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AP-1: Proteina ativadora transcricional-1

Ara C: Citosina Arabinosideo

ATF: Fator de ativacdo transcricional

BSA: Albumina bovina sérica

CEV: Virus envelopado associado a célula

CPXV: Cowpox virus

CRE: Elemento de resposta ao cCAMP

CREB: Proteina de ligagdo ao CRE

DMEM: Meio minimo essencial de Eagle modificado por Dulbecco
DNA: Acido desoxirribonucleico

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido etilenodiaminotetracético

EEV: Virus envelopado extracelular

EGF: Fator de crescimento epidérmico

EGR: Gene de resposta precoce ao crescimento celular
EMSA: Ensaio de retardamento da mobilidade eletroforética
ERK: Proteina quinase ativada por estimulo extracelular
GTP: Guanosina trifosfato

HIV: Virus da imunodeficiéncia humana

hpi: Horas pés-infecgéo

HSV: Virus herpes simples

IEV: Virus envelopado intracelular

IFN: Interferon

IL: Interleucina

IMV: Virus maduro intracelular

IRF: Fator regulador de interferon

ITR: Terminacdes invertidas e repetidas

IV: Particula viral imatura

JNK: Proteina quinase que fosforila a porgao N terminal da proteina JUN
kDa: Quilodalton

M: molar

MAPK: Proteina quinase ativada por mitdgeno

MKP: Proteina fosfatase de MAPK

ml: mililitros

mM: milimolar

MNK: MAP quinase de interagdo com proteina quinase



MOI: Multiplicidade de infec¢do

MOPS: &cido morfolino propano sulfonico
mRNA: RNA mensageiro

NKT: Células Natural Killer T

nm: nandmetros

OMS: Organizacdo Mundial de Saude
PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida
pb: Pares de bases

PBS: Solugéo salina tamponada com fosfato
PFU: Unidade viral formadora de placa

PKC: Proteina quinase C
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SAPK: Proteina quinase ativada por estresse
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SFB: Soro fetal bovino

TBP: Elemento de ligagdo ao TATA

TE: Tris-EDTA

TGF: Fator de crescimento transformante
TK: Timidina Kinase

TLR: “Toll like receptor” — Receptor do tipo Toll
TNF: Fator de necrose tumoral

TRE: Elemento de resposta ao TPA

UFP: Unidade formadora de placa

UV: Ultra violeta

VGF: Fator de crescimento do Vaccinia virus
VACV: Virus vaccinia

WR: Western reserve
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RESUMO

Os eventos de sinalizacdo intracelular representam um papel fundamental na
multiplicacédo viral. Nos ultimos trabalhos, o grupo de transducdo de sinal do
laboratorio de virus mostrou que a ativacdo da proteina quinase ativada por
mitégenos (MAPK) (ERK1/2) e seus substratos sdo essenciais para a
multiplicacdo do Vaccinia virus (VACV) (Magalhédes et al, 2001, Andrade et al,
2004, Silva et al, 2006). Neste trabalho nds analisamos a cinética de ativacao
das MAPKs ERK1/2, JNK1/2 durante a infeccdo pelo VACV, assim como a
atuacao destas quinases sobre fatores de transcricao alvos. Nossos resultados
demonstram que ERK1/2 e JNK1/2 regulam temporalmente a ativacao do fator
de transcricdo c-Jun. A atuacdo destas quinases sobre c-Jun leva a formacéo
de complexos DNA-proteinas das sequéncias AP-1 e CRE em momentos
distintos da infecgdo viral. Neste trabalho, também caracterizamos a ativacéo
de JNK1/2 durante a infeccao viral. Observamos que a ativacdo de JNK1/2 é
mediada pelas MAPKKs MKK4 e MKK7 e ainda que o fator de crescimento do
VACV (VGF), embora envolvido, ndo é essencial para a ativacdo JNK1/2.
Ainda, observamos que a proteina quinase viral B1R ndo é responsavel pela
ativagcdo de JNK1/2 durante a infecgdo. Além disso, com intuito de determinar o
papel de JNK1/2, utilizamos o inibidor SP600125, e observamos um profundo
reflexo na expressado do gene viral da timidina quinase, na replicacdo do DNA
viral, na expressao de proteina viral e na multiplicacdo do VACV. No entanto,
este drastico efeito na multiplicacdo viral ndo pode ser atribuido a ativacédo de
JNK1/2 pois estes dados ndo corroboram com experimentos realizados com
células nocautes para estas quinases. Observamos entdo, que SP600125,
além de JNK1/2, inibe inespecificamente outra(s) proteina(s)/via(s)
importante(s) na multiplicacdo viral. Apesar de JNK1/2 ndo apresentar um
papel sobre a multiplicagdo viral, em experimentos de fenotipo de placa, as
células nocautes para estas quinases apresentaram um tamanho reduzido em
relagdo as células selvagens. Além disto, a liberagdo da forma EEV
demonstrou um aumento na auséncia de JNK1/2. Juntamente com dados da
literatura sugerimos que JNK1/2 pode ter seu papel relacionado ao controle da
liberacdo das formas CEV e EEV da célula hospedeira. Além disto, JNK1/2

parece ter um papel relacionado a resposta celular antiviral através da inducéo
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da citocina IL-6. A modulacdo das vias sinalizadoras envolvendo MEK/ERK e
MKK/JINK durante o curso da infeccdo pelo VACV se correlaciona com as
necessidades temporais virais, sendo a primeira relacionada a multiplicagéo,
enquanto que MKK/JNK esta envolvida principalmente com a saida das formas
virais CEV e EEV da célula infectada.
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ABSTRACT

Intracellular signaling events represent an essential role on virus biology. In
recent publications, the Grupo de Transducao de Sinal of Laboratério de Virus
demonstrated that the activation of the protein kinase activated by mitogens
(MAPK) (ERK1/2) and their substrates are essential to Vaccinia virus (VACV)
multiplication (Magalh&es et al, 2001, Andrade et al, 2004, Silva et al, 2006). At
this work we analyze the kinetic of activation of MAPKs ERK1/2 and JNK1/2
and their transcript factors during VACV infection. Our results showed that
ERK1/2 and JNK1/2 regulate temporally transcript factor c-Jun activation. This
interaction MAPKs—c-Jun leads to the formation of DNA-proteins complexes of
the sequences AP-1 and CRE in distinct moments of viral infection. We also
observed that JINK1/2 activation is mediated by MAPKKs MKK4 and MKK7 and
that the VACV growth factor (VGF) participates but it is not essential to this
process. Moreover, the viral kinase protein B1R does not participate in
activation JNK1/2. To determine the JNK1/2 role in the VACV multiplication, we
used the inhibitor SP600125 and it was observed a significant decrease at the
viral gene kinase timidin expression, DNA replication, viral protein expression
and VACYV titles. Despite of these observations, we can not attribute them to
JNK1/2 activation because we had different results when utilized knockout cells
to these kinases. So we concluded that SP600125 inhibits non-specifically other
signaling pathways than that of JINK1/2 which are also important to viral biology.
However JNK1/2 does not have a role at viral multiplication, knockout cells to
these kinases presented a reduced viral plaque size when compared to wild
cells. In JNK1/2 absent we observed an increased EEV release. This fact
together with literature relates, allow us to hypothesis that JINK1/2 may have a
role on the CEV and EEV release. And also JNK1/2 seems to have a role on
the host antiviral response through of IL-6 cytokine induction. Modulation of the
signaling pathways MEK/ERK and MKK/JNK during VACYV infection correlates
with the VACV temporal needing. While MEK/ERK is involved with viral
multiplication, MKK/JNK is related with the egress of both viral forms CEV and
EEV of the infected cell.
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1 - JUSTIFICATIVA
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O mais conhecido dos poxvirus até os dias de hoje € o virus da variola que
causa a doenca de mesmo nome. A variola é considerada a mais devastadora
doenca da humanidade. A campanha mundial de vacinacao foi intensificada na
década de 60 pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) sendo extremamente
bem sucedida e a variola teve sua erradicacdo em 1977. Neste ano, o ultimo
caso de variola foi notificado em um individuo infectado naturalmente na
Somalia (Inglesby et al, 1999). Em 1980, a OMS recomendou que a vacinacao
em todos os paises fosse interrompida sendo declarada a erradicacédo do virus

da variola (Henderson et al, 1999).

Com a erradicacdo da variola e a interrup¢do da vacinacao, ha mais de vinte
anos atras, foi gerada uma populacéo susceptivel a infeccdo por este virus. No
entanto, uma epidemia em escala mundial somente ocorreria em casos
drésticos de bioterrorismo. Mais recentemente o Departamento de Saude e
Servigcos Humanos dos Estados Unidos comecou a planejar um programa de
vacinacdo contra a variola. A vacina utilizada na erradicacdo da variola
constituiu-se do Vaccinia virus (VACV), um poxvirus nao patogénico para seres
humanos imunocompetentes. O uso do VACV nesta possivel nova vacinacao
esta sendo avaliado, o debate acerca de como as pessoas seriam vacinadas
esta centrado na seguranca da vacina viva e na transmissibilidade do VACV de
pessoas recentemente vacinadas para hospedeiros susceptiveis (Sepkowitz,
2003).

Até pouco tempo acreditava-se que o virus ndo poderia ser encontrado na
natureza, no entanto, nos ultimos anos tém sido identificados alguns virus
infectando animais e humanos que podem ser derivados de amostras vacinais
(Condit & Niles, 2002). No Brasil, existem alguns relatos do isolamento de
poxvirus na natureza. A partir da caracterizagdo parcial péde se sustentar a
hipétese de que estes virus poderiam estar relacionados a amostra vacinal
utilizada no Brasil que se manteve na natureza voltando a infectar animais e/ou
seres humanos (Fonseca et al, 1998, Damaso et al, 2000, de Souza Trindade
et al, 2003, Leite et al, 2005). Em 2003, 37 laboratorios confirmaram casos de
doencas em humanos relatados nos Estados Unidos devido a importacdo de

roedores africanos infectados com Monkeypoxvirus. Em 2004, Mahalingam e
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colaboradores comentam que devido a este e outros fatos, se faz necessario
uma continua vigilancia e treinamento de pessoal capacitado para estudar e
responder prontamente aos casos de Orthopoxvirus. Assim, a OMS tem
estimulado a caracterizacdo dos poxvirus isolados da natureza a fim de evitar

possiveis epidemias por poxvirus desconhecidos.

Nos ultimos anos, os poxvirus também tém recebido atencédo pelo uso seguro e
eficiente de vacinas. Atualmente, o foco das pesquisas nos poxvirus esta
relacionado ao interesse de desenvolvimentos de drogas antivirais e vacinas
seguras (McFadden, 2005). Sendo assim, estudos nestes aspectos que visam
compreender a relacdo virus-hospedeiro sdo de suma importancia, tanto para o
USO seguro como vacinas quanto, para compreender e, portanto, saber evitar e

remediar possiveis infeccdes e até epidemias.

Nos ultimos anos, o Grupo de Transducdo de Sinal do Laboratério de Virus,
trabalha com o intuito de compreender um pouco mais a relacao dos poxvirus
com o hospedeiro. Dentre varias vias de sinalizacdo celular, concentramos em
avaliar a participagcao das MAPKSs e fatores de transcrigdo ativados por estas
durante o ciclo de multiplicacdo dos poxvirus. Assim, através dos trabalhos de
Magalhdes e colaboradores, 2001; Andrade e colaboradores, 2004 e Silva e
colaboradores, 2006; foi elucidado o papel biolégico da sinalizacdo da via
MEK/ERK e dos fatores de transcri¢ao relacionados a esta na multiplicacéo do

Vaccinia virus.

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos ao longo dos dltimos anos
relacionando a ativacdo das MAPKs e atuacdo destas na biologia viral de
diversas familias de virus. Estes estudos variam desde a simples detec¢éao da
ativacdo destas quinases, até estudos que demonstram como estas tém papel
crucial na biologia viral, seja como uma resposta celular na tentativa de conter
a replicacédo viral ou, até mesmo, como uma inducdo por parte do virus devido
a ativacao destas quinases ser um fenbmeno essencial para producdo de suas

progénies.
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A partir de todos os dados gerados nos ultimos anos pelo nosso grupo de
trabalho, podemos perceber o quanto a sinalizagdo celular decorrente dos
eventos intracelulares advindos das etapas de infeccdo viral é crucial para o
desenvolvimento da infeccdo. A complexa interacdo dos virus com seus
hospedeiros, sdo decisivas para a determinacdo do resultado da infeccédo e
sendo assim, seu estudo de grande relevancia para compreender como virus e
célula se relacionam e quais etapas e vias sao fundamentais para a producéo

viral ou defesa do hospedeiro.

Neste trabalho realizado agora, pretendemos analisar a participagédo de outros
componentes celulares durante a infeccdo pelo Vaccinia virus. De forma
particular, visamos estudar outra via das MAPKs, a via de JNK1/2, assim como
avaliar a participacdo de ERK1/2 em tempos tardios da infeccdo bem como o
fator de transcricdo Jun que é alvo comum das duas vias. A via de JNK1/2 vem
sendo descrita na literatura como importante efetora em etapas de
multiplicacdo de diversas familias virais. Desta forma, ao elucidar a relacao
desta via no ciclo de multiplicacdo do Vaccinia virus, esperamos contribuir para

aumentar o entendimento da interacdo entre o virus e a célula hospedeira.
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2.1 - Familia Poxviridae

Os poxvirus sdo caracterizados por serem grandes virus que contém uma
forma ovoide ou de tijolo, possuem enzimas e fatores para a sintese do RNA
mensageiro viral e um genoma de fita dupla de DNA de aproximadamente
200Kb cujas extremidades estdo covalentemente ligadas. Outra caracteristica
marcante da familia Poxviridae, além da morfologia complexa, € a capacidade
de desenvolver o seu ciclo replicativo inteiramente no citoplasma da célula
hospedeira (Moss, 2001; revisto em Condit et al, 2006).

A familia Poxviridae é dividida em duas subfamilias baseadas no espectro de
hospedeiro; Entomopoxvirinae (poxvirus de insetos) e Chordopoxvirinae
(poxvirus de vertebrados). Geralmente, os membros da mesma familia tém
morfologia similar e apresentam reacdo e protecdo cruzada em animais de
laboratorio (Fenner, 1998, Moss 2001).

Dentro da familia Chordopoxvirinae, onde o Vaccinia virus (VACV) se encontra,
existem oito géneros e doze espécies de poxvirus. O VACV é o membro
protétipo do género dos Orthopoxvirus e permanece até os dias de hoje como o
membro mais extensivamente estudado. Os virus protétipos de cada género

estao listados na tabela 1.

Além do virus da Variola, existem outros poxvirus que podem infectar
humanos. S&o eles, o virus do Molluscum Contagiosum do género
Molluscipoxvirus que causa doenca grave em humanos e os Orthopoxvirus

Monkeypoxvirus, Cowpox virus (CPXV) e o Vaccinia virus.

O Monkeypoxvirus € de ocorréncia comum na Africa, mas em 2003, ocorreram
infeccbes em humanos por este virus no meio oeste dos EUA por uma
importacdo de roedores da Africa. O CPXV também é um virus encontrado em
roedores, mas acidentalmente pode infectar outros animais como vacas e

também humanos (revisado em MacFadden, 2005).
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TABELA 1: CLASSIFICAGAO DA FAMILIA POXVIRIDAE (Fonte: ICTV/2002)

Subfamilia

Chordopoxvirinae

Entomopoxvirinae

Género

Orthopoxvirus

Parapoxvirus

Avipoxvirus

Capripoxvirus

Leporipoxvirus

Suipoxvirus

Molluscipoxvirus

Yatapoxvirus

Entomopoxvirus A

Virus Prototipo

Vaccinia virus

Orf virus

Fowlpox virus

Sheeppox virus

Myxoma virus

Swinepox virus

Molluscum contagiosum virus

Yaba monkey tumor virus

Melolontha melolontha entomopoxvirus
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2.2 — O Vaccinia virus

2.2.1 — Morfologia

Uma das mais marcantes caracteristicas do VACV € que este possui Varias
formas diferentes de particulas infecciosas. O virus maduro intracelular (IMV)
representa a maioria da progénie infecciosa (~90%) e permanece no
citoplasma da célula infectada até a lise celular (Appleyard, Hapel & Bouter,
1971; Ichihashi, Matsumoto & Dales, 1971), tem uma forma ovoide ou
aproximadamente como um tijolo, contendo duas membranas e medindo
aproximadamente 300 x 250nm. A forma IMV € muito estavel e medeia a

disseminacéao entre os hospedeiros.

Relativo ao IMV, outras duas particulas infecciosas, o virus envelopado
extracelular (EEV), e o virus envelopado extracelular associado a célula (CEV);
tém uma membrana adicional, que é chamada entdo de envelope (Sodeik &
Krijnse-Locker, 2002). Esta membrana ou envelope adicional, derivada do
complexo de Golgi ou endossomos, contem proteinas celulares e cerca de
cinco polipeptidios codificados pelo VACV que sao ausentes na particula IMV
(Smith, Vanderplasschen & Law, 2002).

Embora o EEV e o CEV sejam somente uma pequena por¢éo da progénie viral
(~5%), estes tém como importancia biolégica a disseminac¢éo viral dentro do
hospedeiro infectado. O EEV ¢é liberado da célula antes da morte celular. A
presenca desta membrana lipidica extra com as proteinas associadas, faz o
EEV estruturalmente e biologicamente distinto do IMV. Além disto, existe uma
maior ativacdo da imunidade as proteinas do EEV do que as IMV, embora a

imunidade ao IMV também possa ser util (Law, Putz & Smith, 2005).

Em 2005, o Dr. Bernard Moss propds uma nova nomenclatura para as diversas
formas virais apresentadas pelo VACV. Assim as formas IMV e IEV passariam
a ser denominadas MV (Mature Virion) e WV (Wrapped Virion),
respectivamente. As formas EEV e CEV seriam ambas denominadas de EV

(Enveloped Virus). Neste trabalho, optamos por utilizar a nomenclatura antiga
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de forma a diferenciar e facilitar a discussdo a respeito das formas virais
envelopadas CEV e EEV.

Através de imagens obtidas a partir da microscopia eletrénica, o VACV se
mostra com quatro elementos estruturais: o core ou cerne, 0s corpos laterais,
membrana externa e envelope, este Ultimo que se apresenta somente no EEV
(figura 1). O cerne, que é a estrutura mais interna do virus, se encontra como
uma estrutura ovalada parecendo um disco biconcavo e abriga o material
genético associado a proteinas e enzimas virais. Envolvendo o cerne, existe
uma camada ou membrana de origem protéica em forma de pequenas
subunidades cilindricas denominada palicada (Jensen et al, 1996, Sodeik &
Krijnse-Locker, 2002).

Uma membrana externa, composta tanto por proteinas como lipidios, circunda
0 cerne e 0s corpos laterais que estdo localizados em ambos os lados do
cerne, nas concavidades. Esta membrana externa frequentemente exibe uma
superficie composta por formas irregulares como tubulos em microscopia
eletrbnica de coloracdo negativa convencional (Wilton et al, 1995). Utilizando-
se microscopia crio-eletrénica, o virus maduro intracelular demonstrou ter uma
superficie lisa e parecer estar incluso por duas membranas. Como os tubulos
de superficie, os corpos laterais foram melhor visualizados em amostras onde
os virions foram quimicamente fixados e sofreram desidratagdo antes do
congelamento, assim, Dubochet e colaboradores em 1994 sugeriram que estes
corpos laterais poderiam ser artefatos da técnica de fixagdo para microscopia
eletrdnica. No entanto, uma recente analise estrutural tem modificado a idéia
que os corpos laterais sejam artefatos de técnica, contudo a funcédo ainda

permanece desconhecida (Griffiths et al, 2001).

2.2 2 - Genoma

Como mencionado anteriormente, o genoma dos poxvirus consiste de uma

molécula de DNA fita dupla linear que se apresenta complexado com proteinas
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— Envcltério

Tabulos

s —Corpo lateral
superficiais

Membrana externa

Cerne
(DNA viral e proteing)

—— Membrana do cerne

Figura 1: Micrografia eletrbnica e representacdo esquemética da particula do Vaccinia

virus

A figura mostra os elementos estruturais principais: membrana externa, corplsculos laterais,
cerne e envelope. O cerne é a estrutura mais interna, onde esté contido o material genético. A
membrana externa é uma bicamada lipoprotéica de origem celular. Os corpusculos laterais séo
estruturas ovoides, dispostas nas duas concavidades do cerne. O envelope, também de
natureza lipoprotéica, € o componente mais externo do virus.

Fonte: Moss, 2001 e http://cdphe.embanet.com/
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virais. O tamanho do genoma das diferentes espécies de poxvirus é bastante
variavel (130-260Kb) (Lefkowitz et al, 2006; Condit et al, 2006). O genoma
completo do VACV (linhagem Copenhagem) compreende 191.636 pb, com
66,6% de A + T, que codifica para 263 proteinas potenciais. O genoma dos
poxvirus possui em suas extremidades uma sequéncia terminal repetida e
invertida (ITRs) de 12 Kb que inclui multiplos pequenos elementos repetidos.
Cada porcao terminal € composta de uma seqiéncia ndo pareada de 101

nucleotideos em forma de grampo (Goebel, 1990).

Embora os poxvirus codifiquem mais de 150 genes, somente 49 destes estdo
presentes em todos os poxvirus sequenciados até hoje. Existem, no entanto,
aproximadamente 90 genes que sdo comuns a todos os Chordopoxvirus, estes
genes estao envolvidos em funcdes primordiais como a replicacao, transcricao
e montagem da particula (Upton et al, 2003; revisto em Lefkowitz et al, 2006).
Uma andlise do genoma entre 0s poxvirus sequenciados, demonstra uma
organizacdo comum deste genoma, no entanto, os genes que codificam
proteinas relacionadas a interacdo virus-hospedeiro e mecanismos de
patogénese como apoptose, reconhecimento e apresentacdo de antigeno,
processos de sinalizacdo imune, funcdes dos interferons, entre outros, estao
alocados nas ITRs, que ndo se apresentam como regides tdo conservadas
entre 0s poxvirus e sdo comumente chamados de genes de viruléncia (Barry et
al 2004, revisto em Lefkowitz et al, 2006). Estes genes nao conservados e nao
essenciais na replicacdo viral ditam as caracteristicas individuais do virus em

relacéo ao espectro do hospedeiro (Condit et al, 2006).

A regido central do genoma, por sua vez, que se mantém extremamente
conservada entre o0s poxvirus, codifica principalmente para proteinas
envolvidas na replicagéo viral, tais como enzimas e proteinas estruturais e sdo

comumente chamados de genes essenciais (Kotwal, 2000).

Nos Orthopoxvirus, as fases abertas de leitura (ORF) sdo denominadas de
acordo com sua localizacdo no genoma baseada no perfil de restricdo obtido
utilizando-se a enzima Hindlll. Assim, cada ORF é denominada pela letra do

fragmento de restricdo no qual se localiza, seguida do nimero da mesma e
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pela letra L ou R, indicando esquerda ou direita, como sentido de leitura do
gene (Johnson et al, 1993, Moss, 2001). Examinando as atividades atribuidas
aos produtos génicos do VACV, observa-se que estes estdo, em sua maioria,
envolvidos com biossintese e metabolismo do &cido nucléico. Isto inclui
atividades relativas ao metabolismo de DNA e RNA, propriedades estruturais e
sintese dos acidos nucléicos. Assim, além das proteinas estruturais 0 genoma
do virus codifica para varias enzimas, tais como: DNA e RNA polimerases,
enzima de cap do mRNA, DNA ligase, topoisomerase, helicase, timidina
quinase, ribonucleotideo reductase e possivelmente dUTPase (Johnson et al,
1993; da Fonseca e Moss, 2003).

Dentro de cada uma das ITRs do genoma do VACV é codificado o fator de
crescimento do Vaccinia virus (VGF), que, apés ser secretado, tem sido
demonstrado ser capaz de induzir proliferacdo em células ndo infectadas, ou

seja, células adjacentes a infectada (Kotwal et al, 2000).

2.2.3 - Ciclo de multiplicacao dos poxvirus

2.2.3.1 - Adsorcao e penetracao

O ciclo de multiplicacdo dos poxvirus inicia-se com a adsorcéo da particula viral
a célula hospedeira (figura 2). No entanto, o estudo da entrada do VACV tem
sido complicado pelo fato, como ja comentado, do virus possuir multiplas
particulas infecciosas que diferem entre si pela membrana externa, o IMV e o
EEV. Desta forma, o mecanismo de entrada das diferentes formas infecciosas
permanece nado completamente elucidado devido a existéncia de varias
versdes para 0 mesmo fendbmeno e ainda por néo ter sido identificado um
receptor especifico. Contudo, apesar do mecanismo controverso, ambas as
formas, apds a etapa de desnudamento, liberam o cerne viral no citoplasma

(Vanderplasschen et al, 1998).

Inimeros estudos foram realizados ao longo dos ultimos anos para desvendar

a entrada dos poxvirus na célula hospedeira. Muitos problemas em se chegar a
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Figura 2: Ciclo de multiplicacdo dos Poxvirus

As duas formas infectivas dos poxvirus, o virus envelopado extracelular (EEV) e o virus maduro
intracelular (IMV) iniciam o seu ciclo ao se ligarem e penetrarem na célula, ocorrendo o
desnudamento primario. Ainda no cerne, ocorre a transcricdo de genes imediatamente
precoces e ap0s a sintese de proteinas precoces, ocorre o desnudamento secundario e
consequente liberacdo do DNA no citoplasma. Enzimas sintetizadas na etapa inicial da
infeccdo atuam, entdo, na replicacdo do DNA viral. Durante e apés a replicacdo deste DNA,
ocorre a transcricdo dos genes intermediarios e tardios. Finalmente, tem-se a montagem do
virus e este é liberado no meio extracelular na forma de EEV ou permanece associado a célula
na forma de CEV. Fonte: Adaptado de McFadden, 2005.
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um consenso € a utilizacdo de linhagens virais e tipos celulares diferentes.
Desta forma, muito ja foi discutido, desde que o IMV entraria por um mecanismo
dependente de actina (Payne & Norby, 1978); ou por um mecanismo
dependente de vesicula endossomais (Dales, 1963). De fato, o que pode se
considerar como mais aceito atualmente, ou pelo menos em um maior
consenso, € o fato de varios destes trabalhos e a maioria dos autores
concordarem com a hipétese que o IMV entra na célula por fusdo com a
membrana plasmética. Vanderplassche e colaboradores em 1998 propuseram
um modelo de entrada do IMV através de fusdo com a membrana plasmatica de
maneira pH dependente. No entanto, Carter e colaboradores em 2005,
realizaram um estudo em que mostram que a entrada do IMV ocorre por fusdo
com a membrana plasmatica podendo interagir com glicosaminoglicanas e
ainda afirmando, que o IMV possui apenas uma membrana simples. J4 Heuser,
2005, contradiz a hipétese de uma membrana Unica e seus estudos indicam um

modelo onde o IMV possui mais do que uma simples camada.

Para a entrada do EEV, muito também tem sido estudado. Estudos usando
EEV purificado sugerem que este entra por fusdo com a membrana plasmatica.
Este mecanismo, no entanto, liberaria uma forma IMV no citoplasma, um
fenbmeno que nunca foi observado (Vanderplasschen et al, 1998; Sodeik &
Krijnse-Locker, 2002).

Acreditava - se entdo, que o IMV, entraria por fusdo com a membrana
plasmatica, enquanto que o EEV entraria por endocitose ou fagocitose. O baixo
pH do endossomo atuaria na destruicdo do envelope do EEV que atraves de
fusdo com a membrana do endossomo liberaria o cerne livre no citoplasma

(Vanderplasschen et al, 1998).

No entanto, recentemente, Law e colaboradores, em 2006, demonstram que 0
EEV se liga em um ponto de contato com a célula e entra através do
rompimento de sua membrana externa liberando uma particula IMV, a qual se
liga a membrana celular e penetra por fusdo conforme demonstrado pelo

mesmo grupo anteriormente. Esta ligacdo do EEV demonstra ser dependente
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de proteinas virais B5 e A34 e compostos polianiénicos, tais como

glicosaminoglicanas, na membrana plasmaética.

A despeito destes dados, varios trabalhos foram publicados recentemente
demonstrando o papel essencial de proteinas de membrana do IMV na
penetracdo e disseminacéo ceélula-a-célula do VACV. Nestes estudos mostrou-
se gue virus mutantes para as proteinas A21 (Townsley et al, 2005), A28
(Senkevich et al, 2004), H2 (Senkevich et al, 2005) e L5 (Townsley et al, 2005)
sdo morfologicamente normais, se ligam a célula hospedeira mas ndo podem
penetrar no citoplasma, ou seja, ndo sao infecciosos. Ainda, recentemente,
Senkevich e colaboradores em 2005, mostraram que estas proteinas citadas e
ainda as proteinas de membrana A16, G3, G9 e J5 formam um complexo

multiproteico com funcéo primordial para entrada e fusao.

2.2.3.2 - Desnudamento

A entrada no citoplasma quando o virus perde o envelope é denominada
desnudamento primario. Nesta etapa o cerne viral é liberado no citoplasma. Na
proxima etapa, o desnudamento secundario, ocorre a degradacdo das
nucleoproteinas que constituem o cerne e o DNA viral € liberado no citoplasma
da célula hospedeira. Este processo pode ser inibido pelo uso de inibidores da
transcricdo ou traducéo, indicando que esta etapa € dependente de sintese de

RNA e proteinas virais (Moss, 2001).

2.2.3.3 - Expressao dos genes virais

A expressao de genes durante a infec¢do pelo VACV é regulada primariamente
em nivel da transcricdo. Os genes sao transcritos em trés classes temporais;
precoce, intermediaria e tardia. Cada classe de gene é caracterizada
funcionalmente por distintos promotores e fatores de transcricdo cognatos, a
maioria destes sintetizada pelo virus. Os fatores necessarios para o inicio da
transcricdo de cada classe de genes sao codificados pela classe de genes que

0 precede, e desta forma a regulacdo pode ser descrita como uma cascata
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(Condit e Niles, 2002). Os genes precoces sado aqueles cujos produtos sao
sintetizados antes da replicacdo do DNA viral e os genes tardios tém seus
produtos sintetizados durante ou apos a replicacdo do DNA viral (Moss, 2001).
Atualmente, alguns trabalhos sugerem a participacdo de proteinas celulares,
especialmente fatores de transcricdo da célula, durante o processo de
transcricao viral (Oh & Broyles, 2005; Knutson et al, 2006; Silva et al, 2006,
Brasil & Bonjardim, comunicacao pessoal). Este ponto sera explorado no tépico

interacao virus-hospedeiro.

O sistema de transcri¢do dos genes precoces é “empacotado” juntamente com
0 cerne das particulas infecciosas fornecendo assim, um mecanismo para a
sintese do mMRNA viral no citoplasma. A transcricdo dos genes imediatamente
precoces nao requer a sintese de proteinas “de novo”, sendo realizada
exclusivamente por enzimas contidas no préprio virion como a RNA polimerase
dependente de DNA, enzimas responsaveis pela metilagdo e poliadenilacdo
dos mRNAs recém-sintetizados e fatores de transcricdo precoces responsaveis

pela ativacdo dos genes precoces (Moss, 2001, Condit et al, 2006).

Os mRNA precoces podem ser detectados 20 minutos apés o inicio da
infeccdo e codificam proteinas precoces envolvidas na replicacdo do DNA,
expressdo dos genes intermediarios, proteinas de interacdo com o hospedeiro

e fatores de crescimento (Moss, 2001, Condit et al, 2006).

Existem também os genes intermediarios que sédo expressos apoés a replicacédo
do DNA e os mRNAs podem ser detectados por volta de 100 minutos de
infeccdo. As proteinas expressas por estes genes constituem principalmente de
transativadores da expressao de genes tardios (Moss, 2001, Condit et al,
2006).

Os genes tardios sao transcritos e os mRNAs tardios podem ser detectados de
140 minutos a 48 horas de infeccédo. Estes codificam principalmente proteinas
estruturais, enzimas e fatores de transcricdo precoces que irdo fazer parte do
virion (Moss, 2001, Condit et al, 2006).
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2.2.3.4 - Replicagédo do DNA

A exclusiva localizacdo citoplasmética para replicacdo do DNA, tem sido
descrita somente para 0s poxvirus e para o virus Africano da febre suina
(familia Asfaviridae) (Moss, 2001).

Apos a liberagdo do genoma viral no citoplasma, inicia-se a agdo de enzimas
envolvidas na replicacdo do DNA, que em sua maioria sdo sintetizadas nos
estagios precoces da infeccdo. Também no estagio precoce, a estrutura em
forma de grampo presente em cada extremidade do DNA viral, é clivada. Apés
isto, a replicagdo do DNA se inicia. O modelo de replicagdo dos poxvirus
envolve a formacéo de concatameros formando a elongacéao da cadeia de DNA
pela polimerase viral a partir da extremidade 3’ OH dentro da alga terminal, a
qual serve como iniciadora da replicacdo (Beaud, 1995). A formacao de
intermediarios concataméricos ocorre devido a ligacdo covalente das
extremidades do genoma através de al¢cas formadas por repeticdes invertidas,

resultando em uma cadeia continua de polinucleotideos (Goebel et al, 1990).

Estes concatameros sao entédo resolvidos em moléculas maduras de DNA que
serdo incorporadas nas particulas virais nos estagios tardios da infeccéo
(Beaud, 1995).

Através de analises de VACV mutantes temperatura-sensiveis (ts) descobriu-se
uma série de proteinas virais essenciais para a replicacdo do DNA. Dentre
estas, destaca-se a proteina viral B1R, uma serina-treonina quinase de 34 kDa
que é sintetizada nos momentos precoces da infec¢do. Através do virus
mutante termo-sensivel para B1R, p6de-se observar que a auséncia desta
quinase resulta em um bloqueio da replicagcdo do DNA viral (Traktman et al,
1989; Rempel e Traktman, 1992).

2.2.3.5 - Montagem e liberacao

A montagem e morfogénese viral ndo sdo completamente entendidas porque

muitos dos componentes ainda ndo tém sua exata funcdo definida (Ward,
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2005). Todo o processo de montagem das particulas virais ocorre em regides
do citoplasma granulares e eletrodensas denominadas “fabricas virais” (Moss,
2001). A montagem do VACV pode ser dividida em duas fases. A primeira
comeca com a formacdo das formas crescentes membranosas; que sao
simples bicamadas composta, predominantemente, pela proteina viral D13; nas
areas das fabricas virais e culmina com a producédo do IMV. A maior parte da
progénie viral encerra sua morfogénese neste ponto, outra pequena parte
segue para a proxima etapa. A segunda fase comega com o “envelopamento”
das particulas IMV por membranas para formar o virus envelopado intracelular
(IEV). Estas etapas sdo dependentes das proteinas virais A27 (Sanderson et
al, 2000), F13 (Rottger et al, 1999) e B5R (Wolffe et al, 1993) para a
movimentacdo e envelopamento. Estudos demonstraram que as membranas
que envolvem os virions sdo derivadas de cisternas de um compartimento
intermediario entre o reticulo endoplasmético e o complexo de Golgi ou
endossomos (Sodeik et al, 1993; Schmelz et al, 1994). Assim, a fragcdo dos IMV
gue permanece envelopada por uma dupla membrana, os IEV, sdo propelidos
através de microtabulos (Ward & Moss, 2001 e Hollinshead et al, 2001) para a
periferia, onde através de fusdo de sua membrana mais externa com a
membrana plasmaética, libera o virus envelopado extracelular (EEV) da célula.
A maioria das linhagens de VACV permanece com as formas EEV presas a
superficie celular e recebem desta forma o termo de virus envelopado
associado a célula, que é a forma viral responsavel pela disseminacéo célula-a-
célula (CEV) e que ocorre através da formacdo de caudas de actina que

propelem o virus entre as células (revisto em Ward, 2005)

Foram realizados varios estudos visando compreender as etapas da
morfogénese e quais proteinas estariam envolvidas na formacdo do virion.
Nestes trabalhos foram utilizados virus mutados para algumas destas
proteinas. A proteina quinase F10L, por exemplo, € necessaria nos estagios
iniciais da morfogénese viral (Traktman et al, 1995). Da mesma forma para as
proteinas Al4L (Traktman et al, 2000), A17L (Wolffe et al, 1996), A11R (Resch
et al, 2005) e J1R (Chiu et al, 2005), dentre varias outras, que tém seu papel na
formacdo da membrana do virus ou etapas da morfogénese. Também um outro

aspecto relevante é a interacao de proteinas virais com o sistema de transporte
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intracelular para a movimentacdo dos componentes que irdo formar o virion,
bem como das formas virais IMV para a formagdo do IEV e deste para a
formacdo de EEV ou CEV (Revisto em Ward, 2005 e Munter et al, 2006) os

quais serdo enfocados mais adiante.

2.3 - Interacdo Vaccinia virus-hospedeiro

A infeccado viral provoca drasticas mudancas na funcdo celular, morfologia e
metabolismo. Todas as mudancas sédo advindas da estreita relacdo dos virus
com seus hospedeiros durante a infeccdo e sao reflexos da dependéncia que
estes organismos tém da célula para a producéo de sua progénie.

Durante a infeccdo o VACV causa efeitos visiveis na célula hospedeira que
incluem: arredondamento celular e separacdo das células vizinhas, alteracdo
no citoesqueleto de actina, microtibulos e permeabilidade de membrana
(Bablanian et al, 1978; Cudmore et al, 1995; revistos em Haga e Bowie, 2005 e
em Ward, 2005). Estes efeitos citopaticos induzidos por VACV foram
determinados como uma gradual degeneragéo da funcéo celular, morfologia e
viabilidade. Alguns aspectos do efeito citopatico sdo uma consequéncia direta
da acdo de genes virais e podem constituir uma manipulacdo de mecanismo

celular com o intuito de promover a replicacao viral.

A sintese de DNA, mRNA e proteinas do hospedeiro sdo inibidas durante a
infeccdo viral. Concomitante com a expresséo de proteinas do VACV, a sintese
de proteinas celulares decresce gradualmente apds a infec¢cdo e chega ao
minimo com cerca de 6 horas pos-infeccdo. Somando a isto, a transcricdo dos
MRNAs celulares € reduzida progressivamente, sendo substituidos pelos
MRNAs virais (Haga e Bowie, 2005).

A despeito da inibicdo sobre as funcdes celulares, o VACV possui estratégias
representativas para evadir-se da resposta imune do hospedeiro e estabelecer
a infeccdo. Estas estratégias constam de proteinas virais que séo codificadas
para contrapor as defesas do hospedeiro. Exemplos destas, sdo as proteinas
codificadas pelos genes A53R, B15R e B8R que codificam para analogos de
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receptores de TNF, IL-1 e IFN-y, respectivamente. Os produtos destes genes
se ligam a estas citocinas com alta afinidade e neutralizam suas atividades
(Smith, 2000, revisto em Haga e Bowie, 2005).

Outro fenbmeno considerado uma resposta inata a infeccéo viral € a apoptose
que pode ser um efetivo mecanismo antiviral, particularmente, se ocorre nos
momentos precoces da infecgdo. Inibir a apoptose € crucial para muitos virus,
como no caso do VACV que codifica proteinas anti-apoptéticas. Os produtos
dos genes E3L e K3L, por exemplo, que previnem a ativacdo de PKR
dependente de RNAdf e, consequentemente, a inibicdo da traducdo induzida
por interferon (revisto em Haga e Bowie, 2005 e MacFadden, 2005). Também a
proteina do grupo das serpinas, SPI-2, produto do gene B13R do VACV,
bloqueia a atuacdo da caspase-8 que estd envolvida na progressdo da
apoptose (Zhou et al, 1997 revisto em Haga e Bowie, 2005) e a atividade pro-
apoptoética de TNF-a (Barry e MacFadden, 2000, revisto em Haga e Bowie,
2005).

Outra estratégia utilizada pelo VACV é o bloqueio da sinalizacdo mediada por
TLRs que sdo proteinas fundamentais na imunidade inata e inflamacdo. O
VACV codifica duas proteinas, A46 e A52 que bloqueiam a ativacdo de NF-kB
mediada por IL-1 e TLR através da similaridade com os dominios TIR

presentes nos receptores TLR (Bowie et al, 2000).

Até aqui, podemos verificar que o virus se relaciona com o hospedeiro
utilizando de estratégias para burlar as defesas imunes inatas existentes e que
nao permitiiam ao virus estabelecer uma infeccdo produtiva. No entanto, a
relacdo dos virus com os hospedeiros baseia-se, também, e primordialmente,
na usurpacao da habilidade celular em virtude de produzir sua progénie. Assim,
0s virus se utilizam da sinalizagdo intracelular para transformar o ambiente
hostil em um local favoravel para a producdo de todos os componentes
necessarios para a progressao da infecgdo. O sucesso da infeccdo viral
depende absolutamente, em todos os estagios, da bem sucedida relacdo com

a célula hospedeira.
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Desde a adsorcédo, a entrada viral € geralmente facilitada pela interacdo das
proteinas virais com proteinas especificas da superficie celular, isto determina
0 tropismo em um primeiro momento do contato virus-célula. Embora nenhum
receptor especifico tenha sido identificado para os poxvirus, Chung e
colaboradores em 2005 sugerem um papel das rafts lipidicas na membrana
celular, desde que a deplecao destas inibe a entrada do IMV. Além disto, desde
a entrada, o virus estimula sinalizacdo celular (Magalhdes et al, 2001),
dindmica de actina e fosforilacdo de tirosina e PKC (Locker, 2000). Durante e
apos a entrada, estes fenbmenos de sinalizacédo celular iniciais podem ou néo
favorecer o sucesso da replicacéo viral. Os Chordopoxvirus VACV e Myxoma
virus, por exemplo, ambos, ao infectar fibroblastos murinos estimulam a
sinalizacdo celular da via MEK/ERK1/2. Esta via que é importante para o
sucesso replicativo no caso do VACV (Andrade et al, 2004), no entanto, ao ser
estimulada nas células infectadas pelo Myxoma virus, leva a fosforilacdo do
fator regulador de interferon 3 (IRF-3), que migra para o nucleo e regula a
transcricdo de IFN-B. A resposta via interferon tipo | aborta a infeccdo do
Myxoma virus o que faz do fibroblasto murino uma célula ndo permissiva a este
virus (Wang et al, 2004). Em contrapartida, a utilizacdo de inibidores da via
MEK/ERK1/2, rende ao Myxoma virus uma infeccdo produtiva, enquanto inibe
a replicacao do VACV (revisto em McFadden, 2005).

Além da participacdo de vias de sinalizacdo, alguns trabalhos tém explorado
também a participacdo de fatores de transcricdo celulares na transcricdo ou na
replicacdo do genoma viral. Até recentemente, o conceito consistia que 0
VACYV codificava todas as suas proteinas necessarias para a sintese de mRNA
e a replicacdo do DNA. Assim, algumas proteinas ativadoras da transcricdo
viral foram identificadas e suas funcdes relacionadas com a transativagédo dos
promotores virais. Tais como as proteinas E4L e VITF-3, que sdo necessarias
para iniciacdo da transcricdo de genes intermediarios, assim como as proteinas
codificadas pelos genes AlL, A2L e G8R que s&o essenciais para a transcricao
dos genes tardios (Condit e Niles, 2002). No entanto, em 1999, Broyles e
colaboradores realizaram um estudo onde verificaram o fator celular YY1 (Yin
Yang 1) co-localizado com complexos de replicacdo viral no citoplasma de

hY

células infectadas e ainda a ligacdo deste a regido promotora do gene
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intermediario 11L. No entanto, Knutson e colaboradores em 2006, citam como
resultados n&o publicados que YY1, ao contrario do que se acreditava, reprime
o promotor de I1L.

Oh e Broyles em 2005, mostram que seis proteinas nucleares diferentes com
funcBes distintas, se localizam no citoplasma de células infectadas pelo VACV
sugerindo um possivel papel destas proteinas nos complexos de replicacédo
viral, sem, no entanto apontar uma funcdo especifica para as mesmas. Mais
recentemente, Knutson e colaboradores, 2006 relatam que a proteina ligante
ao TATA, TBP, que é um componente importante nos complexos de

transcricdo, se liga aos promotores virais intermediario e tardio.

Além disso, o nosso grupo de trabalho, vem estudando o papel do fator de
transcricao Egr-1. No trabalho de Silva e colaboradores, 2006, foi demonstrado
que este fator tem uma grande importancia na multiplicacdo viral. Também
resultados de Brasil e Bonjardim, do nosso grupo de trabalho, (resultados nao
publicados) corroboram com o trabalho anterior, visto que a multiplicacdo do
VACV em células nocautes para este fator tem um significativo decréscimo.
Egr-1, durante a infeccdo, se co-localiza com as fabricas virais, sugerindo um
possivel papel deste fator direta ou indiretamente na transativacdo de genes

virais.

Também durante a morfogénese, o virus depende da interacao de proteinas do
virus com fatores do hospedeiro, particularmente o sistema de transporte de
celular via microtubulos, para assegurar a montagem das diferentes formas
virais e a movimentacdo e liberacdo destas da célula infectada (figura 3).
Assim, a proteina viral A27 € necessaria para o transporte do IMV das fabricas
virais para o sitio de envelopamento, mas esta somente executa sua fungao
devido a interagdo com microtubulos (Sanderson, 2000). Também a proteina
F12 movimenta o IEV recém formado até a superficie da célula e para isto
também interage com os microtubulos (van Eijl et al, 2002). Esta movimentacéo
ao longo dos microtubulos em direcdo a membrana plasmatica utiliza a

proteina celular motora quinesina-1 (Ward e Moss, 2004. A proteina A36
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Figura 3: Via de morfogénese e saida do VACV.

Diversos estagios de montagem e saida do VACV bem como sua interacdo com proteinas do
hospedeiro podem ser definidos com o uso de inibidores. Inibidor de polimerizacéo da actina
(citocalasina D), de microtibulos (nocodazol), e da familia de proteinas quinases Src (PP1). A
proteina A27L e os microtlbulos sdo necessérios para a movimentacao do IMV das fabricas
virais para o sitio de envelopamento. As proteinas B5R e F13L s&o necessarias para o
envelopamento do IMV para formacgéo do IEV. A movimentacéo do IEV até a superficie celular
necessita de F12 e microtlbulos. Para a formagdo das fibras de actina sdo necessarias as
proteina A33R, A34R e A36R. a fosforilagdo de A36R pode ser inibida por PP1 (inibidor das
Src). A liberagcéo de CEV e formacgéo de EEV s&o afetadas por A33R, A34R e B5R.

Modificado de Smith et al, 2002.
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presente na particula IEV é a proteina chave na formacéo das caudas de actina
que facilitam a disseminacgéo célula-a-célula. Quando a membrana externa do
IEV se fusiona com a membrana plasmaética, na periferia da célula, a proteina
viral B5 gera a ativacao da proteina quinase celular Src. Esta, por sua vez,
fosforila A36R em residuos de tirosinas liberando a ligacdo desta com a
quinesina (Newsome et al, 2004). Apos a fosforilagdo, A36R interage com NcK
levando ao recrutamento da proteina da sindrome de Wiskott-Aldrich (N-
WASP) e da proteina de ligacao a WASP (WIP) para o sitio de polimerizacéo
da actina que vai propelir o virus para a célula vizinha (figura 4). Para que isto
ocorra, também sdo necessarias proteinas celulares que forma o complexo
Arp2/3, responsaveis pelo processo de nucleacdo da actina para formacao dos

filamentos (revisto em Smith, 2003; revisto em Minter et al, 2006)).

A auséncia das proteinas virais A34R e A33R é de sua importancia para a
fosforilacdo de A36R no residuo Tyr -112, desde que este evento foi reduzido
ou inibido em virus mutantes para estas proteinas (Wolffe et al, 2001). Os
filamentos de actina ndo sdo necessarios para a formacao da particula CEV,
mas sao fundamentais para propelir eficientemente a particula CEV para a
célula vizinha (revisto em Munter et al, 2006).

Com tudo descrito até agora, podemos destacar a importancia da interacao
virus-hospedeiro, especificamente para o VACV, que se utiliza de varias
estratégias na interacdo com a célula visando assegurar 0 seu Sucesso

replicativo.

2.4 - Proteinas Quinases Ativadas por Mitogeno (MAPK)

As células respondem a mudancas fisicas e quimicas no ambiente. Estes
estimulos externos, sejam fatores quimicos ou fisicos, tém papel principal na
regulacdo de complexos processos intracelulares atuando em muitos aspectos
da funcédo celular, incluindo: expressdo génica, migracao, proliferacéo,

diferenciacao, sobrevivéncia e morte (Barr & Bogoyevitch, 2001).
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Nucleagao da actina

Figura 4: A formacé&o dos filamentos de actina abaixo das particulas CEV.

VACYV causa a nucleagédo da actina para propelir CEV da célula infectada para a célula vizinha.
A cascata inicia-se com a fosforilagdo no lado citoplasmatico de A36R por quinases da familia
Src (SFK). Através do subsequente recrutamento de Nck, WIP e N-WASP seguida pela
formacao do complexo Arp2/3, ocorre a nucleacao da actina.

(modificado de Smith et al, 2003)
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As proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKs), compreendem um
grupo de enzimas intracelulares transdutoras de sinais que permitem a célula
responder a determinados estimulos. As MAPKs sdo ativadas por estes
diferentes estimulos que agem sobre diversas familias de receptores. Estes
estimulos incluem horménios e fatores de crescimento, que agem sobre
receptores com atividade tirosina quinase ou receptores de citocinas; peptideos
vasoativos, que atuam sobre receptores transmembrana acoplados a proteina
G; polipeptidios relacionados ao fator de crescimento transformante beta (TGF-
B), que atuam sobre receptores com atividade serina-treonina quinase;
citocinas inflamatérias da familia do fator de necrose tumoral (TNF); além das
alteracdes na quantidade de nutrientes, injaria isquémica, estresses ambientais
ou estimulacdo quimica mediada por osmolaridade, calor, pH, radiacdo
ionizante e estresse mecanico (Kyriakis & Avruch, 2001; Barr & Bogoyevitch,
2001; e Ono & Han, 2000).

Esta superfamilia de proteinas serina/treonina quinases tem sido foco de
atencdo e estudos nos ultimos anos. Especialmente, em nivel bioquimico, as
vias sinalizadoras das MAPKs tém demonstrado modular a expressdao de
genes através de sua acdo de catalisar, pela fosforilacdo, a ativacdo de um
grande numero de fatores de transcricdo. O papel das MAPKs tem sido
estudado e confirmado em uma variedade de pesquisas bioquimicas e
genéticas em um espectro amplo de organismos que incluem leveduras,

insetos, plantas, invertebrados e vertebrados (Barr & Bogoyevitch, 2001).

Quatro grupos distintos dentro da familia de MAPKs tém sido descrito. Estes
incluem as quinases reguladas por sinal extracelular — ERK1 e ERK2, as
isoformas ERK3, ERK4 e ERK5 ou grande MAP quinase 1; e as proteinas
quinase ativadas por estresse (SAPKs) que sao representadas por JNK
(quinase Jun N-terminal) e o grupo de proteinas quinases p38 (Ono & Ham,
2000).

A via de ativacdo das MAPKs consiste de um moédulo de trés quinases
citoplasmaticas: uma proteina ativada por mitogeno (MAP) quinase quinase
guinase (MAPKKK), uma MAP quinase quinase (MAPKK) e entdo uma MAP
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quinase (MAPK) (Figura 5). As MAPKKK séo serina-treonina que recebem o
sinal de um receptor localizado na membrana e transmitem este sinal ativando
seu substrato, uma MAPKK. Esta dUdltima, é uma quinase de dupla
especificidade com potencial para fosforilar residuos criticos de treonina e
tirosina em seu substrato, as MAPK. Estas, por sua vez, representam uma
familia de quinases serina-treonina com potencial para fosforilar outras
proteinas citoplasméticas e translocarem-se do citoplasma para o nucleo,
podendo regular diretamente a atividade de fatores de transcricdo e assim

controlar a expresséo génica (Hagemann & Blank, 2001).

A via de sinalizacdo de MAPKs, que foi inicialmente reconhecida através de
estudos com eucariotos simples como a levedura Saccharomyces cerevisae,
foram também identificadas em organismos superiores (Kyriakis & Avruch,
2001). Em mamiferos, trés principais grupos de MAPKs tém sido estudadas e
serdo consideradas neste trabalho, sao eles: ERK, JNK e p38.

2.4.1 - Map Quinase c-Jun Terminal (JNK/SAPK)

Estudos bioquimicos levaram a identificacdo e purificacdo de JNK como uma
“proteina quinase de 54 KDa associada a microtubulos”, que foi ativada por
cicloheximida (Kyriakis et al, 1991). Em estudos paralelos, JNK foi encontrada
associada ao dominio de ativacdo NH2- terminal de c-Jun fosforilando este
fator de transcricdo na Ser-63 e Ser-73 em resposta a exposicdo de células a
radiacdo ultravioleta (UV). As JNKs sdo uma familia de serina/treonina
quinases, que possuem entre 46 e 54 KDa, sédo ativadas pela exposicdo a
muitas formas de estresse (estresse osmatico, térmico, radiagdo gama, UV),
sendo por isso, também denominadas de proteinas quinases associadas ao
estresse (SAPK) (Bogoyevitch e Kobe, 2006; Bogoyevitch et al, 2004). No
entanto, sdo também atualmente reconhecidas por serem ativadas pela
exposicdo a uma variedade de citocinas e fatores de crescimento. Sendo
assim, as JNKs podem servir como mediadoras criticas de uma diversidade de

estimulos extracelulares (Bogoyevitch et al , 2004).
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Cascata de Sinalizagao das MAPKs

Fatores de Estresse
Estimulo Crescimento Citocinas Inflamatérias
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Biolégica Desenvolvimento Diferenciagéo

Figura 5: Vias de sinalizagdo das MAPKS

As MAPKs sdo uma familia de proteinas serina/treonina quinases que estdo envolvidas em
muitos processos celulares. A cascata das MAPKs esta organizada hierarquicamente dentro de
um modulo contendo trés proteinas. As MAPKs séo fosforiladas e ativadas pelas MAPK
quinases (MAPKKS), e estas por sua vez sdo fosforiladas e ativadas pelas MAPKK quinases
(MAPKKKs). As MAPKKKs sé&o, geralmente, ativadas por interagdo com uma familia de
pequenas GTPases e/ou outras proteinas quinases que conectam o modulo das MAPKs com o
receptor de superficie celular ou estimulo externo.

(Fonte: Adaptado de www.cellsignal.com)
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As proteinas quinases JNK séo codificadas por trés genes. Os genes Jnkl e
Jnk2 sé@o expressos ubiquamente. Em contraste, o gene Jnk3 é mais limitado e
sua expressao esta restrita ao cérebro, coracdo e testiculos. Estes genes
podem sofrer processamento alternativo gerando dez isoformas diferentes de
JNK (Gupta et al, 1996, Bogoyevitch et al, 2004, revisado em Bogoyevitch e
Kobe, 2006).

2.4.1.1 - Ativagao de JNK

A sequéncia de eventos que ocorre na ativacdo de JNK inicia-se com ativacao
de receptor, levando ao recrutamento de moléculas adaptadoras e ativacao de
pequenas moléculas ligadoras de GTP (membros da familia Ras, como Rac,
CDC42 e Rho). O sinal é passado para uma série de trés ou quatro proteinas
quinases (figura 6). Um grande nimero de MAPKKK tem sido relacionado na
ativacao da via de sinalizagdo de JNK. Estas incluem membros do grupo MEKK
(MEKK1, talvez MEKK4), proteinas quinases de linhagem mista (MLK1, MLK2,
MLK3, DLK e LZK), o grupo ASK (ASK1 e ASK2), TAK1 e TPL2. Uma série de
evidéncias indicam que a familia Rho GTPases medeiam a ativacdo de JNK
por alguns estimulos. Vias de transducdo de sinal que ativam proteinas Rho
incluem tirosina quinase, podendo entdo, estas proteinas da familia Rho mediar
a ativacdo de JNK causada por receptores tirosina quinase (Davis, 2000,

revisado em Bogoyevitch e Kobe, 2006).

As proteinas quinases JNKs sao ativadas por fosforilagdo no residuo de
treonina e tirosina pelas MAPKK MKK4 e MKK7. A proteina quinase MKK7 é
primariamente ativada por citocina e MKK4 é primariamente ativada por
estresse ambiental. Embora MKK4 e MKK7 possuam dupla especificidade para
fosforilar JNK em ambos residuos de treonina e tirosina, MKK4 e MKK7
parecem preferencialmente fosforilar JNK em tirosina e treonina,
respectivamente. A localizacao nuclear de MKK4 e MKK?7 difere da localizagao
citoplasmatica dos ativadores de ERK, MEK1 e MEK2. Desta forma, JNK pode

ser ativado no nudcleo e no citoplasma (Davis, 2000).
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Figura 6: Cascata de Sinalizagdo de JNK1/2/3

A cascata de sinalizacdo JNK inicia na membrana celular através de uma diversidade de
receptores que incluem os componentes da familia de GTPases Rho. Estas repassam o sinal
para uma variedade de proteinas quinases, em especial a MAPKKK ASK1. O sinal é entdo
mais uma vez repassado para as MAPKKs MKK4 e MKK7 que fosforilam as JNK em residuos
especificos de tirosina e treonina. Ativas, JNK1/2/3 podem translocar-se até o nlcleo e
fosforilar seus diversos fatores de transcricédo alvo.

(Fonte: www.cellsignal.com)
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2.4.1.2 - Substratos de JNK

Observou-se que a fosforilagdo de c-Jun por JNK causa aumento na sua
atividade transcricional. Contudo, JNK também fosforila outras proteinas que
fazem parte do complexo AP-1, incluindo, JunB, JunD, e ATF-2 (figura 6).
Vérios estudos tém demonstrado o papel importante desempenhado por JNK
na regulacdo da atividade transcricional de AP-1, embora o0 mecanismo desta
regulacdo permaneca pouco esclarecido, tem sido proposto um possivel papel
do coativador CBP/p300. Além disto, outros processos adicionais dependentes
de

JNK podem contribuir para regulacdo da atividade de AP-1. Assim, JNK pode
regular a atividade intrinseca de acetilase de histona de ATF-2 e pode regular a
degradacdo mediada por ubiquitina das proteinas AP-1 (Davis, 2000, revisado
em Bogoyevitch e Kobe, 2006).

AP-1 é um importante transativador de varios genes responsivos a estresse
incluindo os genes para IL-1 e -2, CD40, CD30, TNF e c-Jun. AP-1 participa da
inducédo transcricional de proteases e proteinas envolvidas na adeséo celular
(Karin et al, 1997). Um papel critico desempenhado por JNK parece ser a
regulacdo da atividade transcricional de AP-1. Esta concluséo foi baseada em
analises genéticas de Jun e JNK em Drosophila e pela analise da atividade de
transcricdo de AP-1 em células murinas. O papel preciso de AP-1 em resposta
a ativacdo de JNK pode ser modificado pela atividade de outros fatores de
transcricdo que interagem com AP-1 em promotores de genes alvos (Kyriakis e
Avruch, 2001).

2.4.1.3 - INK — Papel em apoptose, sobrevivéncia e motilidade.

A via de JNK ¢é ativada pela exposicdo das células ao estresse. No entanto, o0
papel de JNK na resposta ao estresse ndo é clara. E possivel que JNK possa
mediar alguns dos efeitos do estresse na célula. Alternativamente, a ativacao
de JNK pode representar uma resposta protetora que € iniciada pela exposicao

ao estresse. O papel especifico de JNK pode, desta forma, depender do
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contexto celular. Assim, a via de JNK tem sido associada tanto com apoptose,

guanto com sinalizacao de sobrevivéncia (Ip & Davis, 1998).

Alguns estudos demonstram que a via de sinalizacado de JNK é necesséria para
resposta de alguns, mas néo todos, os estimulos que levam a apoptose. Estas
conclusdes foram confirmadas por analises genéticas de apoptose dependente
de JNK em Drosophilla (Adachi-Yamada et al, 1999) e também por
observacdes que a deficiéncia de JNK causa defeitos em apoptose de timdcitos
(Rincon et al, 1998 e Sabapathy, 1999).

A observagdo que JNK, em resposta a estimulos de estresse, € necesséario na
liberacdo do citocromo ¢ mitocondrial, fornece uma explicacdo para estudos
prévios realizados sobre o papel de JNK na sinalizacdo da apoptose. JNK nao
€ necessario para sinalizacdo pelo receptor de morte mediada por caspase 8,
mas € necessario para a apoptose mediada por estresse através da via
mitocondrial/caspase-9 (Davis, 2000). A apoptose também pode ser mediada
através de p53. JNK nao fosforilado se complexa com p53 causando a
ubiquitinacdo seguida pela degradacdo de p53. Ja a fosforilacdo de JNK por
MKK4/7 medeia a dissociacao de p53 e estabilizacdo desta (Fuchs et al, 1998

revisado em Sumbayev e Yasinska, 2006).

Embora esteja estabelecido que JNK contribui em algumas respostas
apoptoticas, ndo esta claro que a apoptose represente a Unica conseqiéncia
funcional da ativacdo de JNK. Isto € obvio quando consideramos que muitos
estimulos que ativam JNK nao causam apoptose. Alguns estudos in vivo
indicam que a ativacdo de JNK, sobre certas circunstancias, pode promover
sobrevivéncia e prevenir a apoptose (Xia e Karin, 2004). Isto ocorre, em parte,
devido a via de sinalizacdo apoptoética dependente de JNK poder ser bloqueada
pela ativacdo de vias de sobrevivéncia. Exemplos destas vias de sobrevivéncia
incluem NFkB, Akt/PKB e ERK. Desta forma, as funcbes da via de JNK estdo
dentro de um contexto do estado de ativacdo de outras vias de sinalizacdo. A
auséncia de uma resposta apoptotica pela ativacdo de JNK também parece
estar relacionada com o tempo em curso desta ativacao, ou seja, se a ativacéo

€ sustentada ou transiente (Davis, 2000). As células podem interpretar a
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ativacdo de JNK como um sinal de sobrevivéncia devido ao estado de ativacao
de outras vias de sinalizacdo dentro da célula. Uma forte evidéncia em favor
desta hipdtese deriva de estudos em embrides mutantes jnk1l-/- e jnk2 -/- que
exibem aumento na apoptose durante o desenvolvimento do pro-encéfalo
(Kuan et al, 1999). Além disso, tem sido reportado que sinais de sobrevivéncia
associados as integrinas podem ser mediados pela ativagdo de JNK (Davis,
2000).

Outro papel importante de JNK1/2, demonstrado através de recentes estudos,
inclui a regulacdo da migracdo e motilidade celular. JNK e proteinas da via
como MEKK1 e MKK4, tem sido correlacionada com um aumento na migracéo

celular em uma série de tipos celulares (revisado em Huang et al, 2004).

Como as alteracdes associadas a reorganizacdo do citoesqueleto dependente
de actina (fibras de estresse, lamelipddio e filopédio) sdo reguladas pelas
GTPases da familia Rho (Rho, Rac e CDC42) (Hall et al, 1998; Burridge e
Wennerberg, 2004), e os sinais mediados por Rac e CDC42 sao transmitidos
para JNK, o envolvimento da MAPK com a organizacédo do citoesqueleto tem
sido objeto de varios estudos. Por exemplo, no controle de proteinas
reguladoras do citoesqueleto como profilina e cortatina (Jasper et al, 2001); na
fosforilacdo de proteinas que interagem com microtubulos (MAPS) e envolvidas

na reorganizacao da actina (p150-spir) (revisto em Huang et al, 2004).

Outro mecanismo possivel do envolvimento de JNK1/2 com a migracdo e
motilidade € através da regulacdo da atividade de Jun. Isto devido ao fato que
um grande numero de genes que codificam reguladores do citoesqueleto e
moléculas de adesédo celular podem ser regulados por JNK (revisto em Xia e
Karin, 2004).

2.4.2 - Quinase Regulada por Sinal Extracelular — ERK

As MAPKs ERK1 e 2 sao proteinas de 44 e 42 KDa, respectivamente, que
constituem o principal médulo de sinalizagdo conservado através da evolugéo.
As ERKs sdo as MAPKs mais extensamente -caracterizadas e foram

descobertas em estudos realizados para elucidar qual seria a quinase efetora
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que medeia a fosforilacdo da proteina ribossomal S6 em resposta a

estimulacdo com insulina (Robinson & Cobb, 1997).

O papel especifico das duas formas de ERK nao esta bem definido. Primeiro,
devido a ambas as formas serem ubiquamente expressas; segundo, por estas
possuirem alta similaridade entre si (75% de identidade em amino&cidos) e em
terceiro, ambas isoformas, in vitro, apresentam a mesma especificidade para o

substrato (Pouysségur et al, 2002).

A ativacdo de ERK é essencial na proliferacdo celular e fornece uma resposta
integrada: com aumento da sintese de nucleotideos, ativacédo da transcri¢cao de
muitos genes através da fosforilagdo de fatores de transcricdo, estimulacdo da
sintese de proteinas via MNK1, e finalmente facilta a formacdo de um
complexo ativo ciclinaD-CDK4, o qual é razdo limitante para a célula em
proliferacéo (Pouysségur et al, 2002).

2.4.2.1 - Ativagéo de ERK

Em células de mamiferos, as ERKs sado ativadas via estimulacdo de receptor
tirosina quinase, receptor acoplado a proteina G e integrinas. A estimulacao
através dos receptores tirosina quinase por ligantes apropriados, resulta em
aumento da atividade catalitica e subsequente autofosforilacdo nos residuos de
tirosina (Widmann et al, 1999).

A fosforilacdo destes receptores resulta na formacdo de complexos
multiprotéicos cuja organizagdo favorece os eventos de sinalizacdo seguintes
(figura 7). Estes sinais na superficie celular convergem para a ativacdo da Ras
ligada a GTP. Esta recruta a MAPKKK serina/treonina quinase Raf para a
membrana onde a mesma sera ativada por um mecanismo de fosforilagdo. O
sinal é amplificado pela fosforilacdo por Raf das MAPKKs, MEK1 e MEK2, que
sdo duplamente fosforiladas em dois residuos de serina. Estas por sua vez,

vao repassar o sinal pela dupla fosforilacdo das ERKs 1 e 2 em residuos de
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Figura 7: Cascata de Sinalizagdo desencadeada por ERK1/2.

A cascata de sinalizagdo das ERKs é ativada por uma variedade de receptores, incluindo
receptor tirosina quinase, integrinas e canais idnicos. Os componentes especificos da cascata
variam muito de acordo com os diferentes estimulos mas a arquitetura da vi,a usualmente,
inclui moléculas adaptadoras ligando o receptor a um fator trocador de nucleotideos guanina
transduzindo o sinal para pequenas GTPases, como Ras, que, entdo, ativa o componente
seguinte da cascata, uma MAPKKK (Raf). Esta repassa o sinal para a MAPKK (MEK1/2)
chegando a MAPK (ERK). As ERKs ativas podem regular seus alvos no citossol e também
translocar-se para o nucleo onde fosforilam uma variedade de fatores de transcricdo que
regulam a expresséo génica.

(Fonte: www.cellsignal.com)
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tirosina e treonina. A amplificacdo do sinal através desta via € eficiente de tal
maneira que estima-se que somente 5% das moléculas de Ras seriam
suficientes para induzir uma ativacdo acentuada de ERK (Pouysségur et al,
2002, Hallberg et al, 1994).

2.4.2.2 - Substratos de ERK

ERK1 e 2 tém como substrato proteinas de membrana, proteinas
citoplasmaticas e do citoesqueleto, além de outras quinases e fatores de
transcricdo (figura 7). As proteinas quinases formam um conjunto de alvos de
ERK1 e 2. Estas incluem RSK1, RSK2, RSK3, MAPKAP quinase-2, MAPK que
interage com quinase (Mnk) 1 e 2. Apos serem fosforiladas por ERK e entédo
ativadas, as RSKs fosforilam alvos envolvidos na ativacao transcricional, como
o elemento de resposta ao AMP ciclico (CREB), o coativador CBP, c-Fos, o
fator de resposta ao soro e o receptor de estrogeno (Pearson et al, 2001).
Outros substratos de ERK, jA comentados anteriormente, sdo as MNKs que
sdo ativadas por estimulos mitogénicos através de ERK e estimulos de
estresse através de p38. Também as MAPKAP quinase 2 e 3 e MSK sao
substratos comuns entre ERK e p38. A fosfolipase A2 citossélica é outro
substrato fisioldgico de ERK. Assim como, MNKs, PLA2 também é objeto de

regulacdo comum por ERK e p38 (Hazan-Halevy et al, 2000).

Assim como as outras MAPKSs, as ERKs sdo capazes de modular a expressao
génica diretamente pela fosforilagdo de fatores de transcricdo ou por outras
proteinas quinases (RSKs, MNKs). Os membros da familia AP-1 fosforilados
por ERK incluem c-Jun, c-Fos, e ATF-2. A proteina que se liga ao dominio
ETS, Elk-1; e outras proteinas que formam o complexo ternario como SAP-1 e -
2, também sao fosforiladas por ERK (Pearson et al, 2001).

2.4.4 - Inativagdo das MAPKs

A duracao e amplitude da ativacdo das MAPKSs representa um balanco entre os

mecanismos de ativacao e inativacdo. A remocao de um ou ambos os fosfatos
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dos grupos de tirosina, serinal/treonina por fosfatases de dupla especificidade
reduz a atividade das MAPKs.

Um numero substancial de fosfatases de dupla especificidade conhecidas
como fosfatases de MAPKs (MKPs) séo funcionais na inativagcdo das MAPKs
em tempos apropriados e localizag&o celular. As MKPs estéo divididas em dois
grupos: as que sao codificadas por genes indutiveis por fator de crescimento
ou estresse e sao localizadas primariamente no nucleo, ou as que ndo séo
intensamente reguladas pela transcricdo e séo localizadas no citoplasma. As
diferencas na localizacdo e indugdo implicam em diferencas temporais e
espaciais na inativacao que estas podem produzir. Especificidade de diferentes
MKPs para diferentes membros da familia de MAPKs tem sido sugerida em
estudos in vitro e em células que muitas vezes tém resultados diferentes
(Pearson et al, 2001).

2.5 - Fator de transcri¢éo c-Jun

c-Jun foi originalmente identificado como o correspondente celular da
oncoproteina viral v-Jun codificada pelo virus do sarcoma aviario. A proteina de
39 kDa é o protétipo de um grande grupo de proteinas que contém ziper de
leucina e formam complexos homo- e heterodimeros capazes de reconhecer e
se ligar a sequéncias de DNA do elemento de resposta ao TPA (TRE). Estes
dimeros podem ser formados por Jun, Fos, ATF/CREB e familia Maf, e
coletivamente estes complexos formados por estes fatores de transcricdo sao
chamados proteina ativadora transcricional-1 (AP-1). Embora o repertério de
complexos AP-1 varie entre diferentes tipos celulares, c-Jun € um componente

dominante em muitas células (revisto em Dunn et al, 2002).

Estudos identificaram as serinas 63 e 73 como 0S principais sitios de
fosforilagdo de Jun, embora as treoninas 91 e 93 também podem ser
fosforiladas sobre certas circunstancias. As serinas 63 e 73 sdo um potencial
substrato para a fosforilagdo por MAPKSs. Inicialmente, foi demonstrado a
MAPK ERK como ativadora de Jun. No entanto, pouco depois foi demonstrado
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que c-Jun é um alvo especifico das JNKs, sendo que in vitro estas MAPKs

demonstram fosforilar avidamente c-Jun, enquanto ERK néo (Dunn et al, 2002).

A via JNKs/c-Jun tem sido implicada em importantes funcées como proliferacéo
celular, tumorigénese, apoptose e morfogénese do embrido. O papel de Jun
tem se mostrado essencial na proliferacdo desde que fibroblastos de
camundongos deficientes em Jun exibem uma profunda senescéncia em
cultura de células (Schreiber et al, 1999). Além disto, inativacdo de c-Jun em
embrides demonstram a importante funcéo deste fator no desenvolvimento do

crescimento e regeneracao do figado (revisado em Weiss & Bohmann, 2004).

Também tem sido associado a c-Jun, um papel relacionado a tumorigénese.
Assim, c-Jun contribui com a formacédo de tumores de figado e pele . Uma
explicacdo deste efeito pode ser devido a c-Jun antagonizar a funcdo anti-
proliferativa do supressor de tumor p53. A interacdo genética de c-Jun e p53,
aparentemente, também controla o desenvolvimento, regeneracédo e formacao

de tumor em figado de camundongos (Eferl et al, 2003).

Paradoxalmente, existem varios estudos relacionando a ativacao da via JNK/c-
Jun também a apoptose em células neuronais em resposta a estresse. Muitos
destes estudos tém relacionado FasL como o efetor da apoptose sendo que a
participacdo de JNK/ c-Jun se faz através da ligacdo de AP-1 aos elementos
TRE no promotor de FasL (revisado em Dunn et al, 2002).

Como ja discutido no tépico sobre JNK, muitos autores discutem que a
sinalizacdo de JNK/c-Jun, em respostas bioldégicas complexas e antagonicas
como proliferacdo e apoptose, deve ser avaliada levando em consideragcao que

esta sinalizacao é altamente dependente do contexto celular.

2.6 - Papel das MAPKSs na Infeccao viral

Nos Uultimos anos aumentou abruptamente o numero de trabalhos que

relacionam as MAPKs a infec¢cdes por patdgenos. Isto ndo € totalmente

surpreendente, principalmente no caso de infeccfes virais, visto que 0s virus
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sdo dependentes da célula hospedeira, enquanto que as func¢des primordiais
desta, ttm as MAPKs como proteinas moduladoras. Portanto, a ativacdo ou
inibicdo destas vias durante a infeccdo pode ser uma estratégia viral pra
assegurar o sucesso replicativo, como também, algumas vezes observa-se

como uma resposta celular no intuito de conter a infeccéo.

Sendo assim, diversos virus de variadas familias estdo descritos na literatura
como moduladores das MAPKs. Varios exemplos podem ser citados onde a
infeccdo viral induz a sinalizacdo de uma ou mais quinases. Um deste é o
picornavirus Coxsackievirus B3 que € objeto de estudo desde 2002 quando
Luo e colaboradores caracterizaram a ativacdo das MAPKs ERK1/2 através da
sinalizacdo de Ras-Raf-MEK e a inibicAo desta via através de inibidores
farmacoldgicos resultam em uma reducao significativa da progénie viral. Este
mesmo grupo, no trabalho de Si e colaboradores 2005, demonstram que além
da via de ERK1/2, a infeccédo viral leva a ativacao das vias de JNK1/2 e p38 e
do fator de transcricdo ATF-2 e da proteina “heat-shock” 27. Ainda, através do
uso de inibidores, foi detectado que a inibicdo de JNK1/2 ndo tem impacto
relevante na replicagdo viral, mas resulta em uma significativa redugédo da

liberacé@o da progénie viral da célula infectada.

Também a relacdo do virus Herpes Simples Tipo 1 (HSV-1) com as MAPKs
tem sido estudada desde 1999, quando Zachos e colaboradores descrevem a
estimulacao de p38 e JNK durante a infeccdo e diretamente relacionado a esta
a ativacdo do complexo transcricional AP-1. Logo depois, McLean e
Bachenheimer, 1999, demonstram que a ja descrita inducédo de JNK acentua a
replicacdo viral e sua inibicAo causa um decréscimo de 70% nesta.
Posteriormente, Hargett e colaboradores em 2005, determinaram o gene viral

necessario para a ativacao de JNK e p38.

A ativacdo de MAPKs durante infeccdo viral também pode ser uma resposta
antiviral inata. No caso do Influenza virus, durante a infec¢cdo ocorre a indugéo
da via de JNK e como consequéncia desta a formacdo do complexo
transcricional AP-1 formado pelos fatores c-Jun, c-Fos, e ATF-2. No entanto,

hY

esta sinalizagdo constitui numa resposta antiviral a infecgdo, visto que a
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inibicdo leva a um aumento da multiplicacéo viral, devido a via JNK ser critica

para ativacao do promotor de IFN-B (Ludwig et al, 2001).

Desta forma, a inducdo de vias sinalizadoras pela infecgao viral deve ser um
fendbmeno analisado cuidadosamente para verificar se a natureza da inducéo
ocorre devido a uma estratégia viral que beneficia a sua replicacdo em algum
estagio, ou se trata de uma resposta imune inata antiviral do hospedeiro com
intuito de conter o espalhamento da infeccdo. Ainda, deve se levar em
consideracdo que, de modo algum, virus pertencentes a mesma familia ou
género ao induzir determinada via de sinalizacao ird culminar com a mesma
resposta biolégica. Exemplos ja citados como no caso do Myxoma virus e
VACV que induzem a via de MEK/ER1/2 cuja ativacdo € abortiva para o
primeiro e vital para o segundo (Wang et al, 2004, Andrade et al, 2004).
Também, em trabalho realizado por Silva e colaboradores, 2006, demonstra
gue os Orthopoxvirus, VACV e CPXV induzem a via MEK/ERK1/2/EGR-1. Esta
€ de suma importancia para o VACV, mas ndo demonstra relevancia no que diz
respeito & multiplicacdo, para o CPXV, pois sua inibicdo ndo altera a geracao

da sua progénie
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3 - OBJETIVOS
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3.1 — Objetivo geral

Analisar a estimulacédo das MAPKs JNK1/2 e ERK1/2 durante o ciclo replicativo
do Orthopoxvirus Vaccinia e estabelecer o(s) significado(s) funcional(is) para

sua biologia.

3.2 — Objetivos especificos

Verificar a cinética de ativagdo da MAPK JNK1/2 durante todo o ciclo infectivo
do VACYV (3-36 hpi)

Caracterizar a via de sinalizacdo que leva a ativacdo de JNK1/2 durante o ciclo
infectivo do VACYV (3-36 hpi)

Verificar a cinética de ativagdo da MAPK ERK1/2 durante todo o ciclo infectivo
do VACV.

Verificar se a ativagcdo das MAPKs JNK1/2 e ERK1/2durante a infeccdo viral,
leva a fosforilacdo do fator de transcri¢cdo c-Jun.

Verificar o papel desempenhado por JNK1/2 durante o ciclo infectivo do VACV.
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4 - MATERIAIS E METODOS
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4.1 - Células
4.1.1 - Células VERO

As células VERO, as quais sao 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 por um desconhecido nimero de vezes em nosso
laboratério. Estas células foram utilizadas para a multiplicacédo e titulagdo do
VACV e VACV deletado para VGF (VACV VGF’). Foram cultivadas em meio
minimo de Eagle autoclavavel (Auto pow) ou filtrado, suplementado de 5% de
soro fetal bovino (SFB), e com os antibitticos fungizona (5ug/mL), penicilina
(200U/mL) e gentamicina (20ug/mL) e mantidas a 37 °C em ambiente de 5%
de COa,.

4.1.2 - BSC-40

As células BSC-40 séo células tipo epiteliais derivadas de rim de macaco verde
(Cercopthecus aeothiops). Foram gentilmente cedidas pelo Dr. Bernard Moss,
NIH, USA. S&o cultivadas em meio MEM autoclavavel ou filtrado,
suplementado de 5% de soro fetal bovino e os mesmos antibiéticos utilizados
para células VERO (veja item anterior). Estas células foram utilizadas para a

producado do Vaccinia virus termo-sensivel para o gene B1R.

4.1.3 - Células A31

As células A31, derivadas de fibroblasto de camundongo Balb/c 3T3, foram
cultivadas em meio DMEM, suplementado de 7% de SFB e os mesmos
antibioticos utilizados para as células VERO. Estas células foram gentilmente
cedidas pelo Dr. Hugo A. Armelin / Dra. Maria Sogayar, ambos do

Departamento de Bioquimica da USP.
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4.1.4 - Células MEF WT, MEF JNK”, MEF MKK4", MEF MKK7" e MEF
MKK4/77"

As células, derivadas de fibroblasto de camundongos embrionarios, MEF WT e
as respectivas nocautes para os genes codificadores para as proteinas da via
de JNK: MEF JNK”, MEF MKK4", MEF MKK7" e MEF MKK4/7", foram
cultivadas em meio DMEM, suplementado de 5% de SFB e os antibiéticos
penicilina (200U/mL) e gentamicina (20ug/mL) sendo mantidas a 37° em uma
atmosfera de 5% de CO,. Estas células foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Roger Davis da Universidade de Massachussetts, EUA.

Para a andlise da ativacdo de proteinas quinases ou fatores de transcricéo,
multiplicacéo viral, extracdo de RNA ou DNA total, fenétipo de placa, as células
A31, MEF WT, MEF JNK™, MEF MKK4™", MEF MKK7"" e MEF MKK4/7" foram
carenciadas utilizando-se 1% de SFB por 12 horas. A etapa seguinte, na
maioria dos experimentos, envolveu a adsorcaol/infeccdo das células
quiescentes com o virus VACV WR (selvagem) ou deletado para o gene VGF
(VACV-VGF) ou virus mutante termo-sensivel B1R. Nos experimentos onde
drogas foram utilizadas, as células eram pré-tratadas por 30 minutos, sendo

posteriormente infectadas.

4.2 - VVaccinia virus

O Vaccinia virus WR (Western Reserve) foi cedido pelo Dr. C. Jungwirth
(Universitat Wurzburg, Germany). O VACV deficiente em VGF (vSC20) e o
virus mutante B1R temperatura-sensivel foram gentilmente cedidos pelo Dr. B.
Moss, NIH , USA e Dr. Richard Condit, Universidade da Florida, USA,
respectivamente. O virus B1R termo-sensivel (B1Rts) contém uma mutacdo
cuja proteina € ndo funcional a temperatura de 39°C. Os virus foram
multiplicados em células VERO (VACV WR e VACV deletado para VGF) ou
BSC-40 (para VACV termo-sensivel B1R), sendo que para 0os experimentos o
estoque de virus trabalho foi primeiramente purificado em colchédo e gradiente
de sacarose conforme método descrito por Joklik, 1962.
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4.3 - Multiplicacao e purificacdo do Vaccinia virus

Os estoques de VACV selvagem e mutantes foram obtidos apos infeccdo e
propagacdo em ceélulas VERO ou BSC-40, crescidas em garrafas redondas,
mantidas a 37 °C ou 32 °C (VACV B1Rts) em tambor rolante em meio MEM
acrescido de todos os antibiéticos ja relacionados. Monocamadas de células
recém-confluidas foram infectadas com os VACV, utilizando-se a multiplicidade
de infeccdo (MOI) de 0,01 unidade formadora de placa (UFP) por célula em
meio sem SFB. Apés uma hora de adsorcéo, o inéculo de virus foi removido e
substituido por meio contendo 1% de SFB e antibidticos. A seguir, as células
foram mantidas a 37 °C (ou 32°C para VACV B1Rts), e monitoradas ao
microscépio Optico até o aparecimento de 90% de efeito citopatico (cerca de 48
horas apés a infec¢do), quando, entdo, foram lavadas em PBS 1x, coletadas

(raspadas) e congeladas para a posterior purificacao.

A purificacdo, resumidamente, envolveu as seguintes etapas: apoés
aparecimento de 90% do ECP, as culturas foram lavadas duas vezes com
PBS1x, desprendidas das garrafas com o auxilio de um bastdo de borracha, e
centrifugadas a 2000 rpm por 10 minutos a 4 °C (rotor A384-Sorvall RT6000 B).
Em seguida, foram lisadas mecénica e quimicamente, utilizando-se um
macerador (“Douncer”), e o tampao de lise (1mM de MgClo; 10mM de Tris-HCI
pH7.0; 10mM de KCI), e centrifugadas a 2500 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante (suspensao viral e restos celulares) foi coletado e centrifugado a
14000 rpm por 2 horas a 4 °C em colchdo de sacarose a 36% (rotor AH 629
Sorvall). O sedimento foi ressuspendido em tampéao Tris- HCl 10 mM, pH 8.0, e
submetido a sonicacdo por 2 ciclos de 30 segundos (Sonic Desmembrator-50,
Fisher Scientific-USA). A seguir, 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 tampao
Tris- HCI 10 mM, pH 8.0 a 20000 rpm por 1 hora a 4 °C (rotor AH 629 Sorvall),

para a remogédo da sacarose. O sedimento foi coletado, ressuspendido no
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mesmo tampao, aliquotado e congelado a -70 °C, para posterior titulacdo e uso

nos diferentes experimentos.

4.4 - Titulacdo dos Vaccinia virus

As titulagBes dos estoques obtidos de virus foram realizadas de acordo com o
método descrito por Campos & Kroon, 1993. Foram utilizadas células VERO
cultivadas em placas de seis camaras. Resumidamente, as células VERO
foram crescidas por 18 horas em meio MEM 5% SFB, sendo 1,5 x 10°
células/camara. Duzentos ul de uma série de diferentes diluicdes, realizadas na
razdo de 10, da suspensao contendo virus a ser titulado, foram inoculadas as
culturas recém confluidas, sendo uma mantida como controle. Apés 1 hora de
adsorcado, o meio de inoculo foi removido e meio MEM contendo 1% de SFB foi
adicionado. A revelacao foi feita 48 horas pos-infeccdo através da fixacdo das
culturas com formaldeido a 10% em PBS 1x e coloracdo com solucédo 0,3%
(p/v) de cristal violeta em &lcool 20%. As diluicdes contendo entre 30 e 300
placas de lise foram contadas, tiveram a diluigdo corrigida e utilizadas para
determinacdo do numero de unidades formadoras de placas virais (UFP) por

mL de estoque.

4.5 - Plasmidios

Os plasmidios pcDNA3-JNK1DN, pcDNA3-JNK2DN (expressando dominancias
negativas para JNK1 e JNK2), pcDNA3-JNKIWT e pcDNA3-IJNK2WT
(expressando os genes selvagens de JNK1 e JNK2) foram gentilmente cedidos

pelo Dr. Roger Davis (Universidade de Massachussetts, EUA).

4.6 - Anticorpos e drogas

Os anticorpos anti fosfo-p44/42 MAPK (Thr 202/Tyr 204), fosfo-JNK/SAPK,
fosfo-c-jun e anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase foram adquiridos da
Cell Signaling Technology — Beverly, MA, USA. O anticorpo anti-H3L foi
gentiimente cedido Pelo Dr. Bernard Moss (NIH-USA). Os inibidores
farmacolégicos de MEK, PD98059 e UO126 foram, respectivamente,
adquiridos da Calbiochem, La Jolla, USA e Cell Signalling Technology -
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Beverly, MA, USA. O inibidor farmacolégico de JNK1/2, SP600125 foi adquirido
da Calbiochem, La Jolla, USA. A droga Citosina Arabinosideo (inibidor da
replicagéo do DNA) foi adquirida da Sigma-Aldrich Co, S&o Paulo.

4.7 - Transferéncia de “Western”

Para analisar as possiveis proteinas quinases ou fatores de transcricao
ativados durante a infeccdo pelo VACV, as células foram cultivadas até 90% de
confluéncia e carenciadas conforme descrito acima e infectadas, utilizando-se a
multiplicidade de infeccdo (MOI) 10,0 pelos tempos indicados. Quando
apropriado, as células foram previamente tratadas com os inibidores
farmacolégicos: PD98059, UO126, SP600125, 30 minutos antes da infecgéo,
0s quais foram mantidos durante a mesma. A seguir, as células foram
coletadas e processadas para obtencédo de um lisado de proteinas totais. Para
isso, as ceélulas foram lavadas duas vezes em PBS 1x em gelo e adicionadas
(200 pL/placa) do tampéo de lise: [20mM de Tris acetato, pH 7.0, 0.27M de
sacarose, 1mM de EDTA, 1mM de EGTA, 1% de Triton X-100, 10mM de B-
glicerofosfato, 50mM de NaF, 5mM de pirofosfato de soédio, 4ug/ml de
leupeptina, 1ImM de orthovanadato de sodio, 1mM de benzamidina, 0.1% (v/v)
de 2-mercaptoetanol]. As células foram deixadas em repouso sobre o gelo por
30 minutos, quando as monocamadas foram raspadas com o auxilio de um
bastédo de borracha e coletadas em tubos eppendorf. O lisado foi clarificado dos
restos celulares através de centrifugacao a 13000 rpm por 10 minutos a 4 °C
em uma centrifuga Eppendorf modelo 5417R. O sobrenadante foi coletado, e a
concentracdo das proteinas totais foi determinada por espectrofotometria
através do “Kit Bio-Rad Assay” (Bio-Rad Laboratories USA). As proteinas foram

aliguotadas e mantidas a —70 °C até o momento do uso.

Quarenta pg das proteinas totais foram fracionadas em gel de
polacrilamida/SDS (PAGE) a 10% a 100 V por 1,5 h e transferidas para
membrana de nitrocelulose, com recomendacgdes do “Kit Bio-Rad Transferency”
(Bio-Rad Laboratories USA). As membranas foram blogueadas por 1 hora a
temperatura ambiente, utilizando-se PBS 1X, contendo 5% de leite em pd

desnatado. A seguir, as membranas foram lavadas 3 vezes em PBS, contendo
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0,1% de Tween-20 e incubadas com anticorpos primarios por 18 a 20 h, nas
diluicbes recomendadas pelos fabricantes e padronizadas em laborat6rio, em
PBS contendo 5% (p/v) de albumina sérica bovina BSA e 0.1% de Tween-20.
As membranas foram novamente lavadas 3 vezes em PBS, contendo 0,1% de
Tween-20 e incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario conjugado com
peroxidase, na diluicAo recomendada pelo fabricante e padronizada em
laboratério, em PBS 1X, contendo 5% de leite em p6 desnatado. Apds, nova e
tltima secéo de lavagens em PBS/Tween 20, as membranas foram incubadas
com solucéo reveladora “ECL-Plus” (GE Healthcare), e expostas contra filme
de raio X (Hyperfilm ECL, GE Healthcare), e revelados utilizando-se revelador e
fixador (Kodak), de acordo com indicagdes do fabricante.

4.8 - Extratos protéicos nucleares

Em alguns experimentos foram utilizados extratos de proteinas nucleares que
foram preparados de acordo com o método descrito por Dignam et al. (1983).
Resumidamente, apds a lavagem das células com PBS 1X o sobrenadante foi
completamente descartado. Em seguida, adicionou-se 1,5 ml de PBS 1X sendo
as células raspadas mecanicamente, transferidas para um tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml e centrifugadas a 3.500 rpm por 5 minutos a 4°C
(microcentrifuga Eppendorf 5417R). O sobrenadante foi completamente
descartado, sendo o centrifugado adicionado de 900ul do tampéo RSB1X (Tris
10mM PH 7,4, NaCl 10mM, MgCl, 3mM, NaNs; 0,002%, PMSF 1mM, EGTA
0,1mM, Aprotinina 10uM, Leupeptina 20uM, DTT 0,5mM) e deixado no gelo por
20 min. A seguir, foram adicionados 100 pl de NP-40 a 5%, sendo a mistura
invertida por varias vezes e deixada em banho de gelo por 5 minutos quando
foi centrifugada a 6000 rpm por 5 min a 4°C. Novamente o sobrenadante foi
descartado, sendo o0s nucleos celulares (sedimento) lavados com RSB 1X e
centrifugados 900 rpm por 5 min a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi
totalmente removido, sendo 0s nucleos celulares ressuspensos em 60 ul do
tamp&do C a 4°C (HEPES 20mM PH 7,4, NaCl 0,42M, MgCl, 1,5mM, NaNs
0,01%, EDTA 0,2mM, Glicerol 25%, PMSF 1mM, Aprotinina 10uM, Leupeptina
20uM, DTT 0,5mM), e deixados no gelo por 30 — 40 min. Os tubos foram agora
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centrifugados 12000 rpm 10min a 4°C, sendo o sobrenadante removido
transferido para um novo tubo e adicionado de igual volume de tampao D
(HEPES 20mM pH 7,4, KCI 50mM, NaN; 0,01%, EDTA 0,2mM, Glicerol 20%
vliv, PMSF 1mM, Aprotinina 10uM, Leupeptina 20uM, DTT 0,5mM),
homogeneizados, aliquotados e estocados a —70°C até o momento de uso. A
concentragcdo das proteinas foi determinada por espectrofotometria através do
“Kit Bio-Rad Assay” (Bio-Rad laboratories, USA).

4.9 - Andlise das interacdes DNA/Proteinas

Ensaio do retardamento da mobilidade eletroforética

As células A31 cultivadas e carenciadas conforme descrito anteriormente foram
infectadas, utilizando-se a MOI de 10,0 e coletadas nos tempos indicados.
Quando apropriado, as células foram previamente tratadas com inibidor
farmacolégico por 30 minutos antes da infecgdo, os quais foram mantidos
durante a infeccdo. O extrato proteico foi processado conforme descrito
anteriormente. Para realizar a analise do retardamento da mobilidade
eletroforética (EMSA) utilizando extratos de proteinas celulares totais ou
nucleares, 10 pug de proteinas foram pré-incubadas com 1,2 uL de poly dI-dC,
(Pharmacia, Sé&o Paulo , Brasil) (5.4 mg/mL) a temperatura ambiente por 10
minutos, seguido da adicdo de 1.25 pg de BSA, 0.125 ug de DNA de E. coli,
0.25 pg de tRNA de levedura, 2% de Ficoll 400 e 0.32 ng (4-10 x 10*
cpm/amostra) das sondas CRE, AP-1 ou NFkB marcadas na extremidade
conforme descrito em topico abaixo. As reacbes foram incubadas a
temperatura ambiente por 15 minutos e entdo submetidas a eletroforese em gel
de polacrilamida (PAGE) a 6% por 2 horas a 150 V. A seguir, o gel foi recolhido
com o auxilio de papel de filtro, desidratado em secador DRYGEL Sr Slab Gel
Dryer (Hoefer Scientific Instruments San Francisco) e exposto contra filme de
raio X Kodak GBX 6493050 (Kodak, USA), sendo revelados utilizando-se
revelador e fixador Kodak, conforme indicag&o do fabricante.

4.10 - Extracado do RNA celular total

Para a extracdo do RNA total, as células foram coletadas e processadas de

acordo com o meétodo de Chomczynski & Sacchi, 1987, com algumas
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modificacdes. Resumidamente, as culturas foram lavadas trés vezes em PBS e
adicionadas de 1,2 ml/placa de solucdo de RNAzol (isotiocianato de guanidina
4M e fenol v/v). As culturas foram deixadas em repouso no banho de gelo por
40 minutos e homogeneizadas em seguida, utilizando-se pipetas de Pasteur
autoclavadas, sendo os fluidos transferidos para tubos de microcentrifuga,
previamente adicionados de 10% v/v de cloroférmio (MERCK). A mistura foi
entdo homogeneizada vigorosamente por 30 segundos em vortex, seguida de
incubacdo por 15 minutos em banho de gelo. A seguir, o material foi
centrifugado a 13500 rpm em microcentrifuga (Eppendorf 5417R) por 15
minutos a 4°C. A fase aquosa foi coletada e transferida para outro tubo de
microcentrifuga. O RNA foi precipitado através da adicdo de igual volume de
isopropanol, seguido de incubacdo a -20°C por um periodo de 16 horas, e
centrifugacéo a 13500 rpm por 30 minutos a 4°C. O sedimento (RNA) obtido foi
lavado 2 vezes em etanol 75%, seco a temperatura ambiente e ressolubilizado
em H20 Depec (H20 deionizada tratada com 0,05% de dietil pirocarbonato por
12 horas, a 4°C e autoclavado por 45 minutos). O RNA foi quantificado por
espectrofotometria a 260nm (espectrofotometro Graphicord-Shimadzu), onde
cada DO equivale a 40 pg/mL, e estocado a -70°C. A avaliacdo do nivel de
contaminacdo do RNA por proteinas ou fenol foi feita dividindo-se o valor de
Azsonm pelo valor de Azsonm. Os valores desta relacdo variam de 1,8 a 2,0 nas
preparacdes puras de RNA (Sambrook et al., 1989).

4.11 - Fracionamento eletroforético dos RNAs - (Sambrook et al, 1989)

Para a andlise da expressdo génica, 20 ug de RNA celular total de cada
amostra foram submetidos ao fracionamento eletroforético em gel desnaturante
contendo 1,2 % (p/v) de agarose (BRL), 2.2 M de formaldeido a 37% (Merck)
em tampao MOPS (Sigma) [ 40 mM de &acido morfolino-propano-sulfénico
(MOPS), 10 mM de acetato de so6dio e 1mM de EDTA, pH 7.0]. Imediatamente
antes da corrida, as amostras foram desnaturadas pela adicdo de 50% (p/v) de
formamida (BRL), 15% (v/v) de formaldeido e 10% do tampdo MOPS 10X, em
volume final de 20 ul e incubadas a 56°C por 15 minutos. Em seguida, a cada

amostra foram adicionados 2ul de tampéao de amostra 10 vezes concentrado o

67



qual consiste de 50% de glicerol, 1mM de EDTA, 0.4% (p/v) de azul de
bromofenol e 0.4% (p/v) de xilenocianol. As amostras foram aplicadas no gel e
a corrida efetuada em tampao MOPS 1X a 90 mA durante 2 a 3 horas com
circulacdo do tampéao. A seguir, o gel contendo o RNA foi corado em solucao
aquosa de brometo de etidio (0.5 pg/ml) por 10 minutos e observado sob
iluminacéo ultravioleta (320 nm). Constatada a integridade do RNA, 0 excesso
de formaldeido do gel foi removido através da incubacgéo, sob agitacdo, deste
gel por 40 minutos em agua estéril.

4.12 - Transferéncia de “Northern” (Sambrook et al., 1989)

Logo apos o fracionamento eletroforético dos RNAs em gel de agarose, foi feita
a transferéncia por capilaridade dos RNAs para membrana de nylon (Hybond
N, GE Healthcare). O gel foi colocado em uma cuba eletroforética sobre uma
ponte feita com papel Whatman 3M entre os dois reservatorios contendo SSC
10X [SSC 20X: 3M NaCl (Merk), 0,3M Citrato de sddio (Merk)]. Sobre o gel
foram colocadas sucessivamente a membrana de nylon e 2 folhas de papel
Whatman 3M, todos umedecidos em &gua. Sobre esta montagem foram
colocadas pilhas de papel toalha e uma placa de vidro com um peso de 500
gramas para garantir a eficiéncia da transferéncia, a qual foi realizada a
temperatura ambiente por um periodo de 18 a 20h. Apés a transferéncia, as
posicoes dos RNAs ribossomais 28S e 18S foram marcadas na membrana de
nylon. As membranas foram umedecidas em SSC 1X e a fixagdo dos RNAs a
membrana de nylon foi feita pela exposicédo a luz UV (320 nm) por 5 minutos.
As membranas foram envolvidas em filme de PVC, seladas dentro de saco

plastico e guardadas a 4°C até o momento da hibridizacao.

4.13 - Oligonucleotideos AP-1, NF-xB e CRE

Os oligonucleotideos sintéticos correspondentes as sequéncias regulatérias
consenso de AP-1 e CRE e NF-kB, localizados na regido 5° de varios genes,
foram utilizados em experimentos de retardamento da mobilidade eletroforética
(EMSA) em gel de poliacrilamida, podendo assim verificar eventuais ligacdes

protéicas a estas sequéncias de DNA apds infec¢ao viral. Os oligonucleotideos
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correspondentes ao DNA dos elementos regulatérios AP-1 (5
AAGCATGACTCACTCAGG 3’), CRE (5-TGAGCCCGTGACGTTTAC-3’) e NF-
kB consenso (5-GTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’) e suas sequéncias

complementares foram sintetizados pela Invitrogen, BR.

4.14 - Pareamento e marcacao dos oligonucleotideos sintéticos

Os oligonucleotideos AP-1, NF-kB e CRE foram primeiramente pareados, e
entdo marcado isotopicamente. Resumindo, 5ug do oligonucleotideo em cada
uma das orientagdes (5’ — 3’ e 3’ — 5’) foram acrescidos de 10uL do tampéao de
pareamento 10X (100mM de Tris-HCI pH7,5; 1mM de EDTA pH 8,0; 1M de
NaCl). O volume foi acertado com agua deionizada para 100uL, de forma que a
concentracdo final de DNA seria de 100ng/uL. utilizando-se termociclador
(Perkin Elmer Cetus 4800), a reagao foi submetida a 88°C por 2 minutos, 65°C
por 10 minutos, 37°C por 10 minuto e, por fim, 5 minutos a temperatura
ambiente. Apds o pareamento o0s oligonucleotideos foram estocados a 4°C
(Sambrook et al, 1989).

A marcagéo isotopica foi realizada utilizando-se como nucleotideo radioativo [y
%2p] ATP 3000 Ci/mmol (Amersham Bioscience, UK). Resumidamente, em um
tubo de microcentrifuga de 1500uL adicionaram-se 2uL de oligonucleotideo
pareado (200ng), 1uL de polionucleotideo quinase do fago T4 PNK 10u/uL
(Promega, USA); 2uL de Tamp&o PNK 10X (Promega, USA) e 5uL de [y *P]
ATP. O volume da reacgdo foi completado para 20uL com agua deionizada,
procedendo-se incubagdo a 37°C por 60 minutos. Apds, o volume foi acrescido
de 60uL de &gua e a sonda foi purificada através de cromatografia de filtracdo
em coluna Sephadex G-50 (GE Healthcare) e eluida em agua deionizada
(adaptado de Sambrook et al, 1989).

As sondas para o mensageiro precoce viral TK e para o DNA viral foram
marcadas radioativamente com o Kit Rediprime Random Primer Labelling (GE
Healthcare), utilizando-se [o **P] dCTP (GE Healthcare) como radioisétopo,

com atividade especifica de 3000 Ci/mmol. Brevemente, 2,5 a 25 ng de DNA foi
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diluido em 45 pyl de tampdo TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) pH 8,0 e,
posteriormente, aquecido a 95°C por 5 minutos, para desnaturagdo das fitas de
DNA. O DNA foi entdo adicionado ao contetdo do tubo (kit Rediprime) sendo a
mistura incubada por 20 min a 37°C. Apdés este tempo, a reacdo foi
interrompida com EDTA 0,2M e a sonda marcada foi purificada através de

cromatografia em coluna Sephadex G-50 (GE Healthcare).

4.15 - Quantificacdo do DNA viral — Ensaio de “dot blot”

As células A31 (10° células) foram cultivadas e carenciadas como descrito
anteriormente e, entdo, infectadas com o VACV a MOI de 10,0 por 5, 7, 9 e 12
horas na presenca ou auséncia de SP600125 (40uM). Apds a infeccdo, as
células foram lavadas com PBS 1X, raspadas das placas, coletadas,
centrifugadas a 3500 rpm a 4°C por 5 min (centrifuga Eppendorf 5417R) e
preparadas como descrito por Rempel et al, 1990. Brevemente, apds a
centrifugagcdo, as células foram ressuspendidas em 0,3 ml de tampédo de
aplicacdo (SSC 10X e acetato de amdnio 1M). Entdo, estas células foram
congeladas e descongeladas por 3 vezes, seguido pela adicdo de 0,45 ml de
tampao de aplicacdo. Vinte e cinco ul de cada amostra foram aplicados, sob
vacuo, em uma membrana de nylon (Hybond-N — GE Healthcare) usando o
aparato HYBRI-DOT Manifold (BRL — Life Technology). A membrana, depois
de seca, foi incubada por 30 min com solucdo de desnaturacédo (NaOH 0,5M,
NaCl 1M). Apos, foi lavada 2 vezes por 10 min com SSC 10X [SSC 10X: NaCl
0,15M, citrato de sédio (pH 7,0) 0,015M]. O DNA foi fixado a membrana de
nylon pela exposicao desta a luz UV (320 nm) por 5 minutos. As condi¢des de
hibridizagdo foram as mesmas ja descritas para o ensaio de “Northern blot”.
4.16 - Isolamento do DNA viral (Esposito & Knight, 1985)

A extracdo do DNA foi feita a partir do estoque de virus purificado. Suspensdes
contendo virus em concentragdes de 50 DO foram acrescidas de Tris 10 mM
pH 8,0 até o volume de 500ul por tubo de microcentrifuga. Em seguida, foram
acrescentados 35ul de tripsina (12,5 mg/ml) as amostras e estas foram
incubadas durante 45 min a 37°C. As amostras foram, entdo, centrifugadas a

13500 rpm em microcentrifuga (Eppendorf 5417R) por 15 minutos a 4°C. O
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sedimento obtido apos centrifugacdo, foi homogeneizado em 300ul de agua
esterilizada e a esta solucéo foi acrescentado igual volume de tampéao de lise
2X. As amostras foram incubadas durante 150 min a 37°C e submetidas a 3
ciclos de extracdo com fenol (v/v). ApGs cada ciclo de extragdo com fenol, as
amostras foram homogeneizadas durante 2 min, centrifugadas em
microcentrifuga (Eppendorf 5415C) durante 3 min e sO entdo o sobrenadante
foi coletado. Em seguida, cada amostra foi submetida a um ciclo de extracéo
com fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (v/v) e a dois ciclos de extracdo com
cloroférmio (v/v). Ao sobrenadante obtido foi adicionado NaCl até a
concentracdo de 150 mM e em seguida 2,5 volumes de etanol gelado. O DNA
foi precipitado a -20°C durante a noite e depois centrifugado a 13500 rpm
(Eppendorf 5417R) por 15 min a 4°C. O sedimento obtido foi lavado duas vezes
com etanol 70%, seco a temperatura ambiente e ressuspenso em 50ul de 4gua

esterilizada e estocado a —20°C.

4.17 - Curva de Multiplicacdo do Vaccinia virus

As células A31, MEF WT e MEF JNK foram contadas, implantadas em placa
de 6 pocos. As células foram carenciadas por 12 horas em DMEM acrescido de
antibiéticos e 1% de SFB. Apo0s este periodo, as células foram infectadas com
MOI de 10,0 durante o tempo de 3, 6, 12, 24, 36 e 48 horas. Nos tempos
determinados, o meio foi descartado e as células lavadas duas vezes com
PBS1X. Apds o0 excesso de PBS ser descartado, acrescentou-se mais um 1mL
e as ceélulas foram congeladas. Estas sofreram 3 congelamentos e
descongelamentos sucessivos e logo apos, o lisado celular recuperado foi
centrifugado a 2500 rpm por 3 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi

titulado em células VERO.

4.18 - Extracao de DNA plasmidial

Todos os plasmidios deste trabalho foram multiplicados em bactérias E. coli
DH5a apds transformacgdes das mesmas. Com a transformacéo, trés colonias
foram recolhidas ao acaso e crescidas em 10 mL de meio LB 1X a 37°C por 14

horas, quando o DNA plasmidial foi extraido utilizando o kit “Wizard plus
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minipreps DNA purification system” da Promega — USA. ApdOs a extracdo o
plasmidio foi fracionado e quantificado e, posteriormente, digerido com enzimas
de restricdo para confirmacdo da liberagcdo do inserto de tamanho esperado.
Aliguotas da cultura dos clones foram congeladas em glicerol 50% v/v e

congeladas em freezer -70°C.

Os clones selecionados na digestao, foram crescidos em 500mL de meio LB
1X e o DNA plasmidial foi preparado em larga escala (Maxi-prep), através do
meétodo de Lise alcalina (Sambrook et al, 1989), para obtencdo de quantidade

de DNA plasmidial suficiente para realizacdo de experimentos.

4.19 - Ensaio de Fendtipo de Placa de Lise Viral

As células MEF WT e MEF JNK™ foram contadas e implantadas em placas de
6 pocos. Em seguida, as células foram carenciadas com meio DMEM acrescido
de antibioticos e 1% de SFB por 12 horas. Apés este periodo, as células foram
infectadas com VACV WR utilizando-se 50 UFP. ApGs adsorcéo de 1 hora, foi
adicionado aos pocos meio DMEM acrescido de agarose em uma
concentracgédo final de 0,3% para formar um meio semi-solido. Apos 48 horas de
infeccdo, as ceélulas foram fixadas com formaldeido a 10% e coradas com

solucéo 0,3% de cristal violeta em alcool a 20%.

4.20 — Ensaio de titulagéo das formas virais EEVs

As células MEF WT e MEF JNK” foram contadas, implantadas em placas de 6
pocos. Estas foram carenciadas com meio DMEM acrescido de antibidticos e
1% de SFB por 12 horas. ApoOs este periodo as células foram infectadas com
MOI 10,0 por uma hora. Apés este periodo, o meio da célula foi retirado, as
células foram lavadas com PBS1X duas vezes e acrescida de 1mL de novo
meio DMEM com 1% de SFB por 36 horas. Apos este periodo o meio foi
retirado, centrifugado e incubado sob agitacdo por uma hora com o anticorpo
contra a proteina L1R (1:1000) presente apenas nas formas IMV (Wolffe et al,
1995). O uso deste anticorpo neutraliza as formas IMV, sendo assim, somente
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as formas EEV permanecem infectivas. Apds este periodo o sobrenadante foi

processado para titulacédo do EEV.

As monocamadas também foram processadas como descrito no tépico de
curva de multiplicacdo viral e posteriormente foram processadas para titulacao
do IMV.

4.21 — ELISA

Células MEF WT e MEF JNK-/- foram plaqueadas e posteriormente
carenciadas por 12 horas. Apos este periodo as células foram infectadas com
MOI 10,0 por 36 horas. Os sobrenadantes foram coletados, centrifugados a
3000rpm por 5 minutos, aliquotados e congelados a -70°C. As concentracdes
de IL-6 no sobrenadante de células foram determinadas através da técnica de
ELISA sanduiche, onde foram utilizados pares de anticorpos e padrdes de
quimiocinas para IL-6, TNF-a e IL-10 (Pharmingen). As instru¢cdes dos
fabricantes para a realizacéo dos ensaios foram seguidas. No caso dos ensaios
de ELISAS montados com pares de anticorpos foi utilizado um protocolo geral,
sintetizado a seguir: A uma placa de 96 pocos foram adicionados 100 pl de
uma solugcdo contendo concentracdo adequada do anticorpo de captura. Esta
solugdo permaneceu em contato com a placa durante 18 h a 4°C e a placa foi
lavada 5 vezes com PBS/Tween 0,1% em um lavador automatico. Logo apés,
foram adicionados 200 pul de solucdo de bloqueio contendo 1% de albumina de
soro bovino em PBS. O tempo de bloqueio foi de 2h. Foram adicionados 0s
padrdes de citocinas em concentragdes conhecidas e as amostras. As placas
foram incubadas por mais 18 h a 4°C. Apo0s este periodo, foram adicionados,
entdo, 100ul de uma solucédo de anticorpo de deteccado, que foi incubado por
1h. Transcorrido este periodo e apés lavagem, foi adicionada a placa uma
solucdo contendo estreptavidina ligada a peroxidase (Pharmingen). Apds 30
min, a placa foi novamente lavada e foi adicionado o tampao substrato
contendo o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) e H202 (Merck). A reacao foi
interrompida com 50 ul de H2SO4 1M. O produto de oxidacdo do OPD foi
detectado por colorimetria em um leitor de ELISA no comprimento de onda de
492nm, apoés a parada da reacado com acido sulftrico a 1 M.
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5 - RESULTADOS
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5.1 - O fator de crescimento do Vaccinia virus ndo é essencial para a

fosforilacdo das MAPKs JNK1/2.

Durante a minha dissertagdo de mestrado em 2002, foi realizado um estudo da
fosforilagcdo das MAPKs JNK e p38 durante o periodo de infeccdo de 1 a 8
horas onde se observou que JNK e p38 apresentavam-se fosforiladas a partir
de 2 até 8 horas de infeccéo, ultimo tempo analisado. Neste mesmo estudo, foi
demonstrada a fosforilagdo de ERK1/2 utilizando-se uma MOI baixa (1,0) até
30 horas de infeccdo e também a participacdo do fator de transcricdo EIk-1.
Estes ultimos dois resultados foram publicados em Andrade e colaboradores
em 2004.

O Vaccinia virus codifica, durante periodo precoce do seu ciclo de
multiplicacdo, uma proteina denominada fator de crescimento do Vaccinia virus
que € analogo ao fator de crescimento epidérmico (EGF) e ao fator de
crescimento transformante alfa (TGF-alfa) (Blomquist et al, 1984). O VGF é
secretado no meio extracelular e se liga ao receptor de EGF presente nas

células, desta forma ativando-o (Tzahar et al, 1998).

Em um primeiro momento, para caracterizar a ativagdo de JNK1/2, queriamos
responder se esta seria dependente do fator de crescimento do VACV (VGF).
Esta duvida persistia uma vez que na dissertacdo de mestrado, observamos
que a infeccdo com o VACV-VGF néo induzia a fosforilagdo de JNK1/2 em
experimento realizado em células A31 infectadas com MOI 10,0 nos tempos de
2 a 6 horas, com uma ativacdo semelhante ao nivel basal no tempo de 8 horas.
A partir disto, imaginamos que a fosforilagdo de JNK pudesse ser dependente
da expressdo de VGF. No entanto, isto poderia também ocorrer porque a
infeccdo pelo VACV-VGF™ costuma ser mais lenta e ter um rendimento bem
menor que o do virus selvagem. Entdo, poderia ser este 0 motivo de até este
momento da infec¢cdo ndo observarmos a fosforilagdo de JNK. Para testar esta
hipotese, resolvemos realizar a infeccdo em uma MOI maior. Para isto,
utilizamos células A31 cultivadas até 80% de confluéncia que foram
carenciadas por 12 horas com meio contendo 1% de SFB e, apds este periodo,
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infectadas com o VACV WR e VACV VGF" utilizando-se MOI de 10,0 e 50,0
durante quatro horas de infeccdo. Proteinas celulares totais foram extraidas

para a transferéncia de “Western”.

Como podemos observar na figura 8, utilizando-se a MOI de 50,0 (canaleta 5),
a infeccdo pelo VACV VGF leva a fosforilagdo de JNK, ainda que reduzida em
relacdo ao virus selvagem (canaleta 3). Este resultado nos sugere, portanto,
que a fosforilacdo de JNK1/2, apesar de mais acentuada, € independente da

expressao de VGF.
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Figura 8: Andlise da participacdo do fator de crescimento do Vaccinia virus na

fosforilagcdo de JNK1/2 durante a infeccé&o utilizando diferentes MOls.

Células A31 crescidas e carenciadas foram nao infectadas (MOCK) ou infectadas com o VACV
WR ou VACV VGF- utilizando-se MOI de 10,0 e 50,0 por 4 horas. Apos este periodo, as células
foram coletadas e as proteinas totais extraidas e quantificadas. As proteinas totais
(40ug/amostra) foram fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE).
A sequir, foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde foi feita a reagdo com
0 anticorpo anti fosfo-JNK1/2 (1:1000). A massa molecular das proteinas esta indicada a

esquerda em kilodaltons (KDa).
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5.2 - Alinfeccéo pelo Vaccinia virus leva a ativacdo da via de JNK1/2.

A partir do resultado que durante a infeccdo viral pelo VACV ocorria a
fosforilacdo das SAPKs JNK1/2 nos tempos analisados de 2 a 8 horas de

infeccdo, decidimos analisar mais detalhadamente esta via.

Com o intuito de caracterizar melhor a fosforilagdo destas quinases,
resolvemos verificar o padrédo de fosforilacdo de JNK1/2 até tempos tardios
Para isto, utilizamos células A31 cultivadas até 80% de confluéncia que foram
carenciadas por 12 horas com meio contendo 1% de SFB e, apds este periodo,
infectadas com o VACYV utilizando-se a MOI de 10,0.

Observamos, entdo na figura 9, que a fosforilacdo de JNK1/2 ocorre até o
altimo tempo analisado aqui, de 36 horas de infeccao viral. Podemos notar que
apesar destas quinases se apresentarem fosforiladas desde tempos precoces
da infeccéo (canaleta 6), hA um aumento substancial em tempos mais tardios,
de 24 e 36 horas (canaletas 9 e 10). Este resultado nos sugere que o papel de
JNK1/2 pode ser mais proeminente em tempos tardios da infec¢cdo desde é
neste periodo que estas se apresentam mais fortemente fosforiladas.
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Figura 9: A infecgdo pelo Vaccinia virus induz a fosforilagdo da SAPKK JNK1/2

Células A31 crescidas e carenciadas foram ndo infectadas (MOCK) ou infectadas com o VACV
WR utilizando-se MOI de 10,0 pelos tempos determinados. Apds este periodo, as células foram
coletadas e as proteinas totais extraidas e quantificadas. As proteinas totais (40ug/amostra)
foram fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde foi feita a reagdo com o anticorpo anti
fosfo-JNK1/2 (1:1000). A normalizagdo da quantidade de proteinas nas diferentes canaletas foi
feita com anticorpo anti B-actina. A massa molecular das proteinas est4 indicada & esquerda
em kilodaltons (KDa). Os gréficos sao relativos a representacdo grafica da fosforilacdo de
JNK1/2. O maior gréafico representa a razao entre ativacdo da proteina JNK2 pela quantidade
de B-actina observada. O gréfico menor representa a fosforilagdo de JNK2 em células
infectadas em relacdo a fosforilagdo de JNK2 em células ndo infectadas em cada hora apés

infeccao
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5.3 - Cinética de ativacdo de ERK1/2 durante a infeccdo pelo Vaccinia

Vvirus

Os trabalhos realizados nos ultimos anos pelo Grupo de Transducao de Sinal
do Laboratério de virus tém demonstrado a participacéo de vias de transducao
de sinal, especialmente das MAPKs, durante a infeccdo pelo Vaccinia virus,

bem como a participagéo destas quinases celulares na biologia viral.

Em 2001, foi demonstrado por Magalhdes e colaboradores que as MAPKs
ERK1/2 eram fosforiladas em tempos precoces da infecgéo, de 30 minutos a 8
horas. Na continuidade do estudo, Andrade e colaboradores em 2004,
demonstraram a importancia desta via na biologia viral, uma vez que a inibicéo
de ERK1/2 por inibidor farmacolégico reduziu drasticamente a multiplicacdo

viral.

A partir disto, resolvemos analisar a fosforilacdo das ERK1/2 durante todo o
curso da infeccao a fim de determinar a curva de fosforilagdo destas quinases

ao longo do tempo até periodos tardios da infeccao.

Para isto, utilizamos os mesmos procedimentos realizados nos experimentos
anteriores com a célula A31 carenciadas por 12 horas e infectadas com MOI
10,0.

Como podemos observar na figura 10, as MAPKs ERK1/2 se apresentam
fortemente fosforiladas com trés horas pés infeccdo (hpi) (canaleta 6) e isto
permanece com seis horas decaindo logo em seguida com 12 horas de
infeccdo retornando a niveis proximos dos basais com 24 e 36 horas de
infecc@o (canaletas 9 e 10 em relacdo a 4 e 5) . Este resultado, aliado aqueles
da literatura, nos sugere que as ERK1/2 desempenham seu papel no inicio da
infecgdo, onde sdo requeridas e, portanto, mais ativas. Provavelmente, em
tempos tardios, estas ndo sejam tdo necessarias e, portanto, se apresentam

fosforiladas em nivel basal.
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Figura 10 : A infec¢éo pelo Vaccinia virus induz a fosforilagdo da MAPK ERK1/2.

Células A31 crescidas e carenciadas foram nao infectadas (MOCK) ou infectadas com o VACV
WR utilizando-se MOI de 10,0 pelos tempos determinados. Apés este periodo, as células foram
coletadas e as proteinas totais extraidas e quantificadas. As proteinas totais (40ug/amostra)
foram fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde foi feita a reagdo com o anticorpo anti
fosfo-ERK1/2 (1:1500). A normalizacdo da quantidade de proteinas nas diferentes canaletas foi
feita com anticorpo anti B-actina. A massa molecular das proteinas esta indicada a esquerda
em kilodaltons (KDa). Os gréficos sdo relativos a representagdo grafica da fosforilagdo de
ERK1/2. O maior grafico representa a razao entre ativacéo da proteina ERK2 pela quantidade
de B-actina observada. O grafico menor representa a fosforilagdo de ERK2 em células
infectadas em relacéo a fosforilacdo de ERK2 em células ndo infectadas em cada hora pés

infeccao.
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5.4 - A infeccdo pelo Vaccinia virus promove a fosforilacdo do fator de

transcricdo c-Jun.

Um dos substratos amplamente descritos das MAPKs, em especial, das
JNK1/2 e ERK1/2 é o fator de transcricdo c-Jun. Este fato caracteriza c-Jun
como um fator de transcricdo chave em muitos processos bioldgicos que vao

desde proliferacéo e diferenciacéo a apoptose.

Durante a infeccdo pelo VACV, se levarmos em consideragédo o tempo de 1 a
36 horas, observamos que sempre uma das MAPKs ou ambas estdo
fosforiladas. Este fato aumenta a chance de que o fator de transcricdo c-Jun
esteja ativo durante a infeccdo. Desta forma, resolvemos avaliar o
envolvimento de c-Jun. Para isto utilizamos o mesmo padréo experimental,

células A31 carenciadas por 12 horas e infectadas com MOI de 10,0.

Podemos observar, na figura 11, em experimento realizado com extratos totais,
que o fator de transcricdo c-Jun é fosforilado desde o primeiro tempo aqui
analisado, de 3 horas de infeccdo (canaleta 6) e se extende de forma mais

intensa de 6 a 48 horas (canaletas 7 a 10).
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Figura 11 : A Infecgdo pelo Vaccinia virus induz a fosforilacdo do fator de transcri¢éo c-

Jun.

Células A31 crescidas e carenciadas foram nao infectadas (MOCK) ou infectadas com o VACV
WR utilizando-se MOI de 10,0 pelos tempos determinados. Apds este periodo, as células foram
coletadas e as proteinas totais extraidas e quantificadas. As proteinas totais (40ug/amostra)
foram fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde foi feita a reagdo com o anticorpo anti
fosfo-c-Jun (1:1000). A normalizacdo da quantidade de proteinas nas diferentes canaletas foi
feita com anticorpo anti B-actina. A massa molecular das proteinas esta indicada a esquerda

em kilodaltons (KDa).
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5.5 - O fator de transcricdo c-Jun é fosforilado temporalmente pelas
MAPKs JNK1/2 e ERK1/2.

O fator de transcricdo c-Jun esta descrito como substrato das quinases JNK1/2

e ERK1/2, podendo entdo, atuar mediado por ambas as quinases.

Para avaliar se ambas as quinases JNK1/2 e ERK1/2 estariam fosforilando c-
Jun e em quais tempos estas estariam atuando, montamos alguns

experimentos utilizando inibidores de ambas quinases.

Na figura 12, que corresponde a um extrato de proteinas nucleares, utilizamos
células A31 carenciadas por 12 horas e infectadas com o VACV WR utilizando-
se MOI de 10,0. Podemos observar, por ser um extrato nuclear, que a
fosforilacdo de c-Jun inicia-se apos 1 hora de infeccdo se mantendo estavel até
8 horas de infeccdo. Na canaleta 10, realizamos um pré-tratamento de 30
minutos com o inibidor de MEK, e, portanto, da via de ERK1/2, PD98059. Apés
este pré-tratamento, as células foram infectadas com MOI de 10,0 por quatro

horas, periodo de maior ativacdo das ERK1/2 durante a infec¢éo viral.

Podemos observar que a inibicdo da via de ERK leva também a uma inibicédo
da fosforilagdo de c-Jun (compare canaleta 7 e 10). Isto sugere fortemente,
uma participacdo da via de MEK/ERK1/2 na fosforilagdo de c-Jun em
momentos precoces da infec¢ao (4 horas).

A fim de analisar a participagdo de ERK e JNK na fosforilacdo de c-Jun em
tempos tardios da infeccao, realizamos a infeccdo de células A31 pré-tratadas
com os inibidores de JNK1/2; SP600125 e do inibidor de MEK; UO126 em
conjunto e separadamente. Apés o pré-tratamento de 30 minutos, infectamos

as células por 30 horas.
Podemos observar na figura 13, que neste tempo tardio de infeccao requer a

participacdo de JNK1/2 na fosforilagdo de c-Jun (canaleta 3), desde que o uso

do inibidor aboliu completamente a fosforilagdo do fator de transcricdo. ERK1/2
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nao demonstra ter um papel neste tempo de infec¢cdo (canaleta 4) pois 0 uso

do inibidor n&o teve efeito na fosforilagdo de c-Jun.

Este resultado corrobora com os resultados anteriores de analise da
fosforilacdo das quinases celulares ERK1/2 e JNK1/2. Como podemos
observar nas figuras 9 e 10, ERK1/2 se mostra fosforilada fortemente em
momento iniciais da infecgao viral (3-6 horas) decaindo nos tempos posteriores
(24-36 horas). JA& a SAPK JNK demonstra ter um padrdo diverso, sendo
fosforilada nos tempos precoces e esta fosforilacdo se tornando mais robusta,
como mostra os dados quantitativos, nos tempos tardios de infeccéo (24-36

horas).
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Figura 12: A inibicdo da via de MEK/ERK1/2 por PD98059 abole a fosforilagdo de c-Jun

em periodo precoce de infec¢éo.

Células A31 crescidas e carenciadas foram n&o infectadas (MOCK) ou infectadas com o VACV

WR utilizando-se MOI de 10,0 pelos tempos determinados. Na canaleta 10, antes da infec¢éo

com o VACV, as células foram tratadas com PD98059 (50uM) por 30 minutos, o qual foi

mantido durante todo o periodo da infec¢do. Apds este periodo, as células foram coletadas e

as proteinas nucleares extraidas e quantificadas. As proteinas totais (30ug/amostra) foram

fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram

transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde foi feita a reacdo com o anticorpo anti

fosfo-c-Jun (1:1000). A massa molecular das proteinas esta indicada a esquerda em kilodaltons

(KDa).
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Figura 13: A inibicdo de JNK1/2 por SP600125 abole a fosforilacdo de c-Jun em periodo
tardio de infecc¢éo.

Células A31 crescidas e carenciadas foram nao infectadas (MOCK) ou infectadas com o VACV
WR utilizando-se MOI de 10,0 pelos tempos determinados. Nas canaletas 3, 4 e 5, antes da
infeccdo com o VACV, as células foram tratadas com SP600125 (40uM), UO126 (10uM) ou
ambos, respectivamente, por 30 minutos, o qual foi mantido durante todo o periodo da
infeccdo. Apos este periodo, as células foram coletadas e as proteinas totais extraidas e
guantificadas. As proteinas totais (30ug/amostra) foram fracionadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, onde foi feita a reacdo com o anticorpo anti fosfo-c-Jun (1:1000). A normalizagéo
da quantidade de proteinas nas diferentes canaletas foi feita com anticorpo anti B-actina. A

massa molecular das proteinas esta indicada & esquerda em kilodaltons (KDa).
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5.6 - A infeccdo pelo VACV leva a formacédo de complexos DNA-proteinas
das sequéncias consensos AP-1 e CRE em tempos distintos e esta
ligacéo é dependente de MAPKs distintas.

Esta demonstrado na literatura que, o fator de transcricdo c-Jun, apés
fosforilado, tem a capacidade de se translocar até o nucleo e formar
homodimeros (Jun-Jun) ou heterodimeros. Neste ultimo caso, c-Jun pode
forma heterodimeros com outros fatores de transcricdo como ATF-2, Fos e Elk-
1. Estes dimeros, denominados, AP-1, tém o papel de se ligar as sequéncias

regulatorias de genes alvos e desta forma alterar o repertério génico celular.

A partir dos resultados obtidos que c-Jun é fosforilado durante a infeccdo pelo
VACV WR em todos os tempos analisados e ainda, partindo do fato, que esta
fosforilacdo ocorre através das MAPK ERK1/2 e JNK1/2 de maneira tempo-
dependente, decidimos analisar se durante a infecgéo viral poderia ocorrer a
formacdo de complexos de proteinas as sequéncias transativadoras AP-1 e

CRE e qual a regulacédo das MAPK nesta ligacao.

Na figura 14, de acordo com o mesmo padrado experimental que vinha sendo
utilizado, células A31 foram carenciadas por 12 horas e ap0s este periodo, pré-
tratadas ou ndo com inibidores de MAPKs (SP600125 ou UO126) por trinta
minutos sendo em seguida infectadas com uma MOI 10,0. Apés o periodo de 5
horas, as células foram lavadas com PBS1X e processadas para a extracdo de
proteinas celulares totais. Estas proteinas apds quantificadas, foram utilizadas,
10ug para o ensaio do retardamento da mobilidade eletroforética, onde
utilizamos a sequéncia regulatéria AP-1 na rea¢cdo com o lisado de proteinas.
Podemos observar na canaleta 2, que corresponde as células somente
infectadas, a formacdo de uma banda correspondente ao complexo
DNA/proteina. Este complexo permanece estavel mesmo com o pré-tratamento
com o inibidor de JNK, SP600125, na canaleta 3. No entanto, quando
utilizamos o inibidor de ERK, UO126, a banda é completamente abolida. O
mesmo ocorre quando utilizamos uma combinacdo de ambos inibidores das

quinases.
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Para controle da reacao utilizamos um controle homolégo que corresponde ao
excesso molar do oligonucleotideo de AP-1 ndo marcado (canaleta 6), que foi
capaz de abolir completamente a formacdo do complexo DNA/proteina. Como
controle heterdlogo, utilizamos excesso molar de oligonucleotideo nao
relacionado e ndo marcado, NFxB, que nado alterou a formacéo do complexo

DNA/proteina (canaleta 7).

Na figura 15, também utilizando o mesmo padréo experimental com as células
A31, apos o carenciamento e tratamento ou ndo com inibidores por 30 minutos,
as células foram infectadas com MOI 10,0 por um periodo de 30 horas. Apés
este tempo, as células foram lavadas com PBS1X e processadas para a
extracdo de proteinas nucleares. Estas proteinas apos quantificadas, 10ug
foram utilizadas para o ensaio do retardamento da mobilidade eletroforética,
onde utilizamos a sequéncia regulatéria CRE na reacdo com o lisado de
proteinas. Esta descrito na literatura que as células 3T3, cuja A31 é parental,
possui um nivel basal alto de ligacdo a sequéncia CRE, contudo este pode ser
aumentado no caso de estimulacédo (McLean & Bachenheimer, 1999) (canaleta
1). Assim, podemos observar que a infecgéo pelo VACV acentua a ligagcao de
proteinas ao DNA de CRE (canaleta 2). Este complexo é amplamente reduzido
ao nivel basal quando a via de JNK1/2 é inibida pelo uso de SP600125
(canaleta 3). Ao passo que esta reducdo ndo é pronunciada com a utilizacdo do
inibidor de MEK, UO126 (canaleta 4). A reducao ao nivel basal também é

observada quando utilizamos uma combinagéo dos dois inibidores (canaleta 5).

Também para o controle da reacdo utilizamos o controle homolégo que
corresponde ao excesso molar do oligonucleotideo de CRE ndo marcado
(canaleta 6), que foi capaz de abolir completamente a formagao do complexo
DNA/proteina. Como controle heterdlogo, utilizamos excesso molar de
oligonucleotideo nao relacionado e ndo marcado, NFkB, que ndo alterou a
formacao do complexo DNA/proteina (canaleta 7). Assim, estes resultados nos
mostram que a infeccdo pelo VACV estimula a fosforilagcdo de c-Jun atraves da
ativacdo das MAPKs ERK1/2 e JNK1/2 e este fendbmeno leva a formacéo de

complexos de proteinas com as sequéncias de DNA AP-1 e CRE. Isto sugere
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que estas vias podem modular o repertério génico que é expresso durante a

infecgao viral.
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Figura 14: A infeccdo pelo Vaccinia virus induz a formacgéo de complexo AP-1-proteinas
de forma dependente de ERK1/2.

Células A31 crescidas e carenciadas foram nao infectadas (MOCK) ou infectadas com o VACV
WR utilizando-se MOI de 10,0 pelo tempo de 5 horas. Nas canaletas 3, 4 e 5, antes da
infeccdo com o VACV, as células foram tratadas com SP600125 (40uM), UO126 (10uM) ou
ambos, respectivamente, por 30 minutos, o qual foi mantido durante todo o periodo da
infeccdo. Apos este periodo, as células foram coletadas e as proteinas totais extraidas e
guantificadas. O ensaio do retardamento da mobilidade eletroforética foi realizado utilizando-se
10pg/amostra das proteinas totais que foram incubadas com a sonda/oligodeoxinucleotideo
AP-1 marcada radioativamente com ySZP(ATP). Como controle da especificidade da interacéo,
0 extrato foi previamente incubado com excesso molar da sonda ndo marcada (canaleta 6) ou
excesso molar da sonda nao relacionada NFkB (canaleta 7). O complexo DNA/proteinas

formado esta indicado pela seta na figura.
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Figura 15: A infec¢&o pelo Vaccinia virus induz a formag¢&o de complexo CRE- proteinas
de forma dependente de JNK1/2

Células A31 crescidas e carenciadas foram nao infectadas (MOCK) ou infectadas com o VACV
WR utilizando-se MOI de 10,0 pelo tempo de 30 horas. Nas canaletas 3, 4 e 5, antes da
infeccdo com o VACV, as células foram tratadas com SP600125 (40uM), UO126 (10uM) ou
ambos, respectivamente, por 30 minutos, o qual foi mantido durante todo o periodo da
infeccdo. Apés este periodo, as células foram coletadas e as proteinas totais extraidas e
quantificadas. O ensaio do retardamento da mobilidade eletroforética foi realizado utilizando
10upg/amostra das proteinas nucleares que foram incubadas com a
sonda/oligodeoxinucleotideo CRE marcada radioativamente com y32P(ATP). Como controle da
especificidade da interacdo, o extrato foi previamente incubado com excesso molar da sonda
ndo marcada (canaleta 6) ou excesso molar da sonda néo relacionada NFkB (canaleta 7). O

complexo DNA/proteinas formado estéa indicado pela seta na figura.
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5.7 - As MAPKKs MKK4 e MKK7 sdo necessarias para a fosforilacdo de
JNK1/2 durante a multiplicagéo do Vaccinia virus.

A partir dos resultados obtidos, resolvemos caracterizar melhor a fosforilacéo
de JNK durante a infec¢do viral. Para avaliar qual (is) MAPKK(s) estdo
envolvidas na via que leva a fosforilagdo de JNK1/2 realizamos experimentos
utilizando células MEF nocautes para as MAPKK MKK4 (MKK4") | MKK7
(MKK7™) e o duplo nocaute destas MAPKKs (MKK4/7™).

Desta forma, o Vaccinia virus foi titulado na parental MEF WT para posteriores

experimentos.

As células foram entdo crescidas em meio DMEM acrescido de 5% de soro
fetal bovino e dos antibidticos gentamicina e penicilina. Estas células foram
carenciadas por 12 horas em meio DMEM sem soro e posteriormente
infectadas com o VACYV utilizando-se MOI de 10,0.

Apbs 1, 3, 6, 12, 24 e 36 hpi as células foram processadas para a extracdo de

proteinas totais conforme descrito anteriormente.

Podemos observar nas figuras 16 e 17 correspondente aos extratos das células
MKK4-/- e MKK7 -/-, respectivamente, que JNK1/2 esta fosforilada mesmo na
auséncia de umas das MAPKKs. Sugerindo entdo, que ambas as MAPKKs
contribuiriam para a fosforilagdo de JNK1/2 durante a infeccédo viral. Para
confirmar este fato, realizamos a infeccdo das células nocautes para as duas
quinases (MKK4/7") utilizando as mesmas condicdes dos experimentos

anteriores.

Na figura 18, observamos entdo que, em todos os tempos analisados, a
auséncia das duas quinases levou a uma abolicdo total da fosforilacdo de
JNK1/2 durante a infeccéo viral. Na canaleta 9, podemos observar o controle
positivo que corresponde a célula parental MEF WT, carenciada por 12 horas e
infectada com MOI 10,0 durante o periodo de 24 horas. Estes resultados nos
sugerem que diretamente as MAPKK MKK4 e MKK?7 fosforilam JNK1/2 durante
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a infeccdo, excluindo a possibilidade de fosforilacdo direta por uma quinase
viral, mas, sim pela inducdo da infeccao pelo virus ou algum produto génico

viral da via de sinalizagdo da MAPK.
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Figura 16: Fosforilagdo de JNK1/2 em células nocautes para MKK4.,

Células MEF MKK4" e células MEF WT carenciadas foram ndo infectadas (MOCK) ou
infectadas com o VACV WR utilizando-se MOI de 1,0 pelos tempos determinados. Apos este
periodo, as células foram coletadas e as proteinas totais extraidas e quantificadas. As
proteinas totais (40upg/amostra) foram fracionadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, onde foi feita a reacdo com o anticorpo anti fosfo-JNK1/2 (1:1000). A massa
molecular das proteinas estd indicada a esquerda em kilodaltons (KDa). A canaleta 10
representa o controle positivo de células MEF WT infectadas com o Vaccinia virus por 24

horas.
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Figura 17: Fosforilagdo de JNK1/2 em células nocautes para MKK7.

Células MEF MKK7” e células MEF WT carenciadas foram ndo infectadas (MOCK) ou
infectadas com o VACV WR utilizando-se MOI de 1,0 pelos tempos determinados. Apos este
periodo, as células foram coletadas e as proteinas totais extraidas e quantificadas. As
proteinas totais (40ug/amostra) foram fracionadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, onde foi feita a reacdo com o anticorpo anti fosfo-JNK1/2 (1:1000). A massa
molecular das proteinas estd indicada a esquerda em Kkilodaltons (KDa). A canaleta 10
representa o controle positivo de células MEF WT infectadas com o Vaccinia virus por 24

horas.
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Figura 18: JNK1/2 nao é fosforilado em células nocautes para MKK4/7™"

Células MEF MKK4/7" e células MEF WT carenciadas foram ndo infectadas (MOCK) ou
infectadas com o VACV WR utilizando-se MOI de 1,0 pelos tempos determinados. Apos este
periodo, as células foram coletadas e as proteinas totais extraidas e quantificadas. As
proteinas totais (40ug/amostra) foram fracionadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, onde foi feita a reacdo com o anticorpo anti fosfo-JNK1/2 (1:1000). A massa
molecular das proteinas esta indicada a esquerda em kilodaltons (KDa). A canaleta 9
representa o controle positivo de células MEF WT infectadas com o Vaccinia virus por 24
horas.
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5.8 - A replicacdo do DNA do Vaccinia virus néo € etapa necessaria para a
fosforilacdo de JNK1/2.

O desnudamente do VACYV, ap0s a sua ligacdo a célula hospedeira, ocorre em
duas etapas. Na primeira, o desnudamento ocorre apdés a penetracao,
permitindo a expressao dos genes imediatamente precoces. Na etapa seguinte,
ocorre a degradacdo das proteinas do cerne, culminando com a liberacdo do

DNA viral no citoplasma da célula hospedeira.

Na dissertacdo de mestrado em 2003, podemos observar que as etapas iniciais
do processo de multiplicagédo viral sdo essenciais para a ativacado das JNK1/2.
Esta observacdo se deve ao fato que a exposicdo do VACV a luz ultravioleta
(UV) foi capaz de inibir completamente a habilidade do VACV em induzir
fosforilacdo de JNK1/2. Este fator sugere que a fosforilagcdo de JNK1/2, em um
primeiro momento, necessite da expressédo dos genes imediatamente precoces

gue ocorre nestas etapas iniciais.

Para avaliar se seria necessaria a replicacdo do DNA viral ou a expressao dos
genes intermediarios e tardios para a fosforilagdo de JNK1/2, realizamos a
infeccéo viral na presenca de citosina arabinosideo (Ara C), um inibidor da
replicacdo do DNA viral. Como podemos observar na figura 19, tanto nas
células somente infectadas (canaletas 3 e 4), quanto nas pré-tratadas com Ara
C (canaletas 7 e 8), ocorre a fosforilacdo de JNK1/2. Este resultado enfatiza o
papel de genes precoces, mas ndo intermediarios ou tardios, no processo de
ativacdo de JNK1/2.
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Figura 19: A fosforilacdo de JNK1/2 durante a infec¢&o viral ndo depende da expresséo

dos genes tardios virais.

Células A31 foram crescidas e carenciadas. Em seguida, ndo foram infectadas (MOCK)
(canaletas 1 e 2), ou entdo foram infectadas com o VACV WR a MOI: 10,0 (canaletas 3 e 4) ou
apenas tratadas com citosina arabinosideo (Ara C) (40 pug/ml) (canaletas 5 e 6). Nas canaletas
7 e 8, as células foram incubadas com Ara C por 30 minutos antes da infec¢do pelos tempos
indicados. Apos este periodo, as células foram coletadas e as proteinas totais extraidas e
quantificadas. As proteinas totais (40ug/amostra) foram fracionadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, onde foi feita a reacdo com o anticorpo anti fosfo-JNK1/2 (1:1000). A massa
molecular das proteinas esta indicada a esquerda em kilodaltons (KDa).
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5.9 - A proteina B1R do Vaccinia virus néao é responsavel pela fosforilacao

de JNK durante a infecg¢dao viral.

Para testar se a fosforilacdo de JNK e c-Jun que observamos durante a
infecc@o pelo Vaccinia virus seria dependente da proteina B1R expressa pelo
Vaccinia virus, realizamos experimentos utilizando células A31 carenciadas e
infectadas com o VACV WR e o VACV termo sensivel para B1R (VACV B1R)

verificando se JNK1/2 estaria fosforilada mesmo na auséncia deste gene viral

essencial.

Assim, como podemos observar na figura 20A, tanto as células infectadas a
temperatura permissiva de 32°C (canaletas 1 a 5), quanto as células infectadas
a temperatura ndo permissiva de 39°C (canaletas 6 a 10), apresentam o
mesmo padréo fosforilagdo de JNK1/2. Sugerindo que durante a infecgéo viral

a auséncia de B1R néo influencia a fosforilacdo de JNK1/2.

A figura 20B, apresenta as relacdes quantitativas obtidas através da
normalizacdo de JNK1/2 versus actina e mostra que o nivel de fosforilacédo de
JNK1/2 durante os tempos determinados permanecem equivalentes. Este

resultado demonstra que B1R néo participa da ativacdo de JNK.
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Figura 20: Fosforilagao de JNK em células infectadas com VACV B1R termo sensivel.

Células A31 carenciadas foram infectadas com VACV B1Rts em temperatura de 32°C
(canaletas 1 a 5) ou em temperatura de 39°C (canaletas 5 a 10) com MOI de 1,0 nos tempos
indicados. Apoés este periodo as células foram processadas para extragdo de proteina total. As
proteinas totais (40ug/amostra) foram fracionadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, onde foi feita a reacdo com o anticorpo anti fosfo-JNK1/2 (1:1000). A
normalizacdo da quantidade de proteinas nas diferentes canaletas foi feita com anticorpo anti

B-actina A massa molecular das proteinas esta indicada a esquerda em kilodaltons (KDa).
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5.10 - A inibicdo da fosforilacdo de JNK utilizando SP600125 durante a
infeccdo viral inibe sensivelmente a transcricdo do gene precoce TK
assim como areplicagcdo do DNA viral e atradugao das proteinas virais.

A fim de detectar se a via de JNK1/2 estaria envolvida em alguma etapa da
multiplicacdo viral, resolvemos analisar a expressdo de um gene precoce
sendo a via desta quinase inibida. Para isto utilizamos a inibicdo de JNK1/2
através de SP600125 e avaliamos o nivel dos transcritos virais. Resolvemos
analisar o nivel da transcricdo de um gene precoce (TK — Timidina Kinase).

Para isto utilizamos a técnica de transferéncia de Northern.

Como podemos observar na figura 21, nas canaletas de 1 a 4 podemos
observar a transcricdo do gene precoce TK, o qual foi detectado detectado de 3
a 9 horas apés infeccdo. No entanto, nas células tratadas com o inibidor
farmacolégico SP600125, podemos observar uma abrupta inibicdo da
transcricdo do gene que somente aparece fracamente no tempo de 9 horas de

infeccéo.

A baixa expressao do gene precoce poderia ter algum impacto na replicagcéo do
DNA viral. Para testar esta hipotese, realizamos uma analise da sintese de
DNA viral em células infectadas e tratadas ou ndo com o inibidor SP600125
Como podemos observar na figura 22A, com 5 horas infec¢cdo existe uma
quantidade significativa de DNA viral, a qual na presenca do inibidor € bastante

reduzida nos tempos de 5 e 7 horas poés infeccéo (figura 22B).

O impacto de SP600125 também pode ser observado sobre as proteinas virais.
Na figura 23, observamos em extratos de proteinas de células infectadas na
presenca de SP600125 uma reducdo significativa da expressdo da proteina
viral tardia H3L (canaletas 6 a 10) em relacdo as células somente infectadas

(canaletas 1 a 5).
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Figura 21: O inibidor farmacol6gico SP600125 reduz sensivelmente a acumulacdo do
RNA mensageiro precoce viral TK.

Células A31 crescidas e carenciadas ndo foram tratadas (canaletas 1 a 4), ou entdo foram
incubadas com SP600125 (40uM) por 30 min (canaletas 5 a 8) antes da infeccao,
permanecendo durante todo o periodo do experimento. Em seguida, foram infectadas por 3, 5,
6 e 9 horas com o VACV WR (MOI de 10,0). Apés, as células foram coletadas, sendo realizada
a extracdo do RNA total e 20 ug deste foram fracionados em gel de agarose-formaldeido a
1,2% (pl/v), transferidos para membrana de nylon e hibridizados com sonda do gene TK

marcada com dCTP[a**P].
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Figura 22: O uso do inibidor SP600125 diminui a replicacdo do DNA viral.

A. Células A31 crescidas e carenciadas nao foram tratadas (canaletas 1-4), ou entdo foram
incubadas com SP600125 (40uM) por 30 min (canaletas 5-8) antes da infeccéo,
permanecendo durante todo o periodo do experimento. Em seguida, foram infectadas por 5, 7,
9 ou 12 horas com o VACV WR (MOI de 10,0). Apds, foi feita a extracdo do DNA viral, o qual
foi transferido sob vacuo para uma membrana de nylon e, entdo, sondado com o DNA do
VACV marcado com dCTP[a*’P]. B. Representacdo grafica através da quantificacdo de cada
ponto e posteriormente da média entre 0os pontos de cada tempo de infecgdo viral, os quais

foram analisados utilizando-se o programa Prism 3.0 e o teste ANOVA.
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Figura 23: O inibidor farmacolégico SP600125 reduz sensivelmente a traducdo da

proteina viral H3L

Células A31 crescidas e carenciadas ndo foram tratadas (canaletas 1 a 5), ou entdo foram
incubadas com SP600125 (40uM) por 30 min (canaletas 6 a 10) antes da infeccéo,
permanecendo durante todo o periodo do experimento. Em seguida, foram infectadas por 3, 6,
12, 24 e 36 horas com o VACV WR (MOI de 10,0). Apés, as células foram coletadas, sendo
realizada a extracé@o de proteina total. 40ug/amostra foram fracionadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, onde foi feita a reagdo com o anticorpo anti-H3L (1:3000). A massa molecular das

proteinas est4 indicada a esquerda em kilodaltons (KDa).
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5.11 - Oinibidor farmacologico SP600125 afeta a multiplicacéo viral

A partir de resultados que demonstravam o efeito da inibicdo de JNK1/2 em
etapas da multiplicacao viral, decidimos avaliar o efeito bioldgico da ativacdo da
via de JNK durante a infec¢éo pelo VACV, realizando um experimento de curva

de multiplicac&o viral utilizando o inibidor farmacol6gico SP600125.

Células A31 carenciadas foram incubadas ou ndo com SP600125 30 minutos
antes da infeccao que foi realizada utilizando-se MOI de 10,0. Nos tempo de 3,
6, 12, 24, 36 e 48 hpi as células foram coletadas, processadas e
posteriormente, tituladas para deteccao do titulo obtido em cada tempo.

A figura 24 mostra que em células infectadas na auséncia de SP600125, ha
uma curva de producéo viral com o pico em 12 horas de infeccdo, que sofre um
decréscimo logo em seguida no tempo de 24 horas e se mantem nos tempos
finais de 36 e 48 horas. Nas células tratadas com o inibidor, observamos uma
acentuada inibicdo da producéo viral onde observa-se uma curva que indica

aproximadamente a mesma quantidade viral em todos os tempos analisados.
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Figura 24: SP600125 inibe a multiplicagdo do VACV.

Células A31 crescidas e carenciadas foram incubadas ou ndo com SP600125 (40uM) por 30
min, sendo, em seguida, infectadas por 3, 6, 12, 24, 36 e 48 horas com o VACV WR (MOI de
10,0). ApOs esses tempos, os virus foram coletados e o titulo determinado através de titulagdo.
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5.12 - A multiplicacdo viral ndo é diminuida em células nocaute para
JNK1/2.

A partir dos resultados contraditérios do uso do inibidor SP600125 e da
expressdo de proteinas dominantes negativas, resolvemos utilizar células
nocautes para determinar qual o impacto da auséncia desta MAPK na

multiplicacdo do Vaccinia virus.

As células nocautes de JNK (MEF JNK ™) sdo provenientes da linhagem MEF, e
portanto, fibroblasto de camundongos como a A31. Desta forma, realizamos
uma curva de multiplicacdo viral nas células MEF WT e MEF JNK™ utilizando

0S mesmos parametros realizados nos experimentos com A31.

Como podemos observar na figura 25, em nenhum dos tempos de infeccéo
utilizados neste experimento, verificamos uma diferenca entre os titulos virais
obtidos quando a infeccdo foi realizada nas células nocaute para JNK com a

correspondente selvagem.
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Figura 25: A multiplicagdo do VACV néo é afetada por JNK1/2.

Células MEF WT e MEF JNK™ crescidas e carenciadas foram infectadas com VACV (MOl 10,0)
pelos tempos de 3, 6, 12, 24, 36 e 48 horas. Apés estes tempos as células foram processadas

para titulagdo viral. Os titulos obtidos estdo representados no grafico. Barras brancas

correspondem & MEF WT e barras cinzas corresponde & MEF JNK™.
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5.13 - O inibidor farmacolégico SP600125, diminui a multiplicacdo viral

por inibir outro alvo além de JNK1/2.

Os resultados que obtivemos até agora com o uso de inibidor farmacolégico e
das células nocautes e transfectantes nos mostram uma contradicdo. Esta
descrito na literatura que muitas vezes as células nocautes ndo apresentam o
fenotipo adequado visto que em muitos casos outras vias sinalizadores

proteinas podem suprir a deficiéncia do gene nocauteado.

Temos a partir disto duas hipéteses: a primeira que as células nocautes de JNK
poderiam ter uma outra via suprindo a deficiéncia e, portanto ndo obtivemos o
impacto observado com o inibidor. A segunda hipotese que SP600125 poderia
estar inibindo uma outra via ou proteina, que ndo JNK, que seria a responsavel

da inibicdo observada na multiplicagao viral.

Para testar estas duas hipéteses, realizamos um experimento utilizando o
mesmo padrdo dos anteriores, onde células A31 e células nocautes de JNK
foram tratadas ou ndo com SP600125 por 30 minutos e posteriormente
infectadas com VACV utilizando MOI de 10,0 por 24 horas. Apés este periodo

as células foram processadas para a obtencao dos titulos virais.

Podemos observar na figura 26, como era esperado, existe uma significativa
diferenca (> 1 unidade logaritmica) na multiplicacdo viral entre células A31
tratadas e ndo tratadas com SP600125. Apesar de menos acentuada, podemos
observar uma diferenca na multiplicacdo viral entre a célula nocaute somente
infectada, e a mesma tratada com o inibidor. Assim, podemos sugerir que
SP600125 inibe inespecificamente, além de JNK, uma outra via sinalizadora, a

qual devera ser responsavel pelo decréscimo na multiplicagéo viral.
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Figura 26: Efeito de SP600125 é exercido sobre outra via/proteina além de INK1/2.

Células A31 e MEF JNK™ foram tratadas ou ndo com SP600125 por 30 minutos antes da
infeccdo viral e foram infectadas com VACV (MOI 10,0) por 24 horas. Apés este periodo as
células foram processadas para titulacdo viral. Os titulos obtidos estdo representados no

grafico.
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5.14 - Células nocautes de JNK apresentam fosforilacdo de c-Jun somente

em momentos precoces da infecgao viral.

Através do uso dos inibidores de ERK1/2 e JNK1/2, observamos um padrdo de
fosforilacdo de c-Jun durante o ciclo de multiplicac&o viral. Observamos entéo,
que este fator de transcricdo € regulado temporalmente pelas duas MAPKSs,
sendo ERK1/2 responsavel pela fosforilagdo de c-Jun em momentos precoces

e JNK1/2 em momentos tardios de infeccéo.

Para confirmar este padrao de fosforilacdo de c-Jun, realizamos uma cinética
de infeccdo em células MEF WT e MEF JNK™. Apds tempos determinados de
infeccdo com MOI 10,0 estas células foram processadas para avaliacdo da

fosforilacdo de c-Jun.

Como pode ser observado na figura 27, as células MEF WT possuem um
padrdo de fosforilacdo de c-Jun em todos os tempos analisados de 6 a 48
horas de infeccao viral. Nas células nocautes para JNK, como observado na
figura 28, a fosforilacdo de c-Jun é observada a partir do tempo de 1 hpi e
segue até o tempo de 6 hpi decaindo logo no tempo de 9 e 12 horas. Com 24

horas de infec¢éo ja ndo detectamos a fosforilacdo de c-Jun.
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Figura 27: Fosforilagdo de c-Jun em células MEF WT.

Células MEF WT carenciadas foram néo infectadas (MOCK) ou infectadas com o VACV WR
utilizando-se MOI de 10,0 pelos tempos determinados. Apds este periodo, as células foram
coletadas e as proteinas totais extraidas e quantificadas. As proteinas totais (40ug/amostra)
foram fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde foi feita a reagdo com o anticorpo anti
fosfo-c-Jun (1:1000). A normalizacdo da quantidade de proteinas nas diferentes canaletas foi
feita com anticorpo anti B-actina. A massa molecular das proteinas esta indicada a esquerda

em kilodaltons (KDa).
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Figura 28: Fosforilagdo de c-Jun em células MEF INK™.

Células MEF JNK" carenciadas foram n&o infectadas (MOCK) ou infectadas com o VACV WR
utilizando-se MOI de 10,0 pelos tempos determinados. Apds este periodo, as células foram
coletadas e as proteinas totais extraidas e quantificadas. As proteinas totais (40ug/amostra)
foram fracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS (SDS-PAGE). A seguir, foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose, onde foi feita a reagdo com o anticorpo anti
fosfo-c-Jun (1:1000). A normalizagdo da quantidade de proteinas nas diferentes canaletas foi
feita com anticorpo anti B-actina. A massa molecular das proteinas esta indicada a esquerda

em kilodaltons (KDa).
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5.15 - Células nocaute de JNK apresentam um fendétipo de placa reduzido

em relacdo a selvagem.

Apesar de ndo observarmos uma alteracdo na multiplicacdo viral em células

nocautes para JNK, resolvemos avaliar o fenétipo de placa nestas células.

Para isto, as células foram infectadas com 50 unidades formadoras de placas
(u.f.p.) e apbés o periodo de adsorcéo, retiramos o indculo e acrescentamos
meio de cultura semi-sélido aos pocos. Apés 48 horas, as placas foram fixadas

com formol 10%, coradas com cristal violeta e lavadas.

Para nossa surpresa, como podemos observar na figura 29, as células
nocautes de JNK1/2 tiveram um tamanho de placa de lise muito reduzido em
relacdo as células selvagens. Este resultado nos sugere que apesar de nédo ter
um papel associado a multiplicacdo viral, JNK1/2 pode ter um papel
relacionado a liberacdo das formas virais da célula, ou seja, a disseminacao

célula-a-célula dentro do hospedeiro que é realizada pela forma CEV.
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Figura 29: O fendtipo de placa de lise viral € menor quando a multiplicagdo é realizada

em células INK™.

Células MEF WT e JNK™ foram crescidas e carenciadas e em seguida infectadas com 50 UFP
por 48 horas em meio semi-solido com 0,3% de agarose. ApoOs este periodo, as células foram

fixadas e coradas.
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5.16 - A infeccdo de VACV em células nocaute para JNK libera maior

quantidade de particulas EEV que as células selvagens.

ApoOs observarmos a infec¢do das células nocautes apresentavam um fenotipo
de placa reduzido em relacdo a selvagem, resolvemos avaliar se este
fendbmeno seria reflexo de uma menor producdo de particulas IEV e,

consequentemente, de EEV.

Para isto, as células MEF WT e MEF JNK 7 foram infectadas com MOI 10,0 por
36 horas. ApGs este periodo os sobrenadantes foram coletados, centrifugados
e incubados com o anticorpo anti-L1R, o qual neutraliza as particulas IMV, por

1 hora. Posteriormente os sobrenadantes foram processados para titulacéo.

Curiosamente, como podemos observar na figura 30, as células nocautes para
JNK1/2 apresentaram um aumento na producdo das particulas EEV em relagéo
as células selvagens. Em nossos experimentos realizados em triplicatas

podemos observar que este aumento foi de 60 a 80%.

Este resultado sugere que a via de JNK1/2 pode ter um papel associado ao

controle da liberacao viral.
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Figura 30: As células JNK” liberam mais formas infectivas EEV que as células
selvagens.

Células MEF WT e MEF JNK™ foram crescidas e carenciadas e em seguida infectadas com
MOI de 10,0 por 36 horas em 1mL de meio. ApGs este periodo, o sobrenadante da cultura foi
coletado, centrifugado e posteriormente incubado com anticorpo anti - L1R e titulado. Os titulos

virais obtidos estéo representados no gréfico.
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5.17 - A infeccdo de VACV induz a expresséao de IL-6 via INK1/2.

Para avaliar se JNK1/2 poderia estar associada a resposta celular antiviral,
decidimos analisar se esta quinase estaria regulando a expresséao de alguma

citocina relacionada a resposta antiviral.

Levamos em consideragdo o fato de JNK1/2 durante a infeccdo induzir a
formacdo de complexos DNA-proteina com o consenso de CRE, o tipo celular
utilizado neste trabalho, e a relacdo da citocina com resposta antiviral e proé-
inflamatoria. A partir destes dados, selecionamos como candidata a citocina IL-
6 que esta descrita na literatura como regulada através dos sitios AP-1 e CRE

presentes no seu promotor.

Desta forma, realizamos experimento de ELISA a partir de sobrenadantes de
células MEF e JNK™ infectadas com MOI de 10,0 em tempos de 12 a 72 horas.
Como podemos observar na figura 31, nas células selvagens ocorre uma
grande inducéo de IL-6 detectada desde o primeiro tempo analisado que segue
aumentando nos tempos posteriores. Nas células JNK™ observamos a indugéo
de IL-6 bem diminuida em relacéo as células selvagens.

TNF-a e IL-10 também foram incluidos na andlise, porém ndo verificamos
nenhuma alteracdo nos niveis destas citocinas (resultados ndo apresentados),

0 que sugere que a participagao de JNK1/2 se restringe a IL-6.
Este dado nos sugere que JNK1/2 pode também ter um papel relacionado a

regulacdo da resposta imune influenciar no balanco da relagdo virus-

hospedeiro.
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Figura 31: JNK tem papel nainduc¢ao de IL-6 durante ainfecc¢é&o viral.
Sobrenadante de células MEF WT e MEF JNK™ infectadas com o VACV WR utilizando-se MOI

de 10,0 pelos tempos determinados foram coletados e processados para detec¢éo de IL-6. O

nivel de inducao da citocina foi detectado através de ELISA sanduiche.
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6 - DISCUSSAO

122



A habilidade das células em perceber o ambiente que a cerca e responder de
maneira apropriada € essencial para o funcionamento normal dos organismos.
Embora as células sejam constantemente expostas a multiplos estimulos, estas
usualmente sdo habeis em produzir a correta resposta porque desenvolveram
um grande numero de redes de sinalizac&o intracelular com funcdes de receber
e decodificar estes sinais. Estas respostas incluem entre outras, a regulacao de
centenas de genes, regulacdo de vias metabdlicas e modulacdo do
crescimento e motilidade celular. Nao é surpreendente como a cada dia cresce
mais a importancia de se conhecer a sinalizacdo e de se compreender o
funcionamento da célula hospedeira, uma vez que os patdgenos, sejam estes,
bactérias, virus ou parasitas, tém desenvolvido maneiras de se utilizar da rede
de sinalizacdo celular para otimizar seus ciclos infectivos. Mais do que isto,
muitos patdégenos dependem criticamente destes eventos de sinalizacdo para

sua replicacéo e continuada sobrevivéncia (Munter et al, 2006).

O objeto de estudo do Grupo de Transducdo de Sinal tém sido a interacdo
entre os poxvirus e a célula hospedeira. Todo o trabalho realizado até aqui teve
como objetivo entender a relagdo parasita-hospedeiro do ponto de vista de
tracar como o virus se utiliza da célula como um objeto de manutenc¢éo da sua
“sobrevivéncia” e principalmente apontar quais sado, de fato, as vias e proteinas
celulares importantes neste sentido. Muito ja foi feito até aqui com o0s
resultados obtidos pelo grupo nos ultimos anos (Magalhdes et al, 2001;
Andrade et al, 2004; Silva et al, 2006). Agora, neste trabalho, pretendemos
aumentar o conhecimento ja obtido elucidando a sinalizagdo e o papel da
MAPK JNK1/2 durante a infec¢céo pelo Vaccinia virus, a ativacao prolongada de
MEK/ERK e estabelecer correlagbes com os papeéis desempenhados por

ambas na biologia viral.

Para isto, iniciamos avaliando se a indugao de JNK observada durante a
infeccdo pelo Vaccinia virus era gerada pela expresséo e secrecdo do fator de
crescimento do Vaccinia, o VGF. E sabido que este fator ao ser secretado se
liga ao receptor de EGF fosforilando-o e resultando na ativacdo da via Raf-
MEK-ERK, estimulando as células a proliferacdo (Tzahar et al, 1998). Este fato

facilita a multiplicacéo viral que € otimizada em células ciclando em relacdo a
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células quiescentes. Este, certamente é um dos motivos que o VACV VGF se
multiplica em uma velocidade menor e produz menores titulos virais em relacéo
ao selvagem. Ainda também, Tzahar e colaboradores em 1998 verificaram que
células tratadas com VGF purificado levava a ativacdo das MAPKs ERK, JNK e
p38. Por este motivo, provavelmente observamos que a infeccdo com o virus
deletado para este gene tem uma inducdo menor que a observada para o virus
selvagem. O mesmo foi observado para a indugcéo de expressao de ERK em
células infectadas para o Vaccinia virus VGF (Andrade et al. 2004). De toda
forma, podemos concluir que apesar de contribuir, a expressao de VGF néo é
essencial para a fosforilacdo de JNK1/2 (figura 8). Também podemos sugerir a
partir deste resultado que o VACV, além de VGF, possui um outro modo para
promover a fosforilacdo de JNK1/2 e excluindo a inducdo por uma proteina
soluvel, seria portanto, dependente da inducdo de eventos intracelulares onde

poderia estar relacionada a proteinas virais.

No entanto, podemos também sugerir que a fosforilagdo de JNK1/2 néo ocorre
diretamente pela interacdo de proteinas virais com JNK. Esta observacao é
baseada nos experimentos que realizamos onde caracterizamos a via que leva
a ativacao de JNK1/2. Tem sido descrito na literatura a necessidade diferencial
de MKK4 e MKK7 na ativacdo de JNK1/2 relacionada aos diferentes estimulos.
Um exemplo disto € a proteina latente de membrana (LMP-1) codificada
durante o ciclo de multiplicacdo do virus Epstein-Barr que ativa JNK1/2
somente através de MKK4 (Zou et al, 2006). No caso do VACV, quando
analisamos a fosforilagdo de JNK em células nocaute para MKK4 e MKK7
(figuras 16 e 17), podemos observar que a auséncia de uma destas ndo abole
completamente a fosforilacdo de JNK. Quando observamos o padrdo de
fosforilacdo de JNK em células nocaute para ambas MKK4 e MKK7 verificamos
a abolicdo completa da fosforilagdo de JNK (figura 18). Assim, retomando o
conceito que foi explanado acima, muito provavelmente, ndo seria diretamente
uma interacdo com uma proteina viral e JNK que levaria a fosforilacdo desta,
mas, uma ativacdo em componentes ou fatores da via da SAPK que levaria em

um segundo momento, a ativacao de JNK1/2.
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Outra observacdo que podemos afirmar a cerca da ativacdo das MAPKs
JNK1/2 é o fato da necessidade das etapas iniciais da infec¢do viral para que
esta ocorra. Este fato pode ser afirmado a partir do resultado que células
infectadas com Vaccinia virus tratado com luz ultravioleta perde completamente
a capacidade de induzir a fosforilacdo de JNK1/2 (Pereira, 2003). Os virus
irradiados com luz ultravioleta mantem a capacidade de penetrar na célula
hospedeira perdendo sua membrana externa e liberando o cerne no
citoplasma, mas perdem a capacidade de transcrever 0S genes precoces e
sofrer o desnudamento secundéario (Bablanian et al., 1981). Assim também
podemos dizer que além da necessidade das etapas iniciais, a inducao da
fosforilacdo de JNK1/2 é dependente da expressao dos genes precoces e nao
dos genes tardios. Esta observacdo é baseada levando-se em consideracéo
gue o tratamento das células com o inibidor da replicacdo do DNA viral, Ara C,
nao inibiu a capacidade da infecgdo induzir a fosforilagdo de JNK1/2 (figura 19).
Assim, a expressdo dos genes tardios que ocorre apds a replicacdo do DNA
viral ndo se mostra necessaria para a inducdo de JNK1/2 observada quatro
horas apds infeccdo. Nao excluimos aqui, entretanto, a possibilidade da
necessidade destes genes tardios para a manutencdo desta ativacdo em
tempos avancados da infecgao viral.

Também foi avaliada a participacdo da proteina quinase viral B1R na ativacao
de JNK1/2. Dados recentes da literatura, publicados por Santos e
colaboradores em 2006, utilizando experimentos de transfeccdo in vitro,
verificaram que a proteina serina-treonina quinase do Vaccinia virus B1R
interage com JIP aumentando e estabilizando a ligacdo desta a JNK e

consequentemente o estado de fosforilacdo da MAPK.

Em um primeiro momento, imaginamos a hip6tese de que B1R poderia ser a
proteina viral responsével pela sinalizacdo de JNK e consequente fosforilagcao
de c-Jun desencadeada pela infeccdo viral. No entanto, nos experimentos
realizados com VACV termo-sensivel para o gene que codifica a quinase B1R
em temperatura ndo permissiva (39°C), observamos o mesmo padrédo de
fosforilacdo de JNK observado em temperatura permissiva (32°C) (figura 20).

Em um primeiro momento, imaginamos que a ativacdo de JNK1/2 se
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apresentava mais pronunciada a 32°C, porém a quantificacdo relacionada ao
nivel de actina demonstrou que os niveis de JNK em ambas temperaturas sao
equivalentes. Nossos resultados embora ndo apontem um aumento da
fosforilacdo de JNK1/2 na presenca de B1R ndo excluem a possibilidade desta
proteina viral auxiliar na interacdo e estabilizacdo do arcabouco que forma o
complexo entre JNK e as proteinas JIP e MKK7 assim como na fosforilagdo de
c-Jun. De acordo com a literatura, existem evidéncias que a serina-treonina
quinase B1R pode ter outras fun¢des ainda néo relacionadas, visto que virus
termo-sensivel para BIR mesmo apresentando 60% de producdo de DNA tem
uma baixa producdo viral (Banham et al, 1992). Portanto, acreditamos que esta
quinase pode também ser mais uma estratégia viral relacionada a alguma
fungdo importante e ainda indefinida durante o ciclo de multiplicagdo, com

eventual participacdo de JNK1/2, ainda que indireta.

Outro ponto explorado neste trabalho se refere a cinética de ativacdo das
MAPKs ERK1/2 e JNK1/2 durante a infeccdo pelo Vaccinia virus. Como ja
mencionado algumas vezes ao longo do texto, a importancia de via MEK/ERK
foi bem estabelecida durante a infeccdo pelo VACV (Magalhaes et al, 2001).
No trabalho de Andrade e colaboradores (2004), ndo somente a importancia da
via foi caracterizada, como também os fatores associados a esta como a

quinase RSK2 e os fatores de transcrigao Elk-1 e Egr-1.

Neste trabalho, o nosso objetivo foi, além de tracar a cinética de ativacdo de
ERK1/2 e JNK1/2 durante todo o ciclo de multiplicacdo viral, também detectar
se o0 substrato comum destas quinases, o fator de transcricdo c-Jun estaria
ativo durante a infeccdo. Objetivamos, também, detectar se ambas quinases

seriam importantes na fosforilagdo de c-Jun.

Como observamos através dos dados quantitativos, a cinética de fosforilacédo
de ERK1/2 (figura 10) inicia-se muito fortemente nos tempos iniciais da
infeccédo viral (de 6 a 10 vezes) e ao longo do ciclo de multiplicagdo vai
decaindo chegando ao basal nos tempos mais tardios analisados. Isto nos
sugere fortemente que ERK1/2 tem um papel crucial desde os momentos

iniciais da infecgdo. Certamente estes sinais estéo relacionados com a entrada

126



viral e com a manutencédo do ciclo de replicacéo, visto que a inibicdo desta via
bloqueia todo o ciclo de multiplicacao viral (Andrade et al, 2004). Ainda Unger e
Traktman em 2004 identificaram que a proteina A13 do VACV como um
possivel alvo da fosforilagdo ERK1/2, corroborando com a importancia desta
quinase no ciclo replicativo. Hoje se sabe que tanto A13 quanto F18 sao alvos

de MEK/ERK in vitro (Traktman, comunicacéo pessoal).

Ao avaliarmos a cinética de fosforilacdo de JNK1/2 durante a infeccao viral
observamos pelos dados quantitativos, que apesar da infeccdo levar a
fosforilacdo da quinase em momentos precoces (figura 9), sdo em tempos
tardios de infeccdo, no entanto, que estas estdo mais fortemente fosforiladas.
Estes fatos nos sugerem que JNK1/2 deve exercer atividades bioldgicas
relacionada a aspectos tardios da infeccdo viral. Varias evidéncias reforcam

esta hipdtese e serdo explanados ao longo desta discussao.

Antes disto, avaliando a participacdo de c-Jun durante a infeccéo pelo Vaccinia
virus, observamos que este fator de transcricdo foi estimulado em todos os
tempos de infeccdo analisados. Na figura 11, que foi realizada a partir de
extratos protéicos totais podemos observar c-Jun fosforilado desde o primeiro
tempo analisado de 3 horas. Também na figura 12, realizada a partir de
extratos nucleares observamos que c-Jun desde 1 hora apos infeccdo esta
fortemente fosforilado. Estes resultados nos sugerem que o papel de c-Jun
pode estar relacionado, durante a infec¢do viral com um ou mais eventos. Esta
hipétese pode ser corroborada ao notarmos que c-Jun € controlado pelos sinais
desencadeados por ambas quinases ERK1/2 e JNK1/2 em momentos
sobrepostos e distintos da infecgéo viral (figuras 12 e 13). Assim, cada uma das
MAPKs tém o periodo de infeccdo onde se apresentam mais ativa e desta
forma apresentam uma sinalizacdo mais intensa para seus substratos em
determinado periodo. Observamos que em momentos precoces, representado
pelo tempo de 5 horas de infeccdo, ERK1/2 determina a fosforilagéo de c-Jun.
Este fato é corroborado com a formacdo de complexos “AP-1-proteinas” via
ERK1/2 (figura 14). A participacdo de c-Jun neste complexo foi confirmada
através de infeccdo de células A31 expressando proteina selvagem e
dominante negativa para este fator (Leite, 2006).
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O papel de JNK1/2 sobre seu substrato c-Jun é observado principalmente nos
momentos tardios de infec¢cdo, quando a quinase se mostra mais fortemente
fosforilada. Assim, com 30 horas de infeccdo, ha a formagdo de complexo
“CRE-proteinas” via JNK1/2. A participacdo de c-Jun neste complexo também
foi confirmada através de células expressando proteina dominante negativa
para c-Jun (resultado ndo mostrado). Também podemos sugerir a possibilidade
da participacdo do fator de transcricdo ATF-2, neste complexo de ligacdo a
CRE visto que este também é ativo durante o ciclo de multiplicacdo do VACV
pelas vias de JNK1/2 e p38 (resultado ndo mostrado e Freitas, dados nao

publicados).

Ainda confirmando o fato da atuacdo das duas quinases sobre c-Jun, nas
células MEF selvagens podemos observar a fosforilacdo de c-Jun em todos os
tempos analisados de 6 a 48 horas (figura 27). JA o padrdo observado nas
células MEF JNK” é de uma forte fosforilagdo de c-Jun desde 1 hora de
infeccdo, periodo onde JNK1/2 ndo se apresenta ainda fosforilada, permanece
por 3 e 6 horas apoés infeccédo, decaindo logo em seguida, nos tempos de 9 e
12 horas onde se inicia a forte fosforilagdo de JNK1/2 e decaimento da ativacao
de ERK1/2 (figura 28).

A participacdo de c-Jun durante a infeccdo foi objeto de estudos mais
detalhados pelo nosso grupo (Leite, 2006). Estes resultados, demonstram que
este fator de transcricdo tem um papel importante durante a infeccéo viral, visto
gue em células expressando dominéncia negativa para c-Jun ocorre um
decréscimo de mais de 80% na producgdo viral. Além disto, o fator de
transcricdo Egr-1, demonstrado por Silva e colaboradores, 2006 como
essencial durante a infeccao pelo VACV tem sua expressao abolida em células
expressando dominancia negativa para c-Jun. Este fato pode ser diretamente
explicado pela presenca de elementos AP-1 no promotor do gene Egr-1. Desta
forma, com os resultados aqui mostrados podemos sugerir que a via MEK-ERK
leva a fosforilacdo de c-Jun e consequentemente a formacéo de dimeros de
ligacdo a AP-1, que, por sua vez, regulam a expressdo de Egr-1. Assim, a via
sinalizadora MEK/ERK/C-JUN/EGR-1 desempenha papel fundamental na
biologia do VACV.
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Sabendo que JNK1/2 sédo estimuladas durante a infeccdo pelo VACV, e ainda
pelos resultados obtidos até entdo, partimos para uma andlise com intuito de
descobrir qual o papel desta SAPK durante a infecgdo viral. Como em muitos
trabalhos realizados na literatura para avaliar o papel de JNK1/2, inclusive em
infeccbes por diversas familias de virus, em um primeiro momento, optamos
por utilizar o difundido inibidor farmacol6gico SP600125. Embora atualmente se
saiba que outras quinases também podem ser afetadas por SP600125 (Bain et

al, 2003) este continua ser utilizado em recentes trabalhos.

Com o uso de SP600125, verificamos uma drastica inibicdo da multiplicacéo
viral (figura 24). Também durante a infec¢éo obtivemos uma grande reducéo da
transcricdo do gene precoce viral da timidina quinase (figura 21) e uma
diminuicao na replicacdo do DNA viral (figura 22) e das proteinas virais (figura
23) que sao resultados que relacionam muito bem com a queda na producao
viral. No entanto, esta inibicdo na multiplicacdo viral ndo foi confirmada em
experimentos preliminares utilizando transfeccdo de plasmidios dominantes
negativo para JNK1/2 (resultados ndo mostrados) ou em células nocautes para
JNK1/2 (figura 25). Assim, ndo podemos diretamente apontar JNK1/2 como

responsavel direto pelo impacto causado na infeccao viral pelo uso do inibidor.

Desta forma, podemos demonstrar baseado no experimento da figura 26, onde
mesmo em células nocautes para JNK1/2, o uso do inibidor foi capaz de
diminuir a multiplicagdo viral, que além da MAPK, SP600125 inibe

inespecificamente outra proteina/via sinalizadora.

Bain e colaboradores em 2003, fizeram um estudo de varios inibidores e
mostram que SP600125 inibe em maior ou menor extensao outras proteinas
quinases. Desta forma, podem surgir outra(s) proteina(s) e/ou vias relacionada
com a replicacdo viral e estudos deveréo ser realizados para detectar o papel

destas na multiplicacédo dos diferentes Orthopoxvirus.

Ainda assim, estes dados abrem uma nova perspectiva para este trabalho.
SP600125 tem sido amplamente estudado nos ultimos anos para possivel uso

terapéutico no tratamento de diversas doengas. Experimentos realizados em
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células e alguns mais avancados realizados em animais, demonstram
SP600125 como um candidato a uso terapéutico em tratamentos de asma
(Duan & Wong, 2006), isquemia/injuria cerebral (Guan et al, 2006), colite (Assi
et al, 2006), cancer (Bulgin et al, 2006), aneurisma da aorta abdominal
(Yoshimura et al, 2005 e Yoshimura et al, 2006) e doencas inflamatérias
(Bennet et al, 2001).

Aliado a isto, a colaboradora deste trabalho, Dr. Paula Traktman (Universidade
de Wiscousin) relata interessantes resultados em experimentos de microscopia
eletrbnica. Nestes, foi observado que em infeccdo com Vaccinia virus em
células BSC-40 utilizando-se SP600125 em doses de 10 a 40uM, o ciclo viral
ndo prossegue até o final ficando estacionado na etapa de morfogénese viral
onde os virus se acumulam na foram IV (virus intracelular), ndo chegando a
formar o IMV. Além de ndo ser célula especifica a atuacdo de SP600125,
também ndo se resume somente ao Vaccinia virus. Jamaria Soares (doutorado
em andamento) observou resultados semelhantes aos deste trabalho para o

Orthopoxvirus Cowpox.

Uma grande barreira para o uso de antivirais € a alta citotoxicidade que estes
demonstram in vivo. SP600125, por ja estar sendo testado em animais com
resultados promissores, leva uma grande vantagem sobre a maioria dos
antivirais atualmente em estudo. Somando-se o que foi relatado até aqui,
sugerimos que o inibidor SP600125 seja um potencial candidato no uso
terapéutico em tratamentos contra infec¢gdes por poxvirus (manuscrito em

preparacao).

O objetivo deste trabalho, além de caracterizar a via de sinalizagdo de JNK1/2,
esta também preocupado em desvendar o possivel papel desta MAPK. A maior
ativacdo de JNK1/2, de 10 a 15 vezes em relacdo a células néo infectadas, em
tempos tardios de infeccdo nos sugere que o papel desta estaria relacionado
com o final da replicacdo viral especificamente em etapas relacionadas com
morfogénese e/ou saida viral. Observamos que nao ha diferenca na
multiplicacéo viral em células nocaute de JNK em relacéo as células selvagens

(figura 25). Podemos afirmar entdo, que JNK1/2 ndo tem um papel associado a
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producdo da particula viral IMV. No entanto, quando realizamos experimentos
de tamanho de placa (figura 29) observamos que em células nocautes para
JNK o tamanho da placa se apresenta muito reduzido em relacédo as células
selvagens. Para nossa surpresa, ao avaliarmos o impacto da auséncia de JNK
na liberacéo das particulas EEV, obtivemos em nossos resultados um aumento
de 60-80% na producdo de EEV em células nocautes em relacdo as células
selvagens. Este conjunto de resultados nos sugere fortemente que JNK1/2
poderia ter um papel associado a regulacdo da disseminacéo viral, isto é, ao
controle da liberacdo das particulas EEV e propulsdo célula-a-célula das

particulas CEV.

Como ja comentado em topicos anteriores, € notavel a participacdo de
proteinas celulares na movimentacao do virus tanto em etapas da morfogénese
quanto em etapas da saida viral. Aliado a estes fatos, estdo bem relatados na
literatura varias evidéncias que implicam a via de JNK na migracdo e
movimentacao celular. Primeiro a ativacdo da via de JNK esta correlacionada
com aumento da migracdo em uma série de tipos celulares. Estudos em
Drosophila, demonstram o controle exercido por JNK sobre o citoesqueleto de
actina, sendo esta quinase necessaria para a formacdo de filopodio e
lamelipédio. Além disto, entre os fatores de transcricdo e proteinas
relacionadas a apoptose que sdo substratos de JNK, uma série de proteinas
associadas ao citoesqueleto e moléculas sinalizadoras, como também
proteinas adaptadoras, tém sido identificadas como substratos de JNK. Estas
incluem as proteinas associadas a microtubulos (MAPs), como MAP1B, MAP2,
DCX e SCGI10, além da proteina ligante de actina p150-spir. Todas estas
citadas estdo envolvidas em processos de dinamica de actina, dinamica de
microtubulos e adesao (revisto em Huang et al, 2004). Aléem disto, Verhey e
colaboradores em 2001, relataram que a proteina de arcabougo de sinalizacdo
de JNK, JIP, interage com a cadeia leve da quinesina, a mesma cadeia de

ligacdo a proteina A36 do Vaccinia virus.

O fendtipo de placa reduzido (figura 29) aliado ao aumento da liberacdo de
EEV (figura 30), corroboram que a sinalizacdo JNK1/2 e sua relacdo com
motilidade celular, pode ser importante na saida do virus. Como foi relatado
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anteriormente, a particula viral IEV, para sair da célula como EEV ou CEV,
necessita da movimentacao através de microtubulos até a periferia da célula. E
depois, ja na membrana celular, para ser impulsionado para a célula vizinha, a

particula CEV necessita da polimerizacédo das caudas de actina.

Coincidentes com os fenbmenos que ocorrem na auséncia de JNK1/2, virus
mutantes ou deletados para as proteinas A33R e A34R apresentam o mesmo
fenétipo de CEV e EEV observados em MEF JNK”". A33R é a proteina viral que
forma um complexo com A36R para a insercao desta ultima na membrana do
envelope viral e A34R medeia a ligagdo de CEV com a superficie viral. Esta
descrito que mutagbes nos genes A33R, A34R e A36R interferem com a
formacdo de vilosidades contendo actina o que resulta em um menor fenotipo

de placa e reduzida viruléncia.

Além do fenoétipo de placa, uma desregulacdo na liberacdo do EEV também
afeta a viruléncia. Tanto a linhagem viral quanto a célula hospedeira
influenciam na liberagéo do EEV. Por exemplo, o VACV linhagem IHD-J produz
mais EEV que o VACV WR ou o VACYV Lister nas células RK13. O aumento da
liberac@o de EEV pela linhagem viral IHD-J esta relacionada com a mutagdo da
Lys-151 para Glu na proteina A34R (Blasco et al, 1993). Aliado a este fato, o
VACYV IHD-J se apresentam menos virulento que os VACV WR e Lister.

Curiosamente o VACV retém significante quantidade de CEV na superficie
celular (Blasco e Moss, 1992). Uma explicacdo para isto € que existe
necessidade de CEV para induzir a formacéo da cauda de actina. Se 0s virus
envelopados forem desprendidos da superficie da célula imediatamente, as
caudas de actina podem néo ser formadas a tempo e dirigir as particulas para
fora da célula na forma de EEV, ndo sendo eficiente a disseminacao célula-a-

célula.

Todos estes fatos aliados corroboram que JNK1/2 pode ter um papel
importante no controle da disseminacdo do virus através de CEV e EEV e
consequentemente na viruléncia. Sendo assim podemos levantar algumas

hipoteses da atuacédo de JNK1/2 na disseminacao viral:
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A) através dos efetores regulados por JNK1/2 como os fatores de transcricao,
c-Jun e ATF-2, que podem alterar a expresséo génica e regular a organizacao

da actina celular;

B) através da atuacdo de JNK1/2 sobre as proteinas associadas a microtibulos
(MAPs). Baseado no fato que todos os fendtipos relacionados a actina
observados durante o ciclo de multiplicacdo viral sdo eficientemente inibidos
por nocodazol, como também o rearranjo de actina depende de microtubulos

intactos (Schepis et al, 2006);

C) através da atuacdo de JNK em ativar a proteina ligante de actina p150-spir
gue esta envolvida na reorganizacao da actina. Esta proteina que pertence a
familia de proteinas WASP pode se ligar a proteina Arp2/3 e regular a
polimerizacdo da actina que propulsiona as formas CEV célula-a-célula. Vale
ressaltar, que o envelopamento da forma viral IMV, ocorre no trans-golgi e
resulta no virus IEV, coincidentemente a mesma localizacdo da pl150-spir,
proteina fosforilada por JNK1/2. Assim, o transporte viral através dos
microtUbulos poderia ocorrer através da quinesina até a periferia da célula onde
apos a insercao da A36 viral na membrana plasmatica e fosforilacdo dos
residuos de tirosina (112 e 132) recrutariam a maquinaria de polimerizacdo de
actina. Este processo em algum ponto requereria a participacdo de JNK. Além
disto, como a retencdo no citoplasma de JNK ativada € dependente de JIP,
esta proteina poderia funcionar como o arcabouco que localiza MKK/JNK/Jun

além do IEV e da quinesina durante o transporte do virus para a periferia.

D) através de um possivel papel de interagdo com a proteina viral A36R que
interage com a cadeia leve da quinesina, mesma proteina com a qual a

proteina de arcabouco JIP pode interagir;
E) através de um possivel papel associado as fun¢des das proteinas virais

A33R e A34R que quando ausentes ou mutadas apresentam o mesmo fenotipo

observado nas células JNK"';
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F) o envolvimento de JNK na reorganizacdo de actina é dependente de sinais
mediados pelas GTPases Rac e CDC42. Locker e colaboradores, 2000,
demonstraram que Rac desempenha importante papel na entrada do VACV.
Além disso, estudos realizados pela doutoranda Ana Paula Salgado, revelam

gue o VACV estimula a via sinalizadora JNK/Jun dependente de Rac.

Estas evidéncias reforcam a idéia de que JNK desempenha papel na liberacao
das particulas virais. Andrade e colaboradores, 2004, demonstraram que a
estimulacdo de MEK/ERK pelo VACV é dependente da reorganizacao de actina
precocemente durante infeccdo (2hpi), o mesmo sendo observado com a
polimerizacdo de microtibulos. Assim, podemos afirmar que a reorganizacao
do citoesqueleto tenha importante papel na ativacdo de MEK/ERK e
consequente entrada de VACV na célula e que JNK desempenha funcdes
associadas & liberacdo da particula viral, coincidindo com sua ativagdo maxima

entre 24 e 36 horas.

Curiosamente, JNK1/2 esta envolvida na inducdo de IL-6 (figura 31). Esta
citocina tem muitas funcdes diferentes que sao importantes na resposta
antiviral. Esta envolvida na producéo de anticorpo, diferenciacao de linfocito T

citotoxico, na resposta inflamatéria, febre e resposta de fase aguda.

A inducéo de IL-6 por JNK1/2 pode ser regulada pela ligacdo de fatores de
transcricio a CRE presente no promotor da citocina. Levando-se em
consideracdo que JNK1/2 esta envolvida com a fosforilacdo de c-Jun e ATF-2
durante a infeccéo e ainda que a curva de inducéo de IL-6 acompanha a curva
de ativacdo da MAPK, sendo maxima quando a ativacdo de JNK atinge seu

pico.

Este resultado corrobora com trabalho de Rokita e colaboradores, 1998 que
observaram que a transcricdo de IL-6, bem como o aumento dos niveis da
proteina em fibroblastos infectados com VACV WR ocorre de 24 a 48 horas.
Ainda, em infecgcdo de macacos com o Variola virus observou-se elevadas

concentracdes de IL-6 (Jahrling et al, 2004).
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A partir deste conjunto de resultados, podemos também sugerir que JNK1/2,
durante a infeccdo pelo VACV parece ter um papel imuno-modulatério. A
auséncia de JNK na célula hospedeira prejudica a saida viral observada
através da reducdo da disseminacdo célula-a-célula pelo CEV e da
desregulacdo com o aumento da liberagdo de EEV. Ao mesmo tempo,
observamos que JNK1/2 tem um papel relacionado a modulacdo da resposta
do hospedeiro através da inducdo da citocina IL-6, uma importante mediadora

da resposta antiviral.

Ainda Ramshaw et al, 1997, relatam que camundongos deficientes em IFN-
gama, receptor de IFN-gama, receptores de IFN-alfa e IL-6 sdo altamente
suceptiveis a infeccdo por poxvirus com alta taxa de mortalidade. Assim,
parece que a funcdo de resposta celular associada a JNK1/2, através da
inducdo de IL-6, pode n&o representar uma grande ameaga a0 SuUCESSO
replicativo do VACV, pelo menos in vitro, levando em consideracao que o virus
na presenca de JNK1/2 produz IMV e se dissemina normalmente através das
formas CEV e EEV.

Esta dupla funcdo de JNK1/2 representa de forma clara o balango da relagéao
virus-hospedeiro. Assim como fatores celulares podem ser fundamentais em
etapas distintas do ciclo de multiplicacdo viral tém também suas funcdes

relacionadas com resposta celular, inflamatéria e antiviral.

Evolutivamente, a relacdo parasita-hospedeiro melhor sucedida € aquela que
tende a um equilibrio entre ambas as partes. Nestas relagbes, os parasitas
mais adaptados aos seus hospedeiros sdo aqueles que conseguem se
disseminar no organismo, sem contudo levar o hospedeiro a 6bito, assim como

permanecer na populacao.

O poxvirus Vaccinia € um exemplo de virus adaptado que possui um grande
namero de estratégias para minimizar as defesas do hospedeiro e tirar grande
proveito da estrutura celular de modo a favorecer e otimizar a sua producao e
disseminagéao (Finlay e McFadden, 2006; Bonjardim, 2005; Alcami, 2003).
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De forma geral, este trabalho contribui para elucidar um intrincado mecanismo
de interacdo VACV-célula hospedeira envolvendo a ativacdo de duas vias
sinalizadoras celulares: MEK/ERK e MKK4/7/JNK1/2, as quais utilizam o fator
de ativacdo transcricional c-Jun como o0 elemento integrador dos sinais

transmitidos através das mesmas durante a infeccéao pelo VACV.

A estratégia viral € bem sucedida para determinar a ativacdo predominante de
uma das vias para atender necessidades temporais virais distintas. Assim,
verificamos que a ativacdo de MEK/ERK, cuja ativacdo prevalece nas fases
precocel/intermediaria da infeccao, coincide com a fase de crescimento viral, o
que esta em concordancia com o papel desempenhado por MEK/ERK
anteriormente definido por nosso grupo (Andrade et al, 2004; Silva et al, 2006).
E importante ressaltar que embora JNK1/2 também seja ativada em periodo
coincidentes com a ativagdo de MEK/ERK, a estimulagdo destas quinases pelo
VACV sempre € mantida abaixo dos niveis de ativacdo verificados para
MEK/ERK. Como podemos demonstrar, JNK1/2 ndo desempenha papel
associado a multiplicacdo viral, e considerando as atividades biolégicas
veiculadas por esta via, ora sdo coincidentes (proliferacdo) ora sao opostas
(apoptose, inflamacdo), a manutencdo de MEK/ERK em niveis superiores
agueles de MKK4/7/INK, poderia ser interpretado como controle exercido pelo
virus sobre os fatores que favorecem a proliferacdo e consequente
multiplicacéo viral. Isto ocorre uma vez que as atividades associadas a JNK1/2
poderiam ser conflitantes até que a progénie viral fosse gerada. Portanto, apos
garantir o sucesso multiplicativo, o VACV permitiia nos momentos
intermediarios/tardios da infeccdo que as fun¢des associadas a disseminacao
da infeccdo fossem privilegiadas como consequéncia do predominio da

ativacdo de JNK.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, propomos um modelo a
somar nos ja conhecidos eventos de sinalizacao requeridos durante a infeccao

pelo Vaccinia virus (Figura 32).
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Figura 32: Representagdo da ativacdo das MAPKs durante o ciclo de multiplica¢c&o do
VACV.

A infec¢@o pelo VACYV leva & ativacéo das vias das MAPKs MEK/ERK1/2 e MKK4/7/IJNK1/2. os
sinais transmitidos por ambas vias convergem para a ativacdo do fator de transcricdo c-Jun.
Embora a ativagdo das vias se sobreponha durante um determinado periodo de tempo, o
VACV demonstra modular as MAPKs de acordo com suas necessidades biol6gicas. Desta
forma, MEK/ERK/c-Jun esta ligada & replicagdo viral sendo esta via ativada em momentos
precoce/intermediarios do ciclo. MKK4/7/JNK1/2/c-Jun tém sua ativagdo maxima em momentos
tardios de infeccdo e parece estar relacionada com o controle da liberacdo das formas CEV e
EEV. A via MKK4/7/JNK1/2 também esta envolvida com a expressdo da citocina IL-6
provavelmente através da formacao de heterodimeros c-Jun/ATF-2 que podem se ligar na

sequéncia regulatéria CRE no promotor do gene.
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7 — CONCLUSOES
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Neste trabalho demonstramos que a infeccdo pelo VACV induz a ativacéo das
MAPKs ERK1/2 e JNK1/2. A cinética de fosforilagdo destas quinases variam
entre si. As MAPKs ERK1/2 se mostraram fortemente ativas nos momentos
iniciais a intermediarios da infeccao viral, diminuindo expressivamente nos
tempos tardios de infeccdo. As MAPKs JNK1/2 se mostraram ativadas desde
momentos precoces da infecgdo viral, porém estao fortemente fosforiladas em

tempos tardios.

Demonstramos que a via de sinalizacdo de JNK1/2 é independente do fator de
crescimento do Vaccinia virus (VGF), mas é dependente da sinalizacdo das
MAPKKs MKK4 e MKKY.

O conjunto de resultados obtidos demonstram que a ativacao da via de JNK1/2
além de ser dependente de virus competente-replicativo e provavelmente do
desnudamento primario, é independente da expressédo dos genes tardios. Além
disto, a ativacdo de JNK se mostrou ser independente da proteina quinase

serina-treonina viral B1R.

Nossos resultados fornecem evidéncia que ERK1/2 e JNK1/2 regulam
temporalmente a fosforilacdo do fator de transcricdo c-Jun e esta regulacéo
leva a formacdo de complexos DNA-proteinas com os consensos de AP-1 via
ERK1/2 e CRE, via JNK1/2.

Demonstramos que o inibidor farmacolégico, SP600125, inibe a transcricdo de
gene precoce bem como a replicagdao do DNA viral e demonstra ser, por sua
capacidade de conter a multiplicacdo viral, potencial candidato no uso

terapéutico antiviral contra Orthopoxvirus.
JNK1/2 ndo tem papel na multiplicagdo do Vaccinia virus mas demonstra ter

um papel no controle da disseminacao viral célula-a-célula. Além disto, JNK1/2

demonstra ter um papel na inducéo da citocina IL-6 durante a replicacéo.
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A modulacdo das vias sinalizadoras celulares MEK/ERK1/2 e MKK4/7/IJNK1/2
levando a ativagdo de c-Jun, exercida pelo VACV durante todo o seu ciclo
multiplicativo, atende, portanto, necessidades virais distintas temporalmente.
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8 — PERSPECTIVAS
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A partir do conjunto de resultados gerados neste trabalho, varias questdes

precisam, no entanto, ser elucidadas:

1. Avaliar o efeito de JNK1/2 sobre proteinas do citoesqueleto,
especificamente actina. As JNK KO serdo comparadas com as MEF WT,
apos infeccdo e marcacdo com faloidina (cora actina em vermelho) e
analise em microscopia confocal, para observacdo da dispercao viral
CEV e EEV.

2. Considerando-se que os fendtipos virais associados aos mutantes KO
para os genes virais A33R e A34R, coincidem com a menor producéo de
CEV e aumento na liberagcdo de EEV observada durante a infeccdo das
células JNK KO, sera interessante observar a microscopia eletrénica se
a morfogénese do IEV se encontra alterada quando o VACV é
multiplicado em células JK KO

3. Restaurar a deficiéncia das células JNK KO através de transfec¢cdo com
0os cDNAs de JNK1 e JNK2 e analisar a reversao fenotipica, tanto do
tamanho de placa de lise viral (CEV), quanto da dispersédo da particula
EEV.
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