
degradacdo de mRNA verificada apés a infeccdo, em um processo mediado
pelas proteinas virais D9 e D10 (PARRISH & MOSS, 2006 e 2007). Este
mecanismo, além de permitir a terminacdo da transcricdo de uma determinada
classe de genes, também exerce uma importante funcdo na inibicdo da
tradugcdo de mRNAs celulares (PARRISH & MOSS, 2006; revisado por
MCLENNAN, 2007).

2.3.3. Replicacdo do genoma

A replicagdo do genoma dos poxvirus se inicia entre 1 e 2 h apés a
infeccdo e leva a geracdo de cerca de 10.000 copias do genoma por célula,
sendo que aproximadamente metade deste nimero sera empacotada em

virions ao final do ciclo de multiplicacdo. Os poxvirus codificam todas as
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proteinas consideradas essenciais para replicacdo de DNA viral, como DNA
polimerase, nucleosideo trifosfatase e DNA glicosilase, sendo que muitos
poxvirus também codificam proteinas envolvidas na biossintese de
nucleotideos (MOSS, 2007).

A liberacdo do DNA viral no citoplasma ocorre apenas apos a sintese
das proteinas precoces, sem a qual ndo ha o desnudamento do cerne.
Entretanto, ainda ndo foram identificados os fatores virais e/ou celulares
envolvidos neste processo (revisado por SCHRAMM & LOCKER, 2005).

A replicacdo do DNA dos poxvirus ocorre inteiramente no citoplasma,
em sitios especificos denominados “fabricas virais” (MOSS, 2007). Cisternas
individuais do reticulo endoplasmatico sdo recrutadas para o sitio de
replicacdo, onde se fundem para formarem um envelope, composto de duas
bicamadas lipidicas, dentro do qual se procede a replicacdo do DNA viral.
Morfologicamente, este envelope lembra a membrana nuclear sendo, por isso,
denominado “mininucleo” por alguns autores (TOLONEN et al., 2001; revisado
por SCHRAMM & LOCKER, 2005). Entretanto, esta denominacdo tem sido
contestada, jA que foi demonstrado recentemente que além de sitio de
replicacdo, as fabricas virais também sdo sitios de transcricdo e traducdo de
proteinas virais, o que deve aumentar significativamente a eficiéncia da
multiplicacdo viral e contribuir para a usurpacdo da maquinaria celular pelo
virus (KATSAFANAS & MOSS, 2007).

Em nivel molecular, a replicacdo parece comecar com a introducéo de
pequenas quebras nas extremidades do genoma, sem a necessidade de
origem de replicacdo, seguida por deslocamento de DNA fita simples e sintese
pelo mecanismo de fita atrasada, com a necessidade de iniciador de RNA
(MOSS, 2007). A replicacdo do DNA dos poxvirus leva a formagao de
concatameros, que sao posteriormente separados com a participacdo da
proteina viral A22, que atua como uma resolvase do tipo HJ (Junc¢édo Holliday)
(GARCIA & MOSS, 2001; MOSS, 2007). Este modelo de replicagcdo do DNA
viral tem sido questionado atualmente devido a identificacdo de uma proteina
viral (D5) com atividade de DNA primase (DE SILVA et al., 2007; DE SILVA et
al., 2009). Desta maneira, 0 modelo atual envolveria a sintese de iniciadores de
RNA pela proteina D5 para a sintese da fita lider de DNA ao invés da clivagem

da extremidade do DNA viral.
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2.3.4. Morfogénese e liberagéo

A montagem das particulas dos poxvirus inicia nas fabricas virais. As
primeiras estruturas identificadas sdo as crescentes, que consistem de uma
membrana, com a superficie convexa com aspecto de favos de uma colméia e
a concavidade preenchida por material granular (HEUSER, 2005; MOSS,
2007). Contudo, a natureza da membrana das crescentes ainda é controversa,
havendo duvida se € sintetizada de novo ou derivada do reticulo
endoplasmatico, e também se as crescentes sdo constituidas por apenas uma
ou multiplas membranas (revisado por SMITH & LAW, 2004 e SCHRAMM &
LOCKER, 2005).

Posteriormente, surgem os virions imaturos (IV), quando a membrana
das crescentes se fecha dando origem a estruturas circulares preenchidas por
uma massa nucleoprotéica densa. O empacotamento do genoma no interior
dos IV ocorre ap0s a resolucao dos concatameros em um processo envolvendo
uma ATPase e proteinas teloméricas virais (GARCIA & MOSS, 2001; MOSS,
2007). Também ocorre o empacotamento da maquinaria de transcricdo viral,
incluindo VETF (HU et al., 1998).

Com a progressao da morfogénese, verifica-se a transicdo de IV para
IMV, com uma marcante mudanca na forma da particula, de esférica para o
formato de tijolo ou barril caracteristico dos poxvirus. Durante o processo de
transicao, os IV perdem o arcabouco formado pela proteina viral D13, que Ihes
confere o formato esférico e serve como sitio de ancoragem para 0s
componentes do virion durante a morfogénese (HEUSER, 2005), e diversas
proteinas da membrana externa e do cerne sofrem processamento proteolitico,
aparentemente mediado pela protease codificada pelo gene 17L (MOSS, 2007).
Apos a morfogénese, os IMV séo transportados das fabricas virais até o centro
organizador de microtubulos (MTOC) (revisado por SMITH et al., 2002).

Os IMV de alguns poxvirus, a saber, Cowpox virus, Ectromelia virus,
Raccoonpox virus e Fowlpox virus, sdo oclusos em uma matriz proteica densa
no citoplasma, denominadas de inclusbes do tipo aciddfilo (ATI).
Possivelmente, as ATI sao liberadas no ambiente ap0s a degeneracdo das

células infectadas. A principal proteina das ATl de Cowpox virus apresenta
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cerca de 160 kDa, sendo que algumas amostras de VACV também codificam
uma proteina homdloga truncada, mas a mesma ndo forma ATl em células
infectadas (revisado por SMITH & LAW, 2004; MOSS, 2007).

Parte dos IMV gerados € transportada via microtubulos a partir do
MTOC e adquire mais duas membranas derivadas de vesiculas da rede trans-
Golgi ou endossomos, dando origem a forma IEV. Algumas proteinas virais
exclusivas das formas IEV e EEV séo incorporadas nas membranas destes
compartimentos, tais como F12, F13, A33, A34, A36, A56 e B5, sendo que as
proteinas F12 e A36 estdo ausentes nos EEV. Os IEV sédo transportados via
microtibulos até a superficie da célula, onde o envelope externo de IEV se
funde a membrana plasmética, liberando uma parte dos virions no meio
extracelular como EEV, enquanto a outra parte permanece associada a célula
hospedeira como CEV (revisado por SMITH et al., 2002 e SMITH & LAW,
2004).

Os CEV induzem a polimerizacdo de actina sob o virion, processo
responsavel pela formagao das “caudas de actina”, que propelem a particula
em direcdo as células vizinhas. A proteina A36, presente no envelope externo
de IEV, concentra-se na membrana plasmatica sob CEV apés a fusdo, onde é
fosforilada pelas tirosina quinases celulares. A fosforilacdo de A36 induz o
recrutamento de outras proteinas celulares envolvidas na polimerizacdo de
actina, o que leva a formacéo das caudas de actina (revisado por MUNTER et
al., 2006). A liberacdo do CEV da cauda de actina também requer a atividade

de tirosina quinases celulares (REEVES et al. 2005).

2.4. Patogénese

As infeccbes pelo Orthopoxvirus podem ser classificadas como
sistémicas ou localizadas (no sitio de entrada do virus). A entrada do virus no
organismo do hospedeiro ocorre através da pele (via contato) ou através do
trato respiratério. Inicialmente, o virus se multiplica no sitio primario de infeccao
podendo ou néo atingir os linfonodos da regido acometida, o que determinara
se a infeccdo sera sistémica ou localizada, respectivamente. Apés atingir 0s
linfonodos regionais, o0 virus chega a corrente sanguinea causando a viremia

primaria. Em seguida, o virus se multiplica no baco, figado, medula 6ssea e
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outros orgaos reticuloendoteliais, ocasionando um segundo periodo de viremia.
A viremia secundaria € responsavel pela disseminacdo dos virus para sitios
distantes, especialmente a pele, causando as lesdes cutaneas generalizadas
caracteristica da infec¢é@o pelos Orthopoxvirus (revisado por DAMON, 2007).

Assim como para a maioria das infeccdes virais, a resposta inicial as
infeccBes pelos Orthopoxvirus inclui a producdo de interferons (IFN) e Oxido
nitrico, e a ativacdo de células NK (natural killer) e macréfagos, antes que a
resposta especifica mediada pelos linfécitos T e B seja montada. IFN-y,
granzimas A e B, perforina, linfécitos T CD4 e CD8, e anticorpos foram
identificados como importantes para a eliminacdo da infec¢cdo primaria.
(revisado por DAMON, 2007).

3. Interacdo Poxvirus-Hospedeiro: Balangco entre Fatores Celulares e

Produtos Génicos Virais

Diante da sua limitada capacidade codificadora génica, 0s virus
dependem da maquinaria de sintese celular para completarem seu ciclo de
multiplicacdo e gerarem a progénie viral. Desta forma, ao longo da co-evolugéo
com seus hospedeiros, os virus desenvolveram estratégias altamente eficientes
para cooptar fatores celulares, modificar o ambiente intracelular e escapar das
respostas antivirais do hospedeiro, a fim de garantir o sucesso da sua
replicacdo (revisado por GREBER, 2002; LUDWIG et al., 2003; BONJARDIM,
2005; MUNTER et al., 2006).

Os poxvirus, dado o seu grande genoma, codificam muitas proteinas
envolvidas na interacdo virus-hospedeiro, principalmente no que tange a
evasao da resposta imune. Mesmo assim, 0S poxvirus requerem muitos fatores
celulares, que sdo cooptados pelo virus durante a infec¢ao, a fim de garantir a
geracdo da progénie viral (revisado MCFADDEN, 2005). Dentre as proteinas
codificadas pelos poxvirus com papel de modular as funcdes celulares e evadir
as respostas do hospederios pode se citar homodlogos de fatores de
crescimento, proteinas regulatdrias do sistema complemento, homdlogos de
receptores de citocinas, homélogos de citocinas e quimiocinas, serpinas
(inibidores de serina proteases), proteinas antiapoptéticas, entre outras
(revisado por JOHNSTON & MCFADDEN, 2003).
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As vias de transducdo do sinal desempenham um papel central na
regulacdo das mais diversas funcdes celulares, como sobrevivéncia,
crescimento, apoptose, migracdo e trafego intracelular. Desta forma, ndo é
surpresa que os virus interfiram com a ativacdo destas vias de sinalizacao de
modo a alterar o ambiente intracelular e o tornar mais propicio a geracédo e
disseminacao virais (revisado por GREBER, 2002; LUDWIG et al., 2003 e
MUNTER et al., 2006).

Durante anos, estudos realizados pelo Grupo de Transducao do Sinal da
UFMG vém demonstrando o envolvimento de vias sinalizadoras celulares
durante a infeccdo pelos Orthopoxvirus VACV e Cowpox virus (CPXV). A
ativacao sustentada da via MEK/ERK durante a infeccdo pelo VACV e pelo
CPXV leva a expressdo do fator de transcricdo EGR-1, sendo que a via
MEK/ERK/EGR-1 mostrou-se essencial para a multiplicacdo de VACV, desde
gue a sua inibicdo causou uma significativa reducao da progénie viral, mas nao
para o CPXV. Entretanto, a via MEK/ERK/EGR-1 regula a liberagéo das formas
envelopadas de ambos os virus (DE MAGALHAES et al., 2001; ANDRADE et
al., 2004; SILVA et al., 2006; BRASIL, 2010). Durante a infecgéo pelo VACYV,
ativagdo da via MEK/ERK parece ser desencadeada pela proteina viral VGF
(ANDRADE et al., 2004).

Contrariamente ao efeito promotor da multilplicacdo do VACV, durante a
infeccdo pelo Myxoma virus (MYXV), a ativagdo de MEK/ERK leva a
fosforilacdo do fator de transcrigdo IRF-3 (fator regulatorio de IFN 3), que induz
a expressdao de IFN-B, responsavel pela inibicdo da replicacdo viral em
fibroblastos embrionarios murinos, tornando-os ndo permissivos ao MYXV
(WANG et al., 2004a).

A via MKK/JNK também é ativada durante a infeccao por VACV e CPXV,
segundo estudos realizados pelo Grupo de Transdugédo do Sinal. Estes estudos
mostraram que, apesar da inibicio de JNK ndo provocar reducdo da
multiplicacéo, esta via regula a liberacdo das particulas envelopadas de VACV,
através da modulacdo da dinamica do citoesqueleto de actina e de
microtubulos durante a infeccdo (SOARES, 2007; PEREIRA et al., submetido).
Outro estudo demonstrou que a interagdo da quinase viral B1 com a proteina
adaptadora JIP-1 aumenta a estabilidade da ligacdo de MKK-7, TAK-1 e JNK

fosforilada a JIP1, contribuindo para a fosforilagdo de c-Jun em resposta a este
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complexo (SANTOS et al., 2006). Durante a infec¢ao pelo VACV, a fosforilacédo
do fator de transcricdo c-Jun é temporalmente regulada por ERK e JNK e
exerce importante papel na geracdo e disseminacdo da progénie viral
(PEREIRA, 2007; LEITE, F.G.G. & BONJARDIM, C.A., dados n&o publicados).

PAK-1 (quinase ativada por p21 1) e Raf-1 sdo outras duas serina-
treonina quinases importantes durante a infec¢cdo pelos poxvirus. Durante a
infeccdo pelo MYXV, a fosforilagdo de PAK-1 e Raf-1 parece influenciar a
permissividade celular a replicacdo viral (JOHNSTON et al., 2003). Estudos
realizados pelo Grupo de Transducdo do Sinal também evidenciaram o
envolvimento de PAK-1 durante a infeccéo pelo VACV e pelo CPXV, na qual é
requerida para a regulacdo da disseminacdo das formas EEV e CEV
(ANDRADE, 2008).

A ativagdo da via PI3K/Akt também é observada durante a infec¢@o por
VACV e CPXV, sendo requerida para a transmisséo de sinais antiapoptoticos,
para traducdo de proteinas virais e para a morfogénese (SOARES et al., 2009;
ZABOROWSKA & WALSH, 2009). A ativacdo de Akt também ocorre durante a
infeccdo pelo MYXV, desempenhando um papel crucial na determinacdo da
permissividade celular a infeccéo viral. A proteina viral M-T5 associa-se a Akt
aumentando sua atividade de quinase, que exerce importantes funcdes
celulares, tais como sobrevivéncia, apoptose, proliferacdo e crescimento
(WANG et al.,, 2006; revisado por WERDEN & MCFADDEN, 2008). M-T5
também interage com a proteina celular Culina-1, formando um complexo
responsavel pela ubiquitinacdo de p27Ki'[’1 e sua subsequente degradacéo
proteossdmica, 0 que promove a progressao do ciclo celular e a eficiente
multiplicagdo viral (JOHNSTON et al., 2005; revisado por WERDEN &
MCFADDEN, 2008).

Algumas das vias sinalizadoras ativadas pela infeccdo pelos poxvirus
estdo envolvidas com as profundas alteragcdes no citoesqueleto observadas
durante a infeccdo, tais como reorganizacdo dos microtubulos, perda da
integridade e da funcdo do centrossomo, perda das fibras de estresse de
actina, estimulo da migracao celular, perda de adesado e formacdo das caudas
de actina (revisado por MUNTER et al., 2006). A estimulacdo da migracéo
celular durante a infeccdo pelo VACV é mediada pela inibicdo da via GTPase

RhoA/mDia, importante na regulacdo da dinamica do citoesqueleto de actina e
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de microtubulos, que sdo necessarios durante a liberacdo das formas
envelopadas de VACV (VALDERRAMA et al., 2006; ARAKAWA et al., 2007).

Durante a formacédo das caudas de actina, tirosina quinases celulares
das familias Src e Abl sdo ativadas pela proteina viral B5 e fosforilam a
proteina A36 do envelope externo de IEV, promovendo o desligamento de A36
de cinesina-1, interacdo responsavel pelo movimento intracelular de VACV via
microtubulos até a superficie da célula (NEWSOME et al., 2004; NEWSOME et
al., 2006). A36 fosforilada induz o recrutamento de diversas proteinas
celulares, tais como Nck, N-WASP, WIP, Arp-2/3 e Grb-2, que formam um
complexo que desencadeia o0 processo de polimerizacdo de actina sob a
particula, responsavel pela propulsdo do CEV da célula infectada (MOREAU et
al., 2000; SCAPLEHORN et al., 2002; revisado por MUNTER et al., 2006). A
liberacdo do CEV da cauda de actina, por sua vez, é dependente apenas das
proteinas tirosina quinases da familia Abl (REEVES et al., 2005).

Os TLRs (receptores do tipo Toll) compéem uma familia de receptores
encarregados de detectar patdégenos virais, bacterianos e fangicos, e
desencadear uma cascata de sinalizacdo que culmina coma ativacao de MAPK
e fatores de transcricdo como NF-kB e IRF-3, levando a expressdo dos IFN
(interferons) e de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-6), além de outros
mediadores da resposta do hospedeiro a infeccéo (revisado por BONJARDIM
et al.,, 2009). Os poxvirus codificam diversas proteinas que interceptam a
transmissao do sinal dos TLRs impedindo assim a ativacdo de NF-kB e IRF-3.
Exemplos incluem as proteinas de VACV A46 (STACK et al., 2005), A52
(HARTE et al., 2003), M2 (GEDEY et al., 2006) e N1 (DIPERNA et al., 2004).

Os IFNs constituem uma das mais poderosas armas do hospedeiro
contra as infecgfes virais e 0s poxvirus contrapdem a acao dos IFNs através
da expressdo de proteinas que ligam a IFN-a/f (IFN-a/B-BP) e de homologos
dos receptores de IFN-y (IFN-y-R), que atuam sequestrando estas citocinas e
impedindo-as de regular a resposta imune contra a infec¢do viral. Proteinas
com estas propriedades séao codificadas por VACV, MYXV, CPXV, Ectromelia
virus, Fowlpox virus e Camelpox virus (revisado por JOHNSTON &
MCFADDEN, 2003; MOSS, 2007). Os poxvirus também interferem com as
cascatas de sinalizacdo desencadeadas em resposta aos IFNs, via JAK

(quinase Janus)/STAT (transdutor do sinal e ativador da transcricdo). O gene
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H1L de VACV codifica uma fosfatase que, dentre outras funcdes, é responsavel
pela desfosforilagdo de STAT (NAJARRO et al., 2001).

Além da proteina B8, homéloga de IFN-y-R, e B19, homdloga de IFN-
a/B-BP, VACYV codifica outras duas proteinas, E3 e K3, que inibem a acao de
PKR (proteina quinase dependente de RNA), um dos principais efetores da
resposta celular ao IFN. PKR ¢é ativada por intermediarios de RNA fita dupla
gue se formam durante a infeccéo viral, sendo um de seus substratos o fator de
iniciacdo da traducado elF-2a, cuja fosforilagcdo inibe drasticamente a sintese
proteica. Como E3 liga-se a RNA fita dupla e K3 € um homodlogo néo funcional
de elF-2a, estas proteinas inibem a atividade de PKR por competir por
ativadores e substratos, respectivamente (revisado por JOHNSTON &
MCFADDEN, 2003; MOSS, 2007).

A apoptose consiste em outro importante mecanismo disposto pelo
sistema imune do hospedeiro para a eliminacéo de células infectadas por virus,
e € extensivamente regulada por uma complexa rede de vias sinalizadoras.
Portanto, ndo € surpresa que 0s poxvirus também disponham de estratégias
para interferir com estas vias sinalizadores responsaveis pela regulacdo da
apoptose (revisado por TAYLOR & BARRY, 2006).

O receptor do fator de necrose tumoral (TNFR) e Fas, quando
estimulados, sdo importantes indutores de apoptose pela via extrinseca, que
depende da ativacdo de caspase-8. Proteinas homodlogas ao TNFR séo
codificadas por diversos poxvirus, tais como MYXV, VACV, CPXV, Ectromelia
virus e Variola virus. Os homoélogos virais de TNFR sao secretados durante a
infeccdo e sequestram TNF, inibindo assim a apoptose induzida por esta
citocina em resposta a infeccao viral (revisado por TAYLOR & BARRY, 2006).
Dentre as diversas proteinas com efeito antiapoptético codificadas pelos
poxvirus também encontram-se cinco serpinas: SPI-1, SPI-2 (B13 ou CrmA) e
SPI-3, codificadas pelos Orthopoxvirus, e Serp-1 e Serp-2, codificadas pelo
MYXV. A proteina CrmA de CPXV, por exemplo, possui efeito inibitério sobre
caspase-1, caspase-8, caspase-3 e granzima B, participando tanto da inibicao
da apoptose quanto do processamento de citocinas pro-inflamatérias (revisado
por TAYLOR & BARRY, 2006).

A familia de proteinas Bcl-2 desempenha um papel central na regulacéao

da via mitocondrial ou intrinseca de apoptose, reunindo tanto proteinas
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antiapoptoticas (Bcl-2, Bcl-X, Mcl-1) como pro-apoptéticas (Bak, Bax, Bid,
Bad, Bim, Puma, Noxa). A apoptose por sinais intrinsecos induz disfuncao
mitocondrial, levando a liberacdo de proteinas pro-apoptéticas no citoplasma,
como o citocromo ¢, que iniciam a ativacdo da cascata de caspases iniciando
pela caspase-9 (revisado por TAYLOR & BARRY, 2006). As proteinas M11 de
MYXV e FPV039 de Fowlpox virus sdo homélogas de Bcl-2 capazes de inibir a
apoptose pela via mitocondrial, através da interagdo com Bak (WANG et al.,
2004b; BANADYGA et al., 2007), sendo que M11 também é capaz de interagir
de maneira independente com Bax (SU et al., 2006). De maneira semelhante, a
proteina F1 de VACV, ndo homodloga de Bcl-2, €& capaz de inibir,
independentemente, a ativacdo de Bak, Bax e Bim, que levam a apoptose por
desencadearem a liberacao de citocromo ¢ da mitocéndria (WASILENKO et al.,
2005; TAYLOR et al., 2006). A proteina N1 de VACV também apresenta
propriedades antiapoptoéticas e interage com Bad, Bax e Bid durante a infec¢ao
(COORAY et al., 2007).

E importante salientar que estas diferentes estratégias de interagdo com
o0 hospedeiro ndo atuam separadamente, mas de modo cooperativo e
finamente regulado ao longo da infeccdo. Por exemplo, Postigo et al.

mostraram que a ativacao da via VGF/MEK/ERK coopera com a proteina F1 na

inibicdo da apoptose induzida durante a infeccdo pelo VACV.

4. Vias Sinalizadoras Celulares e os Virus

4.1. PI3K(fosfatidilinositol 3-quinase)/Akt

As fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K) consistem em uma familia de
enzimas que fosforilam a posigao 3’-OH do anel inositol de fosfatidilinositideos
(PI) localizados na membrana plasmatica. Estes Pls fosforilados atuam como
mensageiros secundarios, recrutando diferentes proteinas sinalizadoras para a
membrana, a partir da qual transmitem o sinal recebido de receptores (revisado
por KATSO et al., 2001 e COORAY, 2004) (Figura 5).

As PI3K sdo heterodimeros compostos por uma subunidade catalitica
(p110) e uma subunidade regulatoria (p85, p55 ou p50). A subunidade

regulatéria desempenha o papel de recrutar a subunidade catalitica para a
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receptor
tirosina quinase

APOPTOSE PROLIFERAGAO SINTESE PROTEICA
Figura 5. Viséo geral da regulagao e dos alvos da via sinalizadora
PI3K/Akt (modificado de COORAY, 2004).
Em resposta a estimulos extracelulares, as subunidades regulatéria (p85) e
catalitica (p110) de PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase) séo recrutadas, pela
ligagcdo a residuos de fosfotirosina, para a membrana plasmatica. Na
membrana, PI3K fosforila lipidios na posicdo 3’ do anel inositol, originando
fosfatidilinositol (Pl). Pls funcionam como mensageiros secundarios que
recrutam outras proteinas sinalizadoras para a membrana, tais como PDK-1 e
Akt. PDK-1 fosforila Akt no residuo Thr308; Akt também é fosforilada no
residuo Ser473 por mTORC-2. Depois de ativada, a serina-treonina Akt
transmite sinais antiapoptoticos e envolvidos na regulagédo da proliferagédo e da

sintese proteica.
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membrana plasmatica, através da ligacao a residuos de tirosina fosforilados em
receptores tirosina quinases ou receptores acoplados a tirosina quinases
citoplasmaticas. Uma vez na membrana plasmatica, a subunidade catalitica
fosforila PI (revisado por KATSO et al, 2001 e HAWKINS et al.,, 2006).
Estruturalmente, as subunidades regulatorias p85 apresentam diferentes
dominios que permitem a elas interagirem ndo somente com proteinas
contendo residuos de tirosina fosforilados (dominio SH2 — homologia a Src 2),
mas também com proteinas com regides ricas em prolina (dominio SH3 —
homologia a Src 3) ou GTPases (dominio BH — homologia a Bcl-2), o que
confere diferentes especificidades ou maneiras de regulacéo a via sinalizadora
desencadeada por PI3K (revisado por KATSO et al., 2001).

As proteinas transmissoras e/ou efetoras do sinal gerado pela ativacéao
de PI3K apresentam como caracteristica comum o dominio PH (homologia a
Pleckstrin), um dominio de ligacao a lipidios. O dominio pH é responséavel pelo
recrutamento destas proteinas para a membrana plasmatica, através da
ligacdo aos Pls fosforilados, resultando na colocalizacdo de enzimas e seus
substratos e na transmissao do sinal & montante de PI3K (revisado por KATSO
et al., 2001). Estas proteinas efetoras incluem serina-treonina quinases,
proteinas tirosina quinases, proteinas ativadoras de GTPases (GAP), fatores
trocadores de nucleotideos de guanina (GEF), proteinas adaptadoras e
proteinas do citoesqueleto. As respostas celulares desencadeadas pelo
recrutamento e ativacdo destas proteinas incluem proliferacdo, sobrevivéncia,
migracdo, além de processos bioldégicos mais abrangentes como
desenvolvimento embrionario, homeostase metabdlica e transformacao
(revisado por KATSO et al., 2001).

Os PIs fosforilados gerados com a ativacdo de PI3K podem ser
desfosforilados pela fosfatase PTEN (homologo de fosfatase e tensina deletado
no cromossomo 10), na posicdo 3’ e SHIP (fosfatase de inositol contendo
dominio SH2), na posi¢cao 5. PTEN e SHIP parecem atuar tanto na terminagao
do sinal gerado por PI3K assim como na geragao de outros sinais a partir dos
Pls gerados apoés a desfosforilacdo (revisado por HAWKINS et al., 2006).

A serina-treonina quinase Akt é uma das principais proteinas ativadas
em resposta a ativagdo de PI3K estimulada por receptores de fatores de

crescimento e desempenha papel central na regulacdo do crescimento,
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proliferacdo e sobrevivéncia celulares (revisado por COORAY, 2004 e
HAWKINS et al., 2006). Akt é ativada através da fosforilacdo da treonina 308,
por PDK-1 (quinase dependente de 3-fosfoinositideo 1) e da serina 473, pelo
complexo mTOR 2 (mMTORC-2). Tanto Akt quanto PDK-1 sdo recrutadas para a
membrana plasmatica via ligacdo a Pls 3’-fosforilados gerados por PI3K
(revisado por COORAY, 2004 e HAWKINS, 2006) (Figura 5).

Entre os principais alvos de Akt estdo proteinas pré-apoptoticas, como
Bad e caspase-9, que sao inativadas quando fosforiladas por Akt. Akt também
regula a sobrevivéncia celular através do controle da transcricdo de genes pro-
e antiapoptaticos, mediante da ativacao de fatores de transcricdo, como NF-kB,
gue controla a transcricdo de inibidores de apoptose em resposta aos
interferons ou fatores de crescimento (revisado por COORAY, 2004).

Os efeitos da ativacdo de Akt sobre a proliferacao celular séo, em parte,
mediados pela fosforilacdo e inativagéo dos fatores de transcricdo FOXO, que
controlam a expresséao de p27Kip'1, um inibidor de CDK (quinases dependentes
de ciclina), responsaveis por regular a progressdo do ciclo celular. Outro
inibidor de CDK, p21Cip'1, € diretamente inativado por Akt, através de

fosforilacdo. Os fatores de transcricdo FOXO também interferem com a
regulacdo da sobrevivéncia celular, pois controlam a expresséo do ligante de
Fas, uma proteina pro-apoptotica (revisado por KATSO et al., 2001).

Akt também é responsavel pela ativacdo de uma cascata sinalizadora
gue culmina com a ativacdo do complexo mTOR 1 (mTORC-1), composto por
outras proteinas além da quinase mTOR, e que possui um importante papel na
manutencdo da sintese proteica e na regulacdo do crescimento celular. Uma
vez ativada, mTOR fosforila S6K (quinase da proteina ribossdmica S6),
ativando-a, e 4E-BP (proteina de ligacdo a elF4E), inativando-a. Juntos estes
eventos estimulam a formacdo de complexos de iniciacdo da traducao
(revisado por BUCHKOVICH et al., 2008).

4.1.1. PI3K/Akt e 0s virus

Diante do papel central da via sinalizadora PI3K/Akt na regulagdo da

sobrevivéncia e apoptose da célula, os virus desenvolveram diferentes
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estratégias de manipular a atividade dos componentes desta via ao longo da
coevolucdo com seus hospedeiros (revisado por COORAY, 2004).

Como exemplos de virus que ativam com a via PI3K/Akt a fim de
otimizar seu sucesso replicativo, pode se citar Epstein-Barr virus (EBV)
(DAWSON et al., 2003), Human cytomegalovirus (HCMV) (JOHNSON et al.,
2001), Human papillomavirus (HPV) (ZHANG et al. 2002), Human
immunodeficiency virus 1 (HIV-1) (LINNEMANN et al., 2002), Coxsackievirus
B3 (CVB3) (ESFANDIAREI et al. 2004), Respiratory syncytial virus (RSV)
(THOMAS et al. 2002), Hepatitis C virus (HCV) (HE et al., 2002), Rubella virus
(COORAY et al., 2005), Dengue virus (LEE et al., 2005), Influenza A virus
(EHRHARDT et al., 2007), Rotavirus (HALASZ et al., 2008), VACV e CPXV
(SOARES et al., 2009).

No caso de virus que causam infeccdo aguda, a ativacdo de PI3K/Akt
induzida pelo virus durante a infeccdo é responsavel principalmente pela
transmissao de sinais anti-apoptéticos, como no caso de RSV, CVB3, Rubella
virus, Dengue virus, Influenza A virus, Rotavirus, VACV e CPXV (THOMAS et
al. 2002; ESFANDIAREI et al. 2004; COORAY et al., 2005; LEE et al., 2005;
EHRHARDT et al., 2007; HALASZ et al., 2008; SOARES et al., 2009). J4 no
caso de virus que estabelecem infeccdo latente ou crbénica, como EBV, HPV e
HCV, a ativacdo de PI3K/Akt parece contribuir significativamente para a
transformacdo das células infectadas, mediante o estimulo da sobrevivéncia
celular (HE et al., 2002; ZHANG et al. 2002; DAWSON et al., 2003).

A despeito do seu papel na transducdo de sinais antiapoptoticos, a
ativacdo de PI3K/Akt pode desempenhar outras funcdes durante diferentes
etapas do ciclo de multiplicacdo, dependendo do virus em questdo. Durante a
infeccdo com HCMYV, a inibicdo de PI3K n&o induz apoptose, mas interfere na
replicacio do DNA e expressdo de proteinas virais, mediante a via
pi3K/AKt/mTOR (JOHNSON et al., 2001; KUDCHODKAR et al., 2006). Durante
a infeccdo pelo VACV e pelo CPXV, a atividade de PI3K também é requerida
em diferentes etapas da infeccdo, tais como penetragdo, sintese proteica e
morfogénese (MERCER & HELENIUS, 2008; ZABOROWSKA & WALSH, 2009;
SOARES et al., 2009).

Para alguns virus, o mecanismo responsavel pela ativacdo de PI3K/Akt

durante a infec¢ao ja foi identificado. A proteina NS1 do Influenza A virus ativa
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a via PI3K/Akt através da interacéo direta com a subunidade regulatoria p85 de
PI3K (EHRHARDT et al., 2007; SHIN et al., 2007a; SHIN et al., 2007b). EBV
também expressa duas proteinas capazes de ativar PI3K/Akt: LMP1, que
também interage diretamente com p85 (DAWSON et al., 2003), e LMP2A, que
ativa proteinas tirosinas quinases responsaveis pela ativacado de PI3K (SWART
et al. 2000). Outras proteinas virais capazes de ativar PI3SK/Akt incluem NS5A
de HCV (HE et al., 2002), E5 de HPV (ZHANG et al. 2002) e Nef de HIV-1
(LINNEMANN et al., 2002).

Contrariamente ao seu papel no favorecimento da multiplicacéo viral,
durante a infec¢ao por alguns virus, a ativacdo de PI3K/Akt é responsavel por
desencadear mecanismos de resposta da célula contra a infeccdo. Um
exemplo bastante interessante € o papel bivalente desempenhado por PI3K/Akt
durante a infeccdo pelo Influenza A virus, pois além do seu papel anti-
apoptético favoravel a multiplicacdo viral (EHRHARDT et al., 2007), PI3K/Akt
também participa da resposta celular contra a infec¢éo, levando a expresséo de
IFN-B, através da ativacdo de IRF-3 (EHRHARDT et al.,, 2006). PI3K/Akt
também € responsavel pela inducdo da expressdo de IFN em resposta a
infeccdo pelo Vesicular stomatitis virus (VSV), sendo que a inibicdo
farmacoldgica de PI3K causa um significativo aumento na progénie viral
(SCHABBAUER et al., 2008).

4.2. MAPK (proteinas quinases ativadas por mitégenos)

A familia das MAPKSs (proteinas quinases ativadas por mitdgenos) esta
envolvida nos mais diferentes mecanismos de regulacéo celular e retne seis
grupos distintos de proteinas: (i) ERK-1/2 (quinases reguladas por sinal

extracelular), (i) INK-1/2/3 (quinase do NHz-terminal de Jun), (iii) p38-a/B/y/d,

(iv) ERK-7/8, (v) ERK-3/4 e (vi) ERK-5. As MAPK sé&o ativadas por diversos
estimulos, tais como fatores de crescimento, hormoénios, citocinas e estresse
ambiental. Estes sinais sdo transmitidos através de receptores tirosina
guinases, receptores acoplados a proteina G (GPCR), receptores de citocinas e
receptores serina-treonina quinases, e coordenam diversas atividades celulares

como expressdo génica, ciclo celular, metabolismo, motilidade, sobrevivéncia,
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resposta a estimulos extracelulares estd organizado em modulos (MAP3K,

MAP2K, MAPK) constituidos por proteinas evolutivamente conservadas. Uma

vez ativada, uma MAP3K (MAPK quinase quinase) fosforila uma MAP2K

(MAPK guinase) que, por sua vez, fosforila uma MAPK, que é responsavel por

desencadear a resposta biologica ao sinal externo. As MAPKs regulam os

diversos processos celulares, tais como proliferacdo, diferenciagao, inflamacéao

e apoptose.
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apoptose e diferenciacao (revisado por KRISHNA & NARANG, 2008).

Um aspecto caracteristico das vias sinalizadoras das MAPKs € que sdo
organizadas em modulos compostos por trés quinases evolucionariamente
conservadas e que atuam em sequéncia: (i) uma MAPK, (i) uma MAP2K
(MAPK quinase) e (iii) uma MAP3K (MAPK quinase quinase) (Figura 6). As
MAP3K séo serina-treonina quinases ativadas através de fosforilagdo e/ou
interacdo com GTPases monoméricas em resposta a estimulos extracelulares.
Uma vez ativada, a MAP3K fosforila e ativa uma MAP2K. As MAP2Ks sé&o
quinases de dupla especificidade, isto €, sdo capazes de fosforilar MAPK tanto
nos residuos de treonina quanto de tirosina na regido conservada Thr-Xaa-Tyr
responsavel pela ativacdo das MAPKs. Apés a ativacdo, as MAPK fosforilam
seus substratos em residuos de serina ou treonina apenas quando estes sao
seguidos por residuos de prolina. Os substratos das MAPKSs incluem fatores de
transcricdo, MKs ou MAPKAPKSs (proteinas quinases ativadas por MAPK) ou
outras proteinas, como proteinas do citoesqueleto (revisado por KRISHNA &
NARANG, 2008).

A seguir, sera abordada brevemente cada uma das trés principais vias
sinalizadoras das MAPKSs, enfatizando-se principalmente aspectos que
porventura possam ser importantes no contexto das infec¢des virais. No ultimo
topico, serdo apresentadas algumas maneiras utilizadas pelos virus para
subverter o sinal transmitido pelas MAPKs e também como as MAPKs sédo
importantes na resposta celular as infeccdes virais.

ERK foi a primeira das MAPKs a ter a via sinalizadora elucidada. A
cascata sinalizadora de ERK ¢é ativada por uma grande variedade de estimulos
extracelulares, assim como por varios eventos intracelulares, e desempenha
um papel central na inducéo de processos como proliferagéo, desenvolvimento
e diferenciacdo. Sob certas condi¢cdes, também atua na regulacdo de
sobrevivéncia, apoptose, migracdo, determinacdo da morfologia celular e
transformacéao (revisado por SHAUL & SEGER, 2007).

Geralmente, o sinal responsavel pela ativacdo de ERK é transmitido via
GTPases monomericos (por exemplo, Ras), que recrutam a MAP3K Raf para a
membrana plasmatica, onde é ativada. Outras MAP3Ks que podem ativar erK
sdo c-Mos, TPL-2 e MEKK-1/2/3. Uma vez ativadas, todas estas MAP3Ks
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transmitem o sinal através da fosforilacdo de MEK (quinase da MAPK ERK).
ERKs parecem ser os unicos substratos fisiolégicos de MEK, que desta forma
atuariam como importantes determinantes da especificidade do sinal
transduzido via ERK (revisado por SHAUL & SEGER, 2007 e KRISHNA &
NARANG, 2008).

Apos a forforilagdo dos residuos de treonina e tirosina regulatorios, ERK
passa a agir como uma potente serina-treonina quinase, fosforilando uma
enorme variedade de substratos, que incluem proteinas do citosol ou da
membrana (PLA-2, CD-120a, Syk, calnexina), proteinas nucleares (SRC-1,
Pax-6, NFAT, Elk-1, MEF-2, c-Fos, c-Jun, c-Myc, STAT-3, Ets-1/2, p53) e
proteinas do citoesqueleto (neurofilamentos, paxilina) (revisado por SHAUL &
SEGER, 2007 e KRISHNA & NARANG, 2008). Dentre as MAPKAPKs
fosforiladas por ERK destacam-se RSKs (quinases da proteina ribossémica
S6), MSKs (quinases ativadas por mitdbgenos e estresse) e MNKs (quinases
gue interagem com MAPK), que por sua vez sdo responsaveis por fosforilar um
conjunto distinto de substratos (revisado por SHAUL & SEGER, 2007).

Muitos dos componentes da via sinalizadora de ERK, que incluem
muitos fatores de transcricdo como c-Myc, c-Fos, SRF, CREB e AP-1, estdo
relacionados com o controle da proliferagéo celular. Muitos substratos de RSK,
MSK e MNK também sdo fatores de transcricdo e estdo envolvidos neste
processo. Ja o controle de ERK sobre a progressdo do ciclo celular é
desencadeada através da modulacdo tanto em nivel de transcricdo quanto pés-
transcricdo da atividade de ciclinas e CDKs (revisado por KRISHNA &
NARANG, 2008 e CHAMBARD et al., 2007). Diversos estudos também tém
mostrado o envolvimento de ERK tanto na inducdo de apoptose como na
sobrevivéncia celular, principalmente através da modulacdo de proteinas da
familia Bcl-2 e de p53 (revisado por KRISHNA & NARANG, 2008).

As outras duas MAPKs, JNK e p38 sao também denominadas SAPKs
(proteinas quinases ativadas por estresse), pois sao ativadas em resposta a
citocinas (TNF-a, IL-1, TGF-B), a estresse ambiental (estresse osmdtico,
estresse oxidativo, radiacdo) e a ativagdo dos TLRs. O sinal transmitido via
JNK ou p38 regula diversos processos fisiologicos tais como proliferacéo,
metabolismo, inflamacéo, apoptose, migracao celular e diferenciagéo (revisado
por DAVIS, 2000; HUANG, JACOBSON, SCHALLER, 2004; CUENDA &
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ROUSSEAU, 2007; KRISHNA & NARANG, 2008; e WAGNER & NEBREDA,
2009).

JNK e p38 compartilham diversas MAP3Ks, que incluem MEKK-1-4,
MLK-2/3, DLK, TAK-1 e ASK-1/2. Ja as MAP2K sdo mais especificas. Ao passo
que as MAP2K implicadas na ativagdo de JNK sdo MKK-4 e MKK-7, p38 é
ativada via MKK-3 e MKK-6. Em resposta a alguns estimulos, p38 também
pode ser ativada por MKK-4 (revisado por KRISHNA & NARANG, 2008). Por
sua vez, o sinal responsavel pela ativacdo das MAP3Ks varia conforme o
estimulo e inclui GTPases da familia Rho, proteinas tirosina quinases, GPCRs
e proteinas adaptadoras TRAFs (revisado por DAVIS, 2000).

JNK possui papel essencial no controle da atividade do complexo
ativador da transcricio de AP-1, pois é capaz de fosforilar diversos
componentes deste complexo ativador da transcri¢do, tais como c-Jun, JunD,
JunB, ATF-2 e c-Fos, assim como outros fatores de transcricao (Elk-1, c-Myc,
p53, NFAT, STAT, Pax) (revisado por KRISHNA & NARANG, 2008).
Entretanto, € por modular a atividade da familia Jun, cujos membros séo
importantes reguladores da progressao do ciclo celular, que JNK exerce seu
papel sobre a proliferacdo celular (revisado por WAGNER & NEBREDA, 2009).

J& os substratos de p38 podem ser agrupados em dois grandes grupos:
os fatores de transcricdo e as proteinas quinases. Os fatores de transcricao
incluem p53, ATF, Elk-1, MEF, NFAT, GADD e C/EBP-B. Ja entre as proteinas
guinases encontram-se MAPKAPK-2/3, MSK-1 e MNK-1/2 (revisado por.
KRISHNA & NARANG, 2008 e WAGNER & NEBREDA, 2009). Contudo,
diferente de ERK e JNK, que normalmente ativam a proliferacéo celular, p38
comumente exerce regulacdo negativa sobre a progressao do ciclo celular nas
etapas de transicdo G1/S e G2/M, principalmente através da repressdo de
ciclinas, inducdo de inibidores de CDK e modulacédo da atividade de p53. A
regulacdo negativa da via JNK/c-Jun também contribui para o papel
antiproliferativo de p38. Por essa caracteristica, p38 € considerada um
supressor de tumor por muitos autores. Entretanto, p38 também pode regular
positivamente a proliferacédo celular, funcdo que esta relacionada ao nivel de
ativacao e a interacdo com outras vias sinalizadoras (revisado por THORNTON
& RINCON, 2009 e WAGNER & NEBREDA, 2009).
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A inducdo de apoptose é outro evento classicamente associado a
ativacado de p38 e JNK em resposta ao estresse. Este papel pode ser mediado
tanto no nivel de transcricdo como poés-traducao, envolvendo membros pro- e
antiapoptoticos da familia Bcl-2, e p53 (revisado por SUMBAYEV & YASINSKA,
2006 e WAGNER & NEBREDA, 2009). Contudo, em resposta a determinados
estimulos, p38 e JNK também podem transmitir sinais antiapoptoticos (revisado
por KRISHNA & NARANG, 2008 e WAGNER & NEBREDA, 2009).

A inflamacdo € um processo fisiologico modulado por p38,
principalmente através da regulacdo da expressao de mediadores e citocinas
pré-inflamatérias, tais como COX-2 (ciclo-oxigenase 2), IL-1, IL-6 e TNF-q,
tanto no nivel de transcricdo (via NF-kB, por exemplo) como pés-tradugéo, por
regular a estabilidade do mRNA (via MAPKAPK-2) e a traducdo de proteinas
(via  MNK-1) (revisado por CUENDA & ROSSEAU, 2007 e WAGNER &
NEBREDA, 2009).

As MAPKs também podem atuar sobre a migracéo celular de diferentes
maneiras. ERK, JNK e p38 sdo capazes de fosforilar paxilina, importante
componente das adesfes focais, cuja montagem e desmontagem sao
reguladas por fosforilacdo e cruciais para a migracao celular. JNK possui dois
alvos também envolvidos com a migracdo celular sdo: (i) Spir, proteina
envolvida na reorganizacdo de actina, e (ii) MAPs (proteinas associadas a
microtubulos), que, quando fosforiladas por JNK, aumentam a sua afinidade a
microtubulos, promovendo a sua polimerizacdo. JA MAPKAPK-2, quando
ativada por p38, fosforila Hsp27, que na forma nao fosforilada € capaz de inibir
a polimerizacdo de actina e a formacao de fibras de estresse (revisado por
HUANG et al., 2004).

A inativacdo do sinal gerado pelas MAPKs é alcancada principalmente
através da desfosforilacdo do residuos de treonina e tirosina regulatorios por
serina-treonina fosfatases (PP2A, PP2C), proteinas tirosina fosfatases (PTPs,
PTP-SL) ou fosfatases de dupla especificidade [MKPs (fosfatases de MAPK)]
(revisado por KRISHNA & NARANG, 2008).

4.2.1. MAPK e os virus
Diante do papel central das MAPKs ERK, JNK e p38 na regulacdo de

processos celulares como proliferacéo, sobrevivéncia, apoptose, metabolismo,
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migracdo e inflamacdo, ndo é surpresa que os virus interfiram na atividade
destas proteinas sinalizadoras durante a sua manipulacdo do ambiente
intracelular com vistas a geracdo e disseminacdo da progénie, bem como a
evasao das respostas antivirais do hospedeiro.

Diversos autores ja relataram a ativacdo das MAPK durante a infeccao
por diferentes virus e, para muitos deles, a relevancia para multiplicacao
também foi observada. Alguns exemplos de virus que ativam pelo menos uma
das MAPKs durante a infeccéo incluem Herpes simplex virus 1 (DIAO et al.,
2005), EBV (DAWSON et al., 2008), HCMV (CHEN & STINSKI, 2002), Human
herpesvirus 8 (HHV-8) (NARANATT et al., 2003; PAN et al., 2006), Hepatitis B
virus (CHIN et al., 2007), Enterovirus 71 (TUNG et al., 2010), Dengue virus
(CEBALLOS-OLVERA et al., 2010), Influenza virus (PLESCHKA et al., 2001),
CVB3 (LUO et al., 2002), CPXV (SOARES, 2007) e VACV (PEREIRA et al., em
preparacao a).

A modulacéo da atividade do complexo AP-1 constittui um dos principais
alvos da ativacdo das MAPKSs durante as infecgdes virais. Por exemplo, durante
a infeccdo priméaria pelo HHV-8, as trés MAPK, ERK, JNK e p38, sédo
requeridas para a ativacdo do complexo AP-1, que regula por sua vez a
atividade do promotor viral RTA, sendo que a inibicdo farmacoldgica destas
vias acarreta em menor infecciosidade e multiplicacéo viral (PAN et al., 2006).
A reativacdo da infeccdo pelo HHV-8 também requer a ativagcdo das MAPKs
ERK, JNK e p38 (XIE et al., 2008).

Como mencionado anteriormente, estudos realizados pelo Grupo de
Transducdo do Sinal também mostraram a ativagdo das MAPKs ERK, JNK e
p38 durante a infeccéo pelo VACV e pelo CPXV (DE MAGALHAES et al., 2001;
SILVA et al.,, 2006; SOARES, 2007). O sinal transmitido pela via MEK/ERK
mostrou-se necessario para a multiplicacdo do VACV, mas néo para o CPXV
(ANDRADE et al., 2004; SILVA et al., 2006). J& JNK n&o é requerida para a
multiplicacdo de ambos os virus (PEREIRA et al., em preparagédo a; SOARES,
2007). Entretanto, durante a infeccdo pelo VACV, a via MKK/INK regula a
migracao e contracdo celulares induzidas pelo virus, bem como a liberacdo das
formas envelopadas do virus (CEV e EEV) (PEREIRA et al., em preparacao a).
Fatores de transcricdo regulados por ERK e/ou JNK durante a infeccao pelo

VACV e CPXV, tais como EGR-1, c-Fos e c-Jun, também s&o requeridos para
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a liberacdo das formas envelopadas destes virus (OLIVEIRA, 2009; BRASIL,
2010; LEITE, F.G.G. & BONJARDIM, C.A., dados nao publicados).

A ativacdo das MAPKs também pode contribuir na resposta do
hospedeiro a infec¢do. Durante a infeccdo por alguns virus, tais como HIV-1 e
Influenza virus, a ativacdo de p38, via ASK-1, culmina com a inducdo de
apoptose da célula hospedeira, evidenciando o papel de p38 na resposta do
hospedeiro contra as infec¢des virais (MARUOKA et al., 2003; PERFETTINI et
al., 2005; revisado por SUMBAYEV & YASINSKA, 2006). J& para outros virus,
como Murine coronavirus e Varicella-zoster virus, a inibicdo de p38 durante a
infeccéo acarreta em reducédo significativa da multiplicacéo viral (BANERJEE et
al., 2002; RAHAUS et al., 2004).
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II. JUSTIFICATIVA

Os virus dependem extensivamente das funcdes celulares de seus
hospedeiros durante a infeccdo. Desta forma, para completarem seu ciclo de
multiplicacédo, os virus precisam modificar o meio intracelular a fim de torna-lo
propicio a multiplicacdo e disseminacdo virais e, a0 mesmo tempo, escapar da
resposta imune do hospedeiro contra a infec¢do viral. Para tal, as vias de
sinalizacdo responsaveis por regular aspectos centrais da fisiologia celular,
como proliferacdo, sobrevivéncia e apoptose, sdo comumente cooptadas pelos
virus durante a infeccéo (revisado por GREBER, 2002; BONJARDIM, 2005;
MUNTER et al., 2006).

Os poxvirus séo caracterizados por apresentarem um grande genoma e,
assim codificarem inGmeras proteinas envolvidas na interagcdo virus-
hospedeiro. Mesmo assim, 0s poxvirus também manipulam importantes vias
sinalizadoras celulares durante a infeccdo com o objetivo de completar seu
ciclo de multiplicacéo e disseminar sua progénie eficientemente. Além disso, as
vias sinalizadoras da célula hospedeira desempenham importante papel na
determinacao do tropismo viral e da susceptibilidade do hospedeiro a infeccao
pelos poxvirus (revisado por MCFADDEN, 2005).

Durante anos, o Grupo de Transducdo do Sinal da UFMG vem
estudando esta intrincada interacdo poxvirus-célula hospedeira, através da
analise da ativacdo e da relevancia bioldgica de vias de sinaliza¢do durante a
infeccdo pelos Orthopoxvirus VACV e CPXV. Os resultados obtidos a partir
destes estudos mostram que as vias MEK/ERK e MKK/JNK sao ativadas
durante a infeccdo por ambos os virus, levando a ativacdo de importantes
fatores de transcricdo como c-Fos, EGR-1 e c-Jun. Estas vias sinalizadoras
parecem desempenhar importantes papéis em diferentes etapas da biologia
viral, afetando ora a multiplicacéo, ora a liberacéo das formas envelopadas, ora
ambas (DE MAGALHAES et al., 2001; ANDRADE et al., 2004; SILVA et al.,
2006; ANDRADE, 2008; PEREIRA et al., submetido; BRASIL, 2010; LEITE,
F.G.G. & BONJARDIM, C.A., resultados nao publicados). Estudos realizados
pelo Grupo de Transducdo do Sinal também demonstraram que a via PI3K/Akt
é ativada durante infecgdo por VACV e CPXV, sendo importante para inibicao

da apoptose induzida pela infec¢do viral, além de promover a multiplicagdo
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através da regulacdo da sintese proteica e da morfogénese (SOARES et al.,
2009).

Visto que a vias sinalizadores celulares desempenham um papel central
na biologia viral e, consequentemente, na patogénese da infeccdo e da
doenca, isso implica que o estudo das vias sinalizadoras requeridas pelos
poxvirus durante a infeccdo pode revelar novos alvos terapéuticos, assim como
contribuir para o aperfeicoamento das tentativas de aplicacdo dos poxvirus
como vetores vacinais ou agentes oncoliticos (revisado por MCFADDEN,
2005).

A busca de novos alvos terapéuticos para 0s poxvirus também é
particularmente importante diante do aumento do numero de infecgbes por
estes virus em humanos nos ultimos anos (LEWIS-JONES, 2004). No Brasil,
h&d muitos registros de infec¢cdes zoondticas por poxvirus em bovinos e em
humanos. Destes surtos foram isolados diversos amostras de VACV
geneticamente e biologicamente divergentes. Passatempo, Aracatuba, Guarani
P1, Guarani P2 e Cantagalo sdo algumas destas amostras (DAMASO et al.,
2000; TRINDADE et al., 2003; LEITE et al., 2005; TRINDADE et al., 2006).
Amostras de VACV também tem sido isoladas de roedores, e estes incluem
BeAn 58058, SPAn 232 e Belo Horizonte (FONSECA et al., 1998; FONSECA et
al., 2002; TRINDADE et al., 2004). Estudos realizados no Laboratoério de Virus
mostraram diferencgas significativas quanto a viruléncia destas amostras que
correlacionaram com as diferencas genéticas das mesmas, sendo o VBH
considerado o mais virulento (FERREIRA et al., 2008; TRINDADE et al., 2007).

Grandes duavidas ainda existem acerca da origem destas amostras
assim como dos seus reservatérios naturais (TRINDADE et al., 2007;
ABRAHAO et al., 2009), e acredita-se que uma investigacdo mais acurada
sobre a interacdo virus-hospedeiro durante a infeccdo por estas amostras
brasileiras de VACV, aliadas a abordagens in vivo, gendmicas e ecoldgicas,
pode ajudar a responder estes intrigantes questionamentos. Assim, a
disponibilidade destas amostras no Laboratorio de Virus constitui uma
ferramenta valiosa, pois essas foram isoladas de infec¢cbes naturais,
diferentemente de amostras de referéncia como VACV-WR, que foi isolada
apos sucessivas passagens da amostra vacinal NYCBH (New York City Board
of Health) em cérebros de camundongos neonatos (revisador por TRINDADE et
al., 2007).
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Diante do exposto, o trabalho ora apresentado propds-se a estudar a
ativacdo e o envolvimento de vias sinalizadoras celulares das MAPK e de
PI3K/Akt durante a infec¢do pelo VBH, um BR-VACV, em comparagdo ao
VACV-WR. Assim, este trabalho certamente contribuirdA para a melhor
compreensdo da biologia do VACV e da intrincada interacdo poxvirus-

hospedeiro durante a infeccéo.
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[ll. OBJETIVOS

1. Objetivo Geral

Investigar a ativagao e o envolvimento de vias sinalizadoras celulares durante a
infecgdo pelo Vaccinia virus Belo Horizonte (VBH), em comparagdo com o

Vaccinia virus Western Reserve (VACV-WR).

2. Objetivos Especificos

2.1. Verificar se ocorre a ativagcdo da via sinalizadora PI3K/Akt e das MAPK

ERK, p38 e JNK em células A31 durante a infeccéo pelo VBH;

2.2. Verificar a relevancia biolégica da via sinalizadora PI3K/Akt/mTOR e das

MAPK ERK, p38 e JNK durante a infec¢ao pelo VBH,;

2.3. Verificar o efeito da inibicdo farmacolédgica de PI3K, por LY294002, sobre a

expressado de proteinas virais precoces e tardias durante a infeccéo pelo VBH;

2.4. Verificar a ocorréncia de apoptose durante a infeccdo pelo VBH em

presenca do inibidor farmacologico de PI3K;

2.5. Avaliar o impacto da inibicdo farmacolégica de caspases, por zVAD.fmk,

sobre multiplicagao do VBH;

2.6. Determinar as sequéncias de trés genes relacionados a evasdo da

apoptose (B13R, F1L e N1L) a partir do genoma do VBH.

2.7. Avaliar a permissividade de macréfagos (M®) intraperitoniais de
camundongos induzidos por tioglicolato e de células RAW 264.7 ao VBH e ao

VACV-WR,;
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2.8. Avaliar a expressdo do mRNA de citocinas inflamatorias, em M® e em
células RAW 264.7 durante a infeccdo pelo VBH e pelo VACV-WR.
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IV. MATERIAL E METODOS
1. Células
1.1. Células BSC-40

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

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

para os ensaios de titulagéo viral.

1.2. Células A31

As células A31, linhagem continua de fibroblastos 3T3 derivados de
camundongos BALB/c, foram gentilmente cedidas pelos Drs. Hugo A. Armelin e
Mari C. Sogayar (Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica, USP) e
foram cultivadas em meio minimo essencial modificado por Dulbecco (DMEM),
suplementado com 7,5% de SFB e o mesmo coquetel de antibidticos e

antifungico utilizado para as células BSC-40.

1.3. Células WT e jnk-1/27"

Fibroblastos embrionarios murinos (MEF) selvagens (WT) e deficientes
em JNK-1/2 (jnk-1/2'/') foram gentilmente cedidas pelo Dr. Roger Davis

(Howard Hughes Medical Institute, University of Massachusetts Medical School,
Worcester, Massachusetts, Estados Unidos). O meio de cultivo utilizado foi
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DMEM suplementado com 7% de SFB, gentamicina a 40 pg/mL e penicilina a

200 U/mL.

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 com 7,5% de SFB e o mesmo coquetel de antibidticos e

antifangico utilizado para as células BSC-40 e A31.

1.5. Macréfagos intraperitoniais de camundongos

O cultivo priméario de macréfagos (M®) intraperitoniais foi obtido através
da injecéo intraperitonial de tioglicolato a 4% estéril em camundongos C57BL/6
fémeas com 6 semanas de idade. Foi utilizado 1,5 mL de tioglicolato por animal
e 0os mesmo foram mantidos no biotério do Departamento de Microbiologia;
com livre acesso a ragcdo e agua, e sob ciclo claro/escuro. Passadas 96 h, os
camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical, seguindo as
recomendacdes do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFMG
(CETEA). Apos desinfeccdo com etanol 70%, o peritdnio de cada animal foi
lavado com 5 mL de DMEM gelado sem SFB e suplementado com gentamicina
a 40 pg/mL. Os lavados foram coletados em tubos de 50 mL e centrifugados a
1.200 rpm por 10 min a 4°C. O precipitado celular foi suspendido em DMEM
suplementado com SFB a 5% e gentamicina a 40 ug/mL, e as células viaveis

foram contadas pelo método de exclusédo de azul de Tripan.
Os M® foram semeados em placas de seis cavidades (2,O><1O6 células

por cavidade) e incubados por 3 h a 37°C, sob atmosfera de CO2 a 5%, para a

adesdao das células ao substrato. Apos este periodo, as células foram lavadas
com DMEM sem soro e foi adicionado DMEM suplementado com SFB a 5% e
gentamicina. Passadas 24 h, os M® foram utilizados para a realizacdo dos
experimentos.
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2. Virus

O Vaccinia virus Belo Horizonte (VBH) foi isolado de amostras clinicas,
durante um surto de variola murina em camundongos do Centro de Bioterismo
da UFMG. O isolamento viral foi feito através de inoculacdo em MCA e culturas
de células Vero (linhagem continua de células epiteliais de macaco verde
africano). Apos o isolamento, o virus foi propagado e titulado em células Vero
(DINIZ et al., 2001). Para a realizacao deste trabalho, o virus foi submetido a
purificacdo de placa em células BSC-40, a fim de garantir a sua
homogeneidade genética, e sua autenticidade foi verificada através de
amplificacéo do gene ati e sequienciamento dos genes A56R e B19R.

O Vaccinia virus Western Reserve (VACV-WR) foi cedido pelo Dr. Flavio
Guimaraes da Fonseca (Departamento de Microbiologia, ICB/UFMG).

Os estoques virais de VBH e VACV-WR foram obtidos apds a infeccéo
de células BSC-40 e purificacdo dos virus produzidos em gradiente de

sacarose.

2.1. Producao dos estoques virais

Células BSC-40 foram cultivadas em garrafas de 150 cmz até atingirem a
confluéncia, quando foram infectadas com VACV-WR ou VBH, utilizando-se
MOI (multiplicidade de infec¢do) de 0,01 pfu (unidades formadoras de placa),
em meio sem SFB, e foram mantidas por 1 h a 37°C para a adsorcéo viral.
Apos a adsorcao, meio suplementado com 1% de SFB foi adicionado e as
células foram mantidas e monitoradas, ao microscopio optico invertido, até o
aparecimento de 90% de efeito citopatico (ECP). Apds o aparecimento de ECP,
as células foram lavadas com PBS (solucdo tamponada de fosfato pH 7,4),
desprendidas das garrafas com o auxilio de um raspador de células, coletadas,
centrifugadas a 2.500 rpm por 15 min a 4°C (rotor A384 — Sorvall RT6000B) e,

entéo, congeladas a -20°C para posterior purificacao.
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2.2. Purificacéao viral

A purificagdo dos estoques virais foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Joklik (1962). Sucintamente, as células coletadas
foram submetidas a lise mecéanica com o auxilio de um macerador (“douncer”),
em tampao de lise (MgCl2 1 mM; Tris-HCf 10 mM pH 7,0; KCt 10 mM), e
centrifugadas a 2.500 rpm por 15 min a 4°C (rotor A384 — Sorvall RT6000B). O
sobrenadante, contendo os virus e restos celulares, foi coletada e centrifugado
em colchdo de sacarose a 36% a 14.000 rpm por 2 h a 4°C (rotor AH 629
Sorvall), para a remocéo dos restos celulares. O sedimento foi suspendido em
tampéao Tris-HCE 10 mM pH 8,0, e submetido a sonicacao por 2 ciclos de 30 s
(Sonic Desmembrator-50, Fisher Scientific). A seguir, a suspensao viral foi
centrifugada em gradiente de sacarose, variando de 25 a 40%, a 12.000 rpm
por 45 min a 4°C (rotor AH 629 Sorvall). A banda inferior formada apos a
centrifugagéo, correspondente as particulas virais completas e infecciosas do
tipo IMV, foi coletada e centrifugada em tampé&o Tris-HC? 10 mM pH 8,0 a
20.000 rpm por 1 h a 4°C (rotor AH 629 Sorvall), para a remogéo da sacarose.
O sedimento resultante foi entdo coletado, suspendido no mesmo tampao,
distribuido em aliquotas e congelado a -70°C, para posterior titulacdo e uso nos

experimentos.

2.3. Titulagéo viral

A titulacdo dos estoques virais obtidos e dos experimentos descritos nos
itens 4 e 6 foi realizada de acordo com metodologia proposta por Campos &
Kroon (1993). Resumidamente, células BSC-40 foram cultivadas em placas de
seis cavidades (cavidade - 9,6 cm?), por 16h, até atingirem cerca de 100% de
confluéncia. Duzentos microlitros de uma série de diluicbes decimais da
suspensao contendo o virus a ser titulado foram inoculados as culturas de
células. Uma cultura foi falsamente infectada e mantida como controle celular.
Apbés 1 h de adsorgdo viral, foi adicionado meio contendo 1% de SFB. A
revelacdo foi realizada apds 48 h de infecgédo através da fixacdo das culturas
com formaldeido a 10% por 30 min e coloragdo com solucéo de cristal violeta a

1% (p/v) em etanol 20%, por 15 min. As culturas contendo entre 10 e 100
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placas de lise foram utilizadas para a determinacao do titulo viral, expresso em

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

3. Andlise das Vias de Sinalizacdo durante a Infec¢cdo pelo Vaccinia Virus

Belo Horizonte

3.1. Anticorpos e Drogas

Os anticorpos anti-fosfo-Akt (Ser473), anti-caspase-3 clivada (Aspl75),
anti-PARP (poli-ADP-ribose polimerase), anti-fosfo-ERK-1/2 (Thr202/Tyr204),
anti-fosfo-JNK (Thr 183/Tyr185), anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase
(Cell Signaling Technology), anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase
anti-B-actina (Sigma-Aldrich) foram utilizados nos ensaios de transferéncia
“Western” nas diluicdes recomendadas pelos fabricantes. O anticorpo anti-
fosfo-p38 (Thrl80/Tyr182) foi gentilmente doado pela Dra. Lirlandia P. Sousa
(Colégio Técnico/lUFMG). Os anticorpos para as proteinas virais H3, F18, D8
(gentilmente cedidos pelo Dr. Bernard Moss, National Institute of Allergy and
Infectious Diseases, Bethesda, Maryland, Estados Unidos) e CrmA/SPI-2/B13
(gentilmente cedido pelo Dr. David Pickup, Duke University Medical Center,
Estados Unidos) também foram utilizados.

Os inibidores de PI3K (LY294002 - 2-(4-morfolinil)-8-fenil-4H-1-
benzopirano-4-ona) e MEK (UO126 - 1,4-diamino-2,3-diciano-1,4-bis(2-
aminofeniltio)-butadieno) foram adquiridos da Cell Signaling Technology. Os
inibidores de caspases (zVAD.fmk — benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp-
fluoromethylketone), rapamicina e genisteina foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. Os inibidores de JNK (SP600125 ou JNK inhibitor 1I - 1,9-
pirazoloantrona e JNK inhibitor VIII — N-(4-amino-5-ciano-6-etoxipiridin-2-il)-2-
(2,5-dimetoxifenil)-acetamida) foram adquiridos da Calbiochem. Os inibidores
de Akt (Akt inhibitor IV — derivado de benzimidazol) e de p38 (SB202190 — 4-(4-
fluorofenil)-2-(4-hidroxifenil)-5-(4-piridil)-1H-imidazol), e a toxina pertussis foram
gentilmente cedidos pela Dra. Lirlandia P. de Sousa (Colégio Técnico/lUFMG).
Os inibidores foram utilizados de acordo com as recomendac¢des do fabricante,
em concentracdes 6timas para a inibicdo especifica de seus respectivos alvos,

sem causar nenhum efeito toéxico as células.
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3.2. Infeccao

Células A31 foram cultivadas em garrafas de 25 cm? até atingirem 90%
de confluéncia, quando foram carenciadas em meio DMEM suplementado com
1% de SFB, por no minimo 12 h. O objetivo do carenciamento é 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 VACV-WR ou VBH a MOI de 10, em meio sem SFB e mantidas
por 1 h, sob agitagdo intermitente, para a adsorcéo viral. A seguir, o indculo
viral foi removido, DMEM contendo 1% de SFB foi adicionado e as células
foram incubadas por tempos variando de 1 h a 24 h. Quando inibidores
farmacoldgicos foram utilizados, as células foram pré-tratadas 30 min antes da
infeccdo, e os mesmos foram mantidos no meio de cultura durante todo o

tempo de infeccéo.

3.3. Extracéo de Proteinas Totais

Apos o tempo de infeccdo, as células foram lavadas duas vezes com
PBS, adicionando-se, posteriormente, 150 pL/garrafa de solucdo de lise [Triton
X-100 1%; Tris-HCtZ 100 mM pH 8,0; EDTA 0,2 mM; glicerol 20% (v/v); NaCt

200 mM; NaVOg3 (ortovanadato de sédio) 1 mM; NaF (fluoreto de s6dio) 50 mM

PMSF (fenilmetilsulfonilfluoreto) 1 mM; aprotinina 5 pg/mL; leupeptina 2,5
pg/mL; DTT (1,4-ditiotreitol) 1 mM]. As células foram mantidas no gelo por 20
min e, a seguir, raspadas e coletadas em tubos de 1,5 mL. O lisado foi
clarificado através de centrifugacdo a 13.000 rpm por 20 min a 4°C em
microcentrifuga (Eppendorf 5417R), para eliminacdo 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).

Apos, as proteinas foram distribuidas em aliquotas e mantidas a -20°C.

3.4. Transferéncia “Western”

Tampdo LB (“loading buffer’) 5x [Tris-HCf 0,5 M pH 6,8, B-
mercaptoetanol 5%; azul de bromofenol 0,1% (p/v); glicerol 20% (p/v)] foi
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adicionado a aliquotas de 30 pg/amostra das proteinas totais, que foram,
entdo, desnaturadas por 5 min a 99°C. As amostras foram submetidas a
fracionamento em gel de poliacrilamida/dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) a
10%. ApOs o fracionamento, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose Hybond ECL (GE Healthcare), conforme protocolo do kit Bio-Rad
Transferency (Bio-Rad Laboratories). Apds a transferéncia, as membranas
foram coradas com Ponceau 1% para a verificacdo da eficiéncia da mesma,
além da informacdo sobre a equivaléncia das quantidades de proteinas
utilizadas.

A seguir, as membranas foram bloqueadas em solucdo de leite em po
desnatado a 5% (p/v) e Tween-20 a 0,1% (v/v) em PBS. Ap6és 1 h a
temperatura ambiente, as membranas foram lavadas trés vezes em
PBS/Tween-20 a 0,1% e incubadas com o anticorpo primario desejado por 24 h
a 4°C, na diluicdo recomendada pelo fabricante, em albumina sérica bovina
(BSA) a 5% (p/v) em PBS/Tween-20. As membranas foram novamente lavadas
trés vezes em PBS/Tween-20 e incubadas, por 1 h a temperatura ambiente,
com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase, na diluicdo recomendada
pelo fabricante em leite em p6 desnatado a 5% (p/v) em PBS/Tween-20. Apos
as membranas serem novamente lavadas em PBS/Tween-20, as mesmas
foram incubadas em solucéo reveladora ECL ou ECL Plus (GE Healthcare)
pelo tempo recomendado pelo fabricante, expostas contra filme Hyperfilm ECL
(GE Healthcare) e reveladas com revelador e fixador (Kodak), de acordo com
as instrucdes do fabricante.

As membranas reutilizadas para sondagem com diferentes anticorpos
foram incubadas com tampdo de remocdo (B-mercaptoetanol 100 mM; SDS
2%; Tris-HCE 62,5 mM pH 6,8), por 30 min a 56°C. Apds 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.

4. Analise da Relevancia Funcional de Vias Sinalizadoras Celulares para a

Biologia do Vaccinia Virus Belo Horizonte

Células A31 ou MEF WT e jnk-1/2'/' foram cultivados em placas de seis

cavidades até atingirem 90% de confluéncia e carenciadas em meio DMEM
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suplementado com 1% de SFB, por no minimo 12 h. Antes da infeccdo, as
células A31 foram pré-tratadas com os inibidores, por 30 min, e 0S mesmo
foram mantidos ao longo de toda a infecgdo. As células foram infectadas com
VACV-WR ou VBH a MOI de 10 em meio sem SFB e mantidas por 1 h, sob
agitacdo intermitente, para a adsorcdo viral. A seguir, foi adicionado DMEM
contendo 1% de SFB. Apds 24 h, as células mais o meio de cultura foram
congelados e descongelados trés vezes para promover a lise celular e
liberacdo da progénie viral. O lisado celular foi clarificado por centrifugagéo a
2.500 rpm por 3 min a 4°C em microcentrifuga (Eppendorf 5417R) e o
sobrenadante contendo as particulas virais foi utilizado para a determinacao

dos titulos virais em células BSC-40, conforme descrito no item 2.3.

4.1. Titulacéo de EEV (virus envelopados extracelulares)

MEF WT e jnk-1/2'/' foram cultivados em placas de seis cavidades até

atingirem 90% de confluéncia e carenciadas em meio DMEM suplementado
com 1% de SFB, por no minimo 12 h. As células foram infectadas com VACV-
WR ou VBH a MOI de 10 em meio sem SFB e mantidas por 1 h, sob agitacao
intermitente, para a adsorcado viral. A seguir, foi adicionado DMEM contendo
1% de SFB. Ap6s 48 h de infeccdo, os sobrenadantes foram coletados e
clarificados por centrifugagdo a 2.500 rpm por 3min a 4°C em microcentrifuga
(Eppendorf 5417R). Os sobrenadantes clarificados foram, entdo, submetidos a
soroneutralizacdo com soro anti-IMV produzido em coelho, por 30 min a 37°C
sob agitacdo. Apds a soroneutralizacdo, as amostras foram submetidas a
titulacdo em células BSC-40, conforme descrito anteriormente. Este
procedimento permite a determinacéao do titulo de EEV na amostra ja que os

IMV séo neutralizados pelo soro e impedidos de infectar as células.

5. Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Células A31 foram cultivadas em garrafas de 150 cm? até atingirem 90%

de confluéncia, quando foram carenciadas com DMEM contendo 1% de SFB
carenciadas por no minimo 12 h. As células foram pré-tratadas ou ndo com
LY294002 por 30 min e infectadas com VBH a MOI de 2 em meio sem SFB e
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mantidas por 1 h, sob agitacéo intermitente, para a adsorcao viral. A seguir, foi
adicionado DMEM contendo 1% de SFB com ou sem inibidor, respectivamente.
Apo6s 18 h de infeccdo, as células foram lavadas com DMEM sem soro e
fixadas em glutaraldeido a 2,5% em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4 por 1 h a
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram gentilmente raspadas e
sedimentadas por centrifugacdo. As células foram entdo lavadas com tampé&o
cacodilato, pés-fixadas com tetroxido de 6smio a 1%, desidratadas em acetona
e processadas para microscopia eletronica de transmissédo convencional. Os
cortes ultrafinos foram visualizados em microscépio eletrénico de transmissao
Tecnai G2 20 (FEI), do Centro de Microscopia da UFMG. Todo o
processamento das amostras para microscopia eletrénica foi realizado pelos

técnicos do Centro de Microscopia da UFMG.

6. Analise da Permissividade e da Expressdo do mRNA de Citocinas
durante a Infeccdo de Macrofagos pelos Vaccinia Virus Belo Horizonte e

Western Reserve

Os M® obtidos conforme descrito no item 1.5 foram infectados com VBH
ou VACV-WR a MOI de 10 em meio sem SFB e mantidas por 1h, sob agitacao
intermitente, para a adsorgéo viral. A seguir, foi adicionado DMEM contendo
1% de SFB, e as células foram incubadas por tempos de 3, 12, 24 e 30 h. Para
a avaliacdo da multiplicacao viral, apdés os diferentes tempos de infeccdo, as
células mais o meio de cultura foram congelados e descongelados trés vezes
para promover a lise celular e liberacdo da progénie viral. O lisado celular foi
clarificado por centrifugagdo a 2.500 rpm por 3 min a 4°C em microcentrifuga
(Eppendorf 5417R) e o sobrenadante foi utilizado para a determinagéo dos
titulos virais em células BSC-40, conforme descrito no item 2.3.

Para a andlise dos niveis de mRNA de citocinas durante a infecgéo pelo
VBH e pelo VACV-WR, apés os diferentes tempos de infeccdo, as células
foram lavadas duas vezes em PBS e submetidas a extragcdo do RNA total
conforme descrito no item seguinte. O tempo de 30 hpi foi excluido, pois ndo se
obteve RNA total suficiente e em qualidade adequada para as analises.

As células RAW 264.7 foram submetidas a procedimento semelhante ao

descrito acima, exceto que, para a obtencédo de 2,0 x 108 células por cavidade
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no momento da infecgéo, foram semeadas 6,0 x 10° células por cavidade, 24 h

antes do experimento.

6.1. Extracdo do RNA Total

O RNA total foi obtido através de extracdo com o reagente Trizol
(Invitrogen), de acordo com as instru¢cfes do fabricante. Brevemente, 1 mL de
Trizol foi adicionado diretamente a cada cavidade da placa de cultivo, e o lisado
celular foi homogeneizado com o auxilio de uma pipeta, transferido para um
tubo de 1,5 mL e mantido por 5 min a temperatura ambiente. A segquir,
adicionaram-se 200 pL de cloroférmio a cada tubo. Os tubos foram agitados
manualmente por 15 s e incubados por 3 min a temperatura ambiente. Apos
centrifugacédo a 11.400 rpm por 15 min a 4°C, a fase aquosa contendo o RNA
foi coletada e transferida para um novo tubo de 1,5 mL. O RNA foi precipitado
com 500 pL de isopropanol por tubo. Os tubos foram mantidos por 10 min a
temperatura ambiente e centrifugados a 11.400 rpm por 10 min a 4°C. Os
precipitados de RNA foram lavados com 1 mL de etanol a 75%. Os tubos foram
agitados em voértex e centrifugados a 8.900 rpm por 5 min a 4°C. os
precipitados de RNA foram secos ao ar por 10 min, suspendidos em agua
tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) e quantificados em espectrofotbmetro

Nano Drop (Thermo Scientific).

6.2. Transcricdo Reversa

Para a sintese do cDNA (DNA complementar), 1-2 ug de RNA foram a

hY

adicionados a mistura de reacdo a seguir: tampao da transcriptase reversa
(Tris-HCf pH 8,3 50 mM; KCf 75mM; MgCi; 3 mM; DTT 10 mM),

oligonucleotideo dT 0,4 uM, dNTP (deoxiribonucleotideo trifosfato) 500 uM, 200
U de transcriptase reversa MMLV (virus da leucemia murina Moloney)
(Promega) e agua deionizada tratada com DEPC g.s.p. 25 L. Antes de serem
adicionados a mistura de reagdo, o RNA, o oligonulceotideo dT e agua
deionizada tratada com DEPC qg.s.p. 15 pL foram desnaturados a 70°C por 5
min e, posteriormente, mantidos no gelo por 2 min. A reacdo de transcricao
reversa foi realizada por 1 h a 37°C, em termociclador (Eppendorf).
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6.3. PCR em Tempo Real

A andlise dos niveis de expressao de citocinas foi realizada por PCR em
tempo real, utilizando-se o equipamento Step ONE Real Time PCR System
(Applied Biossystems). Os oligonucleotideos utilizados sdo mostrados na
Tabela 1 e a mistura de reacao foi a seguinte: 5 yuL de Master Mix SYBR Green
(Applied Biossystems), 0,2 uM de cada iniciador (forward e reverso), 2 uL de
cDNA diluido 1:3 e &gua deionizada qg.s.p. 10 pL. As condi¢cdes de reacao
foram desnaturacao inicial de 10 min a 95°C seguida de 40 ciclos de 15 s a
95°C e 1 min a 60°C. os iniciadores utilizados sdo mostrados na Tabela 1 Apés
o fim da reacdo, a especificidade dos produtos amplificados foi confirmada
através da curva de dissociacdo, observando-se a temperatura especifica de
dissociacao (Tm) para cada um dos alvos.

O método utilizado para a andlise dos niveis de expressdo do mRNA de
citocinas foi a comparagdo dos valores de Cr, utilizando-se como controle
endébgeno o mMRNA da enzima HPRT (hipoxantina guanina
fosforibosiltransferase) e como amostra de referéncia, células falsamente
infectadas (mock) 3 hpi, a qual foi atribuida o valor 1. Para o calculo dos niveis
de expressdo de mRNA foram aplicadas as formulas abaixo:

Z—AAC

0] Expressao relativa = T, onde:

(II) AACT = ACt (Amostra) - ACT (Referéncia), onde:

(i) Ct = Cr (citocina) - CT (HPRT)

7. Sequenciamento

7.1. PCR

Para a obtencdo das sequéncias dos genes B13R, F1L e N1L os
mesmos foram primeiramente submetidos a amplificacdo por PCR, utilizando-

se iniciadores desenhados com base no genoma do VACV-WR (numero de
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para a avaliacdo da expressdo do mRNA
de citocinas inflamatérias em macr6fagos de camundongo infectados
pelo VBH e pelo VACV-WR.

Iniciador Sequéncia 5’-3’ Alvo  Tamanho do
Produto (bp)

F2 TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA  IFN- 171
Ro GTACTTTTAGGACGTCTCGGT

F CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACAA  TNF- 174
R CCCAACATGGAACAGATGAGGGT

F ACAGGAGAAGGGACGCCAT IL-4 95
R GAAGCCCTACAGACGAGCTCA

F ACGGCCTTCCCTACTTCACA IL-6 124
R CCACGATTTCCCAGAGAACA

F GGTTGCCAAGCCTTATCGGA IL-10 191
R ACCTGCTCCACTGCCTTGCT

F GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTG HPRT 142

R CGGATTCTACTCGCGTTCAACTTAG

orward ; breve rso
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acesso no GenBank: AY243312) para amplificar a ORF completa dos genes
(Tabela 2). A mistura de reagdo foi a seguinte: Tamp&o da Tag DNA
polimerase (Tris-HC{ pH 8,4 20 mM; KC{ 50 mM), MgCf2 2 mM, dNTP 200 nM,
200 nM de cada iniciador (forward e reverso), 0,3 pL de Taq DNA polimerase, e
agua deionizada q.s.p. 20 pL. Como molde para a PCR foi utilizado 2 pL de
DNA extraido pelo método de fenol-cloroférmio a partir de células infectadas
pelo VBH ou VACV-WR, como controle positivo. As condi¢cdes de reacdo para
todos os genes foram: desnaturacao inicial a 95°C por 7 min, seguida de 30
ciclos de desnaturagéo a 95°C por 30 s, pareamento dos iniciadores a 49°C por
30 s e extensdo a 72°C por 1 min, e extenséo final a 72°C por 10 min. Os
produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1% e corados com Gel Red (Uniscience), e visualizados através de exposicao
a luz ultravioleta.

Os produtos de PCR obtidos a partir do genoma do VBH foram
submetidos a sequenciamento direto apds precipitacdo com PEG
(polietilenoglicol). No caso do gene B13R, a sequéncia também foi obtida apds
ligacdo do produto de PCR em vetor plasmidial pGEM-T Easy (Promega),
seguida de transformacdo de bactérias Escherichia coli DH5a
guimiocompetentes, selecdo de clones positivos através da resisténcia a
ampicilina, confirmacdo por PCR e purificacdo do DNA plasmidial pelo kit

Wizard Plus SV Minipreps (Promega).

7.2. Precipitacdo de DNA para sequencimento

Cinquenta microlitros de produto de PCR foram misturados a igual
volume de PEG 8000 20% em NaCt 2,5 M e incubados por 15 min a 37°C.
Apo6s centrifugagcdo a 14.000 rpm por 15 min, os sobrenadantes foram
descartados e adicionou-se 125 pL de etanol 75% gelado a cada tubo. Os
tubos foram novamente centrifugados a 14.000 rpm por 2 min. O etanol foi
descartado e o procedimento anterior repetido mais uma vez. Apos descartar o
etanol, os tubos foram submetidos a centrifugacao rapida (“spin”) e secos em
estufa a 37°C por 5 min. O DNA foi suspendido em 10 pL de agua deionizada,

os tubos foram agitados em vértex por 15 s e incubados a 37°C por 15 min. Em
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Tabela 2. Iniciadores utilizados para a amplificagcédo por PCR dos genes B13R,
F1L e N1L de VACV.

Iniciador Sequéncia 5’-3’ ORF-alvo Tamanho do produto (bp)?
B13R-F GTGTGGTAGTGTTACGGATA B13R 1.168
B13R-R ATTGGAAGAATAACGACCTG

F1L-F ACGTTAGCATTCTATATCCG F1L 745

F1L-R GGATCAACAGGACTTAGATA

N1L-F TACTCATTATCATTCGGCA N1L 468

N1L-R  AGCGGTGTACTAATTGATTT
8paseado no genoma do VACV-WR
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seguida, o DNA purificado foi quantificado em espectrofotometro Nano Drop
(Thermo Scientific) e a sua integridade atestada apos eletroforese de 1uL em

gel de agarose a 1%.

7.3. Obtencéo das sequéncias

O sequenciamento foi realizado pelo método de didesoxinucleotideo
descrito por Sanger e colaboradores (1977), em sequenciador automatico
capilar MegaBACE 1000 (GE Healthcare), utilizando o kit DYEnamic ET Dye
Terminator (GE Healthcare), obedecendo as condicfes de reacao e leitura
indicadas pelo fabricante.

Aproximadamente 50-100 ng de produto de PCR ou 200-400 ng de
plasmidio foram utilizados em cada reacdo de sequenciamento, na qual foram
utilizados iniciadores especificos de cada gene ou 0s iniciadores universais do
fago M13, respectivamente. A reacdo de sequenciamento foi realizada em
placa de 96 pocos, em termociclador, sob as condi¢cdes seguintes: 36 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 25 s, pareamento do iniciador a 50°C por 15 s e
extensdo a 60°C por 3 min. Em seguida, o produto da reacéo foi purificado
através de precipitacdo com acetato de amonio e etanol e homogeneizado em

tampéao de aplicacao.

7.4. Andlise das sequéncias

Para montagem e visualizacdo das sequéncias finais, os cromatogramas
obtidos foram analisados utilizando os programas Chromas Lite (Technelysium
Pty Ltd), Phred (EWING et al., 1998; EWING & GREEN, 1998), Cross-match,
Phrap (GORDON et al, 1998; GORDON & GREEN, 2001) e CAP3 (HUANG &
MADAN, 1999), disponiveis na home page da Embrapa (Empresa Brasileira de

Pesquisa Agropecuaria) em http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/. Para

a montagem da sequéncia final, foram consideradas as bases que
apresentaram valor de qualidade igual ou superior a 40.

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas
no GenBank, utilizando os programas BLASTN e BLASTX (ALTSCHUL et al.,

1990) disponiveis em www.ncbi.nlm.nih.gov/blast. Sequéncias de nucleotideos
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e de aminoacidos, relativas genes analisados neste estudo, das amostras WR
e CTGV de VACV foram obtidas do GenBank (Numeros de acesso: AY243312,
EF488960, EF488962).

Os alinhamentos das sequéncias de nucleotideos e sequéncias inferidas
de aminoéacidos foram construidos com o auxilio dos programas Clustal W
versao 1.6 implementado no pacote MEGA 4.1 (THOMPSON et al., 1994;
KUMAR et al., 2004; http://megasoftware.net).

57



V. RESULTADOS

1. Morfogénese do Vaccinia Virus Belo Horizonte

Baseados em estudos filogenéticos, Trindade et al. concluiram que o
Belo Horizonte virus, isolado de camundongos doentes do Centro de
Bioterismo da UFMG, tratava-se de uma amostra de VACV (TRINDADE et al.,
2004). Posteriormente, estudos realizados no Laboratorio de Virus por Ferreira
e colaboradores caracterizaram a viruléncia desta e de outras amostras de BR-
VACV, mostrando o VBH foi o mais virulento ap6s a infeccéo intranasal de
camundongos BALB/c (FERREIRA et al., 2008). Com vistas a dar continuidade
a esta caracterizagcdo do VBH, realizou-se uma analise ultraestrutural de
células infectadas com o VBH por microscopia eletrbnica de transmissao.
Conforme pode ser observado na Figura 8, as etapas principais da
morfogénese dos poxvirus foram visualizadas.

Na Figura 7A, observam-se estruturas com o formato de crescentes que
se formam a partir dos virossomos, que sdo subdominios da fabrica viral, sitio
de replicacdo do DNA viral dentro da célula. As crescentes aumentam em
tamanho, mas mantém a curvatura, até se tornarem esferas, denominadas IV
(virus imaturos) (Figura 7A). Na Figura 8A também estdo indicados trés
crescentes em estagios diferentes de formacao, antes de darem origem aos IV.
As cresentes, 0s virossomos e os IV sdo preenchidos por um material de
densidade uniforme, o viroplasma. O diametro dos IV mediu em torno de 350
nm, conforme descrito anteriormente (revisado por CONDIT et al., 2006).

Apos o processamento proteolitico de diversas proteinas do virion, o IV
sofre uma profunda alteracdo morfolégica e da origem ao IMV (virus maduro
intracelular), como pode ser visto na Figura 7B. A maior parte dos IMV é
encontrada em aglomerados periféricos a fabrica viral (revisado por CONDIT et
al.,, 2006). Um aglomerado de IMV é mostrado na Figura 8B e o cerne
bicbncavo é destacado em um dos IMV. Os IMV mediram cerca de 300 nm, o
gue também estd de acordo com o descrito anteriormente, apesar das
medicdes variarem conforme a técnica aplicada (revisado por CONDIT et al.,
2006).
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Uma parte da progénie de IMV adquire duas membranas adicionais
derivadas de cisternas trans-Golgi, formando os IEV, que séo transportados até
a superficie celular, onde a membrana mais externa se funde a membrana
plasmatica, liberando os EEV (virus envelopado extracelular) no meio
extracelular (revisado por MOSS, 2007). IEV e EEV foram visualizados como
indicado nas Figuras 7C e 7D, respectivamente. Na Figura 8C, merecem
destaque as duas unidades de membrana adicionais que caracterizam o IEV
(revisado por CONDIT et al., 2006).

As micrografias eletrbnicas apresentadas aqui e na Figura 12 mostram
artefatos da técnica, devido a precipitacdo de cristais de uranila durante a
preparacdo das amostras para a microscopia eletronica. Estes experimentos
serdo repetidos para a confirmacdo dos dados e obtencdo de melhores
imagens. Mesmo assim, decidiu-se apresentar as imagens obtidas, a despeito
da baixa qualidade, para enriquecimento dos resultados apresentados e

corroboracdo de dados obtidos através de outras metodologias.
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Figura 7. Microscopia eletrénica de transmissdo mostransdo a morfogénese
do VBH em fibroblastos murinos.

Células A31 foram infectadas com VBH a MOI de 2. Apés 18 h, as células
foram lavadas com meio sem SFB, fixadas com glutaraldeido a 2,5% e

o

processadas para microscopia eletronica de transmissao.

A. Cr, crescente. IV, virus imaturo. Os numeros 1, 2 e 3 indicam etapas
subsequentes de formacdo das crescentes. Os asteriscos indicam o0s
virossomos. B. IMV, virus maduro intracelular. A seta aponta para o cerne
bicbncavo de um IMV. C. IEV, virus envelopado intracelular. Nu, nucleo. D.

EEV, virus envelopado extracelular.
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2. O Vaccinia Virus Belo Horizonte Regula Temporamente a Ativacao das
Vias Sinalizadoras das MAPK ERK, JNK e p38, e de PI3K/Akt ao Longo da

Infeccao

Estudos prévios realizados pelo Grupo de Transducdo mostraram que,
durante a infeccdo, o VACV-WR regula temporalmente a ativacdo das vias
sinalizadoras MEK/ERK, MKK/JNK e PI3K/Akt (DE MAGALHAES et al., 2001;
ANDRADE et al.,, 2004; SOARES et al., 2009; PEREIRA et al., submetido).
Desta forma, decidiu-se verificar a ativacao destas vias sinalizadoras durante a
infeccéo pelo VBH, em comparacédo ao VACV-WR.

Conforme pode ser observado na Figura 8, as células infectadas pelo
VBH apresentaram cinéticas de fosforilacdo das proteinas sinalizadoras
analisadas comparaveis as células infectadas pelo VACV-WR. As MAPK ERK-
1/2 e JNK-1/2 foram fosforiladas ao longo de toda infec¢do por ambos os virus.
ERK-1/2 apresentou niveis mais elevados de fosforilagdo em tempos precoces
de infeccéo, a saber, 1, 3 e 6 hpi (Figura 8, Canaletas 1, 2, 3, 6, 7 e 8), antes
de sofrer reducdo nos tempos tardios. A fosforilacdo de ERK-1/2 durante a
infeccdo por ambos os virus depende de MEK, pois o sinal foi abolido em
presenca de UO126 (dados ndo mostrados). Ja JNK-1/2 apresentou niveis
crescentes de fosforilacdo ao longo da infec¢céo, atingindo o maximo em 24 hpi
(Figura 8, Canaletas 5 e 10). Em relacdo a p38, foi possivel observar sua
fosforilacdo evidente em tempos tardios da infeccao, isto é, em 12 hpi para o
VBH e em 12 e 24 hpi, para o VACV-WR (Figura 8, Canaletas 4, e 9 €10,
respectivamente). Nos tempos precoces de infeccdo (1-3 hpi) também foi
possivel observar um aumento nos niveis de fosforilagdo de p38, quando
comparados ao Mock (Figura 8, comparar Canaletas 1, 2 e 3, e 6, 7 e 8, com
11,12 e 13).

Durante a infecgéo pelos Orthopoxvirus VACV e CPXV, a ativacdo de
PI3K/Akt precocemente durante a infeccdo é crucial para a transmissdo de
sinais que regulam a replicagéo viral e a sobrevivéncia da célula hospedeira,
antes que as proteinas antiapoptoticas virais sejam sintetizadas (SOARES et
al., 2009). Durante a infeccdo pelo VBH, Akt foi fosforilada na Ser473 em
momentos precoces da infeccdo (3 hpi, Figura 8, Canaleta 2). Durante a

infeccdo pelo VACV-WR, também se observou a ativagdo de Akt em momentos
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precoces da infeccdo, com o maximo em 6hpi (Figura 8, Canaletas 7 e 8).
Assim como para o VACV-WR, a fosforilacdo de Akt (Ser473) durante a
infecgao pelo VBH foi dependente de PI3K, pois o sinal foi abolido quando a

infeccao foi realizada em presenca de LY294002 (dados n&o mostrados).
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Figura 8. A ativacdo das MAPK ERK, JNK e p38, e da serina-treonina
quinase Akt é temporalmente regulada de modos similares durante a
infeccdo pelo VBH e pelo VACV-WR.

Extratos proteicos totais (30 ou 60 pg) de células A31 infectadas ou ndo pelo
VBH ou VACV-WR a MOI de 10, em diferentes tempos, foram submetidos a
fracionamento eletroforético seguida de transferéncia para membrana de
nitrocelulose. Apds bloqueio de sitios inespecificos, as membranas foram
incubadas com anticorpo priméario (diluicdo 1:1000), seguido de incubacdo com
anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluicdo 1:3000) e revelacdo. O
controle interno das quantidades de proteinas foi feito pelo uso do anticorpo
primério 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.
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3. Efeito da Inibicdo Farmacologica de Vias Sinalizadoras Celulares Sobre

a Multiplicacédo do Vaccinia Virus Belo Horizonte

Estudos do Grupo de Transducdo do Sinal e de outros grupos de
pesquisa evidenciaram o importante papel que a ativacdo de diferentes vias
sinalizadoras celulares desempenha durante a infeccao pelo VACYV, interferindo
nas mais diferentes etapas do ciclo de multiplicacdo viral, tais como
sobrevivéncia da célula hospedeira, geracéo e liberacédo da progénie, alteracao
do citoesqueleto, dentre outras (DE MAGALHAES et al., 2001; ANDRADE et
al., 2004; NEWSOME et al., 2004; SILVA et al.,, 2006; VALDERRAMA et al.,
2006; SOARES et al., 2009; PEREIRA et al., submetido).

Diante disso, testou-se a habilidade de diferentes inibidores de vias
sinalizadoras celulares em afetar a multiplicacdo do VBH em comparacédo ao
VACV-WR. A Tabela 3 apresenta estes inibidores, seus alvos celulares e as
concentragdes utilizadas para cada um, bem como os resultados obtidos.

A primeira via sinalizadora analisada foi PI3K/Akt/mTOR. O inibidor de
PI3K, LY294002, inibiu a multiplicacdo do VBH em 54%, aproximadamente
duas vezes menos que o efeito sobre a multiplicacdo do VACV-WR, que foi
inibida em 75%. Rapamicina, inibidor de mTORC-1, também inibiu menos a
multiplicagdo do VBH quando comparada ao VACV-WR (32% versus 53%,
respectivamente). Entretanto, estes niveis de inibicAo apresentados pela
rapamicina ndo sao considerados significativos pela maioria dos estudos em
virologia, que normalmente aceitam valores inibicdo proximos ou superiores a
90%, no minimo (e.g. LOCKER et al., 2000; ANDRADE et al., 2004; SILVA et
al., 2006; DUNN et al., 2009; SOARES et al., 2009; ZABOROWSKA & WALSH,
2009). Ja o inibidor de Akt, Akt inhibitor IV diminuiu significativamente a
multiplicacao tanto do VBH, quanto do VACV-WR em cerca de 90%.

A seguir, foram testados inibidores das MAPK JNK, ERK e p38. Os dois
inibidores de JNK testados, SP600125 e JNK inhibitor VIII, apresentaram
resultados discrepantes. Ao passo que SP600125 inibiu significativamente a
multiplicacdo do VBH e do VACV-WR em quase 99%, JNK inhibitor VIl reduziu
a multiplicacdo de ambos os virus apenas pela metade (Tabela 3). O inibidor
de MEK, MAP2K responsavel pela ativagdo de ERK, UO126, inibiu a

multiplicacdo do VBH em apenas 25% quando comparada a inibicdo de 81%
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sobre a multiplicacdo do VACV-WR (Tabela 3). Ja com o inibidor de p38-a/f,
SB202190, observou-se o contrario. A multiplicacdo do VBH foi reduzida em
91% em presenca de SB202190, enquanto a multiplicacdo do VACV-WR foi
afetada em apenas 29% (Tabela 3).

Proteinas tirosina quinases sao importantes componentes de diversas
vias sinalizadoras celulares e sdo sabidamente requeridas durante a infeccéo
pelo VACV (ANDRADE et al., 2004; RAHBAR et al., 2006; NEWSOME et al.,
2006). Desta forma, testou-se um inibidor inespecifico de proteinas tirosinas
guinases, a genisteina. A infeccdo em presenca de genisteina acarretou em
reducédo de cerca de 90% na progénie tanto do VBH quanto do VACV-WR.

Diversos receptores, quando ativados por estimulos extracelulares,
transmitem o sinal para dentro da célula através da proteina G ou GTPase
trimérica. Sendo assim, testamos o efeito da toxina pertussis (PTX), um inibidor
de GPCR (receptores acoplados a proteina G), sobre a multiplicacdo do VBH e
do VACV-WR. Como mostrado na Tabela 3, PTX nao afetou significativamente
a multiplicacdo do VBH e ocasionou um aumento na progénie do VACV-WR.

Entretanto, este experimento necessita ser confirmado.
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Tabela 3. Efeito de inibidores farmacoldgicos de vias sinalizadoras celulares sobre

a multiplicacdo do VBH, em comparacéao ao VACV-WR.

Composto Alvo Concentracéo Inibicdo da Multiplicag&o Viral?
do Composto (UM) VBH VACV-WR

LY294002 PI3K 20 54%* T5%***

Akt inhibitor 1V Akt 15 949%p*** 89%***
Rapamicina mTORC-1 0,05 32%* 53%*

SP600125 JNK 40 98%*** 97%***
JNK inhibitor VIII JNK 4 46%** 50%*
U0126 MEK 15 25% 81%**
SB202190 p38-a/ 20 91%0*** 29%

Genisteina PTK 100 89%0*** 91%0***
Toxina Pertussis GPCR 0,005P 9% -57%

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; 2Os valores de inibicdo s&o expressos como a raz&o entre
a diferenca dos titulos virais na presenca e na auséncia do inibidor sobre os titulos virais

na auséncia do inibidor, multiplicada por 100; b500 ng/mL.
Células A31 pré-tratadas por 30 min com os inibidores farmacolégicos nas concentracées
indicadas foram infectadas pelo VBH ou VACV-WR, a MOI de 10, em presenca do inibidor
durante toda a infeccdo. Ap6s 24 h, as células mais o meio foram congelados e
descongelados trés vezes e 0s sobrenadantes clarificados contendo as particulas virais
foram titulados em células BSC-40. Estes resultados foram repetidos pelo menos duas

vezes, exceto com a toxina pertussis.
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4. A Geracdo da Progénie e a Liberacdo de Virus Envelopados
Extracelulares Nao Sao Afetadas em Células jnk-1/2'/' Infectadas pelo
Vaccinia Virus Belo Horizonte

Pereira e colaboradores mostraram que ocorre um aumento na liberacao
de EEV em células deficientes em JNK-1/2 infectadas com VACV-WR sem,
contudo, haver alteracao na progénie de IMV (PEREIRA et al., submetido).

De modo semelhante ao VACV-WR, a multiplicacdo do VBH néo foi
afetada em células jnk-1/2'/' (Figura 9A). Entretanto, a concentracdo de EEV no
sobrenadante de células jnk-1/2'/' infectadas com o VBH foi comparavel a do
sobrenadante de células WT, ao passo que houve um aumento de cerca de

llog1o no numero de EEV no sobrenadante de células jnk-1/2'/' infectadas com

o VACV-WR, conforme observado anteriormente (Figura 9B; PEREIRA et al.,
submetido).
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Figura 9. A liberacdo de EEV néo é afetada em células jnk-1/2'/' infectadas
pelo VBH.
MEF WT e jnk-1/2'/' foram infectados pelo VBH ou VACV-WR a MOI de 10, em

duplicata. Numa réplica, as células mais o meio foram congelados e
descongelados trés vezes e os sobrenadantes clarificados foram titulados em
células BSC-40. Na outra replica, os sobrenadantes foram coletados,
clarificados e submetidos a soroneutralizacdo com soro de coelho anti-IMV.
Apés soroneutralizacdo, os EEV foram titulados em células BSC-40 A.
Producéo viral total. B. EEV. Esses experimentos foram repetidos duas vezes.
*P<0,05
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5. A Multiplicacdo do Vaccinia Virus Belo Horizonte assim como o
Acumulo de Proteinas Virais Tardias Sdo Retardados em Presenca do
Inibidor de PI3K, LY294002

A via PI3K/Akt desempenha um papel crucial durante infeccdo pelos
Orthopoxvirus VACV e CPXV, e a inibicao farmacolégica e genética da mesma
leva ao bloqueio ou intensa inibicdo da sintese de proteinas virais tardias, bem
como ao blogueio da morfogénese no estagio de IV (SOARES et al., 2009).
PI3K (Tabela 3), decidiu-se investigar os efeitos de LY294002 em outras etapas
do ciclo de multiplicagcédo do VBH.

Ao analisar a curva de crescimento em ciclo Unico do VBH em presenca
de LY294002 (Figura 10), percebe-se uma inibicdo da multiplicacdo viral no
tempo de 6 hpi (>1 logip) quando comparado ao mesmo periodo de infeccao
na auséncia de LY294002. Esta diferenca diminuiu no tempo de 12 hpi, sendo
gue, nos tempos seguintes, a multiplicacdo do VBH em ambas as condi¢cdes
apresentou valores semelhantes. Portanto, o crescimento do VBH parece ser
retardado quando PI3K € inibida. O mesmo nao € observado durante a infec¢éo
pelo VACV-WR e pelo CPXV em presenca de LY294002, onde a inibicdo de
cerca de 1 logip permanece ao longo de todo o ciclo de multiplicacdo
(SOARES et al., 2009).

Em relacdo ao acumulo de proteinas virais tardias, LY294002 inibiu
apenas parcialmente o acumulo das proteinas H3, F18 e D8 do VBH quando
comparado ao VACV-WR (Figura 11). Durante a infec¢cdo pelo VACV-WR,
LY294002 foi capaz de suprimir a sintese das proteinas H3 e F18 e de inibir
sensivelmente a sintese da proteina D8, ao passo que durante a infeccdo pelo
VBH em presenca de LY294002, os niveis destas proteinas nos tempos de 24
e 36 hpi foram comparaveis aos niveis da infecgdo pelo VBH sem inibidor
(Figura 11). O acumulo da proteina precoce B13 foi ligeiramente inibido durante
a infeccdo por ambos os virus em presenca de LY294002 e apresentou uma
cinética de acumulo retardada quando comparado a infeccdo na auséncia de
LY294002 (dados ndo mostrados).

E, finalmente, diferente do observado por Soares et al. (2009) para

VACV-WR, LY294002 nédo bloqueou a morfogénese do VBH no estagio de IV.
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Como indicado na Figura 12, IMV foram encontrados no citoplasma de células
infectadas pelo VBH, tanto na auséncia, como na presenca de LY294002.
Analisados em conjunto, estes dados sugerem que o VBH,
diferentemente do VACV-WR, nao requer a via PI3K/Akt funcional para a sua
multiplicacdo em fibroblastos de camundongo, apesar da ativacdo da mesma

precocemente durante a infeccao (Figura 8).
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Figura 10. Curva de crescimento em ciclo Unico do VBH em presenca de
LY294002, inibidor de PI3K.

Células A31 pré-tratadas ou ndo com LY294002 por 30min foram infectadas
com VBH a MOI de 10. Apos diferentes tempos de infecgéo, as células mais o
meio foram congeladas e descongeladas trés vezes e o0s sobrenadantes
clarificados foram titulados em células BSC-40. Esses resultados foram

observados duas vezes.
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Figura 11. O acumulo das proteinas tardias do VBH é retardado em
presenca de LY294002, inibidor de PI3K.

Extratos proteicos totais (30 pg) de células A31 infectadas com VBH ou VACV-
WR (MOI 10), em auséncia ou presenca de LY294002, em diferentes tempos,
foram submetidos a fracionamento eletroforético seguido de transferéncia para
membrana de nitrocelulose. Apés bloqueio de sitios inespecificos, as
membranas foram incubadas com anticorpo primario (diluicdo 1:1000), seguido
de incubacdo com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluicdo
1:3000) e revelacdo. O controle interno das quantidades de proteinas foi feito
pelo uso do anticorpo primario anti-B-actina (diluicdo 1:3000). As massas
moleculares das proteinas sdo indicadas na direita da figura. Esses resultados

foram observados duas vezes.
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Figura 12. Morfogénese do VBH néo ¢ afetada por LY294002.
Células A31, pré-tratadas ou ndo com LY294002, foram infectadas com VBH a

MOI de 2. Apo6s 18 h, as células foram lavadas com meio sem SFB, fixadas
com glutaraldeido a 2,5% e processadas para microscopia eletrbnica de
transmissdo. A. Células ndo tratadas e infectadas com VBH. B. Células

tratadas com LY294002 e infectadas com VBH. Os asteriscos indicam IMV.

73



6. Apoptose E Desencadeada durante a Infecgdo pelo Vaccinia virus Belo

Horizonte

Além do seu papel exercido durante a replicagdo do VACV-WR e do
CPXV, a ativacdo precoce de PI3K/Akt durante a infeccdo desencadeia sinais
antiapoptoticos requeridos para a sobrevivéncia da célula hospedeira. Sendo
assim, durante a infeccdo pelo VACV-WR e pelo CPXV em presenca de
LY294002, ocorre a ativacdo de caspase-3 e clivagem de PARP, dois
indicadores de apoptose (SOARES et al., 2009; Figura 13, Canaletas 24 e 25).

Durante a infeccdo pelo VBH foi possivel observar a ativacdo de
caspase-3 e clivagem de PARP nos tempos de 12 e 24 hpi
independentemente da inibicdo de PI3K (Figura 13, Canaletas 11 e 12).
Contudo, quando a infeccéo pelo VBH foi realizada em presenca de LY294002,
a ativacdo de caspase-3 e clivagem de PARP foram aumentadas e atingiram
niveis comparaveis aos encontrados durante a infeccdo pelo VACV-WR em
presenca de LY294002 (Figura 13, comparar Canaletas 15 e 24). Como
observado anteriormente, ndo foi detectada ativagdo de caspase-3 nem
clivagem de PARP durante a infeccdo pelo VACV-WR na auséncia de
LY294002 (SOARES et al., 2009; Figura 13).

A fim de avaliar se a ocorréncia de apoptose durante a infeccdo pelo
VBH desempenharia algum papel na sua multiplicacdo, realizou-se a infeccéo
na auséncia e na presenca de zVAD.fmk, inibidor farmacolégico geral de
caspases. Como pode ser observado na Figura 14, zVAD.fmk n&o inibiu
significativamente a multiplicagédo tanto do VBH quanto do VACV-WR (inibigéo

de 22% versus 41%, respectivamente).
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Figura 13. Apoptose é desencadeada durante a infeccdo pelo VBH.

Extratos proteicos totais (30 pg) de células A31 infectadas com VBH ou VACV-
WR (MOI 10), em auséncia ou presenca de LY294002, em diferentes tempos,
foram submetidos a fracionamento eletroforético seguido de transferéncia para
membrana de nitrocelulose. Apds bloqueio de sitios inespecificos, as
membranas foram incubadas com anticorpo primario (diluicdo 1:1000), seguido
de incubacdo com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (diluicdo
1:3000) e revelacdo. O controle interno das quantidades de proteinas foi feito
pelo uso do anticorpo primario anti-B-actina (diluicdo 1:3000). As massas
moleculares das proteinas sdo indicadas na direita da figura. Esses

experimentos foram repetidos pelo menos duas vezes.
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Figura 14. Efeito da inibicdo de caspases, por zVAD.fmk, sobre a
multiplicacdo do VBH e do VACV-WR.

Células A31 pré-tratadas por 30 min com o inibidor de caspases, zZVAD.fmk, a
40uM foram infectadas pelo VBH ou VACV-WR, a MOI de 10, em presenca do
inibidor durante toda a infeccdo. ApGs 24 h, as células mais o meio foram
congelados e descongelados trés vezes e 0s sobrenadantes clarificados
contendo as particulas virais foram titulados em células BSC-40. Esses

experimentos foram repetidos duas vezes.
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7. Caracterizagao dos Genes B13R, F1L E N1L do Vaccinia Virus Belo

Horizonte

Supbs-se que a apoptose durante a infeccao pelo VBH ocorreria devido
a deficiencia em algum produto génico relacionado a evasdo da apoptose
conforme descrito para mutantes de VACV-WR ou VACV-COP (amostra
Copenhagen) com os genes B13R, E3L, F1L e N1L deletados (DOBBELSTEIN
& SHENK, 1996; KWON & RICH, 2005; WASILENKO et al., 2005; COORAY et
al., 2007). Drumond et al. mostrou que o VBH nado apresentou diferencas
significativas, em relacdo ao VACV-WR, nas sequéncias de sete dos dez genes
relacionados a viruléncia e espectro de hospedeiro sequenciados, isto €, A56R,
B8R, B18R, C6L, C7L, E3L, K1L, K2L e K3L. Destes, apenas A56R, B18R e
K2L apresentaram substituicdes de aminoacidos pontuais (DRUMOND et al.,
2008). Entretanto, at¢é o momento da redacdo desta dissertacdo, nenhum
destes genes foram implicados na inibicdo da apoptose durante a infeccao pelo
VACV.

A fim de obter as sequéncias de outros genes do VBH que poderiam
estar relacionados a ocorréncia de apoptose durante a infeccdo, escolheu-se
sequenciar as ORF dos genes B13R, F1L e N1L, cujo papel na inibicdo da
apoptose havia sido caracterizado para o VACV-WR ou VACV-COP em
estudos anteriores (DOBBELSTEIN & SHENK, 1996; WASILENKO et al., 2005;
COORAY et al., 2007).

Apo6s amplificagdo por PCR, usando iniciadores desenhados com base
no genoma do VACV-WR, os produtos de PCR apresentaram o tamanho
previsto quando se utilizou o DNA do VBH como molde, em comparagéo ao
DNA do VACV-WR (dados ndo mostrados, Tabela 2). Isto indica que o genoma
do VBH possui regides similares aos iniciadores feitos para os genes B13R,
F1L e N1L do VACV-WR. ApoOs sequenciamento destes produtos de PCR
obtidos, pode se observar que B13R, F1L e N1L n&o apresentaram
polimorfismos, tanto na sequéncia de nucleotideos (dados n&do mostrados),
como na sequéncia de aminodacidos (Figura 15). Para efeito de comparacéo,
foram incluidas as sequéncias dos genes F1L e N1L do CTGV, outra amostra
brasileira de VACV. A sequéncia de B13R do CTGV nédo foi incluida no
alinhamento porque ela codifica para um produto ndo funcional devido a
mutacgdes que alteram a fase de leitura da ORF.
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Figura 15. Os genes B13R, F1L e N1L do VBH né&o apresentam
polimorfismos quando comparado ao VACV-WR.

Apb6s amplificacdo por PCR com iniciadores desenhados com base no genoma
do VACV-WR, os fragmentos obtidos utilizando o DNA do VBH como molde
foram purificados e submetidos a sequenciamento direto. Os alinhamentos
apresentados mostram as sequéncias dos genes B13R (A), F1L (B) e N1L (C)
do VBH, do VACV-WR (Numero de acesso no Genbank: AY243312) e do
CTGV (numero de acesso no Genbank: EF488960, EF488962). BH — dominio

de similaridade a Bcl-2.
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8. Expressao de Citocinas em Macréfagos Infectados pelos Vaccinia Virus

Belo Horizonte e Western Reserve

Decidiu-se verificar também se a ocorréncia de apoptose durante a
infeccdo pelo VBH poderia estar relacionada a resposta da célula hospedeira a
infeccdo. Porém, como fibroblastos ndo produzem citocinas em grandes
guantidades, escolheu-se como modelo a infeccdo de macrofagos de
camundongo, isto é, cultivo primario de macréfagos intraperitoniais (M®) e a
linhagem RAW 264.7 de macréfagos transformados.

Primeiramente, avaliou-se a permissividade dos M® e das células RAW
a multiplicacdo do VBH e do VACV-WR. Como mostrado na Figura 16, tanto
M® quanto as células RAW foram permissivas a multiplicacdo de ambos o0s
virus. A multiplicagdo viral foi maior, para ambos os virus, nas células RAW que
nos M®. O VBH aumentou a sua progénie em sete vezes nos M® e 14 vezes
nas ceélulas RAW, ao passo que o VACV-WR aumentou a sua progénie em seis
vezes nos M® e 40 vezes nas células RAW. E importante salientar que
multiplicacdo do VBH foi ligeiramente adiantada a do VACV-WR no tempo de
12 hpi nos M® e nos tempos de 3 e 12 hpi nas células RAW, atingindo valores
semelhantes nos tempos finais de infeccéo (24 e 30 ou 48 hpi) (Figura 16).

A infeccdo dos M® pelo VACV-WR induziu elevados niveis de acumulo
do mRNA das citocinas IFN-B, TNF-a, IL-4, IL-6 e IL-10, principalmente nos
tempos de 3 e 12 hpi, antes de declinar em 24 hpi (Figura 17A-E). Ja a
infeccdo pelo VBH induziu niveis de acumulo de mRNA destas citocinas,
exceto para IL-4, cerca 2 logip menores que 0s observados para VACV-WR
nos tempos de 3 e 12 hpi (Figura 17A-E). Esta diferenca foi observada para a
citocina IL-4 apenas no tempo de 12 hpi (Figura 17B). No tempo de 24 hpi, os
niveis de mRNA das citocinas diminuiram e foram semelhantes entre os dois
virus (Figura 17A-E).

Durante a infeccdo de células RAW pelo VBH e pelo VACV-WR, o
acumulo de mRNA da citocina IL-6 apresentou niveis semelhantes (Figura
17F). Entretanto, vale destacar que o acumulo de mRNA foi crescente ao longo

do tempo, diferentemente do observado com os M®. Os niveis de mRNA de IL-
6 induzido pela infeccdo por ambos os virus também foram cerca de 2 logio

menores que os induzidos nos M.
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Os experimentos de infeccdo de macrofagos ora apresentados foram
realizados apenas uma vez, devido a limitacdo de tempo. Os mesmos
ajudaram a interpretar os resultados obtidos anteriormente com a infec¢cao de

fibroblastos com o VBH e, por isso, foram incluidos nesta dissertacao.
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Figura 16. Multiplicacdo do VBH e do VACV-WR em macrofagos de

camundongo.

Macrofagos intraperitoniais de camundongos induzidos por tioglicolato (A) ou
células RAW 264.7 (B) foram infectadas com VBH a MOI de 10. Apés

diferentes tempos de infeccédo, as células mais o meio foram congeladas e

descongeladas trés vezes e 0s sobrenadantes clarificados foram titulados em

células BSC-40. Este experimento foi realizado apenas uma vez.
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Figura 17. Expressdo de mRNA de citocinas durante a infec¢cdo de
macréfagos de camundongo pelo VBH ou pelo VACV-WR.

RNA total extraido de macréfagos intraperitoniais de camundongo (A, B, C, D,
E) ou células RAW 264.7 (F) infectados pelo vbh ou pelo VACV-WR foram
submetidos a transcricdo reversa seguida de PCR em tempo real para a
deteccdo dos niveis de expressao das citocinas IFN-B (A), IL-4 (B), IL-10 (C),

TNF-a (D), IL-6 (E, F). Este experimento foi realizado apenas uma vez.
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VI. DISCUSSAO

Os virus, como agentes infecciosos intracelulares obrigatérios,
dependem da maquinaria biossintética da célula hospedeira para a sua
multiplicacdo. Durante a infeccdo, os virus precisam gerar eficientemente sua
progénie e, ao mesmo tempo, evadir as respostas antivirais do hospedeiro a
fim de garantir a disseminacdo dentro do organismo do hospedeiro e entre
hospedeiros susceptiveis. Os poxvirus, dado o seu grande genoma, codificam
diversas proteinas imunomoduladoras que cumprem apropriadamente este
papel durante a infeccao viral (revisado por JOHNSTON & MCFADDEN, 2003).
Entretanto, apesar desta miriade de proteinas imunomoduladoras disposta
pelos poxvirus, diversas vias sinalizadoras celulares sdo usurpadas ao longo
da infeccdo para promover a replicacdo e disseminacdo virais (revisado por
MCFADDEN, 2005 e MUNTER et al., 2006).

A maioria dos estudos realizados para compreender a biologia dos
poxvirus, assim como a sua interagcdo com o hospedeiro, é realizada com o
protétipo da familia Poxviridae, o Vaccinia virus, e mais especificamente com a
amostra Western Reserve. O VACV-WR foi obtido através de sucessivas
passagens da amostra vacinal NYCBH (New York City Board of Health) em
cérebros de camundongos neonatos, 0 que o tornou altamente neurovirulento
(BRONSON & PARKER, 1941). Nao se sabe, entretanto, o quanto que este
carater “artificial” do VACV-WR pode levar interpretacbes equivocadas,
especialmente em aspectos da interacdo virus-hospedeiro. Desta forma, a
disponibilidade no Laboratério de Virus de diferentes amostras de VACV
isoladas a partir de infeccBes naturais por VACV em diferentes hospedeiros
(roedores, bovinos e humanos) constitui uma importante ferramenta no estudo
de diferentes aspectos da biologia do VACV e da sua interagdo com o
hospedeiro.

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi realizar uma analise detalhada do
possivel envolvimento de algumas vias sinalizadoras celulares durante a
infeccdo pelo VBH, uma amostra brasileira de VACV, em comparacdo ao
VACV-WR. Estudos prévios realizados pelo Grupo de Transdugdo do Sinal
caracterizaram a relevancia biolégica das vias MEK/ERK, MKK/INK e PI3K/Akt

durante a infeccdo pelo VACV-WR. Os sinais transmitidos por estas vias
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mostraram desempenhar diferentes papéis durante a infeccdo, desde a
geracdo e disseminacdo da progénie até a regulacdo da sobrevivéncia da
célula hospedeira (ANDRADE et al., 2004; SILVA et al., 2006; SOARES et al.,
2009; PEREIRA et al., submetido).

Primeiramente, a fim de complementar os estudos prévios de
caracterizacdo do VBH, tanto através de analises genéticas (TRINDADE et al.,
2004; MOTA, 2006; DRUMOND et al., 2008) como de viruléncia in vivo
(FERREIRA et al., 2008), realizou-se a andlise de células infectadas com VBH
por microscopia eletrbnica de transmissdo. Os resultados preliminares
mostrados na Figura 7A-D indicam que todas as etapas da morfogénese do
VBH sédo compativeis com aquelas de um Orthopoxvirus. Ou seja, detectou-se
a presenca de virossomos dos quais brotam crescentes (Figura 7A), que se
fecham formando estruturas esféricas, denominadas IV (Figura 7A). Os 1V,
ap6s um profundo processo morfogenético, ddo origem aos IMV (Figura 7B).
Alguns IMV séo direcionados até o trans-Golgi, onde adquirem duas camadas
de membranas celulares, formando os IEV (Figura 7C), que séo transportados
até a superficie celular, onde a camada membranosa mais externa se funde a
membrana plasmatica liberando os EEV no meio extracelular (Figura 7D). A
analise cuidadosa de micrografias eletrdnicas do VBH pode contribuir para a
melhor compreensdo de alguns aspectos da morfogénese dos poxvirus que
ainda geram divergéncias entre os poxvirologistas (revisado por CONDIT et al.,
2006).

A seguir, caracterizou-se a ativacdo e o possivel envolvimento das vias
sinalizadoras MEK/ERK, JNK, p38 e PI3K/Akt durante a infec¢éo pelo VBH, em
comparacao ao VACV-WR.

Estudos prévios do Grupo de Transducdo do Sinal mostraram que,
durante a infeccdo pelo VACV-WR ocorre a ativagdo precoce de um sinal
mitogénico que leva a fosforilacdo das MAPK ERK, JNK e p38 (DE
MAGALHAES et al., 2001). A ativacdo da via MEK/ERK foi parcialmente
dependente de VGF (fator de crescimento do Vaccinia) e levou a ativagdo dos
fatores de transcricdo de resposta precoce ao crescimento c-Fos e EGR-1, que
tém se mostrado importantes na regulacdo da liberacdo das formas
envelopadas de VACV-WR (DE MAGALHAES et al., 2001; ANDRADE et al.,
2004; SILVA et al., 2006; OLIVEIRA, 2009; BRASIL, 2010). Durante a infeccao
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pelo VBH, a cinética de fosforilacdo de ERK-1/2 foi semelhante ao VACV-WR
(de 1 a 24 hpi, com niveis mais elevados em 1-3 hpi, Figura 8). Entretanto,
guando a infeccéo foi realizada em presenca do inibidor farmacologico de MEK
(UO126), a multiplicacdo do VBH foi afetada em apenas 25% quando
comparada a reducao de 81% observada para o VACV-WR (Tabela 3). Neste
aspecto, o VBH foi mais semelhante ao CPXV, que apesar da ativacao
sustentada da via MEK/ERK durante infeccédo, ndo tem a multiplicacao afetada
em células expressando dominancia negativa de MEK ou tratadas com
PD98059, outro inibidor de MEK (SILVA et al., 2006).

Estudo recente mostrou que a ativacdo da via VGF/MEK/ERK coopera
com a proteina viral F1L na transmissdo de sinais antiapoptéticos na célula
infectada pelo VACV-WR (POSTIGO et al., 2009), o que pode contribuir em
parte para o efeito da inibicdo de MEK sobre a multiplicagdo do VACV-WR
(ANDRADE et al., 2004). J& outros autores mostraram que a proteina viral M2
interfere negativamente com a via MEK/ERK/NF-kB como mecanismo de
evasao a resposta inflamatoria do hospedeiro a infeccédo pelo MVA (GEDEY et
al., 2006). Esse papel de MEK/ERK na resposta do hospedeiro a infec¢ao pelo
MVA pode ser especifico dessa amostra que, diferente do VACV-WR, induz a
ativacdo de NF-kB durante a infec¢ao. Isto pode ser devido ao fato do MVA ser
uma amostra atenuada obtida apds mais de 500 passagens do VACV Ankara
em culturas primarias de fibroblastos embrionarios de galinha (CEF), o que
acarretou a perda de grandes porcdes do genoma (cerca de 30kb),
principalmente em regifes codificadoras de proteinas relacionadas a interacéo
com o hospedeiro (ANTOINE et al. 1998). Desta forma, € possivel que o VBH
compartiihe com o VACV-WR o0 mecanismo de ativacdo sustentada de
MEK/ERK, apesar de n&o depender do seu papel promotor da multiplicacdo
viral e antiapoptotico. Como o gene vgf do VBH é mais de 99% similar ao do
VACV-WR (TRINDADE et al., 2004), é possivel que VGF contribua para a
ativacdo de MEK/ERK durante a infeccéo.

Assim como para ERK-1/2, observou-se a fosforilagdo sustentada de
JNK-1/2 durante a infeccéo pelo VBH e pelo VACV-WR (niveis crescentes de
fosforilagdo ao longo da infecgdo, com maximo em 24 hpi, Figura 8). Pereira e
colaboradores mostraram que a via sinalizadora MKK/JNK né&o é relevante para

a replicacdo do VACV-WR, ja que a progénie viral ndo é afetada em células
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deficientes em MKK-4/7 ou JNK-1/2, ou em células tratadas com o inibidor JNK
inhibitor VIII (PEREIRA et al., submetido). De modo semelhante, observou-se

no trabalho ora apresentado, que a multiplicagdo do VBH ndo é afetada
significativamente pelo inibidor JNK inhibitor VIl (Tabela 3) ou em células jnk-
1/2”7 (Figura 9A).

Contudo, no mesmo estudo apresentado anteriormente, Pereira e
colaboradores mostraram que apesar da formacéo de IMV néo ser alterada em
células deficientes em JNK-1/2, a liberacdo das formas envelopadas é alterada.
Durante a infecgdo pelo VACV-WR, a via MKK/JNK regula positivamente a
liberacéo de CEV e, negativamente, a liberagcdo de EEV, através da modulacéo
das alteracdes de citoesqueleto induzidas pelo virus durante a infeccdo
(PEREIRA et al., submetido). Sendo assim, testou-se a liberacdo de EEV de
células selvagens e deficientes em JNK-1/2 infectadas pelo VBH. Como
mostrado na Figura 9B, o niumero de EEV no sobrenadante das células jnk-

1/27 6 comparavel ao das células WT infectadas pelo VBH, diferentemente do
do VACV-WR, para o qual a liberagcdo de EEV aumentou cerca de 1 logip nas

células jnk-1/2'/' (PEREIRA et al., submetido). Essa representa mais uma
diferenca biolégica entre VBH e VACV-WR e seria interessante investiga-la
melhor, ja que a liberacdo das formas envelopadas do VACV representa um
dos melhores caracterizados exemplos de interacdo virus-hospedeiro, sendo
um processo finamente regulado por proteinas virais e celulares (revisado por
MUNTER et al., 2006 e ROBERTS & SMITH, 2008).

Outro inibidor de JNK testado neste estudo foi SP600125. Entretanto,
diferentemente do observado com a inibicdo farmacoldgica e genética de JNK

apresentados anteriormente, SP600125 inibiu intensamente a multiplicacao,
tanto do VBH, quanto do VACV-WR em quase 2 logio (Tabela 3). Esses

resultados corroboram os obtidos por estudo prévio realizado pelo Grupo de
Transducao do Sinal, que mostrou que o SP600125 inibe a multiplicacdo do
VACV-WR e CPXV mesmo em células deficientes em JNK-1/2, indicando o
carater inespecifico deste inibidor (PEREIRA et al., submetido). O forte efeito
inibitério do SP600125 sobre a multiplicacdo destes Orthopoxvirus levou a
sugestao desse inibidor como antiviral potencial. O fato do SP600125 inibir a

multiplicacdo do VBH, tanto quanto os outros virus testados, vem a
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reforcar essa ideia. Contudo, mais estudos sao necessarios para atestar a
eficiéncia antiviral do SP600125 in vivo (em andamento) bem como para a
identificacdo do alvo celular desse inibidor, que desempenharia papel téo
crucial durante a infeccao por todos estes Orthopoxvirus. O uso de inibidores
de vias sinalizadoras como agentes antivirais ja havia sido sugerido
anteriormente para o tratamento de infeccdes pelo Influenza virus, cuja
multiplicacdo é fortemente inibida por inibidores de MEK (PLESCHKA et al.,
2001; LUDWIG et al., 2003).

A ativacdo da MAPK p38 durante a infeccéo pelo VBH e pelo VACV-WR
também foi avaliada. MAPK p38 apresentou niveis elevados de fosforilacdo nos
tempos tardios de infeccdo: 12 hpi para o VBH e 12-24 hpi para o VACV-WR
(Figura 8). Entretanto, também foi possivel observar niveis ligeiramente
elevados de fosforilacdo de p38 nos tempos precoces de 1 a 6 hpi (Figura 8,
comparar Canaletas 1,2 e 3,e 6,7 e 8 com 11, 12 e13), durante a infec¢ao por
ambos os virus, o que estd de acordo com o observado previamente para o
VACV-WR (DE MAGALHAES et al., 2001). Quando se realizou a infec¢éo em
presenca do inibidor de p38-a/f, SB202190, a multiplicacdo do VBH foi
reduzida em 91% ao passo que a do VACV-WR foi afetada em apenas 29%
(Tabela 3). Esses dados indicam mais uma diferenca entre VBH e VACV-WR e
apontam para uma via sinalizadora celular, associada ao controle da resposta
inflamatoria e apoptose, a qual se revelou importante para a replicacdo do
VBH.

Maloney e colaboradores implicaram a proteina A52 de VACV-WR na
ativacdo de p38, através da interacdo com TRAF-6, importante componente na
transmissdo do sinal em resposta a ativagdo dos TLRs (MALONEY et al.,
2005). Contudo, a relevancia funcional da ativagdo de p38 por A52 no contexto
da infecgéo viral ndo foi avaliado. Hipoteticamente, é possivel que durante a
infeccao A52 “filtre” o sinal em resposta a ativagcado dos TLRs, bloqueando a
ativacdo de NF-kB, mas permitindo a ativacdo de p38. A despeito do papel
exato de A52, seu papel como fator de viruléncia é inquestionavel, ja que
VACV-WR com o gene A52R deletado mostrou-se atenuado apos a infeccao
intranasal de camundongos (HARTE et al., 2003).

A ativacdo de p38 também foi descrita durante a infeccdo de células

humanas pelo VACV-WR, a patrtir de 3 hpi (WALSH et al., 2008). Esses autores
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mostraram que um dos substratos de p38, MNK-1, é requerido para a
multiplicagao viral. MNK-1 fosforila o fator de iniciagdo da traducdo elF4E,
levando a sua incorporagdo no complexo elF4F, o que estimula a traducdo da
proteinas virais e, em consequéncia, aumenta a replicacéo viral (WALSH et al.,
2008). Entretanto, no presente estudo, p38 nado foi requerida para a
multiplicacdo do VACV-WR em células de camundongo, confirmando o que foi
observado anteriormente (DE MAGALHAES et al., 2001).

Outros dois inibidores de proteinas sinalizadoras testados foram a
genisteina, inibidor de proteinas tirosina quinases, e a toxina pertussis, inibidor
de GPCR. Diante do fato de tirosina quinases estarem envolvidas em diferentes
etapas da infeccdo pelos poxvirus, desde a penetracdo (LOCKER et al., 2000;
MASTERS et al., 2001; RAHBAR et al., 2006) até a liberacdo da progénie
(NEWSOME et al. 2004; STANFORD et al., 2007), ndo foi surpresa observar
gue a genisteina inibiu a multiplicacdo do VBH e do VACV-WR em cerca de 1

logio (Tabela 3; ANDRADE et al.,, 2004). J4 a toxina pertussis nao inibiu a

multiplicacdo do VBH e até causou aumento na multiplicacdo do VACV-WR
(Tabela 3). Outros estudos ja haviam mostrado que GPCRs parecem néo ser
requeridos durante a infeccdo pelo VACV-WR (LOCKER et al.,, 2000;
ANDRADE et al., 2004).

Estudos do Grupo de Transducdo do Sinal também mostraram que o
VACV-WR e CPXV, mesmo dispondo de enorme arsenal de proteinas
antiapoptoticas, requerem a ativacao da via PI3K/Akt precocemente durante a
infeccdo para a transmissao de sinais pro-sobrevivéncia da célula hospedeira
(SOARES et al.,, 2009). Em presenca do inibidor de PI3K, LY294002, a

multiplicacdo do VACV-WR e do CPXV é reduzida em cerca de 1 logip. Essa

reducdo é secundaria a inibicdo ou bloqueio da sintese das proteinas virais
tardias, bem como um blogqueio da morfogénese no estagio de IV (SOARES et
al., 2009). Em comparacdo ao VACV-WR, a multiplicacdo do VBH foi pouco
afetada em presenca do LY294002 (Tabela 3). Isso refletiu o menor efeito
desse inibidor sobre a expressdo das proteinas virais tardias, que alcangou
niveis de acumulo similares aos da infeccao realizada na auséncia de inibidor,
nos tempos de 24 e 36 hpi (Figura 11, comparar Canaletas 9 e 10 com 15 e
14). LY294002 também nao ocasionou o bloqueio da morfogénese observado
para o VACV-WR, sendo que IMVs do VBH foram detectados tanto na
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auséncia como na presenca do inibidor (Figura 12). Esses dados indicam que,
diferentemente do VACV-WR, a ativagao precoce da via PI3K/Akt (Figura 8)
durante a infeccao pelo VBH néo € necesséria para a multiplicacdo do mesmao.
Esse achado € extremamente relevante, uma vez que essa via de
sobrevivéncia/antiapoptoética revelou-se crucial para a biologia de varios virus
[e.g. HIV-1 (LINNEMANN et al., 2002), CVB3 (ESFANDIAREI et al. 2004),
Dengue virus (LEE et al., 2005), Influenza virus (EHRHARDT et al., 2007),
Rotavirus (HALASZ et al., 2008)].

A ativacdo precoce de PI3K/Akt durante a infeccdo pelo VBH e pelo
VACV-WR (Figura 8), associada ao atraso observado na curva de crescimento
em ciclo unico do VBH em presenca de LY294002 (Figura 10), bem como o
atraso no acumulo das proteinas virais precoces na presen¢a do inibidor
(dados ndo mostrados), aponta para um possivel envolvimento desta via
sinalizadora na penetracdo do VBH. O envolvimento de PI3K durante a
penetracdo do VACV-WR por macropinocitose ja foi relatado (MERCER &
HELENIUS et al., 2008). Nesse caso, a diferenca observada nos tempos de 6 e
12 hi na curva diminuiu nos tempos seguintes provavelmente pelo fato dos
poxvirus utilizarem mais de um mecanismo para penetrar na célula hospedeira
(revisado por MOSS, 2006; HUANG et al., 2008; MERCER & HELENIUS et al.,
2008). Essa hipétese, porém, necessita de confirmacdo experimental.

A fim de corroborar os dados obtidos com o inibidor de PI3K, testou-se
também o efeito de um inibidor de Akt, Akt inhibitor IV. Surpreendentemente,
este inibidor afetou igualmente a multiplicacdo do VBH e do VACV-WR em
cerca de 1 logip (Tabela 3), ndo corroborando os dados obtidos com
LY294002. Entretanto, ja ha relato na literatura de que o Akt inhibitor 1V inibe a
multiplicagcdo de VACV-WR, VSV e RSV, independentemente da sua habilidade
em inibir a atividade catalitica de Akt (DUNN et al., 2009). Juntos, estes dados
indicam que, a maneira de SP600125, o Akt inhibitor IV esteja exercendo a sua
atividade antiviral através da inibicdo de um alvo inespecifico, requerido para a
multiplicacao viral (DUNN et al., 2009).

A via PISK/Akt/mTOR controla a sintese proteica através da estimulagéo
da formacgao dos complexos de iniciagao da tradugcao. Quando fosforilado por
MTOR, a proteina 4E-BP se desliga do fator de iniciagdo da tradugéo elF4E,

permitindo a sua montagem no complexo elF4F e ativacdo da sintese proteica.
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Apesar do complexo elF4F estar envolvido na traducdo das proteinas virais
durante a infeccdo pelo VACV-WR (WALSH et al., 2008), os dados obtidos
neste trabalho mostram que a rapamicina, inibidor de mTOR, n&o inibiu
significativamente a multiplicacdo tanto do VBH quanto do VACV-WR (inibicé&o
de 32% e 53%, respectivamente; Tabela 3). De fato, Zaborowska & Walsh
mostraram que a formacgdo dos complexos de iniciacdo da tradugcédo em células
infectadas pelo VACV-WR é insensivel ao tratamento com rapamicina, mas
dependente de PI3K, e que a multiplicacdo viral € inibida por LY294002 mas
ndo por rapamicina (ZABOROWSKA & WALSH et al., 2009). E possivel,
portanto, que sinais dependentes de PI3K e da MAPK p38 regulem a traducao
em células infectadas pelo VACV-WR.

A inibicdo da apoptose durante a infeccdo pelos Orthopoxvirus VACV-
WR e CPXV é um dos principais papéis da ativacdo precoce de PI3K/Akt
(SOARES et al., 2009). Como mostrado na Figura 13, durante a infeccao pelo
VBH e pelo VACV-WR em presenca de LY294002, ocorreu intensa ativacao de
caspase-3 e clivagem de PARP, dois marcadores moleculares de apoptose,
especialmente 12 hpi. Isso, claramente, evidencia o papel antiapoptotico de
PI3K/Akt durante a infeccdo por ambos os virus. Entretanto,
independentemente da ocorréncia de apoptose, o VBH se multiplica bem na
célula hospedeira, provavelmente porque em 12 hpi a curva de crescimento ja
estd alcancando a fase estacionaria (Figura 10).

Curiosamente, durante a infeccao pelo VBH na auséncia de LY294002,
ocorreu a ativacao de caspase-3 e clivagem de PARP, ao contrario do que foi
observado durante a infec¢ao pelo VACV-WR (Figura 13, comparar Canaletas
11 e 12 com 20 e 21). Isso indica que a apoptose é desencadeada durante a
infeccdo pelo VBH, independentemente da ativacdo de sinal precoce pro-
sobrevivéncia via PI3K/Akt. Apesar dos baixos niveis de ativacdo de caspase-3
observados nos tempos de 12 e 24hpi da infec¢cdo pelo VBH, os niveis de
PARP clivada sdo mais evidentes. Dados similares foram obtidos por outros
autores, que verificaram a atividade de caspase-3, clivagem de PARP e
fragmentacdo do DNA em decorréncia da apoptose em tempos em que
caspase-3 ativa ndo foi detectada por transferéncia Western (BOULARES et
al., 1999). Também nao pode se descartar a hipotese de que a apoptose esteja

ocorrendo num numero reduzido de células, o que ndo acarretaria em efeito
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significativo sobre a multiplicacdo viral, como observado para o VBH. A
realizacéo da infeccdo em presenca do inibidor de caspases zVAD.fmk mostrou
gue multiplicacdo do VBH e do VACV-WR néo foi significativamente afetada
guando a apoptose foi inibida (Figura 14).

Apesar da pletora de proteinas antiapoptoticas codificadas pelo genoma
dos VACV, ha registros na literatura sobre a ocorréncia de apoptose durante a
infeccdo por VACV, em situacbes que parecem ser célula- e amostra viral-
especificas. A seguir, alguns exemplos sdo citados. A restricdo das células
CHO (ovario de hamster chinés) a multiplicagdo por VACV-WR est4 associada
a apoptose, que é detectada 3 hpi. Entretanto, a expressdo do gene CHOhr de
CPXV pelo VACV-WR suplanta a restricdo em células CHO sem inibir a
apoptose (RAMSEY-EWING & MOSS, 1998). Durante a infec¢ao de células de
coelho RK-13 pelo VACV-WR, a ocorréncia de apoptose também néo
representa um obstaculo a multiplicacdo viral (CHUNG et al., 1997). A apoptose
também é desencadeada durante a infeccdo de células HelLa pela amostra
atenuada de VACV NYVAC, o mesmo néo ocorrendo durante a infecgao pelo
MVA e pelo VACV-WR (GUERRA et al.,, 2006). A apoptose também foi
detectada durante a infeccdo por outras BR-VACV, CTGV e a amostra vacinal
VACV-IOC, e nao foi associada com prejuizo a multiplicacédo viral (REIS et al.,
2008). Sendo assim, o VBH torna-se mais um exemplo de VACV que infecta e
se multiplica eficientemente independentemente da ocorréncia de apoptose
durante a infeccéao.

Neste ponto do trabalho, a questao que se colocou foi a seguinte: estaria
a apoptose durante a infeccao pelo VBH relacionada a deficiéncia em algum
gene relacionado com inibicdo da apoptose ou a resposta do hospedeiro a
infeccéo?

Primeiramente, buscou-se por possiveis candidatos dentre os genes do
VBH ja sequenciados (DRUMOND et al., 2008). Dentre estes genes cuja
deficiéncia poderia estar envolvida na apoptose, tais como C7L, E3L, K1L e
K3L (revisado por WERDEN et al., 2008), nenhum apresentou polimorfismos
na sequéncia de aminoacidos da proteina codificada quando o VBH foi
comparado ao VACV-WR (DRUMOND et al., 2008). Os genes que
apresentaram polimorfismos foram A56R, B18R e K2L e, até o momento

nenhum deles foi relacionado a inibicdo da apoptose (DRUMOND et al., 2008).
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Desta forma, trés novas sequéncias de genes do VBH relacionados com
inibicdo da apoptose foram obtidas (Figura 15). Entretanto, as sequéncias de
aminoacidos das proteinas codificadas por B13R, F1L e N1L do VBH também
nao apresentaram polimorfismos quando comparados ao VACV-WR.

A proteina B13 de VACV-WR € capaz de inibir apoptose induzida pela
ativacdo de TNFR ou Fas, ou seja, pela via extrinseca (DOBBELSTEIN &
SHENK, 1996). Um ortdlogo de B13R, o gene crmA de CPXV, codifica para um
produto génico com funcbes semelhantes e que mostrou ser um potente
inibidor das caspases-1, -3 e -8, além de granzima B (TEWARI et al., 1995;
revisado por TAYLOR & BARRY, 2006). Dada a grande similaridade das
sequéncias de B13R e crmA, é provavel que B13 atue de modo semelhante a
CrmA (SMITH et al.,, 1989; DOBBELSTEIN & SHENK, 1996). Portanto,
caspase-3 ativa consegue clivar PARP durante a infec¢ao pelo VBH mesmo em
presenca de uma proteina B13 sem substituicbes de aminoacidos que
potencialmente afetem a sua atividade inibitéria (Figura 15A). Ja o fato do
CTGV nao codificar uma proteina B13 funcional esta de acordo com a
presenca de caspase-3 ativa, clivagem de PARP e a ocorréncia de apoptose
durante a infeccao (REIS et al., 2008).

A proteina F1 de VACV-WR, por sua vez, foi caracterizada por inibir a
apoptose induzida pela via intrinseca com envolvimento da mitocdndria
(WASILENKO et al., 2003; WASILENKO et al., 2005). F1 inibe as proteinas
pré-apoptéticas Bak e Bax através da interacdo com Bak e Bim, através de
dominios BH altamente divergentes, desfazendo o complexo Bak-Mcl-1
(WASLENKO et al., 2005; TAYLOR et al., 2006; CAMPBELL et al., 2009). F1
também inibe caspase-9, a caspase iniciadora da apoptose pela via
mitocondrial (ZHAI et al., 2010). Visto que F1 é capaz de bloquear diferentes
componentes da apoptose pela via intrinseca e esta integra no genoma do
VBH, é possivel que apoptose durante a infeccdo por este virus ocorra sem
envolvimento da mitocéndria. Como mostrado na Figura 15B, o produto génico
de F1L do CTGV apresenta substituicdes de aminoacidos dentro dos dominios
BH1 e BH2, o que provavelmente esta relacionado ao fato da apoptose durante
a infeccao pelo CTGV ocorrer pela via mitocondrial (REIS et al., 2008).

Por ultimo, a proteina N1L de VACV-WR parece desempenhar duas

funcdes durante a infeccdo: (i) interagir com membros pré-apoptéticos da
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familia Bcl-2, como Bax, Bad e Bid, inibindo a apoptose pela via intrinseca
(COORAY et al., 2007); e (ii) interagir com componentes do complexo IKK
(quinase de IkB), inibindo a ativacdo de NF-kB e IRF-3 via TLR, IL-1R e TNFR
(DIPERNA et al., 2004). Como a proteina codificada pelo gene N1L do VBH
nao apresentou alteracdes de aminoacidos que pudessem comprometer a sua
funcéo (Figura 15C), é possivel que N1 e F1 cooperem na inibicdo da apoptose
via mitocondria, o que reforca a ideia de que a apoptose durante a infeccdo
pelo VBH ocorra sem o envolvimento da mitocondria.

Em conjunto, estes dados mostram que o VBH guarda muitas
semelhancas genéticas com o VACV-WR. Drumond e colaboradores
destacaram que o VACV-WR foi isolado a partir da amostra vacinal NYCBH,
que foi utilizada durante a campanha de erradicacdo da variola no Brasil
(DRUMOND et al., 2008). Portanto, € possivel que amostras geneticamente
relacionadas ao VACV-WR tenham sido introduzidas e se estabelecido na
natureza, ja que outros BR-VACV além do VBH, como SAV, GP1V e BAV,
compartilham muitas semelhancas com NYCBH e VACV-WR (TRINDADE et
al.,, 2007; DRUMOND et al., 2008). Contudo, apesar da grande similaridade
genética, as diferencas bioldgicas entre VBH e VACV-WR apresentadas neste
trabalho sdo marcantes, evidenciando como a interacao virus hospedeiro pode
ser complexa. E importante salientar que somente alguns genes do VBH foram
analisados e 0 sequenciamento do genoma completo desse virus sera
necessario a verificacdo da sua relacédo genética com o VACV-WR.

A fim de avaliar a resposta do hospedeiro a infeccdo pelo VBH e pelo
VACV-WR, decidiu-se realizar a infeccdo de macréfagos murinos em vez de
fibroblastos, que ndo produzem grandes quantidades de citocinas. Tanto o
cultivo primario de macréfagos (M®) intraperitoniais quanto os macréfagos
transformados (RAW 264.7) foram permissivos a multiplicacdo do VBH e do
VACV-WR. E interessante notar que a curva de crescimento do VBH foi
ligeiramente adiantada em relacédo a do VACV-WR (Figura 16), indicando que o
VBH se multiplicaria um pouco mais rapidamente que o VACV-WR. De modo
semelhante, o efeito citopatico do VBH em fibroblastos € sempre adiantado em
relagdo ao VACV-WR (dados ndo mostrados). Curiosamente, a expressao do
MRNA das citocinas IFN-B, TNF-a, IL-4, IL-6 e IL-10 nos M® infectados pelo

VBH foi cerca de 2 logip menor que nos M® infectados pelo VACV-WR no
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tempo de maior producéo de citocinas, 12 hpi (Figura 17A-E). Ja a expressao
do mRNA de IL-6 nas células RAW 264.7 infectadas pelo VBH e pelo VACV-
WR foi semelhante e cinética e quantitativamente diferente do M® infectados
(Figura 17F), indicando que macrofagos transformados podem néo ser bons
sistemas celulares para o estudo da resposta do hospedeiro a infeccao viral.

O efeito citopéatico do VACV esté diretamente relacionado a expressao
dos mRNAs precoces (MOSS, 2007), sendo possivel que durante a infeccdo
pelo VBH a acumulo de mRNAs precoces ocorra mais precocemente ou em
niveis mais elevados que para o VACV-WR. Como muitas das proteinas virais
relacionadas a evasao da resposta imune, tais como A46, A52, E3 e N1 sao
precoces, o acumulo adiantado de mRNAs precoces permitiria ao VBH evadir
mais eficientemente que o VACV-WR da montagem da resposta inflamatoria
pelo hospedeiro, mediante a inibicdo intensa sobre a expressdo de citocinas
inflamatérias. Essa hipétese poderia explicar a maior viruléncia do VBH, em
relagcdo ao VACV-WR e as demais BR-VACV, no modelo de infec¢éo intranasal
de camundongos (FERREIRA et al., 2008).

A partir dos resultados apresentados até aqui e em estudos que
elucidaram os possiveis mecanismos de inducdo da apoptose em células
infectadas por VACV, um mecanismo hipotético para a explicar a apoptose
durante a infec¢do pelo VBH foi proposto. Esta proposta € baseada em trés
constatacoes.

Em primeiro lugar, o efeito citopatico adiantado do VBH em relacdo ao
VACV-WR pode estar relacionado ao acumulo antecipado dos mRNAs
precoces ou mesmo niveis mais elevados dos mesmos em momentos precoces
da infeccdo. Isto se baseia no fato do efeito citopatico ser dependente da
expressdo génica precoce do virus (MOSS, 2007). Em segundo lugar,
mutantes termossensiveis no gene A18R (Cts23) de VACV-WR apresentam um
acumulo aumentado e prolongado de mRNAS precoces, 0 que esta associado
ao aparecimento de RNA fita dupla em tempos tardios da infeccdo (BAYLISS &
CONDIT, 1993). E por ultimo, RNA fita dupla desencadeia apoptose
dependente de PKR em células infectadas com Cts23 ou com VACV-WR com
0 gene E3L deletado (KIBLER et al., 1997). Assim, durante a infeccdo pelo
VBH, o acumulo de elevados niveis de mRNAs precoces levaria ao

aparecimento de grandes concentracdes de RNA dupla fita que escapariam ao
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controle de E3 e levariam a ativacdo de PKR e, consequentemente, a
apoptose. Interessantemente, a apoptose induzida pela ativacdo de PKR
ocorre principalmente pela via extrinseca (revisado por GARCIA et al., 2007),
gue foi sugerida acima como rota seguida pela apoptose durante a infeccao
pelo VBH, ja que N1 e F1 estariam bloqueando a ativacdo da via intrinseca ou
mitocondrial. Esta hipdtese podera ser testada rapidamente uma vez que as
células deficientes em PKR ja estao disponiveis no laboratorio.

Apesar do possivel envolvimento da MAPK p38 como promotor da
multiplicacéo viral (Tabela 3), ndo se pode descartar a hipétese do possivel
envolvimento de p38 na apoptose durante a infeccdo pelo VBH. Curiosamente,
0s niveis mais elevados de p38 fosforilados foram encontrados 12 hpi, mesmo
tempo em que detectou maior nivel de caspase-3 ativa e de clivagem de PARP
(Comparar Figura 8, Canaleta 4 com Figura 13, Canaleta 11). A via ASK-1/IJNK
ou p38 foi implicada como mediadora da apoptose durante a infeccdo pelo
Influenza virus, que ocorre em decorréncia da ativagdo de PKR ou do estresse
do reticulo endoplasmatico (MARUOKA et al., 2003; revisado por SUMBAYEV
& YASINSKA, 2006). Além disso, Zhang et al. mostraram que JNK e p38 séo
ativadas via PKR em células infectadas por VACV com o gene E3L deletado
(ZHANG et al., 2009). Apesar da diferenca entre os dados obtidos por Zhang e
colaboradores (2009) e os apresentados nesta dissertacdo, onde encontrou-se
gue a ativacao de JNK e p38 ocorre mesmo durante a infeccdo com VACV com
E3L integro, estes resultados sugerem possiveis mecanismos que
desencadeariam apoptose durante a infeccdo pelo VBH. Todavia, esses
mecanismos hipotéticos precisam ser verificados experimentalmente.

Na Figura 18, os resultados mostrados e discutidos sdo representados

esquematicamente.
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Figura 18. Balanco entre produtos génicos virais e vias sinalizadoras
celulares durante a infeccado pelo VBH.

Durante a infeccdo pelo VBH, a ativacdo das vias MEK/ERK, JNK, p38 e
PI3K/Akt é regulada temporalmente. Destas, apenas a MAPK p38 é requerida
para a multiplicacéo viral. O efeito citopatico adiantado do VBH possivelmente
resultado de uma maior expressao génica viral, que levaria a um acumulo de
MRNASs virais e, consequentemente, de RNA fita dupla (dsRNA). A ativacédo da
apoptose durante a infeccdo pelo VBH ocorreria através da ativacdo de PKR
por dsRNA, provavelmente pela via extrinseca. As MAPK JNK e p38 podem
estar envolvidas na indugdo apoptose, ao passo que MEK/ERK e PI3K/Akt
transmitem sinais antiapoptoticos durante a infecgdo. A via intrinseca de
apoptose seria eficientemente bloqueada pelas proteinas virais F1 e N1. Ja a

proteina B13 ndo estaria bloqueando a atividade das caspases-3 e -8.
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VIl. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados nesta dissertacao, conclui-se que:

(1) © VBH completa um ciclo de multiplicacdo na célula hospedeira com todas
as etapas da morfogénese tipicas de um Orthopoxvirus, a saber, crescentes,
virus imaturos (IV), virus imaturos intracelulares (IMV), virus envelopados

intracelulares (IEV) e virus envelopados extracelulares (EEV);

(2) O VBH regula temporalmente a ativacdo das vias sinalizadoras das MAPK
ERK, JNK e p38, e PI3K/Akt ao longo da infeccdo de células A31, de modo
muito semelhante ao VACV-WR,;

(3) Os inibidores farmacolégicos de PI3K (LY294002) e de MEK (UO126) nao

alteram significativamente a multiplicacdo do VBH, quando comparado com

VACV-WR, que ¢ afetado em cerca de 1 log1o;

(4) A multiplicacdo do VBH néo é significativamente afetada em presenca do
inibidor de JNK (JNK inhibitor VIII), bem como em células deficientes em JNK-
1/2;

(5) Diferentemente do VACV-WR, a liberacdo de EEV ndo € aumentada em

células deficientes em JNK-1/2 infectadas com o VBH:;

(6) A multiplicacéo do VBH, ao contrario do VACV-WR, é reduzida em cerca de
1 log1o0 em presenca do inibidor de p38 (SB202190);

(7) Os inibidores farmacologicos de Akt (Akt inhibitor IV) e de JNK (SP600125),

sabidamente inespecificos, inibem significativamente a multiplicagéo do VBH;

(8) Os inibidores de mTORC-1 (rapamicina) e de GPCR (toxina pertussis) nado

afetam significativamente a multiplicacdo do VBH, assim como a do VACV-WR,;
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(9) A genisteina, inibidor de proteinas tirosina quinases, ocasiona um reducao

de cerca de 1 log1ip na progénie do VBH, assim como na do VACV-WR;

(10)A curva de crescimento do VBH, assim como o acumulo das proteinas
virais precoces e tardias, sao retardados ou parcialmente inibidos em presenca
do inibidor de PI3K, LY294002;

(11) Diferente do VACV-WR, a morfogénese do VBH se completa em presenca

de LY294002;

(12) Apoptose é desencadeada durante a infeccdo pelo VBH e € aumentada

em presenca do inibidor de PI3K (LY294002);

(13) O inibidor de caspases (zVAD.fmk) ndo afeta significativamente a

multiplicacdo do VBH, assim como a do VACV-WR;

(14) A apoptose desencadeada durante a infecgéo pelo VBH néo correlaciona
com alteracdo em genes relacionados a interacdo virus-hospedeiro, tais como
B13R, C6L, C7L, E3L, F1L, K1L, K3L e N1L.

(15) O VBH, assim como o VACV-WR, se multiplica em macréfagos
intraperitoniais de camundongo (M®) e em macrofagos transformados (RAW
264.7);

(16) A expressdo do mRNA das citocinas inflamatorias IFN-B, TNF-a, IL-4, IL-

6 e IL-10 é cerca de 2 logip menor em M® infectados pelo VBH, quando
comparado com VACV-WR.
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PERSPECTIVAS

» Quantificar a apoptose durante a infeccdo pelo VBH, através do ensaio

de TUNEL;

» Investigar o envolvimento de PKR na indugcéo de apoptose durante a

infeccéo pelo VBH;

» Verificar o envolvimento da MAPK p38 na apoptose induzida durante a

infeccéo pelo VBH;

» Avaliar o acumulo de mRNAs virais ao longo do ciclo de multiplicacdo do

VBH em fibroblastos e macréfagos intraperitoniais de camundongo;

» Sequenciar outros genes do VBH relacionados com interacdo virus-

hospedeiro, tais como A46R, A52R, K7L e M2L;

» Avaliar o papel desempenhado pela MAPK p38 durante a multiplicacao

do VBH,;

> Avaliar o papel de p38 durante a infeccao in vivo pelo VBH,;

» Avaliar o papel de p38 na expressao de citocinas inflamatérias durante a

infecgao in vitro e in vivo pelo VBH.
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