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1- RESUMO

Com a finalidade de maximizar os recursos para a sua replicacdo, muitos virus
durante os momentos iniciais da infeccdo podem redirecionar o metabolismo
celular através da interacdo de proteinas virais com proteinas celulares induzindo
células quiescentes a entrarem em proliferacdo. Assim, processos como
estimulacdo mitogémica celular, inibi¢do da apoptose e inducdo de diferenciagéo
celulares sdo estratégias comumente utilizadas por diversos virus. O Virus
Vaccinia (VV) é o prototipo de familia poxviridae, seu genoma é constituido de
DNA dupla fita linear, potencialmente capaz de codificar aproximadamente 200
polipeptideos.

Para melhor compreensdo dos eventos que ocorrem precocemente durante a
infeccdo pelo VV, nos analisamos o papel do gene de resposta precoce ao
crescimento (EGR-1). A expressdo de EGR-1 em resposta a infeccdo pelo VV foi
observada ap6s 1 hora de infeccdo viral e permanece elevada até 9 horas pds
infeccdo. Também analisamos a participacdo do VGF (fator de crescimento do
VV), na expressao do gene EGR-1, e observamos que a expressao deste gene foi
independente da presenca de VGF. A expressdo do gene EGR-1 foi dependente
da multiplicidade de infeccdo, sendo evidente com a menor m.o.i. 0,01 e maxima
nas multiplicidades 0,1 e 1,0.

Uma vez que a expressdao de EGR-1, foi totalmente anulada quando as células
foram infectadas com o VV previamente inativado com U.V. e que o inibidor de
sintese proteica, cicloheximida, foi capaz de inibir a expressdao de EGR-1 de
maneira dose dependente, podemos sugerir que para a inducdo de EGR-1 pelo
VV é necessario sintese de proteinas virais e/ou celulares.

Foram investigados também o efeito de diferentes inibidores de proteina-
quinases, na indugdo da expressao do gene EGR-1 pelo VV. Os resultados
demonstram que o inibidor H7, foi capaz de inibir de maneira dose dependente a
expressdo de EGR-1 em resposta a infeccdo pelo VV. O inibidor de MEK PD
98059, foi capaz de inibir significantemente a expressdao de EGR-1 pelo VV, o
mesmo néo foi observado quando utilizamos os inibidores H89, AG-126, isto &,
inibidores de PKA e ERK 1 e 2 respectivamente. Entretanto o inibidor de PKC
(Ro 318220) aparentemente elevou o acimulo de EGR-1.

A regulacdo da expressdo do gene EGR-1 é exercida através de diferentes
elementos regulatorios existentes na porcéo 5' dentre eles dois AP-1, quatro sitios
SP-1, dois elementos de resposta ao CAMP (CRE) e 6 CarG boxes ou SRE. Desta



forma, verificamos a participacdo de alguns destes elementos regulatérios através
da andlise das interacdes DNA/Proteina (EMSA), utilizando-se oligonucleotideos
referentes as sequéncias AP-1 e SRE do gene em resposta a infeccdo pelo VV e
este estudo evidenciou a formacdo de complexos DNA/proteina tanto com a
sequéncia de AP-1 quanto de SRE. A infeccdo com o VV induz a atividade de
ligagdo proteica ao elemento SRE 120 minutos apds a infeccdo, aumentando
gradativamente até 270 minutos pos infeccdo. No entanto, a ligacdo proteica a
sequéncia AP-1 foi observada somente ap0s 3-4 horas de infeccdo.

Os ativadores transcricionais que se ligam a AP-1 e SRE foram também
analisados utilizando-se anticorpos policlonais e verificamos a participacdo da
proteina FOS no complexo formado no sitio AP-1 e da proteina SRF no
complexo formado no sitio SRE. A eventual relevancia desses resultados na
replicagdo do VV sera discutida.



2 - INTRODUCAO
2.1- O Virus Vaccinia

Poxviridae compreende uma ampla familia de complexos virus DNA que se
replicam no citoplasma celular de vertebrados e invertebrados. As propriedades
gerais desta familia incluem: complexos virus que contém enzimas que
sintetizam mRNA; genoma composto de DNA dupla fita linear com uma alga
tipo grampo de cabelo em cada extremidade e sitio de replicacdo citoplasmatico.
Os poxvirus sdo divididos em duas sub-familias, Chordopoxvirinae e
Entomopoxvirinae, baseando-se respectivamente no hospedeiro vertebrado ou
invertebrado (MOSS, 1996).

A sub-familia Chordopoxvirinae consiste de oito generos: Orthopoxvirus,
Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus,
Molluscipoxvirus e Yatapoxvirus. Os membros de um género sdo genetica e
antigenicamente relacionados, e possuem morfologia similar e hospedeiros
comuns. Entretanto, a reacdo soroldgica cruzada entre diferentes generos é
comumente observada (MOSS, 1996).

O virus Vaccinia (VV) além de ser o protétipo do género Orthopoxvirus, é
também o protétipo da familia Poxviridae. Portanto, a maioria das informagdes
sobre esta familia é baseada em estudos realizados com o VV.

2.1.2 — Morfologia do Virion

O virus Vaccinia € um dos maiores e mais complexos dentre 0s virus animais,
apresentando-se sob a forma ovoide ou semelhante a um tijolo (JOKLIK, 1966;
DALES & POGO, 1981; FENNER et al., 1989; MOSS, 1991). O tamanho da
particula dos poxvirus, que varia de 200 a 320 nm, possibilitou que se realizassem
0s primeiros estudos com esse virus utilizando-se instrumentos relativamente
simples, como por exemplo o microscopio Otico, pelos primeiros estudiosos.
(FENNER et al., 1989).

Diferentemente da grande maioria de virus de genoma DNA, a replicacdo e
montagem dos poxvirus ocorrem no citoplasma da célula hospedeira em regifes
especiais desprovidas de organelas e membranas (MOSS, 1990). A familia
Asfarviridae também apresenta essa caracteristica (MOSS, 1996). Durante a
montagem das particulas virais, ocorre primeiramente o aparecimento de
estruturas membranosas no interior das chamadas “fabricas virais”. Essas
membranas adquirem forma esférica e as particulas virais imaturas sofrem eventos



adicionais de maturacdo como clivagem de proteinas do capsideo (MOSS &
ROSEMBLUM, 1973), para darem origem as primeiras particulas maduras
infecciosas ou virions (DALES & POGO, 1981). Esta forma tem sido descrita
como virus nus intracelulares ou INV, ndo obstante sejam delimitados por pelo
menos um envelope lipidico. Acredita-se que uma quantidade variavel desses
virus seja transportada aos corpusculos de Golgi onde sofrem um empacotamento
(ICHIHASHI et al., 1971; MORGAN, 1976; HILLER & WEBER,1985). Relatos
sugerem que essas formas sdo naturalmente liberadas da célula por fusionamento
de seu envelope mais externo a membrana citoplasmatica, sendo a seguir liberado
para 0 meio extracelular (DALES & POGO, 1981; FENNER et al., 1989). Esta
segunda forma do virus denominada virus envelopado extracelular ou EEV,
contem polipeptideos adicionais ndo encontrados nas formas de INV (PAYNE,
1978), os quais sao importantes para a disseminac¢do do virus durante infeccdes in
vitro ou in vivo (PAYNE & KRISTENSSON, 1985; BLASCO & MOSS, 1992,
1991). Atualmente, tém-se descrito 4 formas da particula do virus Vaccinia dentre
elas: virus imaturos (IV), virus nus intracelulares ou virus maduros intracelulares
(INV ou IMV), virus intracelulares envelopados (IEV) e virus extracelulares
envelopados (EEV). Ambas as formas INV e EEV sdo infectivas (SODEIK et al.,
1993 & SCHMELZ et al., 1994).

A particula viral completa ou virion apresenta basicamente quatro elementos
estruturais principais sendo: envelope, membrana externa, corpusculos laterais e
cerne (FENNER et al., 1989).

O cerne, estrutura mais interna do virion, é um disco ovalado, bicéncavo e envolto
por uma camada composta de pequenas subunidades protéicas cilindricas
denominada palicada. No interior do cerne encontra-se o material genético ao qual
estdo associados quatro grandes polipeptideos em uma estrutura denominada
nucleossoma, dada sua semelhanca aquelas encontradas nas células de eucariotos.

A membrana externa é uma bicamada lipoproteica de origem celular que circunda
0 cerne e 0s corpusculos laterais. Dispostos sobre a membrana externa,
encontram-se elementos tubulares de 7 nandmetros de diametro e até 100
nandmetros de comprimento, os quais dao a particula viral sua estrutura tipica.
(BULLER e PALUMBO, 1991).

Os corpusculos laterais, estruturas de forma ovoide, estdo dispostos nas duas
concavidades do cerne nas particulas virais intactas. Ndo sdo conhecidas a
composicdo quimica e funcdo desses elementos. (FENNER et al., 1989;
VANSLYKE & HRUBY, 1994). Entretanto, dados recentes, obtidos em um



estudo utilizando-se técnicas de microscopia crio-eletronica, DUBOCHET e
colaboradores (1994) sugerem que os corpusculos laterais, os tabulos de
superficie e também a superficie bicdncava do cerne podem ser meros artefatos
resultantes da operacdo quimica e das condi¢es de extrema dessecacdo a que €
submetido o material para microscopia eletronica.

O envelope, estrutura mais externa do virion, é também de origem celular obtida a
partir da membrana citoplasmatica para as particulas extracelulares e a partir de
mediacOes entre reticulo endoplasméatico e complexo de Golgi no caso das
particulas intracelulares. O envelope contém pelo menos sete glicoproteinas
distintas e um polipeptideo acetilado. Trés destas glicoproteinas representam
diferentes formas da mesma proteina. As demais sdo os polipeptideos 37kDa,
42kDa e a hemaglutinina viral 89kDa. Esta Ultima presente apenas nos
ortopoxvirus, (FENNER et al., 1989; BULLER e PALUMBO, 1991;
CAVALLARO e ESPOSITO, 1992; ORTIZ e PAEZ,1994).

2.1.3 - Genoma Viral

O genoma dos poxvirus é formado por uma unica molécula de DNA linear de fita
dupla, com extremidades covalentemente ligadas, e com peso molecular entre 100
e 200 milhdes de Daltons, compreendendo entre 160 e 220 Kpb. O genoma
completo do virus Vaccinia (amostra Copenhagen) consiste de 191,636 pb,
codificando um total de 263 genes potenciais, e foi obtido através da comparacéo
de diferentes fases de leituras abertas (ORFs) e seqiiéncias de aminoacidos dos
polipeptideos descritos (GOEBEL et al., 1990). O nimero de genes € menor que 0
total de proteinas virus-dependentes descritas por CARRASCO e BRAVO (1986),
0 que pode indicar que algumas proteinas sdo processadas pos-traducionalmente
em mais de um polipeptideo (FENNER et al., 1989).

De maneira geral, para a grande maioria dos poxvirus e, principalmente, para os
ortopoxvirus, as seqiiéncias de DNA localizadas na por¢do central do genoma
apresentam-se extremamente conservadas, o que pode ser confirmado a partir de
mapas de restricdo gerados com diferentes membros da familia. Por outro lado, as
regibes mais externas do genoma, pelo mesmo critério, ndo se apresentam tao
conservadas. (MULLER et al., 1977; DeFILIPPES, 1982; ESPOSITO e
KNIGHT, 1985; DOUGLASS et al.,1994; VENKATESAN et al., 1982,
GOEBEL et al., 1990). A regido central do genoma codifica principalmente
polipeptideos estruturais e enzimas envolvidas no metabolismo do &cido nucleico,
enquanto que genes relacionados a interacio com o hospedeiro estdo



preferencialmente localizados nas regides terminais varidveis. Estas, por sua vez,
estdo arranjadas em estruturas tipicas, contendo sequéncias repetidas e invertidas
(ITRs) de até 12Kpb e foram primeiramente demonstradas por GARON e
colaboradores em 1978. Os dados da literatura demonstram que estas regides ITR
sdo de fundamental importadncia, uma vez que codificam varios genes
responsaveis pela interacdo virus-hospedeiro e mecanismos de patogénese.
(GARON, et al., 1978; ESPOSITO e KNIGHT, 1985; BROWN et al.,1985;
REISNER, 1985; FENNER et al., 1989; MASSUNG et al., 1993).

2.1.4 — Ciclo replicativo dos poxvirus

Conforme citado anteriormente, a replicacdo e montagem dos poxvirus ocorrem
no citoplasma das células hospedeiras, podendo apresentar algumas diferencas
quanto a duracao, de acordo com o tipo de virus e a célula infectada. Para o VV a
duracdo do ciclo replicativo varia de 12 a 24 horas em células de linhagem
continua derivadas de rim de macaco (Vero). As informacoes relativas ao ciclo
replicativo do virus Vaccinia que se seguem, refletem também as informac6es
para a grande maioria dos poxvirus (BULLER e PALUMBO, 1991).

2.1.4.1 - Adsorcao e penetragdo

A infeccdo dos poxvirus inicia-se com a adsor¢do da particula viral a superficie
celular. Diferentemente do que acontece com a maioria dos outros virus, 0S
poxvirus ndo possuem um Unico ligante especifico de interacdo com receptores
celulares, sendo que, pelo menos cinco polipeptideos presentes no envelope e
membrana externa virais sdo importantes no processo de adsor¢do. A grande
maioria dos poxvirus codifica uma proteina semelhante ao fator de crescimento
epidérmico celular (EGF), a qual, para o virus Vaccinia, foi denominada VGF ou
fator de crescimento do VV (BULLER e PALLUMBO., 1991). Em funcéo disso,
postulou-se até recentemente a existéncia de uma forma de VGF presente no
envelope viral o qual se ligaria ao receptor de EGF durante a adsorcdo e
penetracdo nas células hospedeiras (EPPSTEIN et al., 1985). No entanto, relato
recente mostra que o virus Vaccinia ndo utiliza o mesmo receptor celular utilizado
pelo EGF. No estudo em questdo, foram utilizados além de virus selvagem, uma
cepa de virus mutante deletado para o gene de VGF, uma linhagem de células que
ndo expressa o receptor de EGF (EGFR) e um subclone dessas carreando
estavelmente o gene humano para EGFR. A expressdo do VGF pelo virus
Vaccinia ou de EGFR pelas células ndo influenciou nem na adsor¢cdo, nem na
penetracdo do virus nas células (HUGIN & HAUSER 1994).



A utilizacdo de anticorpos monoclonais contra diferentes proteinas do virion tem
sido fundamental na determinacdo da complexa interacdo dos poxvirus com as
células hospedeiras, ndo apenas do ponto de vista da adsorcdo e penetracdo, mas
também na elucidacdo de fendmenos desencadeados nas células infectadas como
por exemplo a deteccdo da proteina 14 K, a qual é capaz de induzir a fusdo
celular, evento este importante para a disseminacdo da infeccdo dos poxvirus.
(MEYER et al., 1994).

Imediatamente apos a adsor¢do, através de um processo de fuséo entre o envelope
viral e a membrana plasmatica, se da a penetracdo, onde o virus é internalizado no
citoplasma, evento este denominado desnudamento primario (DOMS et al., 1990).

2.1.4.2 - Desnudamento

Durante o desnudamento primario, o virus perde o envelope, sendo a membrana
externa degradada por enzimas celulares. O processo ndo é afetado por inibidores
de RNA ou de sintese protéica, e culmina com a liberagdo do cerne viral no
citoplasma, o qual ainda contém o genoma do virus. Na etapa seguinte, ocorre 0
desnudamento secundério, quando o DNA viral € liberado no citoplasma da célula
hospedeira. O processo pode ser bloqueado por inibidores de transcricdo e
traducdo, o que significa que o mesmo é dependente da sintese de RNA e
proteinas virais (FENNER et al., 1989; MOSS, 1990).

2.1.4.3 - Expressao de genes virais

Os genes virais podem ser caracterizados de acordo com 0 momento em que Sao
expressos, sendo genes precoces aqueles cujos produtos séo sintetizados antes da
replicacdo do DNA viral e genes intermediarios ou tardios aqueles cujos produtos
sdo sintetizados durante ou apds a replicacdo do DNA viral, (MOSS,1990).

Aproximadamente 100 polipeptideos sdo provenientes de genes precoces e estao
relacionados com a regulacdo da multiplicacdo viral e envolvem enzimas e fatores
de ligacdo ao DNA, além de fatores de crescimento ou proteinas de interagdo com
0 hospedeiro. Estes Gltimos serdo descritos em se¢éo a parte.

A transcricdo dos genes precoces ndo requer a sintese de proteinas “de novo”,
sendo realizada exclusivamente por enzimas contidas no proprio virion como, por
exemplo, a RNA-polimerase-DNA-dependente, enzimas responsaveis pela



metilagéo e poliadenilagdo dos mRNAs recém-sintetizados e fatores de transcri¢do
precoces responsaveis pela ativacdo dos genes precoces (MOSS, 1990; ZHANG et
al., 1994; SMITH et al., 1997).

A maioria dos genes tardios codifica os polipeptideos estruturais ou enzimas que
fardo parte do virion. Estes genes apresentam em suas regides promotoras a
seguiéncia conservada TAAAT, onde se ligam os fatores ativadores transcricionais
tardios associados as polimerases virais (FENNER et al., 1989; SMITH et al.,
1997).

Existe ainda uma terceira classe de proteinas sintetizadas imediatamente apds a
duplicacdo do DNA viral, constituida principalmente por fatores de transcricéo,
denominadas proteinas intermediarias (MOSS,1990; BULLER & PALUMBO,
1991).

Entretanto, para muitos polipeptideos a fungdo e a expressdo temporal s&o
relativamente pouco definidas, sendo muitos genes precoces ou tardios descritos
apenas como fases de leitura abertas (ORFs). (JOKLIK, 1966; FENNER et al.,
1989; GOEBEL,1990).

2.1.4.4 - Regulacéo génica

A regulacdo génica dos poxvirus ocorre em nivel transcricional, através da ligacdo
das proteinas regulatérias aos promotores de cada gene ou cada fase de leitura
aberta. Até recentemente, acreditava-se que a regulagdo génica dos poxvirus
acontecesse em forma de cascata, onde os fatores transcricionais de uma fase
seriam sintetizados na fase imediatamente anterior de tal forma que os produtos
dos genes imediatamente precoces regulariam a transcricdo dos genes tardiamente
precoces, 0s produtos destes, por sua vez, regulariam a transcricdo dos genes
intermediarios, assim sucessivamente (MOSS, 1990).

No entanto, relatos mais recentes tém demonstrado que alguns fatores
transcricionais, os quais se acreditava ser de origem viral, podem ser isolados
também de células ndo infectadas, sugerindo que a regulagdo da transcricdo de
alguns genes pode ser dependente de fatores celulares, colocando em questdo um
simples modelo de cascata para regulacdo génica para os poxvirus (ROSALES et
al., 1994; KOVACS et al., 1994). Analisando-se as diferencas de estabilidade dos



diferentes RNAs mensageiros virais precoces e tardios, MOSS (1990), sugere a
possibilidade da existéncia de regulacdo pos-traducional para 0s poxvirus.

2.1.4.5 - Replicacdo do DNA

Apos 2 a 3 horas de infeccdo com o VV, ocorre inicio da sintese de DNA pelas
enzimas replicativas virais, a qual se estende por mais 3 horas, quando declina
rapidamente terminando varias horas antes que a nova progénie viral possa ser
detectada. O processo se inicia com um corte em um sitio especifico no DNA
parental nas regifes das terminacgdes repetidas e invertidas (ITR) do genoma. As
extremidades 3’OH, originadas dentro das al¢as terminais sdo expostas e servem
como iniciadores para a sintese da nova cadeia complementar. O DNA recém-
sintetizado volta a se dobrar através do pareamento das ITRs, formando novas
alcas, dando continuidade a replicacdo da fita-nascente (FENNER et al., 1989).
Durante a replicacdo do DNA podem ocorrer recombina¢des dos genomas virais
(BULLER e PALUMBO, 1991).

2.1.4.6 - Morfogénese e liberagdo das particulas virais

A morfogénese ou montagem dos poxvirus ocorre inteiramente dentro de regides
granulares, eletrodensas denominadas “fabricas virais”. Estas contém o
viroplasma (areas ricas em material denso e granuloso). Nessas regifes ndo foram
detectados polirribossomos, demonstrando que as proteinas foram produzidas e
transportadas para as mesmas (FENNER et al., 1989).

Segundo SODEIK e colaboradores (1993), a formacgéo de particulas virais se da
através da participacdo de membranas celulares, as quais atuam envolvendo o
viroplasma e particulas maduras. Relatos recentes demonstram que estas
membranas sdo originadas a partir do compartimento intermediario entre o
reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi, e ndo da forma como se
acreditava até recentemente, em que as estruturas membranosas observadas nos
sitios de morfogénese seriam sintetizadas pelos poxvirus num processo
denominado sintese “de novo”, pelas enzimas virais as quais atuariam sobre
lipidios celulares (SODEIK et al., 1993; SCHMELZ et al., 1994).



2.1.5 — Poxvirus isolados no Brasil

O virus Cotia foi isolado a partir de camundongos sentinelas, na estacdo florestal
Cotia, Sdo Paulo, em 1961. ESPOSITO e colaboradores (1979) demonstraram
uma reacdo cruzada entre os virus Cotia e anti-soros para o0 virus Myxoma e
analises em gel de poliacrilamida de proteinas estruturais, sugeriam uma relacéo
entre este virus e os virus Myxoma e virus do fibroma de Shope. A partir das
analises do perfil de restricdio do genoma do virus Cotia, ESPOSITO e
colaboradores (1979) sugerem que o virus Cotia pode ser considerado um
recombinante natural entre Ortopoxvirus e Leporipoxvirus, enquanto UEDA e
colaboradores (1995) sugerem a criagdo de um novo género para a inclusdo deste
virus.

Em 1963, o virus BeAn foi isolado do rato Oryzomys, capturado na floresta de
Utinga, Belém, Para e foi relacionado sorologicamente ao virus Cotia, sendo
considerado um poxvirus (LANNA, 1980). O virus BeAn 58058 apresenta
caracteristicas bioldgicas muito semelhantes ao virus Vaccinia porém, estudos
comparativos entre os virus BeAn e o Vaccinia, demonstram que o virus BeAn
58058 & bem menos virulento (LANNA, 1980). Tanto o virus Cotia, quanto o
virus BeAn 58058 foram estudados no Laboratério de Virus da UFMG por
LANNA (1980), que investigou propriedades bioldgicas dos virus e VIANNA
(1982), que enfatizou as relacdes soroldgicas entre estes virus e o protétipo
Vaccinia. FONSECA e colaboradores (1996) baseados nos perfis de restricdo dos
genomas de Cotia e BeAn 58058, em ensaios de hibridizagdo cruzada entre os
genomas digeridos destes virus e o genoma total do VV, na analise da deteccéo
de transcritos virais e na analise da sintese de proteinas virais, sugerem a
classificacdo destes poxvirus silvestres junto ao género Ortopoxvirus. Além
disto, FONSECA e colaboradores sugerem que o isolamento do virus BeAn
58058 poderia ter sido resultado de um escape do VV do laborat6rio para 0 meio
ambiente, na época da vacinacao.

O virus Belo Horizonte (vBH), isolado em 1993, no biotério do ICB/UFMG, foi
caracterizado biologicamente no Laboratorio de Virus da UFMG. A identificacdo
da amostra viral como sendo um isolado de poxvirus realizada utilizando-se
técnicas como hemadsorcdo e soroneutralizacdo, além de testes de microscopia
eletrbnica, nos quais foram detectadas particulas apresentando morfologia
caracteristica. A caracterizacdo molecular baseada no perfil de restricdo do seu
genoma e deteccdo de genes conservados na familia Poxviridae e no género
Orthopoxvirus foi realizado e o virus vBH apresentou um perfil de restricdo
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caracteristico dos poxvirus e os genes TK e VGF foram detectados em seu
genoma.

O virus Aracatuba foi isolado na cidade de Aracatuba, SP, a partir de um rebanho
em que as vacas apresentavam lesdes ulcerativas nas tetas, tipicas de infeccdo por
Cowpox. Além das vacas, o ordenhador também apresentava uma lesao tipica de
cowpox nas mdos. Esta amostra esta atualmente sendo caracterizada no
Laboratdrio de Virus (ICB/UFMG) pela doutoranda Giliane Trindade.

2.2 — Os fatores de Crescimento

2.2.1 — Sinalizagdo celular desencadeada pelos fatores de
crescimento

A proliferagéo celular é controlada por fatores de crescimento extracelulares, os
quais se ligam aos receptores especificos situados na superficie celular, e sdo
capazes de estimular a mitogénese. Na auséncia desses fatores de crescimento, ou
seja, quando sdo privadas de soro, as células entram no estado de quiescéncia ou
Go. A re-exposicao ao soro ou agentes mitogénicos e capaz de induzir novamente
as celulas a entrarem em mitose. O estimulo gerado pelo fator de crescimento na
membrana celular € transmitido através do citoplasma, indo até o nucleo,
estimulando entdo a expressdo de genes associados com a proliferacdo (c-fos, c-
jun, EGR-1, c-myc, etc) e estes por sua vez, as células a sairem de Go, e entrarem
na fase S (sintese de DNA) (COOPER, 1995).

A sinalizacdo celular desencadeada por fatores de crescimento (FC) tais como
EGF e PDGF, por exemplo, envolve fosforilagdo direta a partir das por¢des
citoplasmaticas de seus receptores, 0s quais apresentam atividade tirosina
quinadsica associada, estes se auto-fosforilam nos residuos de tirosina,
desencadeando a cascata de sinalizacdo celular envolvendo ras-MAP quinases
(proteinas quinases ativadas por mitdgenos) e/ou Proteina Quinase C (PKC) -
MAP quinases (CARPENTER e WAHL, 1990; MOODIE et al., 1993).

Recentemente, foi demonstrado que, além das vias anteriores, que sdo as
principais utilizadas pelos FCs, alternativamente, estes fatores também podem
utilizar a via transdutora de sinal que emprega as proteinas JAK/STATSs. As
proteinas tirosinas quinases JAK pertencem a familia das Janus quinases e
compreendem 4 membros, JAK 1-3 e Tyk 2, as quais estdo associadas a
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receptores de membrana e uma vez estimuladas sdo fosforiladas, e a seguir
fosforilam a cadeia do receptor celular ao qual se associam, criando assim um
sitio no qual as STATs possam interagir com o receptor, quando sdo entdo
fosforiladas (ativadas) pelas JAKs. As proteinas STATS (transdutoras de sinal e
ativadoras transcricionais) compreendem 7 membros sendo STAT 1a4,5A e 5
B e 6, séo encontradas de forma latente no citoplasma e se associam ao receptor
apos estimulacdo pelas citoquinas e/ou FCs, e ap0s serem ativadas transferem o
sinal ao nucleo celular. Esta via foi originalmente descrita para interferons
(IFNs), sendo que o IFN a se utiliza das tirosinas quinases Tyk2 e JAK1, alem
das STATS 1 - 3. O INF y por sua vez, emprega JAK1 e JAK2, além da STAT 1
(SILVENOINEN et al.,1993; RUFF-JAMISON et al., 1993; SADOWISKI et al.,
1993; LEAMAN et al., 1996 e STARK et al., 1998).

Estudos realizados tanto “in vitro” quanto “in vivo” demonstraram que, durante a
estimulagdo pelos fatores de crescimento, STAT la (p91) é fosforilada e forma
um complexo especifico que se liga a seqiiéncia do DNA, situada na regido
regulatéria do proto-oncogene c-fos, conhecida como (SIE) ou elemento indutivel
em meio condicionado com Sis, a qual apresenta alta similaridade com a
seqiéncia GAS: sitio de ativacdo pelo interferon gama (RUFF-JAMISON et al.,
1993 & SADOWISKI et al., 1993). Devido ao fato que o EGF e VGF dividem
similaridades estruturais e funcionais, isto abriu perspectivas para a analise da
utilizacdo da via JAK/STAT pelo VV durante sua multiplicacdo. Durante a nossa
monografia ao Bacharelado em Ciéncias Biologicas, testamos esta hipotese
utilizando linhagens celulares deficientes em JAK/STAT (BONJARDIM, 1998) e
pudemos concluir que esta via sinalizadora ndo desempenha papel significativo
na multipliacdo do virus Vaccinia (Monografia apresentada ao Departamento de
Microbiologia/ICB/UFMG, em 28 de novembro de 1997).

Os receptores de fatores de crescimento tais como EGF e PDGF, ao serem
estimulados sofrem um processo de dimerizacdo e se autofosforilam. A
autofosforilacdo ocorre de maneira cruzada nos residuos de tirosina de cada uma
das cadeias dos receptores. Uma vez fosforiladas, estas servem como sitio
especifico de ligacdo para proteinas com dominios SH2, as quais sdo entdo
fosforiladas e transferem os sinais mitogénicos através do citoplasma até o
nucleo (KARIN & HUNTER 1995).

Os dominios SH2 se ligam especificamente a peptideos contendo fosfotirosina.
Existem basicamente trés principais vias transdutoras de sinal que dependem
deste sinal inicial disparado através das fosfotirosinas: a fosfolipase C, a qual
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catalisa a hidrélise do fosfatidilinositol, gerando o0s segundos mensageiros
diacilglicerol e inositol trifosfato, sendo esta utilizada também pelo VGF do VV
(KIM, et al.,1995), as STATSs (descritas acima) e as MAP quinases (HILES et al.,
1992; LOWENSTEIN et al., 1992; FU e ZHANG, 1993; CAl et al., 1993).

A ativacdo da via sinalizadora ras-MAP quinases envolve primeiramente a
ativacdo dos proto-oncogenes ras e raf (proteinas), os quais iniciam a cascata de
fosforilagdo através das MAP quinases, e estas irdo transmitir o sinal mitogénico
até o ndcleo. Esta cascata envolve a fosforilacdo de proteinas serinas, treoninas e
tirosinas quinases as quais se translocam ao nucleo, ativando fatores de
transcricdo e, consequentemente, alterando a expressdo génica (HOWE et
al.,1992; COOPER, 1995; ROBINSON e COBB, 1997).

Uma das respostas desencadeadas pela estimulacdo mitogénica com fatores de
crescimento € a ativacdo dos genes imediatamente precoces, 0s quais sdo genes
de resposta priméria, ndo requerendo a sintese de proteinas para sua transcri¢ao.
A exemplo, o proto-oncogene c-myc foi um dos primeiros a ser caracterizado,
sendo a sua transcricdo detectada dentro de uma hora apds a estimulacdo com
PDGF (fator de crescimento derivado de plaqueta) (KELLY et al., 1983), sendo
c-fos ainda mais precoce (MULLER et al., 1984).

2.2.2 — Os proto-oncogenes

Os genes imediatamente precoces incluem membros da familia fos e jun, além de
outros genes que codificam proteinas reguladoras transcricionais. Como muitos
dos genes de resposta imediata codificam fatores de transcrigdo, o produto desses
genes pode ainda atuar na regulacdo da transcricdo de outros genes celulares
durante a saida do estado de quiescéncia (GO) para o estado proliferativo
(COOPER, 1995).

Oncogenes foram inicialmente identificados como genes carreados por virus que
causam transformacdo em suas células alvo. A maioria dos oncogenes virais
possuem um gene celular relacionado, os quais sdo essenciais nas fungdes
metabdlicas e integridade celular. Estes genes celulares sdo chamados proto-
oncogenes.

Os proto-oncogenes estdo, em geral, relacionados com regulacéo do crescimento,
desenvolvimento e diferenciacdo celular e, somente quando desregulados ou
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estruturalmente alterados, podem levar as células a um estado neoplasico ou
provocar cancer (LEWIS, 1995).

2.2.2.1 - Ativacéao transcricional do proto-oncogene c-fos

A regulacdo da expressdo do proto-oncogene c-fos € um exemplo particularmente
bem estudado de inducdo génica imediatamente precoce. Sua transcricdo €
extremamente rapida, sendo detectada 10-15 minutos ap0s estimulacdo com
fatores de crescimento (MULLER et al, 1984; OLIVEIRA et al, 1997). A
ativacdo transcricional de c-fos € mediada por dois elementos regulatérios
principais: o elemento de resposta ao soro (SRE) e o elemento indutivel em meio
condicionado por sis (SIE), (TREISMAN, 1992; HILL e TREISMAN 1995).

A transcri¢do e o nivel de mRNA de c-fos retornam a niveis basais apos duas
horas de estimulacdo com fatores de crescimento. Embora a sintese de proteina
nédo seja requerida para a inducdo de c-fos, ela é necessaria para o desligamento
da transcricdo, sugerindo que seja necessario a sintese de um repressor. Alguns
dados indicam que a propria sintese da proteina FOS estimule a sua auto-
repressdao, se ligando no elemento SRE do promotor do gene, pois FOS é
fosforilada pelas MAP quinases, tanto em seu dominio de repressao (carboxi
terminal), quanto em seu dominio de ativacdo (amino terminal) no complexo AP-
1 (FOS/JUN). No entanto, apesar de bastante evidente a participacdo das MAP
quinases na ativacdo e repressdo de c-fos, esses eventos ndo foram ainda
totalmente elucidados. Além disso, dados mais recentes indicam a existéncia de
uma proteina, p66°", com atividade reguladora negativa de FOS. P66 faz parte
da familia das proteinas que contém dominios SH2 (*"°proteinas), e que
compreende também P52"¢ e P46, as quais sdo alvos de tirosinas quinases
citoplasmaticas. P66°" além de inibir a transcricdo de c-fos, é incapaz de
transformar fibroblasto de camundongo, in vitro, diferentemente das duas outras
isoformas, além de nédo ativar MAP quinases, 0 que também difere de P52 e
P46 (MIGLIACCIO, 1997; KARIN & HUNTER 1995).

O protétipo de SRE foi identificado como um elemento regulatorio essencial no
promotor do proto-oncogene c-fos. Ele foi definido originalmente como um
oligonucleotideo contendo um sitio ligante ao fator de resposta ao soro (SRF),
uma proteina ubiqua de 67 kDa cuja ligacdo parecia ser essencial para a resposta
do promotor a estimulacdo pelo soro. A sequéncia SRE presente tanto no
promotor de c-fos, quanto de outros promotores, responde a sinais de diversos
fatores de crescimento, através da interacdo com diferentes receptores. Esta
resposta pode ser dependente ou independente de proteina quinase C (PKC).
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Além disso, a atividade de SRE pode ser modulada pelos niveis de AMP ciclico
(cCAMP) intracelular. Estudos mais recentes tém demonstrado que a atividade de
SRE é também potencializada por outras moléculas sinalizadoras intracelulares,
por exemplo, a atividade de SRE é estimulada por formas ativadas de tirosinas
quinases associadas a membrana como Src e Fps, além de formas ativadas de
Raf, e por Ras (TREISMAN, 1992).

O elemento SRE na regido regulatdria do gene c-fos é reconhecida pelo fator de
resposta ao soro (SRF) que forma um complexo com uma segunda proteina
denominada Elk1, SAPs 1 ou 2 também denominada fator do complexo ternario
(TCF), ap0s a estimulacdo mitogénica (DALTON & TREISMAN, 1992; PRICE
et al.,1995; PRICE et al., 1996). Como requisitos, ambos SRF e Elk1l s&o
necessariamente fosforilados pelas MAP quinases, para que se forme o complexo
SRF/EIK1 ativado, aumentando entdo, a atividade de ligagdo ao DNA,
promovendo a transcricdo de c-fos (HIPSKIND & NORDHEIM, 1991,
COOPER, 1995; CAHILL et al., 1996). A ativacdo de SRE parece ser regulada
negativamente por um mecanismo envolvendo a proteina FOS (TREISMAN,
1992).

As proteinas do complexo ternario pertencem a familia de dominio Ets, que
incluem EIk-1, SAP-1, e SAP-2. A sequéncia primaria destas proteinas apresenta
significativa similaridade em trés regides distintas. A regido N-terminal
compreende o dominio Ets, o qual promove a ligacdo ao DNA. A regido mais
central é requerida para a formacdo do complexo ternario que tém-se
demonstrado que ocorre através do contato direto entre Elk-1 e SRF. A regido
carboxi terminal é o dominio de ativacdo possuindo varios sitios conservados de
fosforilacdo por MAP quinases. A ativacdo das proteinas do complexo ternério,
Elk-1 e SAP-1 resulta na ativacdo transcricional de genes dependentes de SRE
(WHITMARSH et al., 1997)

MAGALHAES e colaboradores (2000) estudando a estimulacdo mitogénica
desencadeada precocemente apo6s a infeccdo com o VV envolvendo o gene c-fos,
demonstraram que o virus Vaccinia estimula a expressao do gene utilizando-se
dos elementos regulatorios existentes no promotor do gene como o SRE e AP-1.

2.2.2.2 — Ativacao transcricional de c-jun (AP-1)

Em contraste ao c-fos, a inducéo de c-jun em resposta aos fatores de crescimento
é mediado pelo elemento de ligacdo ao DNA AP-1 e a proteina JUN parece
funcionar como auto-regulador positivo, sendo junB seu regulador negativo.
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Estimulos mitogénicos resultam na fosforilacdo de proteinas JUN pre-existentes,
no seu dominio de ativacdo amino-terminal (COOPER 1995). JUN é um dos
componentes do fator de transcricdo AP-1, e seu melhor “par” tem sido FOS. O
complexo conhecido com AP-1 pode consistir de heterodimeros entre um
membro da familia JUN (que também inclui JunB e JunD), e um da familia FOS
(também inclui FosB, Fral e Fra2). No entanto estes heterodimeros ndo séo téo
estaveis como JUN-FOS. Homodimeros de JUN também sdo capazes de se
ligarem ao sitio AP-1.( KARIN e HUNTER, 1995; CURRAM e FRANZA, 1988;
COOPER, 1995)

As proteinas JNK/SAPKs (MAPK ativada por estresse ou Quinase Jun-N
terminal) provavelmente sdo responsdveis pela estimulacdo da atividade
transcricional de c-jun, através da fosforilacdo dos residuos Ser 63 e Ser 73 no
sitio de ativacdo de JUN. entretanto ambas as serinas sdo seguidas por prolinas,
caracteristica de proteinas alvo de MAPKSs, e nem ERK nem p38MAPK fosforilam
eficientemente este sitio. De fato, ERKs MAPKSs fosforilam um sitio localizado
na porcdo carboxi-terminal de JUN, associado com a inibicdo da ligagédo ao
DNA, (KARIN e HUNTER, 1995).

Diferentes vias e mecanismos, incluindo a indugdo de c-fos e c-jun assim como
as modificacdes pos-transducionais de seus produtos, contribuem para a
atividade de AP-1. Uma vez que seu sitio é encontrado nas regides regulatorias
de diversos genes celulares, incuindo, proto-oncogenes como c-jun, c-fos e EGR-
1 é provavel que alguns genes podem ter uma maior resposta a inducéo de c-fos e
ativacdo de ERKs e outros a fosforilacdo de Jun e ativacdo de JNK/SAPK.
(COOPER 1995, KARIN e HUNTER, 1995).

2.2.2.3 — Ativacdo transcricional de EGR-1

O gene da resposta precoce ao crescimento (Egr-1), também conhecido como
Krox-24, Zif/268, NGFI-A e TIS8, codifica um fator de transcricdo, EGR, com
massa molecular de aproximadamente 80kDa e que contem 3 C;H, dedos de
zinco, caracteristica de uma classe de fatores de transcri¢éo de eucariotos. Outros
membros da familia do gene Egr sdo Egr-2, Egr-3 e Egr-4 contém dominios
dedos de zinco similares, mas se diferem nas regides fora destes dominios
(MCMAHON e MONROE, 1995; CAO et al, 1990; CHRISTY et al, 1988;
SUKHATME et al, 1988). A proteina EGR liga-se a sequéncias ricas em GC no
promotor de varios genes incluindo fatores de crescimento e citoquinas, sendo
esta ligacdo dependente de zinco (CAO et al., 1990).
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EGR-1 é um gene imediatamente precoce, induzido por diversos sinais de
crescimento e diferenciagdo como por exemplo soro, PDGF, EGF, NGF (Nerve
growth factor), TNF (fator de necrose tumoral) e estd funcionalmente relacionado
a proliferacdo e diferenciacdo celular (HILL e TREISMAN, 1995; SUKHATME
et al., 1988; SUKHATME, 1990; NGUYEN et al., 1993). Além disso Egr-1 é
induzido por estresse e diferentes tipos de danos no DNA, agentes como luz U.V
e radiacéo ionizante (HUANG et al., 1994; LIM et al., 1998).

A transcricdo do gene Egr é rapida e transiente apds a celula ter sofrido um
estimulo mitogénico e geralmente é paralela aquela observada para c-fos
(SUKTAME et al, 1988; MILBRANDTM 1987) e ndo requer sintese de proteina
“de novo”, uma vez que o inibidor de sintese proteica cicloheximida, leva a uma
superinducdo deste gene, devido a estabilizacdo do mMRNA e o prolongamento do
periodo de transcricdo (CHAVRIER, et al, 1989, CHRISTY e NATHANS,
1989).

Os diversos sinais que conduzem a ativacdo transcricional de Egr podem ser
mediados por multiplos sitios regulatérios encontrados no promotor de Egr, entre
eles dois sitios AP1, 4 sitios SP1, 2 elementos de resposta ao CAMP (CRE) e 4
CarG boxes ou SRE (TSAI-MORRIS et al., 1988; , CHRISTY e NATHANS,
1989; RUPPRECHT et al., 1994).

A correlagdo entre c-fos e c-egr pode ser explicada em parte pela presenca de
elementos em comum no promotor de ambos 0s genes, principalmente SRE
(McMALHON e MONROE,1995). Segundo HODGE e colaboradores (1998), o
horménio do crescimento (HC) que é o principal regulador natural de
crescimento e metabolismo corporeo, regula a expressdo de genes celulares,
dentre eles c-fos e EGR de maneira dependente de SRE. O horménio do
crescimento estimula a fosforilacdo de Elk-1 e a expressdo de genes dependentes
de Elk-1 através da via envolvendo Ras / MEK e ERK 1 e 2. A superexpressao
de um dominante negativo de Ras, reduz a fosforilacdo de Elk-1 estimulada por
HC e a utilizacdo de PD098059 (100uM) um inibidor especifico de MEK aboliu
a fosforilagdo de EIk-1, juntos estes dados reforcam a hipotese de que Ras/MEK
e ERK-1 e 2 seja a principal via utilizada pelo HC para ativacdo de Elk-1 (por
fosforilagdo) e consequente expresséo de genes regulados por SRE como por
exemplo c-fos e c-egr. Este autores também demonstraram que o HC ndo ativa
IJNK e produz um leve aumento na atividade de p38MAPK, o qual ndo contribui
significantemente para a estimulacdo da fosforilacdo ou ativacdo de Elk-1 por
HC.
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Como ja citamos 0 gene EGR também é ativado por diferentes estresse celulares,
LIM e colaboradores (1998) estudaram a indugdo de EGR-1 por diferentes
estresses como choque térmico, luz U.V., anisomicina, arsenito de sodio, e em
todos os tratamentos o gene EGR-1 foi induzido através de fosforilagdo de EIk-1,
via JNK1 e p38 e ndo via ERK2. JNK e p38 apos serem fosforiladas induzem a
atividade transcricional de EGR-1, através da ativagdo do complexo fator
ternario, EIk-1. O estresse celular também culminou num aumento na
fosforilagdo da proteina EGR-1 e em sua atividade de ligacdo ao DNA. De
acordo com os dados acima apresentados, sugere-se que a indugédo do gene EGR-
1 por fatores de crescimento e estresse sdo mediados através de diferentes
subgrupos de MAPquinases, as quais podem também afetar diferentemente a
funcdo de EGR-1 e de seus genes alvos (LIM, et al., 1998)

O virus T-Linfotropico humano (HTLV-I) causa a leucemia/linfoma de células T
em adultos (ATLL). O ativador transcricional do virus, HTLV Tax, pode ativar
uma variedade de genes celulares. Entretanto, a transformagdo de células T
promovida pelo HTLV-I, pode envolver proteinas virais adicionais, as quais sao
produtos do processamento simples ou duplo do mRNA. Para determinar o efeito
combinado dessas proteinas virais na expressdo de genes celulares, BLACK e
colaboradores (1997) utilizaram transfectantes estaveis que expressavam
constitutivamente as regides pX e env do HTLV-I produzidos em células T-
Jurkat (J3.9). Através de transferéncia de “Northern” eles demostraram que estas
celulas aumentaram substancialmente os niveis de mRNA de EGR-1 e c-jun, e
ainda através do ensaio do retardamento da mobilidade eletroforética (EMSA),
realizados com extratos de células J3.9, verificaram um aumento da ligacdo a
CRE e SRE, o que sugere que as proteinas pX e aquelas da regido do env de
HTLV-I promovem a ativacédo persistente de CRE e SRE.

Durante a laténcia do virus Herpes simples (HSV) em neurbnios, uma Unica
familia de transcritos virais (Transcritos associados a laténcia ou LATS) sdo
sintetizados. Dentro da regido promotora de LAT, TATAROWICZ e
colaboradores (1997) identificaram uma sequéncia consenso para a ligagcdo da
proteina EGR numa posicdo incomum, imediatamente apos o “TATA box”. As
proteinas EGR sdo rapidamente induzidas por estimulos, 0s quais também
induzem a reativacdo do HSV. Para determinar a participacdo das proteinas EGR
no controle transcricional de LAT, estes autores analisaram a interacdo entre
EGR e o promotor LAT e demonstraram que as proteinas EGR se ligam
especificamente a sequéncia consenso de EGR no promotor de LAT, impedindo
assim que a proteina que se liga ao TATA box (TBP) reconheca esta sequéncia e
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assim ative os genes relacionadas a laténcia do HSV. Consequentemente o
genoma viral sera reativado. CALOGERO e colaboradores (1996) estudaram a
participacdo de EGR na infeccdo pelo herpesvirus Epstein Barr (EBV), e
demonstraram que EGR-1 € regulado positivamente minutos apds a interacdo do
virus EBV com o linfécito B.

InfeccBes pelo virus HIV sdo caracterizadas pela desregulacdo funcional das
celulas do sistema imune num estagio precoce e mais tardiamente pela deplecéo
dos linfocitos CD4+. Recentemente foi reportado que o HIV provoca
modificagOes na expressao de genes celulares fisiologicamente importantes como
das citoquinas. DRON e colaboradores (1999) demonstraram que o HIV induz
um aumento nos niveis normais de mRNA de Egr-1 em células U937
(promondcitos). O aumento de EGR-1 foi observado tanto em dois clones de
U937 cronicamente infectados por HIV-1, quanto em células U937 infectadas
com HIV-1 em comparagdo com células controles ndo infectadas. Logo, o
aumento na expressdo de EGR-1, estd intimamente associado a infecgdo pelo
HIV-1 e ndo se restringe apenas as células U937, uma vez que o aumento de
EGR-1 foi também observado em linhagens de células T, CEM e Jurkat
infectadas com as cepas de HIV, Bru e Il1b, respectivamente.

Estes exemplos ilustram, portanto, a participacdo de EGR como mediadora de
alguns estimulos que ocorrem nas células apds a infeccdo com diferentes virus.

2.3 — Interacdo Virus / Hospedeiro

Os virus desenvolveram ao longo da evolucéo, diferentes mecanismos capazes de
permitir-lnes  uma evasdo ao sistema de defesas do organismo como 0s
interferons e respostas celular e humoral, envolvendo eventos que ocorrem tanto
no meio extracelular como intracelular a célula infectada (SMITH et al., 1997).
Relatos também demonstram a ocorréncia de efeitos mitogénicos desencadeados
por infecgbes virais. Diferentes mecanismos, envolvendo diferentes virus,
constituem parte das estratégias de multiplicacdo desses virus, para maior
eficiéncia na replicagdo viral (SMITH et al., 1997). Alguns exemplos desses
mecanismos, envolvendo ndo apenas os poxvirus, mas diferentes virus serdo
discutidos a seguir.

A familia Poxviridae compreende virus citocidas e, conforme mencionado
anteriormente, sdo capazes de infectar hospedeiros vertebrados e invertebrados. A
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infeccdo in vitro pelos poxvirus é capaz de causar alguns efeitos classicos como
granulacdo celular, formacdo de sincicios e formacdo de células globulosas
(BULLER e PALUMBO, 1991). O efeito citopatico desencadeado na célula
infectada se da em funcdo do desligamento das funcdes metabdlicas celulares
como a sintese proteica e a rapida degradacdo de mRNAs celulares mediados pelo
virus (BULLER e PALUMBO, 1991).

A compreensdo dos mecanismos de interacdo virus-célula e patogénese
desencadeada pelos poxvirus foi extremamente favorecida apdés o completo
sequenciamento do virus Vaccinia, amostra Copenhagen, realizado por GOEBEL
e colaboradores (1990). Foi possivel, a partir desses estudos, identificar um
grande namero de fases de leitura abertas no genoma viral que possuiam alto grau
de similaridade com sequiéncias de proteinas celulares com fungdo conhecida.
Descobriu-se que 0s poxvirus sdo capazes de produzir uma série de fatores
soluveis que agem fora da célula infectada comprometendo mecanismos de defesa
imune do hospedeiro. Uma proteina anadloga ao receptor do fator de necrose
tumoral (TNF), foi descrita para os virus “shope fibroma” e Myxoma, membros
do género Leporipoxvirus, e para os virus Variola e Poxvirus bovino |,
pertencentes ao género Orthopoxvirus . Esta proteina é capaz de se ligar ao TNF,
inibindo a a¢do do mesmo na célula (SCHREIBER and McFADDEN, 1994;
PALUMBO et al., 1994 & UPTON, 1991). Mais recentemente um terceiro
andlogo de rTNF foi descrito por LOPAREV e colaboradores (1998), e
denominado CrmD, o qual é produzido, em quantidades substancialmente
menores pelo virus Cowpox em comparagdo com o0 virus mais virulento
Ectromelia (cepa Moscow). CrmD é secretado em células infectadas como
complexos "tipo™ dissulfeto que se ligam neutralizando TNF e LTa (linfotoxina
a). O fato dos ortopoxvirus contém trés, talvez mais, genes que codificam
analogos de rTNF, os quais sdo produzidos em diferentes quantidades e secretados
de distintas formas, ddo suporte a tese que os poxvirus tém-se adaptado, e estas
proteinas fazem parte de uma estratégia que neutralizam os amplos mecanismos
de defesa dos hospedeiros (LOPAREYV et al., 1998).

Durante a infeccdo com diferentes poxvirus, polipeptideos sollveis analogos de
receptores para outras citoquinas como IL-1f e Interferons tipos | e I, foram
detectados (COLAMONICI, 1995; SYMONS et al., 1995; MOSSMAN et al.,
1995; ALCAMI & SMITH,1995; SPRIGGS et al., 1992 & UPTON, 1992). Em
nosso laboratorio, atualmente, estdo sendo caracterizados os analogos de
receptores dos Interferons o e B codificados pelos virus Cotia e BeAn, além do
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analogo de IFNyR codificado pelo virus BeAn. Estes andlogos de receptores séo
capazes de se ligar as respectivas citoquinas, “sequestrando” as mesmas, e
impedindo dessa forma que se liguem aos verdadeiros receptores celulares e
exercam seus papéis fisioldgicos.

Relatos também mostram que o virus Vaccinia codifica ainda um grupo de
proteinas secretadas analogas a componentes do sistema complemento a exemplo
do analogo de receptor da proteina C4b, o qual compete com o receptor proprio,
paralisando a cascata do complemento. Desta forma os poxvirus anulam
parcialmente 0s mecanismos imune n&o-especificos, como 0 sistema
complemento, a acdo dos interferons e a resposta inflamatoria, mecanismos estes
que sdo rapidamente induzidos e constituem a primeira resposta do hospedeiro
contra a infecgdo (SMITH, 1993; PALUMBO et al., 1994).

Os exemplos acima mostram a atuagcdo de analogos virais detectados antes da
infeccdo, ou seja eventos extracelulares. No entanto, os poxvirus desenvolveram
também mecanismos capazes de interferir com eventos intracelulares
desencadeados por citoquinas. O IFNy esta implicado na defesa do organismo
contra a infec¢do pelo VV (MULLER et al., 1994), sendo que o virus desenvolveu
mecanismos para neutralizar a acdo do IFN dentro da célula, tais como: a proteina
VV E3L, a qual se liga competitivamente ao RNA dupla fita (dSRNA) impedindo
assim que a proteina-quinase dependente de dsRNA (PKR) seja ativada (CHANG
et al., 1992). Além dessa, a proteina VV K3L tem similaridade com o fator de
iniciacdo de sintese proteica de eucarioto (elF-2a), 0 qual é substrato para a PKR.
A proteina VV E3L ao se ligar & PKR, impede que a mesma fosforile o elF-2a
(Forma inativada) e consequentemente ndo ha interrupcdo da sintese proteica
celular, contribuindo portanto, a viruléncia do VV (BEATTIE et al., 1991).

As serinas-proteases exercem importante papel de ativacdo das respostas
inflamatdrias e sdo controladas negativamente pelas serpinas celulares. Varios
poxvirus sdo capazes de codificar proteinas analogas as serpinas. A presenca
desses analogos virais é capaz de impedir a acdo ativadora da resposta
inflamatdria desencadeada pelas serinas-proteases (BULLER e PALUMBO,
1991).

Os poxvirus também desenvolveram mecanismos capazes de induzir eventos

proliferativos celulares, codificando proteinas analogas- a fatores de crescimento
celulares. A maioria dos poxvirus, se ndo todos, codifica um gene cujo produto
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tem significativa homologia, em relagdo a sequiéncia de aminoacidos, aos fatores
de crescimento epidérmico (EGF) e transformante (TGFa). Para o virus Vaccinia
essa proteina, designada como fator de crescimento do virus Vaccinia (VGF),
mostrou-se ser uma proteina glicosilada e secretavel de 22 a 26 kDa, sendo
liberada no sobrenadante das células infectadas (BLOMQUIST et al., 1984;
BROWN et al.,1985 & REISNER, 1985). KIM e colaboradores, 1995,
demonstraram que a adicdo tanto de VGF purificado (fator de crescimento do
VV), quanto a propria infec¢do com o VV sdo capazes de promover a ativagdo da
fosfolipase C, via fosforilagdo nos residuos de tirosina, a qual, conforme
mencionado anteriormente, catalisa a hidrdlise do fosfatidilinositol, gerando os
segundos mensageiros diacilglicerol e inositol trifosfato. O mesmo fendmeno néo
foi observado apds a infeccdo utilizando um mutante deletado para o gene VGF.
Os dados também mostram que os residuos de tirosina fosforilados pelo VGF séo
idénticos aqueles fosforilados pelo fator de crescimento celular EGF em células
A431 (Carcinoma epidermdide) (KIM et al., 1995).

Duas hipoteses tém sido sugeridas para o papel funcional do VGF: a primeira
presume a existéncia de uma forma de VGF de membrana que seria utilizada para
a adsorcdo do virus a célula hospedeira (EPPSTEIN et al., 1985). A segunda, e
mais aceita, postula que o VGF, uma vez secretado no sobrenadante, estimula o

crescimento e/ou a atividade metabdlica das células ndo infectadas adjacentes,
favorecendo, dessa forma, a expansdo da infeccdo (BULLER et al., 19883 e

1988p; STROOBANT et al., 1985). Em ultima instancia, a atividade mitogénica

de VGF tem sido considerada benéfica para a replicacdo do virus, in vitro, desde
que o mutante do VV deficiente em VGF se replica com maior eficiéncia em
células que ndo estdo em repouso (G0), comparando-se com a infeccado em células
quiescentes (BULLER et al., 19883). MAGALHAES e colaboradores (2000),
demonstraram que 0 VV VGF~ é capaz de induzir a expressdo de c-fos, o que
sugere que o VV € capaz de estimular mitogénicamente as células independente
de VGF.

Além dos poxvirus, mecanismos semelhantes para outros virus, envolvendo
estratégias de replicacdo tém sido descritos e também se referem a tais fendbmenos
como um aumento na eficiéncia replicativa viral. Esta demonstrado, por exemplo
que, durante a infeccdo, alguns virus como o citomegalovirus (HCMV)
(BOLDOGH, et al., 1990), virus Epstein-Barr (FLEMINGTON & SPECK,1990),
adenovirus (SU et al., 1995), virus da hepatite B (NATOLI, et al., 1995), e HTLV
(FUJITA e SHIKU, 1995; FUJII, et al., 1995), sdo capazes, de promover a
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ativacdo do proto-oncogene c-fos, o qual, como dito anteriormente, esta associado
com proliferacdo e diferenciacdo celulares.

A infeccdo com HCMYV ¢é capaz de ativar a transcri¢do dos proto-oncogenes c-fos,
c-jun e c-myc. Nem mesmo a inativacdo da infectividade viral com irradiacdo
ultravioleta ou a utilizagcdo de drogas que sabidamente reduzem ou eliminam a
deteccdo de antigenos virais precoces, como cicloheximida e anisomicina,
afetaram a inducdo desses proto-oncogenes pelo virus (BOLDOGH et al., 1990).

De maneira semelhante, a infeccdo com o papilomavirus humano (HPV) é capaz
de induzir a transcricdo e amplificagdo de DNA em queratindcitos. Como nestas
células o ciclo celular pode levar dias e até semanas e a sintese de DNA viral
requer a participacdo de enzimas de replicagdo de DNA do hospedeiro, 0 HPV
“desenvolveu” um mecanismo capaz de reativar genes do hospedeiro essenciais a
sua replicacédo, envolvendo a proteina E7, facilitando assim sua replicacdo em
células diferenciadas e quiescentes (CHENG, et al., 1995).

O ciclo de divisdo celular é regulado por um namero de fatores, 0s quais vao
sofrer alteracdes pos-traducionais, promovendo a entrada das células em sintese
de DNA, que é a entrada no periodo S do ciclo com posterior mitose ou a
“caminharem” para a apoptose. A proteina do retinoblastoma (pRB) é uma
proteina da familia das supressoras de tumor e apresenta um papel crucial na
progressao do ciclo celular. Esta proteina é alvo de CDK4/6 (quinase dependente
de ciclina) e se for fosforilada por CDK se desliga de E2F, o qual é uma familia
de fatores de transcri¢cdo que, uma vez estando livre de pRB, ativam genes cujos
produtos estdo diretamente envolvidos com a passagem do ciclo celular da fase
GO/G1 (quiescéncia) para a fase S (sintese de DNA) (Figura 1C). A proteina p53,
¢ também da familia das proteinas supressoras de tumor, embora com um
mecanismo diferente daquele observado para pRB. A p53 é capaz de induzir
apoptose toda vez que a célula sofrer algum dano na estrutura do DNA
(FRIDOVICH-KEIL, et. al., 1990).

As proteinas E6 e E7 do HPV apresentam também capacidade induzir efeitos
como imortalizagéo e transformagéo celulares. Estudos indicam que E6 do HPV
pode atuar na degradacdo de p53. Com a degradacdo de p53 e conseqlente
inibicdo da apoptose, pelo virus, as alteracdes/mutacbes no DNA vdo sendo
acumuladas, culminando com a transformacdo celular. Outros estudos com a
proteina E7 demonstram que esta tem capacidade de se ligar a proteina também
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supressora de tumor pRB. Esta proteina, conforme dito acima, em um estado
hipofosforilado, pode se ligar e bloquear fatores de transcricdo da familia E2F,
cujos produtos sdo fundamentais para que a célula saia da fase GO/G1l
(quiescéncia) e entre na fase S do ciclo celular (sintese de DNA). Se ligando a
PRB, a proteina E7 do HPV teria o papel de impedir que a mesma “sequestre” o
fator de transcricdo E2F, de forma que as células se proliferem continuamente
(LOCHMULLER, et al, 1999; QUEIMADO, 1999; KASTNER,1998;
ACHIM,1997).

ANDRADE (1999) estudando o efeito da infeccdo pelo VV na expressdo do
mRNA do gene regulado por IFN-y p21WAFYCIPL" (inibidor de proteina quinase
dependente de ciclina-CDK), demonstrou que o virus regula negativamente a
expressdo do gene, assim como a ligagcdo de STAT-1 no promotor do gene, 0 que
deve favorecer a progressao do ciclo celular, facilitando assim, a multiplicacao
viral.

Em suma, os dados acima confirmam que, além de poxvirus, muitos outros virus
sendo todos, durante a infec¢do, e como parte de suas estratégias de replicagéo,
desenvolveram mecanismos 0s quais estdo certamente associados com ativacao de
genes e/ou fatores reguladores transcricionais envolvidos com a mitogénese e/ou
diferenciacéo celulares.

A ocorréncia desses e de muitos outros mecanismos virais provavelmente tém
sido adquiridos em funcdo da “intima” relacdo parasitaria intracelular dos virus
com as células e/ou organismos hospedeiros, culminando num processo de
coevolucdo. Nesse contexto, para os diferentes virus e diferentes sistemas
hospedeiros, muitos outros mecanismos e vias de sinalizagdes celulares induzidas
em resposta a infeccdo ainda aguardam elucidaces.
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3 - RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Diferentemente das bactérias ou fungos a geracdo de uma nova progénie de virus
é altamente dependente das condices fisioldgicas da célula hospedeira, uma vez
que estes microrganismos tém limitada capacidade codificadora génica. Portanto,
a energia, 0s precursores metabolicos e a maquinaria enzimatica necessaria a
multiplicacdo virica precisam ser fornecidos pelo hospedeiro. Desta forma, a
interacdo virus-hospedeiro, em nivel celular é caracterizada pelas alteragdes
morfoldgicas, estruturais, funcionais e bioquimicas, evidenciadas pelos diferentes
efeitos citopéaticos observados. Dentre eles, podemos citar: lise celular, formacéo
de sincicios, formacdo de corpusculos de inclusdo, alteragdes no nimero de
cromossomos, transformacdo celulares, entre outras (KNIPE, 1990). Com a
finalidade de maximizar os recursos para a sua replicacdo, muitos virus durante
0s momentos iniciais da infeccdo podem redirecionar o metabolismo celular
através da interacdo de proteinas virais com proteinas celulares induzindo células
quiescentes a entrarem em proliferagdo. Assim, processos como estimulagdo
mitogénica celular, inibicdo de apoptose e inducéo de diferenciacdo celulares sdo
estratégias comumente utilizadas por diversos virus.

Como ilustracdo podemos citar: o produto do gene BHFR-1 do herpesvirus
Epstein Barr que é analogo a proteina celular bcl-2 e que tem funcdo anti
apoptotica (DAWSON et.al, 1995); e o bloqueio da sintese do inibidor de kinase
dependente de ciclina p21WAF exercido pela proteina HBx de HBV, que
promove a progressdao do ciclo celular (BENN e SCHNEIDER, 1995). Com
relacdo a estimulacdo mitogénica destacamos: a secrecdo de VGF pelo VV que
exerce este efeito promovendo a expansdo da infecgdo (BULLER et al., 1985,
TWARDZIK et al., 1985); a inducdo do proto-oncogene c-fos, reconhecidamente
associado com proliferagdo e diferenciacdo celulares, é comumente utilizada
pelos virus citomegalovirus (BOLDOGH et al., 1990), Epstein-Barr
(FLEMINGTON e SPECK, 1990), HTLV-I (FUJITA e H. SHIKU, 1995; FUJII
et al., 1995), HBV (NATOLLI, et al.,1995) e adenovirus (SU et al.,1995), dentre
outros.

Em nosso laborat6rio observamos a rapida indugdo do gene c-fos apés a infec¢do
com VV. O mRNA de c-fos em células infectadas com VV é evidenciado apds
10 minutos, com pico de expressdo aos 30 minutos e voltando a niveis basais em
60 minutos (Dissertacdo de Mestrado José Carlos Magalhdes, 1997). Como a
expressdo de c-fos antecede a expressdo de outros genes envolvidos com
mitogénese, seria interessante analisar também a participacdo do gene EGR-1.
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Desta forma, poderia se caracterizar um programa co-estimulatorio de genes
envolvidos com mitogénese, o qual seria ativado precocemente em resposta a
infeccdo pelo VV.

Sabendo-se que a inducdo de c-fos pelo VV ocorre via ativacdo da sequéncia
SRE existente no promotor do gene (Dissertacdo de Mestrado José Carlos
Magalhaes, 1997), sequéncia esta também encontrada no promotor do gene EGR
(McMALHON e MONROE,1995; RUPPRECHT. et al., 1994), resolvemos entdo
analisar a expressdo deste gene apos a infeccdo celular pelo VV.

Outro aspecto relevante a se considerar na anélise da eventual inducdo de EGR
pelo VV € que a proteina EGR desempenha papel regulatério importante na
infeccdo celular causada pelos virus da familia herpes, tais como: virus herpes
simples (HSV), virus Epstein Barr (EBV) e citomegalovirus (CMV), além dos
virus HTLV-I/Il e virus da hepatite B (HBV), Como ja descrevemos mais
detalhadamente na introdugdo desta dissertacdo, as relacGes entre EGR e estes
virus, farei a seguir uma descri¢cdo mais sucinta.

A inducéo a laténcia, comum aos virus da familia herpes, envolve a transcri¢do
de mensageiros especificos denominados LAT. A reativacdo da infeccéo,
portanto, implica na desativacdo dos genes LAT. Em HSV-I, a regido promotora
de LAT possui um sitio para ligacdo de EGR. A ocupacéo deste sitio pela EGR
impede que a proteina ativadora transcricional TBP se ligue ao sitio TATA, o
qual se posiciona adjacente ao sitio de EGR. Desta forma, EGR bloqueia a
transcrigdo dos genes LAT, reativando a multiplicagdo viral (TATAROWICZ et
al., 1997).

A infeccdo experimental de linfécitos B com o EBV também promove aumento
de EGR, minutos apds a infeccdo (CALOGERO et al., 1996). Por outro lado, a
infeccdo celular pelo CMV promove aumento transcricional de TGF decorrente
da interagdo das proteinas IE2 de CMV e EGR (YOO et al., 1996). Mecanismo
semelhante e envolvendo também TGF-f, é utilizado pelo HBV, cuja proteina
HBXx interage com EGR para promover também a transcricdo de outros genes
precoces (YOO et al., 1996).

Os virus HTLV-I e Il, por sua vez, tornam constitutiva a expressdo de EGR via
transativacdo mediada pela proteina Tax. A expressdo desregulada de EGR deve
contribuir para o descontrole da divisdo celular e consequente transformacéao
associada (SAKAMOTO et al., 1992).
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Assim a ativagdo multipla de genes envolvidos com mitogénese e/ou
reprogramacao celular em resposta a infecgdo pelo virus Vaccinia criariam as
condicdes celulares necessérias e suficientes a geracdo de novas progénies virais.
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4 - OBJETIVOS

4.1 - Objetivo geral

Analisar a expressdo do gene de resposta precoce ao crescimento (EGR-1) apds
infeccdo celular com o virus Vaccinia.

4.2 - Objetivos especificos

e Determinar a cinética de expressdao do mRNA do gene EGR-1, apds infeccédo
celular pelo virus Vaccinia e seu mutante VGF~

e Analisar o efeito da multiplicidade de infecgdo (m.o.i.) na inducgédo de EGR-1
em ceélulas infectadas pelo VV.

e Analisar o efeito da inativacdo da particula virica na inducao da expresséo de
EGR-1 infectadas pelo VV.

e Analisar o efeito de diferentes inibidores de proteinas quinases na expressao
do gene EGR-1, em resposta a infecgédo pelo VV.

e Analisar a participacdo do elemento regulatério AP-1, na inducdo da
expresséo de EGR-1 em células infectadas pelo VV, assim como a
participagdo da proteina FOS, neste complexo.

e Analisar a participacdo do elemento regulatério SRE, na indugdo da

expressdo de EGR-1 em células infectadas pelo VV, assim como a
participacdo da proteina SRF, neste complexo AP-1.
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5-MATERIAL E METODOS
5.1 - CELULAS
5.1.1 - Células VERO

As celulas VERO, as quais sdo fibroblastos de linhagem continua, derivadas de
rim de macaco verde (Cercopthecus aeothiops), foram obtidas originalmente da
American Type Culture Collection (ATCC) Maryland, USA, na passagem de n®
126, sendo cultivadas em nosso laboratério em meio minimo de Eagle
autoclavavel (Auto pow), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e
antibidticos (Gentamicina 40upg/ml, Penicilina 200 U/ml, Fungizona 1,5ug/ml),
mantidas a 37°C. Esta linhagem celular foi utilizada para a multiplicacao do virus
Vaccinia (VV) e para sua titulacéo.

5.1.2 - Celulas A31

As células A31, clone derivado de fibroblasto de camundongo Balb/c 3T3, foram
utilizadas para analisar a inducdo e expressédo do gene EGR-1, assim como dos
extratos proteicos, apés a infecgdo com o virus Vaccinia. A linhagem foi mantida
em meio DMEM, suplementado com 7% de SFB e antibidticos (Gentamicina
40ug/ml, Penicilina 200 U/ml, Fungizona 1,5ug/ml). Estas células foram
gentilmente cedidas pela Dra M.C.S. Sogayar do Departamento de Bioquimica
da USP.

5.2 - O VIRUS VACCINIA

O virus Vaccinia WR (Western Reserve) foi cedido pelo Dr C. Jungwirth
(Universitat Wirzburg, Germany). O virus, foi multiplicado em células Vero
com aproximadamente 95% de confluéncia, estas foram infectadas com o VV,
utilizando-se a multiplicidade de infec¢do (m.o.i.) de 0,01 com meio sem soro
por 1 hora para a adsorcdo do virus. Apds adsorcdo, o indculo foi removido e
substituido por meio suplementado com 1% SFB e as células mantidas a 37°
sendo observadas ao microscépio optico até 90% de efeito citopatico (E.P.C.),
quando foram lavadas com PBS 1X, coletadas e congeladas para posterior
purificacéo.
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A purificagdo ocorreu conforme o método descrito por JOKLIK, (1962).
Resumidamente, as células coletadas foram lisadas mecanicamente em
“douncer”, em tampdo de lise (ImM de MgCl,; 10mM de Tris-HCI pH 7,0;
10mM de KCI), e centrifugadas a 2500 rpm por 15 minutos. O sobrenadante
(suspensdo viral e restos celulares) foi coletado e centrifugado em colchdo de
sacarose a 36% a 14000 rpm (rotor AH 629 Sorvall) por 2 horas a 4°C. O
sedimento foi ressuspendido em tampéo Tris-HCI 10mM, pH 8,0, e submetido a
sonicacdo por 2 ciclos de 30 segundos (Sonic Desmembrator-50, Fisher
Scientific-USA). A sequir, a suspensdo viral foi centrifugada em gradiente de
sacarose variando de 25 a 40% a 12000 rpm por 45 minutos a 4°C (rotor AH 629
Sorvall). A banda inferior, correspondente aos virions (particulas virais
completas e infectivas), foi coletada e centrifugada em tampéo Tris-HCI 10mM,
pH 8,0 a 20000 rpm por 1 hora a 4°C (rotor AH 629 Sorvall). O sedimento foi
coletado , ressuspenso no mesmo tampao, aliquotado e congelado a —70°C.

A titulagdo do estoque de virus obtido, foi realizada de acordo com o método
descrito por CAMPOS E KROON (1993). Brevemente, as células foram
crescidas por 10 a 16 horas em meio MEM contendo 5% SFB, sendo 1,5 x 10°
células/camara (9,6 cm? de area). 200 pl de uma série de diferentes diluicdes,
realizadas na razdo de 10, da suspensdo contendo o virus a ser titulado, foram
inoculadas as culturas recém confluidas, sendo uma falsamente infectada mantida
como controle celular. Ap6s 1 hora de adsor¢do, o meio de indculo foi removido
e meio MEM contendo 1% de SFB adicionado. A revelagcdo foi realizada 48
horas pés-infeccdo através da fixacdo das culturas com formaldeido a 10% em
PBS e coloragdo com solugédo 1 % (p/v) de cristal violeta em PBS1x. As
diluicbes contendo entre 30 e 300 placas de lise foram utilizadas para
determinacdo do nimero de unidades virais formadoras de placas (UFP) por mL
de estoque.

5.3 - TRANSFORMACAO BACTERIANA

A bactéria Escherichia coli competente estocada em freezer —70°C foram
descongeladas em banho de gelo por 30 minutos. Em tubos pl\asticos tipo
Eppendorfs (1,5 ml) foram adicionados 100ul da bactéria competente a 50 A 100
ng de DNA e imediatamente incubada em gelo por 30 minutos. Apds esse tempo
foi feito o choque térmico incubando-se a reacdo a 42°C por 2 minutos e
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novamente em gelo por 30 segundos. Entéo, foi adicionado 1 ml de meio LB 1X
(0,5% pl/v de extrato de levedura; 0,1% p/v triptona; 0,5% p/v NaCL; pH
ajustado para 7,5 com solucdo 2N de NaOH) sem antibi6ticos e incubado a 37°C
por 60 minutos. As bactérias foram sedimentadas em microcentriuga, e
ressuspendidas em 100ul de meio LB 1X e um volume de 10 e 90ul foi semeado
em placas de Petri contendo LB agar (LB 1X; 1,5%p/v agar) acrescido de 100ug
/ml de ampicilina. As placas foram incubadas em estufa 37°C por 16h. Em
seguida o numero de col6nias foi contado e algumas colbnias escolhidas,
crescidas em 5ml de LB 1X a 37°C por 16h, quando o DNA plasmidial foi
extraido e digerido com enzimas de restricdo para confirmacdo do tamanho
molecular esperado..

5.4 - EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL
5.4.1 - Preparacao em pequena escala

As bactérias transformadas com o plasmidio de interesse foram inoculadas em
6mL de meio LB 1x contendo 100ug/mL de ampicilina e incubado durante 16hs
a 37°C sob agitacédo a 180 rpm.

Apbs incubacdo, 3 a 5 mL da cultura bacteriana foram centrifugados a 12000 rpm
por 30 segundos a 4°C em microcentrifuga (Ependorf 5415C) e o sobrenadante
devidamente descartado. O restante da cultura foi conservado a 4°C para
eventuais necessidades. O sedimento bacteriano obtido apos a centrifugacédo foi
entdo utilizado para a extracdo do DNA plasmidial de acordo com o Kit “Wizard
plus minipreps DNA purification system” (Promega, USA)

5.4.2 - Preparacéo em larga escala (BIRNBOIM & DOLY, 1979)

Para a preparacdo plasmidial em larga escala, foram inoculados 5mL de uma
cultura de bactérias transformadas com o plasmidio de interesse em 500 mL de
meio LB1x suplementado com 100ug/mL de ampicilina. Esta cultura foi
incubada a 37°C sob a agitacdo de 200 rpm por 18h.
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As bactérias foram sedimentadas por centrifugagdo durante 10 minutos a 3200g a
4°C em centrifuga Sorvall RC-5B (Rotor GS-3) e o precipitado ressuspenso em
20mL de tampédo GTE contendo 0.1g (p/v) de lisozima e incubado a temperatura
ambiente por 25 min. Foram ent&o adicionados 40mL de solucdo contendo 0,2M
NaOH e 1% (p/v) SDS, preparados no momento do uso, homogeneizado e
incubado em banho de gelo durante 5 minutos. Em seguida, foram adicionados
20mL de 3M acetato de potassio (KOACc), 5M acido acético pH 4.8 gelado a
solucéo, a qual foi homogeneizada, e novamente incubada em banho de gelo por
15 minutos.

A mistura foi, entdo, centrifugada a 3800g e 4°C por 10 minutos em centrifuga
Sorvall RC-5B (Rotor GS-3) e, em seguida, filtrada em gaze hidrofila. Ao
filtrado foi adicionado 0,7 volume de alcool isopropilico (Merck, Darmstadt,
RFA), o tubo foi mantido a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugado
a 3800g durante 20 minutos a 4°C em centrifuga Sorvall RC-5B (Rotor GS-3). O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 10mL de TE pH 8,0
e transferido para tubo cénico com capacidade para 50mL contendo 8.6g de
cloreto de césio (GIBCO BRL, USA).

Ap6s a homogeneizacdo, a solugdo foi transferida para tubos de
ultracentrifugacdo com capacidade para 18,5mL (Sorvall-Komb, Wilmington,
USA.), os quais foram acrescentados de 54 ug/mL de brometo de etidio. Os tubos
foram equilibrados com solugéo de cloreto de césio (4,3g diluidos em 4.0 mL de
ddH»0), lacrados em aparelho selador (Crimper, Sorvall, Delaware, E.U.A.) e
entdo centrifugados a 243000g por 18h em ultracentrifuga Sorvall (Rotor TV-
865B).

O DNA do plasmidio, apds o bandeamento isopicnico (em gradiente de CsCl),
foi visualizado com luz ultravioleta manual (366 nm), coletado com auxilio de
agulha 40x12 acoplada em seringa plastica descartavel de 10mL e transferido
para tubo conico com capacidade de 15mL.

Ao DNA coletado foi adicionado 1/3 do volume de 2-butanol e ap6s agitacéo, a
solugéo foi centrifugada por 15 segundos a 500g, desprezando-se a fase superior
contendo 2-butanol e brometo de etidio. Esta etapa foi realizada repetidamente
até que a fase inferior ficasse isenta de brometo de etidio, quando foi coletada em

tubo Corex com capacidade 30mL e o volume completado para 10 mL com
ddH»O estéril.
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A precipitagdo do DNA foi realizada pela adi¢do de 0,3 M de acetato de sodio pH
5,5 e 2 volumes (20mL) de alcool etilico absoluto seguida de homogeneizacéo e
incubacdo a -20°C por 1 hora. O DNA precipitado foi recuperado apés
centrifugacdo a 3300g durante 30 minutos a 4°C em centrifuga Sorvall RC-5B
(Rotor GS-3).

O DNA precipitado foi solubilizado em 500ul de TE pH 8,0 e sua concentragdo
foi determinada por espectrofotometria a Axsonm (espectrofotdmetro Graphicord-
Shimadzu), onde cada DO eqlivale a 50ug/mL de DNA dupla fita.
(SAMBROOK et al., 1989).

5.5 - SONDAS MOLECULARES
55.1-EGR-1

O plasmideo contendo o fragmento correspondente a regido de 1,4 Kb do cDNA
de EGR-1 foi gentilmente cedido pelo Dr. Tom Curran ST. Judes Hospital
Memphis, Tenesse, USA e foi utilizado como sonda nos experimentos de
hibridizacdo com RNA celular total (Transferéncia de “Northern”). Este
plasmidio foi amplificado, purificado e estocado, segundo técnicas anteriormente
descritas (3.3 € 3.4)

5.5.2 - GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase) e
Oligonucleotideo 18S

Para controle da quantidade de RNA aplicada nas canaletas, durante o0s
experimentos envolvendo transferéncia de “Northern”, além da prévia
quantificacdo em espectrofotdmetro, foi investigada também a expressdo do
RNA mensageiro correspondente a GAPDH ou do RNA ribossomal 18S. A
sonda, correspondente ao cDNA (1,4 Kb) de GAPDH clonado no sitio Pst | do
plasmidio pGEM-3, foi gentilmente cedida pelo Dr Jan Vilcek, New York
University Medical Center, New York, USA. O Oligonucleotideo correspondente
ao rRNA 18S humano, cuja sequéncia é complementar a sequéncia do gene na
posicdo 1471 a 1550, foi sintetizado por Med Probe AS, (Suica) e purificado
através de eletroforese em gel de poliacrilamida.
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5.5.3 - Oligonucleotideo SRE

Conforme mencionado anteriormente o gene EGR contém em seu promotor
sequéncias repetidas correspondentes ao SRE (RUPPRECHT et al., 1994;
CHRISTY e NATHANS, 1989), logo, utilizamos um oligonucleotideo sintético
que corresponde a este elemento regulatorio em experimentos de retardamento da
mobilidade eletroforética (EMSA) em gel de poliacrilamida, podendo assim
verificar eventuais ligagdes protéicas a esta sequéncia de DNA, influenciando a
inducdo de EGR-1 ap0s infeccdo celular com o virus Vaccinia, ou tratamento
com SFB 10%. O oligonucleotideo correspondente ao DNA SRE
(5’AATTCCGGGATGTCCATATTAGGACATCTGCA3’), bem como sua
sequéncia complementar, foram sintetizados pela GIBCO-BRL, USA.

5.5.4 - Oligonucleotideo AP-1

Da mesma forma que SRE o gene EGR também contém em seu promotor a
sequéncia que corresponde ao elemento AP-1 (RUPPRECHT et al.,, 1994;
CHRISTY e NATHANS, 1989), sendo assim, utilizamos um oligonucleotideo
sintético deste elemento em ensaios do retardamento da mobilidade
eletroforética, o que nos permitiu analisar o0 seu envolvimento na inducdo de
EGR-1 apo6s a infecgdo pelo VV. O oligonucleotideo correspondente ao DNA do
elemento AP-1 (5° AAGCATGACTCACTCAGG 3’) foi gentilmente cedido
pelo Dr Frank Rausher I11.

5.5.5 - Marcacao isotdpica das sondas moleculares

As sondas de EGR-1 e GAPDH foram marcadas radioativamente utilizando-se
[%?P] dCTP (Amersham Pharmacia, USA) como radioistopo, com atividade
especifica de 3000 Ci/mmol, de acordo com o Kit Rediprime (Random Primer
Labelling), Amersham Life Science, UK. Resumidamente, 2,5 a 50 ng de DNA
foram diluidos em 45l de ddH,0 autoclavada e desnaturado por 5 minutos a 96°
C, quando foi entdo adicionado a mistura de marcacdo contendo (solucao
tampdo, dATP, dGTP, dTTP, enzima exonuclease Klenow livre e iniciadores
aleatorios), acrescido de 5ul de [a*?P] dCTP e incubado por 15 minutos a 37° C.
A reacéo foi interrompida pela adicdo de 5ul de EDTA 0,2M ou 50l de T.E. pH
8,0 (25mM Tris-HCI pH8,0; 1mM EDTA).

As sondas apds marcacao foram purificadas através de cromatografia de filtracdo
em coluna Sephadex G-50 (Sigma, USA) e eluidas em T.E pH 8,0. Uma aliquota
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de 1ul da sonda foi utilizada para leitura da radioatividade incorporada em
contador de cintilacdo liquida (Rack Beta 1214 LKB, EUA) e calculada a sua
atividade especifica (cpm/ug de DNA).

Os oligonucleotideos SRE e AP-1 foram pareados, para entdo serem marcados
isotopicamente. Resumidamente, 5ug do oligonucleotideo em cada uma das
orientagdes (5° = 3’ e 3° = 5)’ foram acrescidos de 10pl do tampédo de
pareamento 10X (100mM de Tris-HCI pH 7,5; 1mM de EDTA pH 8,0; 1M de
NaCl). O volume foi acertado com ddH>O para 100ul, de forma que a
concentracdo final de DNA seja de 100ng/ul. Utilizando-se termociclador (
Perkin Elmer Cetus 4800), a reacdo foi submetida a 88°C por 2 minutos, 65°C
por 10 minutos, 37°C por 10 minutos e, por fim, 5 minutos a temperatura
ambiente. Apés o pareamento os oligonucleotideos foram estocados a 4°C.

A marcacao isotopica foi realizada utilizando-se como nucleotideo radioativo [y
32p] ATP 3000 Ci/mmol (Amersham Pharmacia Biotech, USA). Resumidamente,
em um tubo de microcentrifuga de 1500ul adicionaram-se 2ul de
oligonucleotideo pareado (200ng), 1ul de polionucleotideo quinase PNK 10u/ul
(Promega, USA); 2ul de Tampdo PNK 10X (Promega, USA) e 4ul de [y %P]
ATP. O volume da reagéo foi completado para 20 ul com ddH-O, procedendo-se
incubacdo a 37°C por 60 minutos. Apos, o volume foi acrescido de 60 ul de dgua
e adicionado de 80 pl da mistura fenol-clorofémio-alcool isoamilico (PCI) na
proporcdo 25:24:1 para desnaturacdo enzimatica. O material foi agitado em
vortex por 20 segundos, centrifugado a 13500 rpm por 5 minutos e a fase aquosa
coletada, sendo a sonda purificada através de cromatografia de filtracdo em
coluna Sephadex G-25 (Pharmacia LKB, Suica), e eluida em ddH.O. Uma
aliquota de 1 pl da sonda foi utilizada para leitura da radioatividade incorporada
em contador de cintilacdo liquida (Rack Beta 1214 LKB, E.U.A.) e calculada a
sua atividade especifica (cpm/ug de DNA), (SAMBROOK et al, 1989).

O oligonucleotideo 18S foi marcado na sua extremidade 3° OH pela transferéncia
do grupo fosfato fornecido pelo ATP, contendo *2P na posicdo y, com atividade
especifica de 3000 Ci/mmol. A reacdo de marcacdo foi feita com 5 pmoles de
oligonucleotideo (Med Probe AS, Suica), 5ul de [y*P] ATP 3000Ci/mmol
(Amershan, Inglaterra), 2,5ul Tampéo PNK 10X (Promega, USA), 1 pl de PNK
10u/ul (Promega, USA) e ddH20 g.s.p. 25ul. A reacdo foi entdo incubada por
uma hora a 37°C. A sonda foi purificada através de cromatografia de filtracdo em
coluna Sephadex G-25, e eluida em ddH20 sendo uma aliquota de 1 ul da sonda
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utilizada para leitura da radioatividade incorporada em contador de cintilacdo
liquida (Rack Beta 1214 LKB, E.U.A.) e calculada a sua atividade especifica
(cpm/ug de DNA), (SAMBROOK et al, 1989).

5.6 - ANALISE DA EXPRESSAO DO GENE PRECOCE
EGR-1.

5.6.1 - Extracdo do RNA celular total.

Para a extragdo do RNA celular total, as células foram crescidas até 90% de
confluéncia, quando foram carenciadas em meio DMEM suplementado com
0,5% de SFB por 36 horas, sendo entdo tratadas ou ndo com diferentes drogas e
infectadas com o VV. Apos diferentes tempos as células foram coletadas e
processadas de acordo com o0 metodo de CHOMCZYNSKI & SACCHI (1987)
com algumas modificagdes. Resumidamente, as culturas foram lavadas duas
vezes em PBS e adicionadas de 2 mL/garrafa (80cm? de éarea) de solugdo de
RNAZzol (Tiocianato de guanidina 2M; Citrato de s6dio 12,5mM pH 7,0; Sarcosil
0,25% plv; Acetato de sodio 0,1M; 50% v/v fenol). As culturas foram deixadas
em repouso no banho de gelo por 30 minutos e homogeneizadas em seguida,
utilizando-se pipetas de Pasteur, sendo os fluidos transferidos para tubos
Eppendorfs previamente adicionados de 10% v/v de cloroférmio. A mistura foi
entdo homogeneizada em vortex, por 30 segundos seguida de incubacdo por 15
minutos em banho de gelo. A seguir, o material foi centrifugado a 13.500 rpm em
microcentrifuga por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa (superior) foi entdo
coletada e transferida para novo tubo Eppendorf. O RNA foi precipitado através
da adicdo de igual volume de isopropanol, com incubacdo a -70°C por 45
minutos ou -20°C por 18 horas e centrifugac¢do a 13.500 rpm por 30 minutos a
4°C. O sedimento (RNA) obtido foi lavado 2 vezes com etanol 75 %, seco a
temperatura ambiente por aproximadamente 20 min e re-solubilizado em ddH.O
Depec (H-20 deionizada tratada com 0,005% de dietil pirocarbonato por 12 horas,
a 4°C e autoclavado por 45 minutos para evaporar o depec). O RNA foi
quantificado por espectrofotometria a 260nm, onde cada DO equivale a 40
ug/mL, e estocado a -70°C.
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5.6.2 - Fracionamento eletroforético dos RNAs (Sambrook et al,
1989)

15 ug de RNA total/amostra foram submetidos ao fracionamento eletroforético
em gel desnaturante contendo 1,5% p/v de agarose (Gibco BRL); 2,2M de
formaldeido a 37% (Merck) em tampdo MOPS [40mM de &cido-morfolino-
propano-sulfénico (Sigma), 10mM de acetato de s6dio e 1mM de EDTA, pH
7,0]. Imediatamente antes da corrida, as amostras foram desnaturadas pela adi¢édo
de 50% p/v de formamida (Gibco BRL); 15% v/v de formaldeido e 10% do
tamp@o MOPS 10X, em volume final de 20ul e incubadas a 56°C por 15 minutos.
Em seguida, em cada amostra foram adicionados 2l de tampdo de amostra 10X
(50% v/v de glicerol, 1ImM de EDTA, 0,4% p/v de azul de bromofenol e 0,4%
p/v de xileno cianol). As amostras foram aplicadas no gel e a corrida efetuada em
tampdo MOPS 1X a 60V durante 60 a 90 minutos. Em seguida, o gel contendo o
RNA foi corado em solucdo aquosa de brometo de etidio (0,5ug/ml) por 5
minutos e fotografado sob iluminacdo ultravioleta (320nm). Confirmada a
integridade do RNA , o excesso de formaldeido foi lavado, e 0 RNA transferido
para a membrana de nylon

5.6.3 - Transferéncia de “Northern”

Logo apos o fracionamento eletroforético dos RNAs, foram marcadas no gel as
posi¢Bes dos RNAs ribossomais 28S e 18S, procedendo-se entdo a transferéncia
por capilaridade dos RNAs para membrana de nylon (Hybond N, Amersham,
UK), conforme SAMBROOK e colaboradores (1989). A transferéncia foi feita
em tampéo 10X SSC [1,5 M NacCl, 0,15M Citrato de Sédio] por no minimo 24 h.
Apos a transferéncia, a fixagdo dos RNAs a membrana de nylon foi realizada
pela exposicdo a luz UV (320 nm) por 4 minutos.

5.6.4 - Hibridizagtes

A diferentes hibridizacGes foram realizadas de acordo com meétodo descrito por
CHURCH & GILBERT (1984). As membranas foram colocadas em tubo de
hibridizacdo e pré-hibridizadas por 15 minutos a 65°C em solucdo contendo 50%
(v/v) de 0,5M NaxHPO4 , 7% (p/v) de SDS, 1% (p/v) de BSA e ImM EDTA. Em
seguida, as sondas marcadas isotopicamente foram desnaturadas por 5 minutos a
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96°C, resfriadas em gelo por 5 min, (com exce¢do do oligonucleotideo 18S, que
ndo requer desnaturacdo), sendo entdo adicionadas (~10° cpm/mL de solucdo) a
solucdo contida no tubo (solucdo de pré-hibridizacdo). O sistema foi incubado a
65°C por um minimo de 12 horas sob agitacdo, utilizando-se incubadora modelo
400 (Robbins Scientific, USA). Apds a hibridizacdo as membranas foram lavadas
duas vezes em solucdo de lavagem 1 (50% (v/v) de 0,5M NaHPOa, 1% (p/v) de
SDS e 1ImM de EDTA), a 65° C durante 30 minutos. Em seguida, as membranas
foram expostas contra filme de raio X Kodak GBX 6493050, sendo revelados
posteriormente, utilizando-se revelador e fixador indicados pelo fabricante.

5.7 - INIBIDORES DE PROTEINAS QUINASES

Em nosso estudo utilizamos alguns inibidores quimicos os quais foram
empregados para estudar diferentes proteinas envolvidas nas diferentes vias
transdutoras de sinais celulares, principalmente MAPquinases, nos possibilitando
assim analisar estas vias e suas eventuais participagdes na inducdo de EGR-1
pelo VV.

5.7.1-H7

O composto  Ci4H17N302S[1-(5-ISOQUINOLONILSULFONIL)2-METIL-
PIPERAZINA] OU H7 (Sigma, USA), foi utilizado como inibidor da cascata
sinalizadora , da qual a proteina quinase C (PKC) é integrante (MOORE et al,
1993; XU et al, 1994; BEADLING et al, 1996).

5.7.2 - H89

{N-[2-((p-Bromociannamyl)amino)ethyl]-5isoquinolonesulfonamida 2HCI} ou
H89 (Calbiochem-Novabiochem Corporation, USA) é um potente inibidor de
proteina quinase A (PKA) Ki = 48nM. Inibe outras serinas/treoninas guinases
somente em altas concentragdes como por exemplo, caseina quinase > 38,3 uM;
PKC > 31,7uM (KAWASAKI, 1998; deROOIJ, 1998; FINDIK, 1995; GEILEN,
1992; CHIJIWA, 1990; COMBEST, 1988).

5.7.3 - Tyrphostin AG-126
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[a-Cyano-(3-hydroxy-4nitro)  cinnamonitrile],  (Calbiochem-Novabiochem
Corporation, USA) ¢é inibidor de ERK 1 e 2 (KAN, 1996; NOVOGRODSKY,
1994).

5.7.4 - PD 98059

2’-Amino-3’-methoxyflavone (Calbiochem-Novabiochem Corporation, USA) é
um inibidor seletivo e celular permeavel de MAP quinase quinase (MEK), age
inibindo a ativacdo de MEK e subsequentemente a fosforilagdo de seus substratos
como p38 e JNK e ERK 1/2 (KULTZ, 1998; DUDLEY, 1995; LANGLOIS,
1995; PANG, 1995; WATERS, 1995).

5.7.5 - Ro 31-8220

{3-[1-[3-(Amidionothio) propyl-1H-indol-3-yl]-3-(1-methyl-1H-indol-3-yl)
maleimide, bisindolylmaleimede X, methanesulfonato} (Calbiochem-
Novabiochem Corporation, USA). Competitivo e seletivo inibidor de PKC
(BELTMAN, 1996; KELLER, 1993; McKENNA e HANSON, 1993; DAVIS,
1992) .

5.8 - ANALISE DAS INTERACOES DNA/PROTEINAS
5.8.1 - Extratos protéicos celulares

Células A31 crescidas em garrafas de 100ml (~2 x 10’células) foram carenciadas
por 36 horas em meio DMEM suplementado com 0,5% de SFB quando entdo
foram infectadas com VV (m.o.i. 1,0), por diferentes tempos (15’minutos a 5
horas). Para controle positivo e negativo, respectivamente, uma amostra nao
infectada foi tratada com SFB 10% e outra ndo recebeu tratamento algum. As
células foram lisadas diretamente da monocamada celular com 2ml de tampéao de
lise gelado [1% Triton NP40, 50mM HEPES (pH 7,5), 5mM EDTA, 10% v/v
glicerol, 200 mM NaCl, 1mM vanadato de sodio, e 1mM PMSF
(fenilmetilsulfonilfluoreto) e 5ug/ml aprotinina e 2,5ug/ml leupeptina] por 45
minutos no gelo. Os lisados foram clarificados por centrifugacdo a 4°C,
quantificados por espectrofometria através do “Kit Bio-Rad Assay” (Bio-Rad
laboratories USA) e aliquotados em tubos eppendorfs, (VIEIRA. et.al.,1996).
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5.8.2 - Analise do retardamento da mobilidade eletroforética
(EMSA)

A anélise dos complexos proteina-DNA formados apds a infeccdo celular pelo
VV foi efetuada conforme BONJARDIM (1997). Resumidamente, 0s extratos
protéicos foram misturados com o oligonucleotideo marcado radioativamente,
que representa a sequéncia que corresponde ao elemento regulatério SRE ou AP-
1 existentes no promotor do gene EGR-1 e que responde a estimulacéo por SFB.
O método se baseia na ligacdo das proteinas a estas sequéncias sofrendo as
mesmas um retardamento na migracao eletroforética (EMSA) em relacdo a sonda
livre (ndo ligada), observando-se diferencas entre o complexos proteina-DNA
formados nas ceélulas tratadas e aquelas ndo tratadas. Como controle da
especificidade das interacbes foram feitos ensaios de competicdo com excesso
molar de 50x do oligonucleotideo especifico ndo marcados (controle homdlogo)
e também competicdo com excesso 50x molar de um oligonucleotideo néo
relacionado (controle heter6logo).

20ug de proteina total foram ajustados para a concentracdo protéica final de
2ug/ul, [as aliquotas correspondentes as 20ug foram secas em SpeedVac
Concentrator (Savant) até aproximadamente 10ul]. Este volume foi misturado a
1,0ul de poly didC (Pharmacia LKB, Suécia) (62,5U/ml) e incubado a
temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, adicionou-se 10 ul de tampéo
de ligagdo (50mg/mL de BSA; 10mg/mL de tRNA de levedura; 0,1ul de poly
dldC (62,5U/mL); 10% de ficol 400; 0,1M NaCl WBB [0,4M de NaCl;10mM de
Hepes (pH 8,0); 0,AmM de EDTA (pH 8,0); 5% de glicerol; 0,5mM de DTT e
0,2mM de PMSF] e aproximadamente 65000 cpm de oligonucleotideo. A
mistura foi entdo deixada a temperatura ambiente por 20 min para interacao
DNA/proteina.

Nos ensaios de competi¢do, foram adicionados juntamente com o tampéo de
ligacdo, excesso de oligonucleotideos homdlogos ou heterélogos ndo marcados
radioativamente; esta reacdo foi incubada por 5 minutos e posteriormente foram
acrescentados 65000 cpm do oligonucleotideo marcado, prosseguindo-se por
mais 15 minutos de incubacao.

Os complexos DNA-proteina formados foram resolvidos eletroforeticamente em

gel nativo de poliacrilamida a 6 % [acrilamida/bisacrilamida na relacdo 29:1 em
tampédo TBE 0,5X (0,089M Tris-borato; 0.089M &cido borico; 0,002 M EDTA)]
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a 165V por aproximadamente 90 minutos. Apos o fracionamento eletroforético, o
gel foi seco a vacuo a 80°C por 30 minutos, sendo finalmente exposto contra
filme de RX KODAK GBX 6493050, sendo revelados posteriormente,
utilizando-se revelador e fixador indicados pelo fabricante.
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6 - RESULTADOS
= Expressdo do gene EGR-1 em células A31 infectadas pelo VV

Para melhor relacionarmos o efeito proliferativo causado pela infeccao pelo VV,
analisamos a inducdo do gene EGR-1 em células A31 infectadas. Este gene,
sabidamente, estd relacionados com efeitos proliferativos celulares
(SUKHATME, 1988).

Células A31 carenciadas por 36 horas com 0,5 % de SFB foram infectadas com o
VV WR e apés diferentes tempos (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 horas) as monocamadas
celulares foram coletadas, e o RNA total extraido. O gene foi fortemente
induzido pelo VV sendo evidente ap6s 1 hora de infec¢do, embora sua inducéo ja
seja observada 30’pds infeccdo, e permanece elevado até o maior tempo
analisado (9 horas). Claramente, EGR-1 é fortemente induzido e esta inducéo €
prolongada pelo VV, ao contrério do que é observado para o SFB, onde a
inducdo do gene é transiente (CHRISTY e NATHANS, 1989; SUKHATME,
1988; CHAVRIER et al., 1989). (Figura 1).

= Expressdo do gene EGR-1 em células A31 infectadas pelo VV
deficiente para VGF.

Também analisamos a participacdo do fator de crescimento do VV (VGF) na
inducdo da expressao do gene EGR-1. Células A31 carenciadas por 36 horas com
0,5 % de SFB foram infectadas com o VV VGF e apo6s diferentes tempos (1, 3,
4,5 e 7 horas) as monocamadas celulares foram coletadas, e 0 RNA celular total
extraido. O gene EGR-1 ¢ fortemente induzido pelo VV VGF~, indicando que o
VGF ndo é necessario para a inducdo do gene EGR-1 pelo VV, ou sua
participacdo e marginal. (Figura 2)

» Efeito da multiplicidade de infeccdo (m.o.i.) na inducéo de
EGR-1 em células A31 infectadas pelo VV

A figura 3 mostra a indugdo de EGR-1 utilizando-se diferentes multiplicidades de
infeccdo (m.o.i.). Celulas A31 carenciadas por 36 horas com 0,5% SFB foram
infectadas com o VV empregando-se as m.o.i. de: 0,001; 0,01; 0,1; 1,0 e 10
UFP/células por 4 horas quando o RNA total foi entdo extraido.
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A inducdo de EGR-1 foi dependente da multiplicidade de infeccdo sendo
observada com a menor m.o.i. 0,01 e maxima nas multilplicidades de infeccédo
0,1 e 1,0. Quando utilizamos a multiplicidade de infeccdo 10,0, a anélise da
inducdo de EGR-1 foi comprometida pelo grande dano celular causado pelo VV.

= Expresséo de EGR-1 em ceélulas A3l infectadas pelo VV
Iinativado por UV

Células A31 carenciadas por 36 horas com 0,5% SFB foram infectadas com o
VV (m.o.i. 1,0), o qual havia sido previamente inativado por 10 minutos com luz
ultra violeta. Ap6s 4 horas de infeccdo o RNA celular total foi extraido.

Nestas condicdes a inducdo de EGR-1 foi totalmente anulada, indicando que a
inducdo do gene EGR-1 é dependente da integridade do DNA viral e de seus
genes precoces como podemos observar na figura 4.

= Influéncia do inibidor de sintese proteica cicloheximida na
expressao de EGR-1 em células A31

O tratamento prévio das células A31 por 20 minutos com o inibidor de sintese
proteica cicloheximida nas concentracfes 50 e 100mM foi capaz de inibir
completamente a expressdao do gene EGR-1 em células infectadas com o VV
(Figura 5) ou re-estimuladas com SFB (dado ndo mostrado), demonstrando que
para a inducdo de EGR-1 pelo VV é necessario sintese de proteinas virais e/ou
celulares.

= Efeito do inibidor H7 na expressdo de EGR-1 em células A31

O tratamento prévio das células A31 por 15 minutos com o inibidor H7 nas
concentracdes de 10 e 20uM néo apresentou alteracdo na inducdo do gene apos
infeccdo com o VV quando comparado a amostra apenas infectada pelo VV.
Entretanto quando usamos 50uM observamos uma acentuada inibicdo na
expressdo do gene EGR-1 e quando pré-tratamos as células 15 minutos com
100puM observamos a completa inibicdo da expressdo do gene em células
infectadas com o VV (Figura 6) ou re-estimuladas com SFB (dado néo
mostrado).
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= Efeito de diferentes inibidores proteicos na expressdo de
EGR-1 em células A31

Estudos preliminares com diferentes inibidores proteicos, demostraram que
somente o inibidor PD 98059, isto é, inibidor de MEK, foi capaz de inibir
significativamente a expressdo de EGR-1 pelo VV. Os inibidores de PKA (H89)
e de ERK 1 e 2 (AG-126), ndo apresentaram nenhuma diferenca significativa na
expressdo de EGR-1 em resposta a infecgdo pelo VV. Entretanto o inibidor de
PKC (Ro 318220) aparentemente aumentou o acumulo de EGR-1.

= Andlise das interacdes do elemento regulatorio AP-1 com
proteinas de células A31 infectadas pelo VV.

Células A31 carenciadas por 36 horas com 0,5% SFB, foram infectadas com o
VV. Apés diferentes tempos (30, 60, 120, 180, 240 minutos), as proteinas totais
foram extraidas e 20 pg de cada amostra foram utilizadas no ensaio do
retardamento eletroforético, utilizando como DNA marcado a sequéncia
correspondente a AP-1.

A ligacdo proteica a sequéncia AP-1 foi observada somente ap6s 3-4 horas de
infeccdo (Figura 8). Para analisarmos a possivel ligagdo da proteina FOS ao
elemento AP-1, utilizamos o anticorpo anti-fos, e verificamos que a proteina FOS
participa do complexo DNA/proteina formado apos infec¢cdo com o VV, uma vez
que visualizamos uma banda, a qual foi “super-retardada” pela interagdo com o
anticorpo, caracterizando assim a participacdo de FOS no complexo DNA-
proteina induzido pelo virus. (Figura 8, canaleta 10)

= Analise das interagdes do elemento SRE com proteinas de
células A31 infectadas pelo VV.

Células A31 carenciadas por 36 horas com 0,5% SFB, foram infectadas com o
VV. Apos diferentes tempos (60, 120, 150, 180, 270 minutos), as proteinas totais
foram extraidas e 20 pg de cada amostra foram utilizadas no ensaio do
retardamento eletroforético, utilizando-se como DNA marcado o elemento
regulatério SRE do gene EGR-1.
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A cinética de ligacdo proteica ao elemento SRE que observamos foi visualizada
120 minutos apos a infeccdo, aumentando gradativamente até o maior tempo
analisado, 270 minutos pos infec¢do. (Figura 9)

Para analisarmos a possivel ligagdo da proteina SRF ao elemento SRE,
utilizamos o anticorpo anti-SRF, e verificamos que a proteina SRF esta presente
no complexo DNA/proteina formado, uma vez que a pré incubacdo com o
anticorpo reduz significantemente banda referente ao complexo DNA/proteina,
(Figura 8, canaleta 9).
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Figura 1: Expressdo do gene EGR-1 em células A3l infectadas pelo VV. As células foram
crescidas em DMEM suplementado com 10 % de SFB até atingirem 90 % de confluéncia quando
foram carenciadas no mesmo meio contendo 0,5% de SFB por 36 horas. As células foram entédo
infectadas com VV (m.o.i.: 1,0) pelos tempos indicados e coletadas para a extracdo do RNA total.
(A)15mg do RNA foram fracionados em gel de agarose/formaldeido a 1,5%, transferidos para
membrana de nylon e hibridizados com sonda do gene EGR-1 marcada com dCTP (*?P). Células
apenas carenciadas e células tratadas com 10% SFB por 30 minutos foram utilizadas como
controles negativo (CN) e positivo (CP), respectivamente. O controle da quantidade de RNA nas
diferentes canaletas, foi realizado utilizando-se sonda para o rRNA 18S. (B) Grafico do tracado
densitométrico dos mRNAs considerado como intensidade relativa pois, utilizou-se como
parametro a razao entre as intensidades das bandas dos genes EGR-1 e 18S.
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Figura 2: Expressdo do gene EGR-1 em células A31 infectadas pelo VV VGF~. As células
foram crescidas em DMEM suplementado com 10 % de SFB até atingirem 90 % de confluéncia
quando foram carenciadas no mesmo meio contendo 0,5% de SFB por 36 horas. As células foram

entdo infectadas com VV VGF (m.o.i.: 1,0) pelos tempos indicados e coletadas para a extracéo
do RNA total. 15ug do RNA foram fracionados em gel de agarose/formaldeido a 1,5%,
transferidos para membrana de nylon e hibridizados com sonda do gene EGR-1 marcada com
dCTP (®2P). Células apenas carenciadas e células tratadas com 10% SFB por 30 minutos foram
utilizadas como controles negativo (CN) e positivo (CP), respectivamente. O controle da
quantidade de RNA nas diferentes canaletas, foi realizado utilizando como referéncia os rRNAs
18 e 28S, apds o gel ser corado com Brometo de Etidio e fotografado.
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Figura 3: Efeito da multiplicidade de infec¢do na inducéo do gene EGR-1. As células foram
crescidas em DMEM suplementado com 10 % de SFB até atingirem 90 % de confluéncia quando
foram carenciadas no mesmo meio contendo 0,5% de SFB por 36 horas. As células foram entdo
infectadas com VV com diferentes m.o.i. por 4 horas e coletadas para a extracdo do RNA total.
(A) 15ug do RNA foram fracionados em gel de agarose/formaldeido a 1,5%, transferidos para
membrana de nylon e hibridizados com sonda do gene EGR-1 marcada com dCTP (*?P). Células
apenas carenciadas e células tratadas com 10% SFB por 30 minutos foram utilizadas como
controles negativo (CN) e positivo (CP), respectivamente. O controle da quantidade de RNA nas
diferentes canaletas, foi realizado utilizando-se sonda para o rRNA 18S. (B) Gréafico do tracado
densitométrico dos mRNAs considerado como intensidade relativa pois, utilizou-se como
parametro a razao entre as intensidades das bandas dos genes EGR-1 e 18S.
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Figura 4: Expressdo de EGR-1 em células A31 infectadas com VV inativado com luz U.V.
As células foram crescidas em DMEM suplementado com 10 % de SFB até atingirem 90 % de
confluéncia quando foram carenciadas no mesmo meio contendo 0,5% de SFB por 36 horas. As
celulas foram entdo infectadas ( m.o.i. 1,0) com VV selvagem ou inativado por 10 minutos com
luz ultra violeta ( VV-l1e VV-1 por 4 horas e coletadas para a extracdo do RNA total. (A) 15ug
do RNA foram fracionados em gel de agarose/formaldeido a 1,5%, transferidos para membrana
de nylon e hibridizados com sonda do gene EGR-1 marcada com dCTP (*2P). Células apenas
carenciadas e células tratadas com 10% SFB por 30 minutos foram utilizadas como controles
negativo (CN) e positivo (CP), respectivamente. O controle da quantidade de RNA nas diferentes
canaletas, foi realizado utilizando-se sonda para o rRNA 18S. (B) Grafico do tracado
densitométrico dos mRNAs considerado como intensidade relativa pois, utilizou-se como
parametro a razao entre as intensidades das bandas dos genes EGR-1 e 18S.
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Figura 5: Efeito do inibidor de sintese proteica cicloheximida na inducéo da expressdo do
gene EGR-1 pelo VV. As células foram crescidas em DMEM suplementado com 10 % de SFB
até atingirem 90 % de confluéncia quando foram carenciadas no mesmo meio contendo 0,5% de
SFB por 36 horas. As celulas foram entdo tratadas com ciclohemida (chx) 50 e 100 pg/ml por 15’
e depois infectadas com VV por 4 horas, quando foram coletadas para a extragdo do RNA total.
(A) 15ug do RNA foram fracionados em gel de agarose/formaldeido a 1,5%, transferidos para
membrana de nylon e hibridizados com sonda do gene EGR-1 marcada com dCTP (3P). O
controle da quantidade de RNA nas diferentes canaletas, foi realizado utilizando-se sonda para
rRNA 18S. (B) Gréfico do tracado densitométrico dos mRNAs considerado como intensidade
relativa pois, utilizou-se como parametro a razdo entre as intensidades das bandas dos genes
EGR-1e 18S.
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Figura 6: Influéncia do inibidor de proteina quinase H7 na indugdo do gene EGR-1 pelo
VV. As células foram crescidas em DMEM suplementado com 10 % de SFB até atingirem 90 %
de confluéncia quando foram carenciadas no mesmo meio contendo 0,5% de SFB por 36 horas.
As células foram entdo tratadas com H7: 10, 20, 50 e 100uM por 20’ e depois infectadas com VV
por 4 horas, quando foram coletadas para a extracdo do RNA total. (A) 15ug do RNA foram
fracionados em gel de agarose/formaldeido a 1,5%, transferidos para membrana de nylon e
hibridizados com sonda do gene EGR-1 marcada com dCTP (*2P). O controle da quantidade de
RNA nas diferentes canaletas, foi realizado utilizando-se sonda para rRNA 18S. (B) Grafico do
tracado densitométrico dos mRNAs considerando como intensidade relativa pois, utilizou-se
como parametro a razdo entre as intensidades das bandas dos genes EGR-1 e 18S.
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Figura 7: Efeito de diferentes inibidores de proteinas quinases na inducéo do gene EGR-1
pelo VV As células foram crescidas em DMEM suplementado com 10 % de SFB até atingirem
90 % de confluéncia quando foram carenciadas no mesmo meio contendo 0,5% de SFB por 36
horas. As células foram entdo tratadas com os diferentes inibidores de proteinas quinases nas
concentracdes representadas e depois infectadas com VV por 4 horas, quando foram coletadas
para a extracdo do RNA celular total. 15ug do RNA foram fracionados em gel de
agarose/formaldeido a 1,5%, transferidos para membrana de nylon e hibridizados com sonda do
gene EGR-1 marcada com dCTP (*%P). O controle da quantidade de RNA nas diferentes
canaletas, foi realizado utilizando como referéncia os rRNAs 18 e 28S, ap0s o gel ser corado com
Brometo de Etidio e fotografado.
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Figura 8: Analise das interacdes do elemento regulatério AP-1 com proteinas de células A31
infectadas pelo VV: As células foram crescidas em DMEM suplementado com 10 % de SFB até
atingirem 90 % de confluéncia sendo entdo carenciadas no mesmo meio contendo 0,5% de SFB
por 36 horas. Quando foram infectadas com VV a m.o.i. 1,0. Apos diferentes tempos as proteinas
totais celulares, foram extraidas e realizamos 0 EMSA. 20ug de proteinas foram adicionadas de
5x10* cpm/amostra da sonda AP-1 marcada com *?’[yATP]. Proteinas totais extraidas de células
ndo tratadas foram utilizadas como controle negativo. Como controle da especificidade da reacéo
foi realizado o ensaio de competicdo através da pré-incubagdo das proteinas com 50X excesso
molar das sondas AP-1, SRE e SIE ndo marcadas. No super retardamento realizado utilizamos
anticorpo anti-FOS, que foi pré-incubado com as proteinas por 1 hora a 4 °C, antes da adicéo da
sonda marcada.
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Figura 9: Analise das interacfes do elemento SRE com proteinas de células A31 infectadas
pelo VV. As células foram crescidas em DMEM suplementado com 10 % de SFB até atingirem
90 % de confluéncia quando foram carenciadas no mesmo meio contendo 0,5% de SFB por 36
horas, sendo entdo infectadas com VV a m.o.i. 1,0. Apoés diferentes tempos as proteinas celulares
totais foram extraidas e realizamos o EMSA. 20ug de proteinas foram adicionadas de 5x10%
cpm/amostra da sonda SRE marcada com 3*[yATP]. Proteinas totais extraidas de células nédo
tratadas foram utilizadas como controle negativo. Como controle da especificidade da reacéo foi
realizado o ensaio de competicdo através da pré-incubacdo das proteinas com 5 ou 50X excesso
molar da sonda ndo marcada. No super retardamento realizado utilizamos anticorpo anti-SRF
(20ug), que foi pré incubado com as proteinas por 1 horas a 4 °C, antes da adicdo da sonda

marcada.
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7 - DISCUSSAO

Durante a replicacdo dos poxvirus, um fendmeno de proliferacdo celular
localizada pode ser observado, o qual tém sido associado a liberacdo de um fator
de crescimento soluvel lancado no meio extracelular a partir das celulas
infectadas. No caso do virus Vaccinia este fator foi denominado fator de
crescimento do VV (VGF), o qual apresenta similaridade estrutural e funcional
aos fatores de crescimento EGF e TGFa (BLOMQUIST et al., 1984; BROWN et
al., 1985; REISNER, 1985; BULLER et al., 1988a e 1988b).

Em funcdo disso, tem se atribuido aos poxvirus uma atividade relacionada a
proliferacdo celular durante a infecgdo, sendo o0 VGF o mediador responsavel por
desencadear esse efeito mitogénico. O resultado desta “estratégia” apresentada
pelos poxvirus é que, estimulando a atividade proliferativa das células, a propria
replicacdo viral seria favorecida em funcdo da disponibilidade de precursores
metabdlicos, maquinaria enzimatica e energia necessarias aos pProcessos
biossintéticos. De fato, alguns relatos demonstram que a replicacdo do mutante,
deficiente para o VGF é mais eficiente em células que ndo estdo em quiescéncia.

Além dos poxvirus, a inducdo de eventos celulares relacionados a mitogénese
durante a infeccdo, como a ativacdo de proto-oncogenes ou da sintese de DNA
para ativar genes celulares necessarios a replicacdo viral, foram relatadas para
outros virus, como por exemplo, citomegalovirus humano, virus Epstein-Barr,
adenovirus, virus da hepatite B e HTLV, os quais foram capazes de promover a
ativacdo transcricional do proto-oncogene c-fos como parte de suas estratégias
replicativas (BOLDOGH, et al., 1990; FLEMINGTON e SPECK, 1990; SU et
al., 1995; NATOLLI, et al., 1995; FUJITA e SHIKU, 1995; FUJII et al., 1995).
Ainda podemos citar a inducdo da expressdo do gene EGR-1 pelos virus HTLV-
I, HSV, EBV e HIV (BLACK et al.,, 1997; TATAROWICZ et al., 1997;
CALOGERQO, et al., 1996; DRON et al., 1999).

A inducdo do gene c-fos pdde também ser associada a infeccdo pelo VV, a qual
foi detectada 10 minutos apos a infeccéo viral, alcancando o pico de expressédo
aos 30 minutos de infec¢do, declinando a partir de 60 minutos e voltando a niveis
basais apds duas horas de infeccdo, demostrando que este gene é precocemente
ativado durante a infec&o viral, independente de nova sintese proteica. A cinética
de inducéo do gene c-fos, devido a estimulacdo com SFB, foi semelhante a obtida
na infeccéo viral. A estimulacdo de c-fos (MRNA) pelo V'V se correlaciona com a
ligacdo de proteinas, induzidas pelo VV, que se ligam ao promotor (SRE) do
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gene c-fos, o que foi demostrado por ensaios de interacdo de DNA-proteina
(EMSA) (MAGALHAES et al., 2000).

Sendo assim, nos propusemos a investigar se outros genes também precoces e
relacionados com mitogénese (EGR e c-jun) estariam sendo estimulados
(expressos) em resposta a infeccdo pelo VV, o que poderia se constituir como um
programa mitogénico que seria acionado pelo virus como estratégia favorecedora
da sua multiplicacédo

No presente estudo podemos verificar que o VV também induz fortemente a
ativacdo do gene EGR-1 (Figura 1), sendo esta prolongada em comparacdo a
ativacdo observada em resposta ao SFB (SUKHATME et al., 1988; OLIVEIRA
et al., 1997), ou mesmo em relacdo a expressdo de c-fos induzida pelo VV
(MAGALHAES et al.,, 2000). O gene EGR ¢ ativado, in vitro, mesmo em
resposta a infeccdo celular com o virus Vaccinia deletado para o gene VGF
(Figura 2), este dado é semelhante ao observado para c-fos, indicando que o VGF
ndo é o Unico responsavel pela estimulacdo mitogénica desencadeada pelo VV,
uma vez que este virus € capaz de estimular mitogenicamente as células
independentemente de VGF. TZAHAR e colaboradores (1998) demonstraram
que os fatores de crescimento virais, embora possuam de 10 a 1000 vezes menos
afinidade aos seus respectivos receptores celulares sao, mitogenicamente, iguais
ou mais potentes do que suas proteinas celulares equivalentes. Desta forma o VV
pode estar atuando no sentido de retirar as células do estado de quiescéncia (G0),
estimulando a mitogénese das mesmas, nos momentos iniciais de sua infecao.

Verificamos que a inducdo de EGR-1 é dependente da multiplicidade de infecgéo
utilizada (Figura 3), o que sugere a participacdo de um gene precoce viral na
inducdo génica, uma vez que a elevada expressdo do gene coincide com a sintese
de proteinas virais precoces. Entretanto, uma maior multiplicidade (m.o.i. 10)
pode ter resultado em danos celulares que influenciaram negativamente na
inducdo génica. Este dado € ainda mais reforcado quando se observa que, a
ativacdo de EGR-1 é totalmente anulada quando infectamos as células com o VV
que teve seu DNA inativado pela luz U.V. (Figura 4), e quando pré-tratamos as
celulas com o inibidor de sintese proteica (cicloheximida), verificamos um
decréscimo na inducdo de EGR-1, sendo que a maior concentracdo utilizada
(100uM) foi capaz de inibir completamente a expressao génica (Figura 5).

A transcricdo do gene c-fos (protétipo dos genes imediatamente precoces) e
outros como c-jun e c-myc, podem ocorrer através da utilizacdo de diferentes vias
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de sinalizacéo celular, incluindo a via JAK/STAT ou aquela envolvendo MAP
quinases (COOPER, 1995; KARIN e HUNTER, 1995). Dados obtidos pelo
nosso grupo, através de ensaios utilizando-se células deficientes em componentes
da via JAK/STATSs, demonstram que o seu papel é apenas marginal na infeccdo
pelo VV, uma vez que ndo constatamos diferenca significativa na multiplicacao
do virus nas diferentes células sendo elas parental; célula deficiente em JAK 1 e
célula deficiente em STAT 1 (Dados da monografia que apresentei ao
Departamento de Microbiologia - ICB/ UFMG, 1997). Sendo assim, nos
investigamos o possivel envolvimento da via MAP quinase na estimulacdo da
expressdo de EGR-1 desencadeada pela infeccdo com o VV. Primeiramente,
usamos como ferramenta o inibidor de serina/treonina quinase H7, e observamos
que este inibidor influenciou negativamente e de maneira dose dependente na
inducdo da expressdao de EGR-1, deixando clara a participacdo de proteinas
serinas/treoninas na transcricdo de sinal desencadeada em resposta a infeccédo
pelo VV. Esta droga, na concentracdo de 100uM, também foi capaz de reduzir
drasticamente a multiplicagédo do VV (92 %), o que sugere uma correlacdo entre
a diminuicdo na expressdo do gene EGR-1 induzida pelo VV e o reflexo em sua
multiplicacdo viral. Este estudo foi realizado por José Carlos Magalhdes em seu
mestrado (Magalhdes, 1997). Devemos salientar, que foi realizado um teste de
viabilidade celular ap6s o tratamento das mesmas com o H7, sendo que nas
condicdes em que realizamos nossos experimentos as células apresentaram-se
viaveis.

Resultados preliminares utilizando-se o inibidor Ro 31-8220, o qual apresenta
maior especificidade para PKC, nos sugere que a ativagéo transcricional de EGR-
1 em resposta a infeccdo pelo VV, pode ocorrer independentemente de proteina
quinase C, uma vez que a inibicdo desta quinase promoveu, um aumento no
acumulo do mRNA de EGR-1, embora Ro também possa inibir outras quinases
(CALVAN e COHEN, 1999). A ativacdo transcricional de EGR-1,
aparentemente, também € independente de PKA e ERK 1/2, em nossos ensaios
preliminares, usando inibidores para estas proteinas, respectivamente H89 e AG-
126, nés ndo observamos diferenca significativa na inducdo da expressdo de
EGR-1. Entretanto, quando utilizamos o inibidor PD 98059, especifico para
MEK, observamos significativa reducdo na inducdo da expressdo do gene EGR-1
em resposta a infeccdo pelo VV, sugerindo que a ativacao transcricional de EGR-
1 ocorre via MEK. Entretanto, esses dados devem ser confirmados e novos
estudos utilizando-se como ferramenta outros inibidores proteicos, como por
exemplo o inibidor para p38MAPK (SB 203580), sdo necessarios para que
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possamos caracterizar a via utilizada pelo VV, na ativacdo transcricional de
EGR-1.

Desde que a infecgdo com o virus Vaccinia foi capaz de induzir a transcricdo do
gene EGR-1, nos também investigamos quais as proteinas estariam envolvidas
neste processo, analisando ap6s a infecgdo com o V'V, quais proteinas estariam se
ligando as sequéncias regulatérias existentes na extremidade 5' do gene, através
da analise do retardamento da mobilidade eletroforética (EMSA).

A atividade de ligacdo ao sitio AP-1 em resposta a infeccdo pelo VV foi
observada somente apds 3-4 horas de infeccdo (Figura 8, canaletas 5 e 6). A
interacdo proteica ao sitio AP-1 foi especifica, uma vez que os complexos
formados foram deslocados pela competicdo com 50 vezes excesso molar da
sonda homologa fria (Figura 8, canaleta 7), 0 mesmo ndo sendo observado nos
ensaios de competicdo com 50 vezes excesso molar das sondas heterélogas SRE
e SIE ndo marcadas (Figura 8, canaletas 8 e 9). Para analisarmos quais proteinas
poderiam estar presentes no complexo formado, pré-incubamos o “mix” proteico
com um anticorpo policlonal anti-FOS, o qual foi capaz de promover o super
retardamento, demostrando a presenca de altos niveis da proteina FOS ligada ao
sitio AP-1, sugerindo uma possivel participacdo do fator de transcricdo AP-1
(heterodimero FOS/JUN), se ligando ao elemento AP-1.

A infeccdo com o VV induziu também a atividade de ligacdo proteica ao sitio
SRE 60 minutos apos a infeccdo, a qual foi aumentando gradativamente até o
maior tempo analisado, 270 minutos pos infeccdo (Figura 9, canaletas 2 a 6). A
especificidade da interacdo para os complexos formados foi também
demonstrada pela competicdo com 5 e 50 vezes excesso molar da sonda
homologa ndo marcada, a qual foi capaz de impedir a formacdo dos mesmos
(Figura 9, canaletas 7 e 8). Além disso a utilizacdo de um anticorpo anti-SRF,
nos permitiu verificar a presenca da proteina SRF no complexo formado, uma
vez que quando pré incubamos o “mix” proteico com este anticorpo deixamos de
observar a banda referente ao complexo proteico (Figura 9, canaleta 9). Este
dado, sugere a participacdo do complexo ternario na ativacdo de EGR-1, através
da sua ligagdo em SRE, dado este condizente com a literatura (COHEN et al.,
1996; CHRISTY e NATHANS, 1989; QURESHI et al, 1991;
ALEXANDROPOULOS, et al., 1992; RUPPRECHT et al., 1994; McMAHON
e MONROE, 1995). Entretanto, nds observamos a expressdo do gene EGR-1 30
minutos pos infeccdo com o VV, indicando que outros elementos regulatorios
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presentes no promotor deste gene, como por exemplo, CRE e NF-kB, estariam
sendo ativados transcricionalmente. Este estudo serd alvo do nosso trabalho no
Doutorado.

Podemos entdo dizer que o VV é capaz de desencadear efeitos relacionados a
inducédo de genes classicamente relacionados com proliferacéo celular, tais como
0 proto-oncogene c-fos e 0 gene de resposta precoce (EGR-1), nos momentos
iniciais de sua infeccdo. A ativacao/inducéo destes dois genes, apds infeccdo com
0 VV, tem como consequiéncia a ativacdo do complexo ativador transcricional
AP-1. A progressdo através das diferentes fases do ciclo de divisdo celular
(GO/GL, S, G2 e M) ¢ controlada por uma famila de proteinas que sdo altamente
conservadas e regulam o ciclo celular de todos os eucariotos. Estas proteinas sao
compostas por uma subunidade catalitica que é uma serina/treonina quinase,
chamada de quinase dependente de ciclina (CDK), e uma subunidade regulatoria
que € uma ciclina, a qual pode pertencer aos grupos A, B, C ou D, e que atua
controlando a atividade quinase da CDK durante o ciclo celular (COOPER,
1995; ANDRADE et al., 2000). BROWN e colaboradores (1998) demonstraram
que o complexo AP-1 pode se ligar ao promotor do gene da ciclina D1 e
promover a sua transcricdo. De fato, a proteina EGR-1 também pode acentuar a
transcricdo do gene da ciclina D1, através da sua ligagdo a elementos ricos em G
+ C presentes no promotor da ciclina D1 (YAN et al., 1997). Desse modo ambos
0s genes ativados pelo VV (c-fos e EGR-1) podem contribuir para a progressao
do ciclo celular de GO/G1 para S, uma vez que seus produtos sdo potenciais
reguladores positivos de ciclina D1. Além disso, resultados obtidos pelo
Doutorando Anderson A. Andrade, em nosso laboratério, que demonstram a
inibicdo da expressdo de um gene com atividade anti-proliferativa, p21WA" 1 que
atua regulando negativamente as CDKs, pelo VV em celulas previamente
tratadas com o IFNy, reforca nossa hipdtese de que nos momentos iniciais de sua
infeccdo o virus Vaccinia , atua desencadeando um programa mitogénico celular,
forcando a célula hospedeira a sair do repouso (GO) e entrar na fase S, criando
assim um ambiente intracelular mais adequado a sua replicagéo.
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8 - PERSPECTIVAS

Durante a realizagdo deste trabalho, muitas questdes ndo foram respondidas e
novas perguntas foram surgindo, desta forma continuaremos explorando os
efeitos mitogénicos desencadeados pelo infeccdo com o virus Vaccinia, para
tentarmos estabelecer um programa mitogénico utilizado pelo VV, nos
momentos iniciais de sua replicacdo. Abaixo estdo enumerados alguns dos
objetivos que pretendemos alcancar durante o Doutorado:

e Analise da proteina EGR-1, para que possamos verificar se os niveis de
mensageiros acumulados se refletem na sintese da proteina na célula
infectada pelo VV.

e Anélise das interacbes DNA/proteina, nos sitios AP-1, SRE, CRE, NF-
kB tanto no promotor de c-fos quanto de EGR-1, bem como analise das

diferentes proteinas presentes nos complexos formados

e Anélise do efeito de diferentes inibidores proteicos na interacdo
DNA/proteinas nos sitios AP-1; SRE; CRE e NF-kB.

e Anélise da inducdo de c-fos e EGR-1, em resposta a infeccdo por
outros virus da familia Poxvidae
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