|.  INTRODUCAO

1.1 Virus gigantes nucleo-citoplasmaticos de DNA

Os virus sdo organismos parasitas intracelulares  obrigatorios,
tradicionalmente conhecidos por apresentarem pequenas dimensdes e pequenos
genomas codificadores de algumas poucas dezenas de proteinas. No entanto, um
grupo muito especial de virus, denominado genericamente de virus gigantes nucleo-
citoplasmaticos de DNA (NCPLV), contém representantes com genomas de DNA
dupla fita especialmente extensos, com capacidade de codificacdo de centenas de
proteinas. Dentre as familias de virus incluidas neste grupo, tem-se: Poxviridae,
Phycodnaviridae, Iridoviridae, Asfarviridae e Mimiviridae (ETTEN, LANE e
DUNIGAN, 2010; YUTIN et al., 2009).

Os virus deste grupo sdo capazes de infectar animais, plantas ou eucariotos
unicelulares. Eles demonstram relativa independéncia diante do sistema de
transcricdo de seus hospedeiros, pois sdo capazes de sintetizar, autonomamente,
varias proteinas necessarias ao processo, como DNA polimerases, helicases,
toposoimerases e chaperonas (KOONIN e YUTIN, 2010; RAOULT, 2005; YUTIN et
al., 2009).

A limitacdo técnica foi um dos motivos para que mais virus gigantes de DNA
nao tenham sido dectados ha mais tempo, pois procedimentos de isolamento viral
classicos, como a filtracdo em filtros microbiol6gios de 0,2 um, causava a retencao
da maioria dos NCPLV. Além disso, a selegéo dos sistemas celulares representava
um problema, uma vez que alguns virus gigantes de DNA apresentam espectro de
hospedeiros muito restrito. Sendo assim, a maioria dos virus gigantes de DNA
ambientais foram inicialmente detectados com o auxilio de dados metagen6émicos.

Muitos outros virus interessantes e incomuns podem estar espalhados pelos mais



diversos ambientes. Sendo assim, a descoberta e caracterizacdo dos NCPLV esti
em sua fase inicial (CLAVERIE et al. 2006; ETTEN, LANE e DUNIGAN, 2010;
GHEDIN e CLAVERIE, 2005).

1.2 Familia Mimiviridae e outros virus gigantes

A descoberta do primeiro mimivirus aconteceu a partir de estudos de
caracterizacdo de MPAA relacionados a pneumonias nhosocomiais presentes em um
reservatério de agua do sistema de refrigeracdo de um hospital em Bradford, na
Inglaterra. Esta amostra de agua foi coletada durante um surto de pneumonia
ocorrido em 1992, e o estudo aprofundado deste material aconteceu no inicio dos
anos 2000. O grupo de pesquisa francés coordenado pelo Dr. Didier Raoult
(Universidade de Marseille, Franca) percebeu a presenca de um micro-organismo
crescendo em amebas e que se assemelhava a pequenos cocos Gram-positivos
frente a coloracdo de Gram, isolados do material coletado em Bradford. Embora este
MPAA apresentasse dimensdes bacterianas e caracteristicas de um Gram-positivo,
ndo respondia a nenhuma classe de antibidticos. Apés diversas tentativas mal
sucedidas de isolamento deste micro-organismo, os pesquisadores decidiram fazer
microscopia eletrbnica do material, e surpreendentemente, foram visualizadas
estruturas com simetria muito semelhante a alguns virus. Estudos genéticos
posteriores revelaram que os “cocos de Bradford”, como ficaram conhecidos, eram,
de fato, um novo virus, entdo denominado Acanthamoeba polyphaga mimivirus
(APMV) (Fig. 01) (LA SCOLA et al., 2003).



Figura 01: Morfologia de APMV. A visualizagédo de APMV através de microscopia eletronica

de transmisséo evidencia a estrutura peculiar do virus gigante: capsideo protéico circundado por

fibras e presenca de membrana interna, que envolve o genoma viral.

Fonte: Vincent, La Scola, Papazian, 2010.

Na ocasido da descoberta, por apresentar caracteristicas diferenciais que néao
permitiam sua classificacdo em uma familia viral j& existente, a familia Mimiviridae foi
criada para incluir APMV (DESNUES e RAOULT, 2010). Atualmente, a familia
compreende 0s géneros Mimivirus, que contém como Unica espécie APMV e
Cafeteriavirus, que contém também uma Unica espécie, Cafeteria roenbergensis
virus (COLSON et al., 2011a; ICTV, 2012). Com o isolamento de varias amostras de
virus gigantes, vem sendo proposta a criacdo de uma nova ordem, Megavirales que
seria dividida em dois grupos distintos: um com a familia Mimiviridae, dividida em
trés linhagens (A, B e C) e outro com a familia Marseilleviridae (COLSON et al.,
2012; COLSON et al., 2013c).

Antes da caracterizacdo de APMV, sequéncias génicas semelhantes as
sequéncias dos virus da familia Mimiviridae obtidas por metagendmica de aguas
oceanicas ja haviam sido depositadas no GenBank ha alguns anos. Apés a correta



identificacdo deste como virus, pesquisadores iniciaram uma busca intensa por
“‘parentes” semelhantes. As analises filogenéticas feitas a partir de amostras do mar
de Sargasso, por exemplo, demonstraram que tais sequéncias seriam estritamente
relacionadas a virus gigantes ainda desconhecidos, porém, abundantes no ambiente
marinho (CLAVERIE et al. 2006; ETTEN, LANE e DUNIGAN, 2010; GHEDIN e
CLAVERIE, 2005).

Apoés cinco anos da caracterizacdo de APMV, uma nova amostra viral foi
isolada de uma torre de resfriamento em Paris, A. castellani mamavirus (ACMV)
(DESNUES e RAOULT, 2010). Este virus possui morfologia e propriedades muito
semelhantes as de APMV, assim como genes codificadores de proteinas envolvidas
na transcricdo e traducdo génica, porém ainda ndo foi oficialmente inserido na
familia Mimiviridae (COLSON et al., 2011b).

Nos ultimos tempos varias amostras de virus gigantes tém sido isoladas nos
mais diferentes ambientes e espécimes (PAGNIER et al.,, 2013). Marseillevirus,
também isolado a partir de amebas de vida livre apresenta caracteristicas genéticas
um pouco distantes de APMV e ACMV (RAOULT e BOYER, 2010); Megavirus
chilensis, isolado a partir de uma amostra de agua coletada na costa do Chile
(ARSLAN et al.,, 2011); Terral, Terra2, Courdo, e Moumouvirus, isolados de
amostras ambientais como solo e agua (LA SCOLA et al., 2010); Senegalvirus,
isolado a partir de fezes de um paciente senegalés saudavel (COLSON et al.,
2013a); LBA111, isolado em amostras respiratérias de pacientes com infeccao
pulmonar (SAADI et al., 2013a); Lentillevirus, isolado a partir de uma solugéo de
lavagem de lentes de contato (DESNUES et al., 2012) e Pandoravirus, isolados no
Chile e Australia, com genomas complexos com tamanho de 2.5 e 1,9 Mb,
respectivamente, cujo isolamento levantou a proposta de um novo género
(PHILIPPE et al., 2013).



1.3 Amebas de vida livre

As amebas do género Acanthamoeba, pertencem a um grupo de protozoarios
intitulado amebas de vida livre (AVL). Estas sdo extremamente ubiquas, e ja foram
isoladas em ambientes aquaticos, solo, ar, sistemas de tratamento de esgoto,
ambientes hospitalares, sistema de ventilacdo e ar condicionado e em lentes de
contato. Podem ser encontradas como parte da microbiota normal de alguns
animais, incluindo o homem. As AVL sao extremamente resistentes a extremos de
pH e temperatura, e sdo altamente estaveis apds tratamento com desinfetantes
(CROZETTA, 2007; DUARTE, 2010; SILVA e ROSA, 2003).

Até o momento, ja foram descritas aproximadamente vinte e quatro espécies
para o0 género Acanthamoeba, sendo as mais estudadas: A. polyphaga, A.
castellanii, A. culbertsoni, A. rhysodes e A. divionensi, geralmente associadas a
doencas em individuos imunodebilitados. Estas espécies sao caracterizadas por
apresentarem duas fases em seu clico de vida: trofozoitica, ativa, que se alimenta e
se reproduz e oocistica, que se desenvolve em situcdes de condi¢cdes desfavoraveis
de sobrevivéncia. As AVL podem causar doengas graves e cronicas, entre as quais,
tem-se: encefalite amebiana granulomatosa, acantamebiase cuténea, ceratite

amebiana e a meningoencefalite amebiana primaria (CROZETTA, 2007).

Os micro-organismos patogénicos associados a amebas (MPAA) representam
agentes causadores de pneumonia, que ganharam destaque nos ultimos anos
(GREUB e RAOULT, 2004). Fazem parte dos MPAA micro-organismos dos géneros
Legionella, Parachlamydia, Mycobacterium, dentre outros (GREUB e RAOULT,
2004; LA SCOLA et al., 2005). Embora ainda seja debatido o quao importante sao
estes patdégenos em termos de numeros absolutos de casos de pneumonia, uma
parte da comunidade cientifica acredita que os MPAA estdo associados a muitos

casos nosocomiais de infec¢cao pulmonar (revisado por GREUB e RAOULT, 2004).

Andlises realizadas por diversos grupos de pesquisa demonstram que 0S
MPAA sé&o patdgenos que mesmo apos serem fagocitados por amebas, resistem ao

ambiente intracelular, e muitas vezes conseguem se multiplicar e produzir progénie



numerosa (FRITSCHE et al.,, 1993; GREUB E RAOULT, 2004; LA SCOLA et al.,
2005). Desta forma, é possivel que diferentes géneros de AVL, como Acanthamoeba
sp., funcionem como plataformas biologicas de amplificacdo e propagacdo de MPAA
(FRITSCHE et al., 1993; GREUB e RAOULT, 2004; LA SCOLA et al., 2005). Este
dado ganha importancia quando sao considerados diversos estudos realizados em
pequenas, médias e grandes instituicdes de saude, que revelaram a presenca de
AVL em objetos e no piso de diversos ambientes hospitalares, como unidades de
terapia intensiva (UTI), centro cirargico, bercario, cozinha, emergéncia e setor de
doencas infecciosas (CARLESSO et al., 2007; SILVA e ROSA, 2003).

Todavia, apesar de toda atencdo e importancia que vem sendo atribuida as
AVL e aos MPAA nos ultimos anos, uma descoberta recente chamou atencédo da
comunidade cientifica e agregou ainda mais valor aos MPAA: o isolamento e
caracterizacdo dos mimivirus (LA SCOLA et al., 2003).

1.4 Estrutura

APMV possui uma estrutura complexa com caracteristicas peculiares.
Apresenta particulas maduras com diametro maior que 700 nm, ndo sendo, portanto,
filtrAveis através de filtros de 0,2 um, como a grande maioria dos virus conhecidos.
As particulas virais ndo apresentam envelope externo, mas fibras de até 300 nm
podem estar associadas ao capsideo, aumentando consideravelmente suas
dimensdes. A funcéo destas fibras ainda nédo foi totalmente elucidada, mas alguns
autores acreditam que elas podem ser importantes no processo de adsorgao viral e
para protecdo do virus contra radiacdo solar (LA SCOLA et al., 2003, MOREIRA e
BROCHIER-ARMANET, 2008; RAOULT, LA SCOLA e BIRTLES, 2007; XIAO et al.,
2009).

APMV ¢é capaz de codificar enzimas que sintetizam complexos
polissacarideos que sdo encontrados no lipopolissacarideo (LPS) elou
peptideoglicano de bactérias. Tais polissacarideos formam a camada exterior da

particula de APMV na qual ficam embebidas as fibras. Isso aliado ao tamanho da



particula viral pode ser responsavel por facilitar a fagocitose do virus pelas amebas
(CLAVERIE, ABERGEL e OGATA, 2009).

Embora estudos preliminares tenham sugerido que APMV apresenta um
capsideo com simetria genuinamente icosaédrica, Xiao e colaboradores (2009)
demonstraram que isto pode nao ser verdade. Proje¢cbes computacionais (Fig. 02)
baseadas em imagens obtidas da particula viral por microscopia eletronica e de
forca atdmica revelaram que APMV apresenta uma estrutura complexa, com simetria
pentagonal. Nesta simetria, um dos eixos é formado pela juncdo de faces compostas
por capsOmeros, que convergem para uma depressao central. Denominada de
forma star-gate, esta regido permite que o genoma viral seja liberado por esta regiéo
do virus, podendo ser importante durante os momentos iniciais do ciclo de
multiplicacdo viral. Ocorre também a presenca de uma membrana interna
envolvendo o genoma que parece estar imerso em uma matriz fiborosa (KUZNETSOV
et al., 2013; XIAO et al., 2009).

Figura 02: Estrutura de APMV. Imagem obtida através de projecéo computacional baseada
em crio-microscopia eletrénica evidencia a estrutura externa e interna de APMV. A-C: Diferentes
angulos da estrutura externa do capsideo viral com simetria pentagonal evidencia a presencga do star-
gate, canal através do qual o genoma viral € liberado no citoplasma da célula hospedeira. D-E:

Estrutura interna do capsideo. E possivel verificar a membrana interna que envolve o genoma.

Fonte: Klose et al., 2010.



A estrutura de APMV pode ser um reflexo de transferéncia génica horizontal
(TGH), principalmente no ambiente intracelular de uma ameba. A associagéo do
genoma com uma matriz fiborosa se assemelha a estrutura dos grandes genomas
eucariotos; a liberacdo do genoma por mecanismo de star-gate é observado em
fagos; e por fim, a matriz de peptideoglicano que envolve as fibras externas pode ter
sido derivada de bactérias (XIAO et al., 2009).

1.5 Genoma

O genoma de APMV é composto por uma molécula de DNA dupla fita de
aproximadamente 1,2 Mb que codifica aproximadamente 1000 proteinas, muitas
ainda sem funcdo conhecida e outras nunca antes observadas em outros virus.
Dentre estas, merecem destaque proteinas envolvidas em processo de traducgdo
protéica, reparo do DNA, motilidade celular e biogénese de membranas. 9% do
genoma é nao codificador e este tamanho relativamente grande permite ao virus que
codifigue para proteinas ndo-essenciais para seu ciclo de multiplicacdo, mas que
aumentam seu valor adaptativo. Algumas sequéncias do genoma de APMV exibem
pouca ou nenhuma homologia com quaisquer outras sequéncias nucleotidicas
conhecidas nas atuais bases de dados, as chamadas ORFans (CLAVERIE e
ABERGEL, 2010; COLSON et al., 2011b; SAINI e FISHER, 2007; SUHRE, 2005).

A regido central do genoma de APMV é altamente conservada, e codifica
principalmente proteinas estruturais e enzimas envolvidas no metabolismo do &cido
nucléico. A presenca de genes que codificam proteinas envolvidas em processos de
traducdo, como as amino-acil tRNA sintetases e fatores de elongacdo permite que
APMV nado necessite completamente da maquinaria da célula hospedeira para
replicacdo de seu genoma (COLSON et al., 2011b; COLSON et al., 2013b; SUHRE,
2005).

O genoma de APMV e outras amostras de mimivirus ainda nao incluidas na
familia Mimiviridae apresentam alto conteudo de adenina-timina (AT), sendo os

codons mais frequentes AAA (lisina) e AAT (asparagina). Alguns genes, por outro



lado, apresentam conteddo de nucleotideos e cdédons muito diferentes, podendo
estar envolvidos em eventos de TGH. A TGH provavelmente também contribuiu para
a relativa expressividade numérica de genes observada em APMV (COLSON et al.,
2013b). Diante disso, embora especulativo, é possivel que no grande genoma de
APMV ocorra a presenca de regides responsaveis por codificar proteinas néao

estruturais que estejam relacionadas com mecanismos de imunomodulacgéo.

Um estudo que avaliou as alteracdes gendmicas em APMV mantido em
cultura axénica de amebas (sistema alopéatrico, com isolamento genético) verificou
que apoOs sucessivas passagens em amebas nessas condicbes, o tamanho do
genoma diminuiu e alteracdoes morfolégicas ocorreram. Em cultivo alopatrico, sem
as fontes principais para a troca génica (bactérias, eucariotos e outros micro-
organismos amebianos), ocorrem dele¢cdes no genoma, principalmente nas regioes
terminais. A perda das fibras e de sua glicosilacdo ocorre porque nas condi¢cdes de
cultivo estas ndo sdo hipoteticamente necessarias, uma vez que ndo ha competicao
com outros micro-organismos amebianos, por exemplo. Isso ainda influencia na
capacidade do virus se associar com virofagos e na capacidade antigénica da

particula que esta associada as fibras (BOYER et al., 2011).

Analises do perfil de transcricdo, expressao e variabilidade génica em APMV
apos 150 passagens em amebas em comparacdo com o tipo selvagem,
evidenciaram que 77% dos genes permaneceram intactos, 23% apresentaram
variabilidade na sequéncia nucleotidica e 10% se tornaram inativos. A maioria dos
genes que sofreram variacdes e inativacdo ao longo das passagens eram menos
transcritos e expressos no inicio do cultivo alopatrico. JA para os genes com altos
niveis transcricionais e de expressdo observou-se que a maioria permaneceu
intacta. O fato de genes fracamente transcritos e expressos em sua maioria serem
inativados sugere que em condi¢cdes alopatricas o virus tende a perder e/ou
degradar genes sem utilidade. Além disso, sabe-se que ocorre reparo de DNA em
regides ativamente transcritas e isso pode explicar por que 0s genes com menores
niveis transcricionais sofreram mais variacdes, uma vez que ndo sao alvo de
reparacao e essas variacdes observadas correspondem a erros de sequéncias que
permanecem (COLSON e RAOULT, 2012).
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1.6 Ciclo de multiplicagéo

APMV possui um ciclo de multiplicagéo peculiar (Fig. 03). A replicacdo de seu
genoma de DNA é caracterizada por ocorrer exclusivamente no citoplasma da célula
hospedeira. Porém, este ndo deve ser considerado um processo independente do
ndcleo hospedeiro, uma vez que fatores nucleares necessarios a replicacdo podem
participar do processo. Estudos recentes demonstraram através de microscopia de
forca atbmica que o nacleo da ameba ndo apresenta altera¢cdes durante o ciclo de
infeccdo do virus gigante (KUZNETSOQV et al., 2013; MUTSAFI et al. 2010).

<= Stargate >>: capsd
opening

Mature virion factory sth
budding capsics

Early vrion taciory

Figura 03: Ciclo de multiplicagcdo de APMV em A. polyphaga. Esquematizag&o do
ciclo de multiplicacdo de APMV em amebas baseada em imagens obtidas por microscopia eletrénica
de transmissao. APMV que penetra na célula hospedeira através do processo de fagocitose é
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representado por pontos vermelhos; a fabrica viral por um circulo azul; o nicleo celular por um circulo
cinza e o fagossomo por um circulo branco.

Fonte: Claverie e Abergel, 2010.

Foi demonstrado que APMV penetra em amebas do género Achantamoeba
através de fagocitose e que o inicio do ciclo de multiplicacdo € marcado por uma fase
de eclipse tipica, na qual particulas virais ndo séo visualizadas na célula (CLAVERIE,
ABERGEL e OGATA, 2009; LA SCOLA et al., 2008; LEGENDRE et al., 2010; SUZAN-
MONTI et al., 2007). Nos estagios iniciais de multiplicacdo, particulas virais
fagocitadas podem ser detectadas dentro de endossomos na célula hospedeira, até a
ocorréncia da fusdo da membrana viral com a membrana da vesicula endossomal, o
canal star-gate se abre no capsideo viral liberando o genoma para o citoplasma da
célula hospedeira (MUTSAFI et al. 2010).

O genoma é desnudado e se estabiliza sob a forma de nucleos esféricos livres
(sementes virais), ao redor dos quais se formam as chamadas fabricas virais, nas
quais ocorre a producao de proteinas componentes dos capsideos virais e do star-
gate, proteinas que se associam ao DNA viral, o qual € bem distribuido no interior da
fabrica, onde sofre processo de replicacdo e transcricdo e € preparado para ser
empacotado nos capsideos pré formados (ETTEN, LANE e DUNIGAN, 2010;
KUZNETSOV et al., 2013; MUTSAFI et al. 2010; SUZAN-MONTI et al., 2007; XIAO et
al., 2009). Recentemente foi demonstrado que cerca de 2 horas apés a infeccdo de
amebas por APMV, inicia-se o0 aparecimento de varias vesiculas transportadoras, as
guais a origem ainda € desconhecida, mas suspeita-se que derivem de membrana
nuclear ou do reticulo endoplasmatico rugoso proximo ao nucleo. Essas vesiculas sao
apontadas como responsaveis por carrear fatores nucleares para as fabricas virais
(KUZNETSOQV et al., 2013).

A transcricao dos genes ocorre de uma forma temporal: transcricdo de genes
iniciais, intermediéarios e tardios (SUHRE, AUDIC e CLAVERIE, 2005; LEGENDRE et
al, 2010). Apés a expressao de genes tardios ocorre um aumento da fabrica viral e
proteinas estruturais séo sintetizadas, dando inicio ao processo de morfogénese viral.
Na superficie das fabricas virais, acumulada com proteinas, inicia-se a montagem dos

capsideos e star-gate, seguido do empacotamento do mesmo com DNA. Ocorre uma
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alta acumulacdo de virions em fase final de morfogénese, sendo liberados na
superficie da fabrica viral, onde adquirem uma camada de tegumento e uma camada
de fibras superficiais, como etapa final antes da liberacdo da célula hospedeira
mediada por lise (SUZAN-MONTI et al., 2007; KUZNETSOQV et al., 2013; MUTSAFI et
al., 2010).

Também foi verificada a permissividade de fagécitos como mondcitos e
macrofagos, humanos e murinos a APMV, através de processo fagocitario, levando a
infeccéo produtiva (Fig. 04), no entanto, pouco se sabe sobre este processo, sendo 0s
trabalhos atuais com APMV feitos em sua maioria tendo amebas como modelo
(GHIGO et al., 2008).
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Figura 04: Multiplicacdo de APMV em macri6fagos. Andlise da penetragéo de
APMV em células Raw 264.7, linhagem de macréfagos murinos, por microscopia eletrdnica: (A)
APMYV isolado. (B) APMV em contato com a membrana celular. (C) APMV em contato com extensdes
celulares. (D e E) Largas extensdes celulares comecam a englobar APMV. (F) APMV englobado. (G)
Grande vesicula endocitica contendo APMV. (H) Vesicula endocitica contendo APMV aparece em

um sitio mais profundo no citoplasma. (I) Vesiculas ocasionalmente se fundem.

Fonte: Ghigo et al., 2008.

1.7 Importancia clinica de APMV

Pacientes que se encontram em ambiente hospitalar, principalmente se

imunodebilitados e respirando sob ajuda de aparelhos, representam um grupo de
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risco para agentes causadores de pneumonia associados a amebas (LA SCOLA et
al., 2005). Porém, especificamente em relacdo a APMV, os resultados encontrados
nos ultimos anos, tentando relaciona-lo a casos de pneumonia em humanos nao
foram conclusivos. Foram realizadas detec¢des do genoma deste virus e também de
anticorpos contra APMV em diferentes amostras de pacientes com pneumonia
(nosocomial ou ndo) em diferentes localidades e por diferentes técnicas (BOUSLBIA
et al., 2013; RAOULT, LA SCOLA e BIRTLES, 2007; VANSPAUWEN et al., 2012).

Foi estabelecido também um modelo animal para estudo do desenvolvimento
da pneumonia in vivo. Dentre as diversas vias de infeccdo testadas, a via intra-
cardiaca foi a mais promissora, sendo testada em camundongos (VINCENT, LA
SCOLA E PAPAZIAN, 2010). Nestes, foi possivel observar evidéncias
histopatolégicas de pneumonia aguda: espessamento de paredes alveolares com
infiltracdo celular de leucdcitos, macrofagos e linfocitos; dano alveolar difuso e
presenca de eritrocitos no limen alveolar. A partir deste material, foi possivel isolar o
virus e detectar antigenos por ensaio de imunofluorescéncia indireta (VINCENT, LA
SCOLA E PAPAZIAN, 2010).

Em 2013 foram publicados os primeiros estudos que obtiveram sucesso no
isolamento de amostras de virus gigantes a partir de espécimes humanos. Em um
deles, haviam sido coletadas 196 amostras de pacientes da Tunisia, entre 2009 e
2010. O isolamento foi feito a partir de um experimento feito em placas de agar, no
qual a multiplicacdo do virus presente nos espécimes analisados foi baseada em
placas de lise em monocamada de amebas. Além disso, sorologia, analise
proteGmica e sequenciamento foram realizados para a amostra positiva, (LBA111),
pertencente a um paciente de 72 anos com pneumonia. LBA111 também se mostrou
positiva através de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. O virus
isolado apresentou morfologia semelhante aos demais mimivirus, com tamanho de
aproximadamente 560 nm e genoma de 1,23 Mb. Testes sorologicos apresentaram
soropositividade e analise de proteinas através de Western-blot mostrou a
imunoreatividade do soro do paciente positivo contra proteinas especificas de APMV
e LBA11ll (SAADI et al.,, 2013a). Em outro estudo do mesmo grupo de pesquisa,
Shan virus, foi isolado a partir de amostra de fezes coletadas de uma paciente da

Tunisia, acometida com pneumonia (SAADI et al., 2013b).
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Em uma amostra de fezes, através de analise metagendmica, foram
detectadas sequéncias semelhantes a outros virus gigantes. Um virus foi isolado,
sendo denominado Senegalvirus e incluido na hipotética familia Marseilleviridae,
representando a primeira detecgdo de um Marseillevirus a partir de uma amostra
humana (COLSON et al., 2013a). Em uma amostra de sangue de doador
aparentemente saudavel foi também estabelecida a presenca de um virus gigante
através de sequenciamento completo do genoma, deteccdo de antigenos,

visualiza¢do morfologica e multiplicacdo em células (POPGEORGIEV et al., 2013).

Ghigo et al. (2008) observaram que APMYV ¢ internalizado apenas por células
fagocitarias, como macrofagos e nunca por células nao-fagociticas, incluindo
fibroblastos, células epiteliais ou neuronais. Sendo assim, essas células podem ser
um alvo para multiplicacdo do virus em humanos. O ciclo de infeccdo de APMV
dentro de macrofagos foi avaliado através da técnica de PCR em tempo real e foi
possivel concluir que o numero de cépias do DNA viral aumentou significativamente
com o aumento no tempo de infeccdo. APMV foi citopatogénico para os macrofagos

e realizou ciclos de multiplicagéo produtivos.

A investigacdo ao longo dos ultimos anos esta fortalecendo a idéia de que
virus gigantes nao possuem apenas impacto ambiental e podem sim estar
envolvidos com a salde humana. Apesar disso, existem ainda questdes a serem
debatidas e dessa forma, ha a necessidade de estudos adicionais e mais
abrangentes para resolver essas questdes (GHIGO et al., 2008; RAOULT, LA
SCOLA e BIRTLES, 2007). Embora meramente especulativo, caso a hipotese de
que APMV realmente atue como patdgeno humano se confirme, evidéncias
evolutivas relativas a interacdo patdgeno-hospedeiro deverdo ser encontradas em

ambas as espécies.

1.8 Interferons

Interferons (IFN) correspondem a uma familia heterbgena de citocinas que

sdo expressas por varias ceélulas de vertebrados em resposta ao estimulo por
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determinados patégenos. Atuam como a primeira resposta contra uma grande gama
de infec¢des virais, levando ao controle precoce da infecgdo ou a montagem de uma
resposta imune adequada (LAROCQUE et al., 2011). Foram descobertos e descritos
em 1957, durante estudos de interferéncia viral, nos quais foi observada a presenca
de um fator antiviral em membranas corioalantdides de ovos embrionados de
galinhas incubadas com Influenza virus A inativado pelo calor, capaz de inibir a
multiplicacdo do mesmo virus em uma nova membrana (ISAACS e LINDENMANN,
1957). Atualmente sabe-se que o gene ancestral de IFN continha introns e sofreu
duplicacbes levando ao surgimento dos Varios subtipos conhecidos. Estas
duplicacbes ocorreram antes da divisdo de répteis, aves e mamiferos e
especificamente para IFN do tipo |, aliado as duplicacdes, o gene ancestral perdeu
seus introns, sendo tais eventos ocorridos ap0s o surgimento de mamiferos
placentarios. Os varios subtipos de IFN apontam para a importancia destas citocinas
para o desenvolvimento dos vertebrados, provavelmente devido a sua capacidade
de imunomodulagcédo e de regulacdo de mecanismos fisioldgicos (HILLYER et al.,
2012; KRAUSE & PESTKA, 2005; SAMARAJIWA et al., 2009).

Atualmente, sdo divididos em trés classes, sendo classificados com base na
sequéncia de aminoacidos e no tipo de receptor aos quais se ligam: IFN do tipo |
(IFN alfa e beta, predominantemente), tipo Il (IFN gama) e tipo Il (IFN lambda I, Il e
1) (LAROCQUE et al., 2011; SAMARAJIWA et al., 2009).

Uma infeccéo viral usualmente modifica a atividade transcricional dos genes
do hospedeiro. Isso ocorre como uma estratégia desenvolvida pelos hospedeiros e
virus, ambos na tentativa de facilitar a sua prépria sobrevivéncia. Muitos virus
induzem a expressao de genes celulares envolvidos na replicacdo do &cido nucléico,
a fim de aumentar a sua prépria replicacdo. Por outro lado, a inducdo de IFN e de
genes estimulados por IFN (ISG) é feita pelo hospedeiro para criar um estado
antiviral (LAROCQUE et al., 2011; SAMARAJIWA et al., 2009).

Os IFN podem realizar varias outras a¢cdes complementares além de atividade
antiviral. Eles possuem efeitos sobre muitos aspectos da fisiologia celular, dentre
eles: crescimento, diferenciagéo celular, motilidade e varias outras, podendo assim
apresentar efeitos imunomoduladores, antiproliferativos e anticancerigenos (DE
WEERD et al., 2013; SAMARAJIWA et al., 2009; SEN, 2001; THOMAS et al., 2011).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Samarajiwa%2BSA%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Samarajiwa%2BSA%5bauth%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Samarajiwa%2BSA%5bauth%5d
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IFN podem causar efeitos inibitérios sobre o crescimento celular mediado por
acOes sob o aparato de controle do ciclo celular. Algumas células sao extremamente
sensiveis a atividade antiproliferativa de IFN alfa. Devido ao potencial clinico das
propriedades dos IFN, este tipo de regulacdo do crescimento celular tem sido
intensivamente estudado (GOODBOURN, DIDCOCK e RANDALL, 2000;
LAROCQUE et al., 2011; THOMAS et al., 2011).

Quase todas as fases de resposta imune inata e adaptativa sdo afetadas
profundamente por IFN. Todas as classes de IFN compartilham a capacidade de
aumentar a expressao de proteinas MHC de classe | e assim promover respostas de
células TCD8. Em contraste, apenas IFN gama € capaz de induzir a expressao de
proteinas MHC de classe Il, promovendo assim respostas de células TCD4. IFN
podem também ter efeitos diretos sobre as células B, regulando o desenvolvimento,
a proliferagdo, e a secrecdo de imunoglobulinas. Outra fungdo imunomodulatéria
corresponde a acao sobre células NK, aumentando sua citotoxicidade e estimulando
a sua proliferacdo (BORDEN et al. 2007; DE WEERD et al., 2013; GOODBOURN,
DIDCOCK e RANDALL, 2000; SEN, 2001; THOMAS et al., 2011).

As propriedades antiproliferativa e imunomodulatéria dos IFN permitiram a
exploracdo destes no uso terapéutico contra varios tipos de canceres, doencas
autoimunes, como esclerose multipla e infeccdes como hepatite C e D (DE WEERD
et al., 2013; GONZALEZ-NAVAJAS et al., 2012; THOMAS et al., 2011). IFN tém sido
utiizados em tentativas para tratar neoplasias, varias formas de céanceres
hematoldgicos e tumores solidos, por exemplo (BORDEN et al. 2007; FRIEDMAN,
2007; GONZALEZ-NAVAJAS et al., 2012; SEN, 2001;).

1.9 Interferons do Tipo I: IFN alfa e IFN beta

Os IFN do tipo | sdo um grande grupo de citocinas estruturalmente
semelhantes que apresentam estrutura terciaria composta por cinco alfa hélices e
gue sao ativos na forma de monémeros. Das trés classes de IFN, os IFN do tipo |

Sdo 0s que estdo mais envolvidos em uma resposta imune inicial eficaz contra


http://vir.sgmjournals.org/search?author1=S.+Goodbourn&sortspec=date&submit=Submit
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infecgbes virais, além de serem 0s mais bem caracterizados neste sentido e
aprovados para uso terapéutico (ALCAMI, SYMONS e SMITH, 2000; BONJARDIM,
2005; HARDY et al., 2001; VANCOVA, LA BONNARDIERE e KONTSEK, 1998). Sao
divididos em diferentes subtipos: alfa, beta, delta, epsilon, kappa, omega e tau
(KALLIOLIAS e IVASHKIV, 2010; LEVY, MARIE e DURBIN, 2011) que competem
pelo mesmo receptor celular, IFNAR, composto por duas subunidades (IFNAR1 e
IFNAR?2). Este receptor esta presente em quase todos os tipos celulares, porém séo
pouco abundantes. De qualquer forma, sdo capazes de responder de forma robusta
aos IFN, sugerindo que eles podem estar agrupados em areas especificas da
membrana celular (KIM et al., 1997). Os genes para IFN do tipo | ndo contém introns
e estao codificados em humanos no brago curto do cromossomo 9 (BORDEN et al.,
2007; KALLIOLIAS e IVASHKIV, 2010; UDDIN e PLATANIAS, 2004). Varios tipos
celulares sao capazes de produzir IFN do tipo I, entre os quais, encontram-se:
células dendriticas, fibroblastos, células epiteliais e macréfagos, sendo a indugéo de
altos niveis de IFN do tipo | uma resposta inicial comum para muitas infeccées em
mamiferos (KONTSEK, KARAYIANNI-VASCONCELOS e KONTSEKOVA, 2003;
LAROCQUE et al., 2011; LEVY, MARIE, PRAKASH, 2003 ; SEN, 2001).

Dentro da familia do IFN alfa, existem cerca de 14 a 20 membros,
dependendo da espécie em questdo. Em humanos, sdo encontrados 13 subtipos. A
identidade de sequéncia dentre os subtipos é de cerca de 75% e as proteinas
correspondentes apresentam quatro residuos de cisteina conservados, que parecem
estar envolvidos com ligacGes intramoleculares, as quais sédo importantes para a
manutencdo da atividade biol6gica. Mesmo com estrutura e funcdo semelhantes, os
subtipos de IFN alfa sdo produzidos diferencialmente e podem apresentar pequenas
diferencas em suas atividades biolégicas (ALCAMI, SYMONS e SMITH, 2000;
COELHO et al., 2005; HARRISON et al., 2003; MALMGAARD et al., 2002; SEN,
2001; UZE et al., 2007).

Em mamiferos, geralmente ha apenas um membro para o subtipo IFN beta.
Este apresenta de 25 a 30% de homologia com o subtipo IFN alfa e é produzido por
vérias células. A similaridade de aminoacidos com os IFN alfa € de cerca de 70%. A
estrutura terciaria de IFN beta foi analisada através de técnicas de cristalografia e

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear evidenciando a presenca de cinco
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alfa hélices. Assim como IFN alfa, este tipo atua na forma de monémero e se liga ao
mesmo receptor celular, porém pode apresentar atividades biolégicas diferenciais e
maior poténcia, justificada por sua maior afinidade pelo receptor compartilhado com
IFN alfa. Recentemente, foi demonstrado ainda que IFN beta pode sinalizar
utilizando apenas a cadeia IFNAR1 do seu receptor celular, regulando genes
exclusivos que aumentam sua atividade antiviral (ALCAMI, SYMONS e SMITH,
2000; COELHO et al., 2005; DE WEERD et al., 2013; HARRISON et al., 2003 ;
MALMGAARD et al., 2002 ; SEN, 2001; UZE et al., 2007).

1.10 Interferons do tipo | e atividade antiviral

A producdo de IFN é transiente e culmina no desencadeamento de uma
cascata de transducdo de sinal que requer a ativacdo de receptores que
reconhecem padrbes moleculares (PRR) por ligacdo a padrdes moleculares
associados a patdégenos (PAMP) (Fig. 5), que correspondem aos mais diversos
produtos microbianos, como acidos nucléicos (BORDEN et al., 2007). Dentre os
PRR, os receptores transmembrana endossémicos, os receptores toll like (TLR), séo
0S mais caracterizados. Existem varios receptores TLR dentro desta familia de
proteinas e especificamente em relacdo ao reconhecimento de produtos virais, tem-
se: TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9. TLR3 é capaz de detectar dsRNA, um sub-produto
da replicacdo do genoma de virus de DNA e RNA; TLR7 e TLR8 reconhecem RNA
fita simples (ssRNA) e TLR9 é ativado por moléculas de DNA (BORDEN et al.,
2007). Outros PRR, correspondem a helicases citoplasmaticas, a gene induzida
pelo acido retindico | (RIG-I) e proteinas associadas com diferenciacdo de
melanoma 5 (MDAS5). PAMP ao serem reconhecidos por PRR levam ao
desencadeamento da cascata de inducdo dos IFN. Especificamente em relagédo a
inducao de IFN do tipo I, ocorre a regulacdo de diversas vias de sinalizagéo. Para
IFN beta, proteinas quinases ativadas por stress (SAPK), como c-Jun N-terminal
quinase (JNK) e p38MAPK sdao recrutadas para ativar fatores de transcricdo JUN e
ATF2, resultando na formacdo do complexo proteina de ativacdo 1 (AP1l), que é

translocado para o nucleo para regular a transcricdo de IFN beta. Outra via possivel
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ocorre através da ativacdo do complexo IKKa/B/y, que uma vez ativado fosforila 1B,
gue por sua vez dissocia-se de NFkB. Uma vez dissociado, NFxB transloca-se para
0 nucleo, liga-se a regido promotora e atua como regulador transicional. Ja para IFN
alfa, apos a deteccdo da presenca de um patogeno, quinases IKKe e TBK1 séo
ativadas, fosforilam IRF3 (fator regulador 3 de IFN) pré-existente em células ndo
estimuladas, o fator fosforilado transloca-se para o nucleo, ligando-se a ISRE e
ativando a transcricdo de IFN alfa (BONJARDIM, 2005; BORDEN et al.,, 2007;
GARCIA-SASTRE e BIRON, 2006; LEVY, MARIE e DURBIN, 2011).
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Figura 05: Exemplo de via de inducéo de IFN apds reconhecimento de um

PAMP viral. A indugéo de IFN inicia-se com o reconhecimento de dsRNA viral por TLR3 no limen
endossomal. TLR3 é fosforilado em residuos de tirosina por uma proteina tirosina quinase (PTK), se
dimeriza e liga-se ao marcador de superficie CD14 ativando o complexo de sinalizagdo montado pelo

adaptador indutor de IFN beta que contém o dominio TIR (TRIF). Duas principais vias podem se
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bifurcar a partir deste ponto: uma composta pela associa¢do de TRIF com o adaptador TRAF3 (do
inglés, tumour necrosis factor (TNF) receptor-associated factor 3) que sinaliza a ativacdo de quinases
TBK1 (do ingés, tank-binding kinase 1) e IKK-¢ (cinase de IB induzivel-€) que por sua vez ativam e
fosforilam o fator de transcricdo IRF3. Este também precisa ser fosforilado por P13K via proteina
quinase AKT para uma ativagdo completa. A outra via atua através de TRAF6 (do inglés, TNF-
receptor-associated factor 6) e TAK1 (do inglés, transforming growth factor-B-activated kinase)
levando a ativacéo dos fatores de transcricdo NFkB, JUN e fator de transcricdo de ativacao 2 (ATF2).
Os fatores de transcri¢cao ativados translocam-se para o nucleo, ligam-se aos promotores especificos
e induzem a transcricao dos genes de IFNs. Setas cheias indicam passos totalmente elucidados, ja
as setas pontilhadas mostram os passos que contém intermediarios ainda desconhecidos.
Fonte: BORDEN et al., 2007.

Os IFN expressos irdo desencadear a ativacéo da transcricdo de 1SG, sendo
estes 0s mediadores dos efeitos antivirais e outras atividades biolégicas (Fig. 06).
Os IFN promovem a ativacdo de receptores celulares de IFN, seguida da
fosforilagdo de membros da familia Janus quinases (Jak) ou tirosinas quinases (Tyk),
gue uma vez ativadas fosforilam transdutores de sinais e ativadores de transcricao
(STAT), que formam heterodimeros STAT1/STAT2 que ligam-se a um terceiro fator
p48/IRF9, formando o fator genético 3 estimulador de IFN (ISGF3) que por sua vez
se ligara a porcdo ISRE (elemento responsivo estimulado por interferons) presente
na regido promotora dos ISG para induzir a transcricdo destes genes. Uma vez
expressos, 0s ISG transmitem acgbes celulares que limitam a replicacdo e
propagacdo viral, e que modulam indiretamente a maturacdo da resposta imune
adaptativa (BONJARDIM, 2005; BORDEN et al., 2007; ERICKSON, SEIWERT e
GALE, 2008; WONG et al., 2002).
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Figura 06: Ativacdo de ISG por IFN. Cada tipo de IFN tem um receptor celular especifico
para se ligar: IFN do tipo | ligam-se ao receptor de IFN do tipo | (IFNAR) que contém duas
subunidades IFNAR1 e IFNARZ2; o IFN gama (IFN do tipo Il) se liga ao receptor de IFN do tipo Il
(IFNGR) que também contém duas subunidades: IFNGR1 e IFNGR2 e os IFN do tipo Ill, ao receptor
de IFN do tipo Ill gue possui uma cadeia exclusiva, IFNLR1, e uma cadeia compartilhada com outros
membros da familia de interleucinas, IL-10R2. Para os IFN do tipo | e lll, ocorre a associac¢éo entre 0s
receptores e proteinas quinases JAK1 e TYK2, que uma vez ativadas fosforilam STAT1 e STAT2
formando um heterodimero que se associa com o fator IRF9 formando o complexo ISGF3 que se
transloca para o nucleo e induz a transcricao de ISGs. Ja para o IFN gama, a associagao ocorre com
JAK1 e JAK2, que fosforila STAT1 formando um homodimero, que no nucleo liga-se a regidao GAS e

assim promove a transcri¢cdo dos I1SG.

Fonte: BORDEN et al., 2007.

Os ISG correspondem a um grupo diverso de mais de 300 genes. Dos ISG
atualmente identificados e bem caracterizados, pode-se citar: homélogo humano
para o gene de resisténcia a mixovirus 1 murino (MxA), 6-16, 2’5’oligo adenilato
sintetase (2’5’0OAS) e proteina quinase R dependente de RNA dupla fita (PKR).
Entretanto, muitos ainda ndo possuem funcdes bem conhecidas (BORDEN et al.,
2007; SAMARAJIWA, et al., 2009; SAMUEL, 2001; SEN, 2001).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=PubMed&term=%20Samarajiwa%2BSA%5bauth%5d
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Os genes de resisténcia aos mixovirus (MX) sédo ISG que codificam proteinas
que inibem a replicacdo de diferentes de virus. Proteinas Mx foram inicialmente
descobertas em camundongos resistentes a Infuenza virus A. Nos seres humanos,
ocorrem dois genes que codificam MxA e MxB. O modo de acdo da proteina Mx
pode depender da localizacdo subcelular da mesma, as proteinas Mx de murinos
sdo predominantemente nucleares enquanto as proteinas Mx de outras espécies
tendem a localizar-se no citoplasma. Apesar destes padrbes de localizacéo
diferentes, tanto Mx1 nuclear de murinos quanto MxA citoplasmatica de humanos
inibem a replicacdo do Infuenza virus. Estas proteinas estdo envolvidas no trafico de
vesiculas através de sua associagdo com o0 citoesqueleto e o reticulo
endoplasmatico. Logo, essa interacdo leva a atividade antiviral por interacdo com
nucleocaspsideos virais que sdo aprisionados em locais celulares para o isolamento
ou a degradacao, prevenindo a replicacéo viral. O ISG 6-16 (proteina induzida por
IFN alfa, 6) parece estar envolvido com interrupcao da sintese protéica e inducao de
apoptose (NETHERTON et al., 2009; PAVLOVIC, HALLER, STAEHELI, 1992; SEN,
2001; STEVENSON et al., 2011).

Em células tratadas com IFN, PKR é predominantemente encontrado no
citoplasma e associado a ribossomos. PKR é uma serina/treonina quinase que é
ativada por autofosforilacdo mediada por dsRNA viral e assim, catalisa a fosforilacédo
intermolecular do fator de iniciagéo eucaridtico 2 (elF2a), um co-fator no processo de
traducdo, necessario para o recrutamento de RNA transportador para os ribossomos
para formar o complexo traducional. Sua fosforilacdo por PKR permite que ele se
ligue de forma irreversivel ao elF2B3, que normalmente atua liberando elF2a do
complexo para que este possa participar da traducdo de outros RNA. Como a
atividade de elF2p € inibida pela fosforilacédo e ligacao de elF2a, este fica preso ao
complexo e impedido de iniciar futuros eventos de tradugdo. Isto evita que a
traducdo de proteinas celulares e virais ocorra, alterando o padrédo de traducdo da
célula hospedeira e inibindo a replicagéo viral (SAMUEL, 2001; SHORT, 2009).

2’5'0AS e endorribonuclease latente (RNase L) sdo induzidos em reposta a
IFN e conduzem a degradacdo de RNA (SAMUEL, 2001). RNase L estimula
a degradacdo de mRNA virais e celulares para prevenir a sintese de proteinas virais.

RNase L é ativado por uma interacdo com oligbmeros de adenosina, que sao ligados
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por uma ligacao fosfodiéster em uma configuracéo 2’-5’ e que € ativada por dsRNA.
(SAMUEL, 2001; SHORT, 2009).

1.11 Mecanismos de evasao

Como parasitas intracelulares obrigatérios, os virus foram capazes de
desenvolver véarios mecanismos de evadir a reposta antiviral mediada pelos
hospedeiros, a partir de um processo de co-evolugho com 0s mesmos
(PERDIGUERO e ESTEBAN, 2009). Vaccinia virus (VACV), Influenza virus, Human
herpesvirus 1, Human immunodeficiency virus e Epstein-Barr virus sao alguns
exemplos de virus que desencadearam tais mecanismos ao longo de sua evolucao
(WAIBLER et al., 2009). No genoma de muitos virus, é possivel encontrar genes que
codificam proteinas envolvidas com a modulacdo da via dos IFN de diferentes
formas: inibicdo da expressao génica, codificacdo de produtos virais que interferem
com a resposta aos IFN, codificagdo de antagonistas de IFN ou ISG (Fig. 07)
(GARCIA-SASTRE e BIRON, 2006; SMITH et al., 2013).
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Figura 07: IFN x Virus. Virus séo capazes de codificar diversas proteinas (destacadas em

vermelho) que interferem em diferentes etapas da cascata de sinaliza¢do de IFN, tendo papel de

imunomodulacéo.

Fonte: SMITH et al., 2013.

Por antagonismo, alguns virus sdo capazes de diminuir a inducdo de IFN.
Este mecanismo pode ocorrer através de inibicdo de IRF3, por exemplo. Influenza
virus e virus da familia Poxviridae sdo exemplos de virus que podem desencadear
este mecanismo de evasdo, sendo capazes de codificar proteinas que se ligam ao
dsRNA prevenindo a estimulacdo de sensores celulares de dsRNA viral e
impedindo que IRF3 seja ativado. dsRNA pode também sofrer ligacao direta por
antagonistas, como a proteina V de varios paramixovirus (ANDREJEVA et al., 2004,
GARCIA-SASTRE e BIRON, 2006). Ja o antagonismo que interfere com a via de
sinalizacdo dos IFN tem como alvo principal a via JAK/STAT. Estudos em
camundongos com deficiéncia de STAT1 e STAT2 demonstraram a importancia
desta via na inducdo de uma resposta antiviral eficiente, uma vez que estes

camundongos apresentaram intensa sensibilidade frente a infec¢do por varios virus
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(MANN et al., 2008). Virus evoluiram estratégias de inibir esta via em diversos
pontos: a proteina V do Measles virus, por exemplo, interrompe a capacidade de
STAT1 se associar com os receptores de IFN do tipo | e do tipo Il, enquanto a
proteina P de Rabies virus se liga a STAT1 e STATZ2, aprisionando-0s na regiao
citoplasmatica. Outros virus codificam proteinas que diminuem os niveis de STAT2
em células humanas infectadas ou bloqueiam a fosforilacdo de STAT1, por exemplo
(BRZOZKA, FINKE e CONZELMANN, 2006; KUBOTA et al., 2002).

Dentro da familia Poxviridae, VACV apresenta diferentes mecanismos de
evasdo bem estudados e caracterizados (PERDIGUERO e ESTEBAN, 2009; SMITH
et al., 2013). Véarios genes contidos em seu genoma codificam proteinas que
funcionam como analogos de citocinas, como antagonistas e como receptores
soluveis (WAIBLER et al., 2009). VACV é capaz de codificar imunomoduladores que
atuam no meio intra ou extracelular. Muitos dos genes virais com funcéo
imunomodulatéria foram adquiridos diretamente do hospedeiro por TGH durante a
co-evolucéao entre virus-hospedeiro (PERDIGUERO e ESTEBAN, 2009).

J& foi demonstrado que camundongos e células dendriticas infectadas com a
amostra Vaccinia virus Ankara modificado (MVA) geram respostas antivirais
significativas induzidas por IFN, principalmente do tipo I. J& em infec¢cdes dos
mesmos sistemas com VACV ou com VACV em associacdo com MVA isto ndo é
observado. Estes resultados sugerem que VACV expressa inibidores de IFN que
foram funcionalmente eliminados em MVA, um virus atenuado (WAIBLER et al.,
2009).

Dentre as varias proteinas imunomoduladoras que interferem com a producao
de IFN em células infectadas com VACV, tem-se: A46 que inibe moléculas
adaptadoras de TLR (BOWIE et al., 2000; STACK et al., 2005); A52 que inibe as
moléculas de sinalizacdo IRAK2 e TRAF6 (BOWIE et al., 2000; HARTE et al., 2003);
K7 que impede a ativacdo de IRF mediada por TBK1/ IKK-¢ (SCHRODER, BARAN e
BOWIE, 2008); N1, B14, K1, e M2 que estdo envolvidas na inativacdo do fator de
transcricao NFkB (GEDEY, HINTHONG e SHISLER, 2006; SHISLER e JIN, 2004) e
C6, que foi recentemente caracterizada como proteina capaz de inibir a ativacao de
IRF3 e IRF7 (UNTERHOLZNER et al., 2011) (Fig. 08).
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Fonte: PERDIGUERO e ESTEBAN, 2009

VACV codifica também os chamados receptores soluveis de IFN ou
viroceptores, B8 e B19, que bloqueiam a ligacdo de IFN aos seus receptores
celulares naturais (SYMONS, ALCAMI e SMITH, 1995; WAIBLER et al.,2009). O
produto do gene E3L de VACV é uma proteina de ligacdo ao dsRNA que ao se ligar
a estas moléculas, sequestrando-as, inibe a ativacdo de PKR e parece também ser

capaz de bloquear a produgao de 2’5°0AS (CHANG, WATSON e JACOBS, 1992

1993). Ja o gene K3L codifica um homdlogo de elF2a que interfere
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com a funcdo de PKR, agindo como um pseudosubstrato (CARROL et al., 1993;
DAVIES et al.,, 1992; DAVIES et al., 1993). A fosfatase VH1 de VACV, um
componente do virion critico para a replicacdo viral, provoca a desfosforilacdo de
STAT1 (LIU, LEMON, TRAKTMAN, 1995, SCHMIT et al., 2013) (Fig.09) (MANN et
al., 2008; PERDIGUERO e ESTEBAN, 2009). E importante lembrar que assim como
o VACV, outros membros dos NCLDV apresentam genomas extensos, capazes de
sintetizar um poderoso arsenal de imunomodulacdo. Todavia, ndo existem dados
acerca de genes de imunomodulacdo codificados por membros da familia

Mimiviridae.
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.  JUSTIFICATIVA

Os IFN séo citocinas produzidas por diversas células de vertebrados que
desempenham importantes funcdes durante a resposta imune gerada contra
infecgbes virais. Durante a tentativa das células hospedeiras em abortarem a
infeccdo viral, varias estratégias sdo montadas pelos virus, numa tentativa de
contra-atacar o estado antiviral, dessa forma, virus e hospedeiro realizam um
constante processo de co-evolucdo. O fato de APMV penetrar em células fagociarias
e gerar uma infeccdo produtiva, além de sugerir que estes poderiam estar
relacionados com a patogénese e a multiplicacdo de APMV em seres humanos e
outros vertebrados, desperta o interesse a respeito da interacdo deste virus com o
sistema interferon (Sl), uma vez que este tipo celular é capaz de produzir IFN como
resposta a infecgdes virais. Assim, este estudo se mostra interessante, uma vez que
APMV exibe caracteristicas peculiares, sendo estrutura e genomicamente complexo.
Este virus foi isolado inicialmente em amebas, que € considerada seu hospedeiro
natural, logo, de maneira geral, ndo seria esperada a interacdo deste com o Sl, uma
vez que estas citocinas sO0 sdo produzidas em vertebrados. Porém, esta
possibilidade ndo pode ser descartada, uma vez que este virus gigante contém um
grande numero de genes, muitos dos quais obteve por TGH através de micro-
organismos com 0s quais co-habitou o ambiente intracelular das amebas, nas quais
ocorre a propagacdo dos mais diversos agentes patogénicos, a selecdo de
caracteristicas de viruléncia e a adaptacdo de patégenos ao ambiente fagocitario.
Assim, este ambiente poderia ter contribuido para uma possivel aquisicdo de genes
por APMV que codificam proteinas capazes de interagir com o Sl. Além disso, APMV
vem sendo apontado com um possivel patbgeno humano e caso essa hipotese se
confirme, evidéncias da co-evolucéo entre as duas espécies devem ser encontradas.
Desta forma, este estudo é importante ndo so por trazer informacdes sobre a relagéo
deste virus com a resposta imune inata, mas também por direcionar futuros estudos

relacionados com este possivel agente causador de pneumonia.
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.  OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo verificar a forma pela qual APMV
interage com o sistema interferon (SI) em células mononucleares do sangue

periférico (PBMC) humanas.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a susceptibilidade e permissividade de PBMC humanos ao APMV;

e Avaliar a susceptibilidade e permissividade de diferentes linhagens
monociticas, humanas e murinas ao APMV;

e Mensurar os niveis de expressdo de mRNA de IFN do tipo | (IFNA2, IFNB1)
em PBMC humanas infectadas com APMV;,

e Mensurar os niveis de expressdo de mRNA de dois diferentes ISG (MX1 e
IF16) em PBMC humanas infectadas com APMV;,

e Mensurar os niveis de proteinas de IFN do tipo | (IFNA2, IFNB1) em PBMC
humanas infectadas com APMV;

e Verificar a atividade antiviral de IFN do tipo | (IFNA2 e IFNB1) contra APMV
em PBMC humanas;

e Avaliar a presenca de possiveis viroceptores codificados por APMV;,

e Verificar a capacidade de APMV interferir com a fosforilagdo de STAT1 e
STAT2.
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IV. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Sistemas celulares

4.1.1.1 Amebas

Amebas de vida livre do género Acanthamoeba correspondem a células
hospedeiras para APMV. A. castellanii proveniente da American Type Culture
Collection (ATCC 30010) (Maryland, E.U.A.) foi gentilmente cedida pelo Laboratorio
de Amebiases do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB), da UFMG. Estas células
foram utilizadas para multiplicacdo e ensaios de titulacdo viral. Amebas A.
castellanii foram cultivadas em garrafas de cultura (TPP, Suica) contendo meio
protease peptona extrato de levedura e glicose (PYG) suplementado com 7% de
soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil), gentamicina (50 pg/ml), penicilina potassica
(200 U/mL) e anfotericina B (fungizona) (2,5 pg/ml) e incubadas a 32 °C, sendo as
garrafas completamente vedadas. Os subcultivos foram feitos trés vezes por semana
ou de acordo com a necessidade, sendo a monocamada celular desprendida da
superficie da garrafa de cultura através de um banho de gelo de cinco minutos. Apés
este processo, o conteudo foi coletado, as células contadas em camara de
Neubauer e o contetdo dividido em novas garrafas de cultura e adicionado de novo
meio PYG.
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4.1.1.2 PBMC humanas

PBMC sdo compostas por mondcitos, linfocitos e células dendriticas, células
capazes de produzir IFN e relevantes para a resposta antiviral. O cultivo primario de
PBMC foi feito através do fracionamento de sangue humano e utilizado neste
trabalho para verificar a interagdo de APMV com o SI. O fracionamento ocorreu por
gradiente de densidade a partir do sangue de 05 voluntérios, apés assinatura do
termo de consentimento aprovado pelo Comité de Etica da UFMG (COEP-UFMG)
(Anexo 1) conforme descrito por Boyum (1968): aproximadamente 10 mL de sangue
foram coletados em tubos contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e
diluidos em mesmo volume de solucdo salina fosfatada (PBS) 1X. O sangue diluido
foi lentamente adicionado sobre uma camada de 10 mL de Ficoll-Paque (GE
Healthcare Life Sciences, Reino Unido) e em seguida centrifugado por trinta minutos
a 400xg, a temperatura ambiente. O anel de PBMC foi aspirado com uma pipeta e
em seguida lavado com 50 mL de PBS 1X e novamente centrifugado, a 400xg por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com meio RPMI
1640 (Life Technologies, Gaithersburg, MD) suplementado com 1% de SFB. As
células foram contadas em Camara de Neubauer, cultivadas em meio RPMI 1640
1% SFB em placas de seis pocos (1x10° células por poco) e incubadas & 37°C, em

atmosfera com 5% de CO,.

4.1.1.3 Células Vero

Linhagem continua derivada de células epiteliais de rim de macaco verde
africano (Cercopthecus aeothiops), obtida da ATCC (CCL-81) (Maryland, E.U.A.) foi
utilizada para titulacdo de IFN e pesquisa de viroceptores. Células Vero foram
cultivadas em garrafas de cultura contendo meio minimo essencial de Eagle (MEM)
(Gibco™, E.U.A) suplementado com 5% de SFB, gentamicina (50 ug/ml), penicilina
potassica (200 U/mL) e anfotericina B (fungizona) (200 U/mL) e incubadas a 37°C,

em atmosfera com 5% de CO,. Os subcultivos foram feitos trés vezes por semana


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=B%C3%B6yum%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4179068
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ou de acordo com a necessidade, sendo a monocamada celular lavada com solugao
de PBS 1X por trés vezes e tratada com solucdo de tripsina contendo EDTA para
desprendimento da superficie da garrafa de cultura. Apds este processo, o contetudo
foi ressuspendido em meio MEM. As células foram contadas em céamara de
Neubauer e o contetdo dividido em novas garrafas de cultura adicionadas de novo
meio MEM.

4.1.1.4 Células Raw 264.7

Linhagem de macréfagos murinos derivados de tumores induzidos pelo
Abelson murine leukemia virus em camundongos machos BALB/c proveniente da
ATCC (TIB-71) (Maryland, E.U.A.). Foram utilizadas para realizacdo de ensaios de
infectividade viral. Células Raw 264.7 foram cultivadas em garrafas de cultura
contendo meio (DMEM) (GibcoTM, E.U.A) suplementado com 5% de SFB,
gentamicina (50 ug/ml), penicilina potassica (200 U/mL) e anfotericina B (fungizona)
(200 U/mL) e incubadas a 37°C, em atmosfera com 5% de CO,. Os subcultivos
foram feitos trés vezes por semana ou de acordo com a necessidade, sendo a
monocamada celular lavada com solucdo de PBS 1X por trés vezes e tratada com
solucéo de tripsina contendo EDTA para desprendimento da superficie da garrafa de
cultura. Apds este processo, 0 conteldo foi ressuspendido em meio DMEM. As
células foram contadas em camara de Neubauer e o contetdo dividido em novas

garrafas de cultura adicionadas de novo meio DMEM.

4.1.1.5 Células Jurkat, clone E6-1

Linhagem de linfécitos T humano proveniente da ATCC (TIB-152) (Maryland,
E.U.A.) foi gentiimente cedida pela Dr. Edel Stancioli (LBVA, UFMG). Foram

utilizadas para realizacdo de ensaios de infectividade viral. Células Jurkat foram
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cultivadas em garrafas de cultura contendo meio RPMI 1640 suplementado com
10% de SFB, gentamicina (50 pg/ml), penicilina potassica (200 U/mL) e anfotericina
B (fungizona) (200 U/mL) e incubadas a 37°C, em atmosfera com 5% de CO,. Os
subcultivos foram feitos trés vezes por semana ou de acordo com a necessidade. As
células em solucao de azul de tripan 0,5% foram contadas em camara de Neubauer

e o conteldo dividido em novas garrafas de cultura com novo meio.

4.1.1.6 Células U937

Linhagem de mondcitos humanos proveniente da ATCC (CRL-1593.2)
(Maryland, E.U.A.). Foram utilizadas para realizacdo de ensaios de infectividade
viral. Células U937 foram cultivadas em garrafas de cultura contendo meio RPMI
1640 suplementado com 10% de SFB, gentamicina (50 pg/ml), penicilina potassica
(200 U/mL) e anfotericina B (fungizona) (200 U/mL) e incubadas a 37°C, em
atmosfera com 5% de CO,. Os subcultivos foram feitos trés vezes por semana ou de
acordo com a necessidade. As células em solugdo de azul de tripan 0,5% foram
contadas em camara de Neubauer e o conteddo dividido em novas garrafas de

cultura com novo meio.

4.1.2 Virus

4.1.2.1 APMV

O estoque inicial de APMV foi gentilmente cedido pelo Dr. Didier Raoult
(Universite de La Mediterrannee, Franca). Estoques virais posteriores foram

produzidos e titulados, de acordo com a necessidade, em células de A. castellanii.
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4.1.2.2 Encephalomyocarditis virus

O Encephalomyocarditis virus (EMCV) foi gentilmente cedido pelo Dr. lan Kerr
(Londres, Reino Unido) e os estoques virais ja existentes no Laboratério de Virus,
obtidos em cultivo de fibroblastos de camundongos (células L-929), foram utilizados

em ensaios de pesquisa de viroceptores e titulacao de IFN.

4.1.2.3 Vaccinia virus amostra Western Reserve

O Vaccinia virus amostra Western Reserve (VACV-WR) foi gentilmente cedido
pelo Dr. C. Jungwirth (Universitat Wurzburg, Alemanha). Os estoques virais
existentes no Laboratério de Virus, obtidos em cultivo de células Vero, foram
utilizados. Este virus foi utilizado como controle, por ser um virus que sabidamente
inibe o SI (PERDIGUERO e ESTEBAN, 2009).

4.1.2.4 Parainfluenza virus 1 Mill Hill

O Parainfluenza virus 1 Mill Hill (PIVMH) foi gentilmente cedido pelo Dr. C.
Jungwirth (Universitat Wurzburg, Alemanha). Os estoques virais existentes no
Laboratorio de Virus, obtidos em cultivo de células Vero, foram utilizados. Este virus
foi utilizado como controle, por ser um virus que sabidamente induz IFN em PBMC
(MARTINS, RODRIGUEZ DOS SANTOS e GOLGHER, 1989).
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4.1.2.5 Apeu virus

O Apeu virus (APEUV) foi gentilmente cedido pelo Dr. Paulo César Peregrino
Ferreira (Laboratorio de Virus, UFMG). Os estoques virais existentes no Laboratério
de Virus, obtidos em cultivo de células Vero, foram utilizados. Este virus foi utilizado
como controle, por ser um virus sabidamente sensivel a IFN em PBMC (ALMEIDA et
al., 2008).

4.1.3 Interferons

Neste estudo foram utilizadas aliquotas pré—tituladas de IFN alfa2A (IFNA2) e
beta (IFNB1) recombinantes obtidos comercialmente (Bergamo e Rentschier

Arzneimittel GmbH & Co, respectivamente).

4.2 Métodos

4.2.1 Multiplicagéo de APMV (La Scola et al., 2003)

Para a producdo de APMV, garrafas T75 contendo monocamada de amebas
da espécie A. castellanii apresentando cerca de 80% de confluéncia foram
inoculadas com o virus na multiplicidade de infecgdo (m.o.i.) de 0,01. Para isto, o
meio das garrafas foi descartado, e a solucéo viral (em PBS 1X) cuidadosamente
adicionada sobre a monocamada. Apos uma hora de adsor¢do, a monocamada foi
adicionada de 25 mL de meio PYG 7% SFB. As garrafas contendo os inéculos virais

foram mantidas a 32 °C, completamente vedadas. Apoés trés dias de incubacéo, o
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efeito citopético foi avaliado, e quando em torno de 90-100%, o sobrenadante e 0s
fragmentos celulares foram coletados para purificagdo viral.

4.2.2 Purificacdo de APMV (La Scola et al., 2003)

Para a purificacdo do virus, apés 90-100% de ECP, sobrenadante e lisado
celular foram coletados, transferidos para tubos Falcon de 50 mL, e mantidos sob
resfriamento. Apds centrifugacdo a 900xg, por 5 minutos, a 4°C, o sobrenadante foi
transferido para um outro tubo, e o sedimento foi submetido a 3 ciclos de
congelamento e descongelamento, visando a liberacdo de particulas virais
eventualmente contidas em trofozoitos néo lisados. Ainda com este intuito, o lisado
foi ressuspendido em 5-10 mL de PBS 1X e entdo submetidos a 2 ciclos de lise no
homogeneizador do tipo “Douncer” modelo (Wheaton, E.U.A) por 50 vezes. Em
seguida, o sobrenadante e o sedimento foram filtrados em filtros de 2 micrémetros
tipo (Millipore, E.U.A) para a retencdo de lisado celular. Este filtrado foi entéo
vagarosamente gotejado sobre 10 mL de uma solucdo de sacarose a 22% (Merck,
Alemanha), em tubos proprios para a ultra centrifuga Combi Sorvall Rotor AH-629va.
A amostra foi, entdo, ultra centrifugada a 14000 rota¢cdes por minuto (r.p.m), por 30
minutos, entre 4 °C e 8 °C, para a sedimentagdo do virus. Por fim, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento ressuspendido em PBS 1X. As aliquotas do virus
foram identificadas e estocadas a -80 °C.

4.2.3 Curva de ciclo unico em diferentes linhagens celulares

Células Raw 264.7, Jurkat e U937 foram implantadas em placas de 6 pocos
(1x10° células por poco) e infectados com solugao viral de APMV inoculado no
volume de 100 uL na m.o.i. de 10, em duplicata para cada tempo estabelecido. As
placas foram incubadas a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO,. Apoés diferentes
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periodos de infeccdo: 0; 0,5; 2; 4; 8; 18 e 24 horas, sobrenadante e células foram
coletados e centrifugados a 900xg por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento resuspendido em PBS 1X, a partir do qual foi verificado o

perfil de multiplicac&o viral por titulacdo em amebas pelo método de TCIDso.

4.2.4 Ensaios de infectividade viral em PBMC humanas

PBMC humanas implantadas em placas de 6 pocos (1x10° células por poco)
foram infectados com solugéo viral de APMV inoculado no volume de 100 pL, em
diferentes m.o.i (0,01; 0,1; 1 e 10), em duplicata para cada tempo estabelecido: O;
0,5; 2; 4; 8; 18 e 24 horas. As placas foram incubadas a 37 °C, em atmosfera com
5% de CO,. Apos diferentes periodos de infec¢do: 0, 30 minutos, 2, 4, 8, 18 e 24
horas, sobrenadante e células foram coletados e centrifugados a 900xg por 5
minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento resuspendido em PBS
1X, a partir do qual foi verificado o perfil de multiplicacdo viral por titulacdo em

amebas pelo método de TCIDsy.

4.2.5 Inducdo de mRNA de IFN do tipo | e ISG em PBMC humanas
infectadas com APMV

As PBMC humanas foram adicionadas em placas de 6 pocos (1x10° células
por poco) e infectadas com APMYV (infeccioso ou inativado por luz U.V.) ou PIVMH
na m.o.i. 10, em duplicata para cada tempo estabelecido. As placas foram incubadas
a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO,. ApOs 4, 8, 18 e 24 horas de infeccéo,
sobrenadante e células foram coletados, centrifugados a 900xg por 5 minutos, a 4
°C. O sobrenadante foi coletado para posterior realizacdo de ELISA e o sedimento

submetido a extracdo de RNA celular total e RT-PCR, sendo o cDNA resultante
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utilizado para verificar os niveis de mRNA de IFN do tipo | (IFNA2 e IFNB1) e ISG
(Mx1 e IF16) por PCR em tempo real.

4.2.6 Quantificacdo de proteinas de IFN do tipo | em sobrenadantes de
PBMC humanas infectadas com APMV

Sobrenadantes de PBMC humanas infectadas com APMV ou PIVMH na m.o.i
10 por 18 horas foram coletados e utilizados para detec¢do de proteinas de IFNA2 e
IFNB1 por ELISA comercial. Os kits VeriKine™ Human Interferon Alpha Multi-
Subtype ELISA (limite de detec¢do de 12.5 pg/ml) e Verikine™ Human IFN beta
ELISA Kit (limite de deteccédo de 25 pg/ml) (PBL Interferon Source, Piscataway, NJ,
E.U.A) foram utilizados de acordo com as instru¢gdes do fabricante.

4.2.7 Curva de ciclo unico de APMV em PBMC humanas previamente

tratadas com IFN do tipo |

As PBMC humanas foram adicionadas em placas de 6 pocos (1x10° células
por poco) e tratadas com 100 U de IFN recombinantes obtidos comercialmente,
IFNA2 e IFNB1, por 18 horas, sendo incubadas a 37 °C, em atmosfera com 5% de
CO,. Apds, as células foram infectadas com APMV na m.o.i. 10 em duplicata para
cada tempo estabelecido e incubadas a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO,. ApoOs
diferentes periodos de infeccdo: 0, 30 minutos, 2, 4, 8, 18 e 24 horas, o
sobrenadante e células foram coletados e centrifugados a 900xg por 5 minutos, a 4
°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento resuspendido em PBS 1X, a partir
do qual foi verificado o perfil de multiplicagao viral por titulacdo em amebas pelo
método de TCIDsp.
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4.2.8 Sensibilidade dose-resposta de APMV a IFN do tipo |

As PBMC humanas foram adicionadas em placas de 6 pocos (1x10° células
por poco) e tratadas com 10, 100 ou 500 U de IFN recombinantes obtidos
comercialmente, IFNA2 e IFNB1 por 18 horas, incubadas a 37 °C, em atmosfera
com 5% de CO,.. Apos, as células foram infectadas com APMV na m.o.i. 10 em
duplicata e incubadas a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO, por 8 horas. Apés o
tempo de infeccdo, sobrenadante e células foram coletados e centrifugados a 900xg
por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento resuspendido
em PBS 1X, a partir do qual foi verificado o perfil de multiplicac&o viral por titulacdo
em amebas pelo método de TCIDs,. VACV-WR e APEUV foram utilizados como

controle, sendo utilizados na m.o.i 0,01 e 1.

4.2.9 Pesquisa de viroceptores em sobrenadantes de PBMC humanas
infectadas com APMV.

Para investigar a presenca de um possivel viroreceptor em APMV,
sobrenadantes de PBMC humanas infectadas com APMV e de células Vero
infectadas com VACV-WR foram utilizados. Estes sobrenadantes foram inativados
sob luz U.V. por 15 minutos e juntamente com IFNA2 (1/30.000 U) ou IFNB1
(1/80.000 U) foram diluidos em meio DMEM suplementado com 1% de SFB, na
razdo de dois. As amostras diluidas foram utilizadas para tratar células Vero
cultivadas em placas de 96 pocos com 90% de confluéncia. Dezoito horas ap6s o
tratamento, o meio foi descartado e as células infectadas com EMCV (10*
TCIDso/mL) diluido 1:20.000. A infeccdo foi monitorada por 48 horas e a placas
fixadas com formol 3,7% e coradas com cristal violeta 1% para a analise do

resultado.
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4.2.10 Fosforilagdo de STAT1 e 2 em PBMC humanas infectadas com
APMV

As PBMC humanas foram infectadas com APMV (infeccioso ou inativado por
U.V.) e PIVMH na m.o.i. 10 por 18 horas. Apos o tempo de infeccdo, as células
foram tratadas com 100 U de IFNA2 ou IFNB1 e incubadas & 37 °C por 10 ou 30
minutos. Apdés o periodo de tratamento, as células foram coletadas, lisadas com
tampdo radio-immunoprecipitation assay (RIPA) (Aprotinina 4,2 ug/mL; Leupeptina
4,2 pg/mL; PMSF 1 mM; NaVO3 1 mM; NaF 50mM; RIPA 1X e agua qg.s.p 5mL) e
centrifugadas a 13.500 r.p.m por 15 minutos a 4 °C. A concentracdo de proteinas foi
determinada utilizando-se o método colorimétrico de Bradford. 30 pg de extrato
celular total por amostra foram fracionados por eletroforese em gel
poliacrilamida/SDS (PAGE) 12% a 100 V por duas horas. Apés o fracionamento, as
proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose, por uma hora a 100V
(350miliamperes). Membranas foram bloqueadas a temperatura ambiente por 1 hora
com PBS 1X contendo 5% de leite em p6 desnatado e 0,1% de Tween 20. Apos o
bloqueio, as membranas foram lavadas trés vezes com PBS Tween 0,1% e
incubadas com anticorpo policlonal anti-Fosfo-Statl ou 2 (Tyr 701) de coelho (Cell
signaling Technology, Beverly, MA) (1:1.000) ou anticorpo monoclonal anti-B-actina
murino (Sigma, Sdo Paulo, Brazil) (1:1.500), em PBS com 5% de albumina sérica
bovino (BSA) e 0.1% de Tween 20 overnight. As membranas foram entdo lavadas
trés vezes com PBS Tween 0,1% e incubadas com o anticorpo secundario
conjugado anti coelho ou anti-murino (1:1.000) diluido em PBS Tween 0,1% por uma
hora. ApGs este tempo, as membranas foram lavadas mais trés vezes com PBS
Tween 0,1%. Bandas imunorreativas foram visualizadas usando um sistema de
deteccdo de quimioluminescéncia aumentada, como descrito nas instrucbes do

fabricante (GE Healthcare, Reino Unido).
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4.2.11 Fosforilacédo dose-dependente de STAT1 e 2 em PBMC humanas
infectadas com APMV

As PBMC humanas foram infectados com APMV na m.o.i. 10 e VACV-WR na
m.o.i 0,01 por 18 horas. Apés o tempo de infeccéo, as células foram tratadas com 1,
10, 100 U de IFNA2 ou IFNB1 e incubadas a 37 °C por 15 minutos. Apés o tempo de
tratamento as células foram coletadas e submetidas ao processo de extragdo de
proteinas, seguido de Western-blot conforme descrito no item 4.2.10.

4.2.12 Extracdo de RNA total e transcricao reversa

A extracdo de RNA total foi feita a partir de aliquotas coletadas durante os
experimentos com PBMC utilizando o kit Rneasy (Qiagen, Alemanha), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. O processo consistiu, resumidamente, nas
seguintes etapas: lise celular e inativacdo de RNAses com tampéo de guanidina;
desnaturacao e precipitacdo dos complexos protéicos com etanol 70% e passagem
das amostras por uma coluna de afinidade, seguida de lavagens com tampdes de
lavagem e eluicdo do RNA extraido com &gua livre de nuclease. A obtencdo de
cDNA foi feita tendo como molde 1 ug de RNA extraido das culturas de células. As
reacoes foram feitas utilizando-se a enzima MMLV (Promega, Madison, WI, USA),
tampéo 5X, dNTPs, oligo Dt e DTT nas concentracdes indicadas pelo fabricante e
agua qg.s.p para 20 pl de reacdo. O RNA e oligo dT foram incubados a 70 °C por 5
minutos e depois incubados em gelo por 5 minutos. Os outros componentes da
reacao foram adicionados e os tubos incubados a 42 °C por uma hora e a 72 °C por

15 minutos. O cDNA resultante foi diluido em 40 ul de agua.
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O cDNA obtido com a reag&o de transcrigao reversa foi utilizado como molde

nas reacdes de PCR em tempo real. Estas foram feitas em placas de 48 pocos, em

duplicata, utilizando oligonucleotideos especificos, SYBR Green Master Mix (Applied

Biosystem, EUA) e 4gua em concentragfes ajustadas para 10 pl de reagdo. As

reacoes foram feitas no aparelho StepOne (Applied Biosystem, EUA). Os resultados

foram obtidos a partir de valores arbitrarios dados a curva padrdo e corrigidos

utilizando normalizagdo com os niveis do gene constitutivo beta actina.

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas rea¢fes de PCR

em tempo real.

Oligonucleotido Sequéncia Foward
Beta-actina TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCC
IFNA2 TTGACCTTTGCTTTACTGGT
IFNB1 CCTGTGGCAATTGAATGGGAGGC
Mx1 ATCCTGGGATTTTGGGGCTT
IFI6 CATGCGGCAGAAGGCGGTAT

Sequéncia Reverse

CTAGAAGCATTTGCGGTGGAC
GATGG

CACAAGGGCTGTATTTCTTC
CAGGTAGATGGTATAGCGTGG
CCGCTTGTCGC TGGTGTCG

CGACGGCCATGAAGGTCAGG
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4.2.14 Titulagcdo de APMV (La Scola et al., 2003)

Placas de 96 pocos com 4x10* trofozoitos de amebas por pogco foram
utilizadas para titulacdo de APMV pelo método de TCIDso (REED e MUENCH, 1938).
As amostras a serem tituladas sofreram trés ciclos de congelamento e
descongelamento com nitrogénio liquido, em seguida foram centrifugadas a 900xg
por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi diluido seriadamente em PBS 1X, na
razdo de 10 (10" A 10™*). Um total de 50 pL de cada diluicéo foi inoculado em cada
poco, em quadruplicata. As placas foram completamente vedadas, incubadas a 32
°C e a infeccdo monitorada por até quatro dias para observacéo de efeito citopatico
e céalculo do titulo (REED e MUENCH, 1938).

4.2.15 Titulagéo de APEUV e VACV-WR

As amostras de PBMC humanas infectadas com APEUV e VACV-WR foram
tituladas pelo método de PFU. As amostras foram submetidas a trés ciclos de
congelamento e descongelamento e diluidas na raz&o de 10 (de 10 a 10™) em meio
DMEM 0% SFB, e 400 ul de cada diluicao foram utilizados para infectar células Vero
em placas de 6 pocos. Apés uma hora de adsor¢cédo, o meio das culturas de células
foi completado com 2 mL de DMEM 2% SFB. As células foram incubadas a 37°C em
ambiente com 5% de CO, até se verificar o aparecimento de placas de lise viral nos
controles de virus. Neste momento as células foram fixadas com formol 3,7%,
coradas com cristal violeta 1% e os titulos virais determinados pela contagem das

placas de lise de cada amostra.
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V. RESULTADOS

5.1 APMV é capaz de se multiplicar em PBMC humanas

Estudos recentes demonstram a capacidade de APMV multiplicar-se em
células fagocitarias humanas e murinas (GHIGO et al., 2008). Neste trabalho, foi
verificada a permissividade de PBMC humanas a infeccdo por APMV pela primeira
vez. Pools de PBMC humanas foram infectados com APMV em diferentes m.o.i.
(0,01; 0,1; 1 e 10). Apo6s os tempos de infeccdo, as células foram coletadas e
processadas para realizagcdo da titulacdo do virus em monocamada de amebas pelo
método de TCIDso. Os resultados obtidos demonstraram a capacidade de APMV
multiplicar-se nestas células, gerando uma infeccdo produtiva. Para todas as m.o.i
testadas, foi possivel verificar aumento no titulo viral quatro horas apos infeccéo,
sendo este mantido por até 24 horas (Figura 10). Sendo assim, para 0S
experimentos seguintes a m.o.i. de 10 foi selecionada, na tentativa de manter o

maior numero de células possiveis estimuladas.
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Figura 10: Multiplicagdo de APMV em PBMC humanas. PBMC humanas foram

infectadas com APMV em diferentes m.o.i. por até 24 horas. A infectividade das particulas virais foi
avaliada por titulagdo em amebas. (A) m.o.i. 0,01; (B) m.o.i. 0,1; (C) m.o.i. 1; (D) m.o.i. 10. Em todas

as m.o.i testadas, APMV mostrou um aumento no crescimento viral apos 4 horas de infeccéo, sendo

este mantido até 24 horas.

5.2

Multiplicacdo de APMV em diferentes linhagens celulares

Devido a composicdo celular heterogénea de PBMC e na tentativa de

confirmar estudos anteriores (GHIGO et al., 2008), optou-se por verificar a

susceptibilidade de linhagens continuas a APMV. Foram utilizadas linhagens de

macrofagos Raw 264.7, mondcitos U937 e linfécitos Jurkat, clone E6-1. As células

foram infectadas com APMV na m.o.i. 10 e ap0s os tempos de infeccdo, foram

coletadas e processadas para realizacdo da titulagdo viral em monocamada de

amebas pelo método de TCIDsg. Os resultados obtidos demonstraram a capacidade

de APMV multiplicar-se em células Raw 264.7 e U937, gerando uma infeccao

produtiva (Fig. 11 A e B), ao contrario de células Jurkat, que ndo se mostrou

permissiva ao virus (Fig. 11C).
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Figura 11: Multiplicacdo de APMV em linhagens continuas. Células Raw
264.7, U937 ou Jurkat foram infectadas com APMV na m.o.i. de 10 por até 24 horas. A infectividade
das particulas virais foi avaliada por titulacdo em amebas, sendo Raw 264.7 e U937 permissivas a
APMV, enquanto em células Jurkat o virus nao foi capaz de se multiplicar. (A) Multiplicac@o do virus
em Raw 264.7. (B) Multiplicagéo do virus em U937. (C) Multiplicacéo do virus em Jurkat, clone E6-1.

5.3 APMV induz a expressdo de mRNA de IFNA2 e IFNB1 em

PBMC humanas infectadas por 18 horas

Uma resposta comum do hospedeiro a infec¢éo viral é a expresséo de IFN do
tipo I, sendo assim foi verificada a capacidade de APMV induzir a expressao destas
citocinas em PBMC humanas. Pools destas células foram infectados com APVM ou

PIVMH na m.o.i. 10 e através de PCR em tempo real nao foi verificada a expressao



49

de mRNA de IFNA2 e IFNB1 em células infectadas por tempos precoces. Todavia,
MRNA destas citocinas foram detectados apés 18 horas de infecgcédo, assim como
observado em PBMC infectadas com PIVMH, e em contraste com o controle de
células (Figura 12A e B). A quantificacdo de mMRNA através de ensaios de PCR em
tempo real foi corroborada com os resultados obtidos pelos ensaios de ELISA,
através dos quais foi possivel quantificar as proteinas de IFN do tipo | presentes em

sobrenadantes de PBMC humanas infectadas por 18 horas (Figura 12C e D).
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Figura 12: Inducéo de IFN do tipo | em PBMC humanas infectadas com APMV.
PBMC humanas foram infectadas com APMV na m.o.i. de 10. Apos os diferentes tempos de infeccéo,
as células foram coletadas, submetidas a extragdo de RNA total, transcrigcao reserva, sendo o cDNA
resultante aplicado como molde em PCR em tempo real. Em paralelo, o sobrenadante das células
infectadas foi utilizado para quantificacédo de proteinas através de Elisa. (A) Quantificacdo de mRNA
de IFNA2. (B) Quantificacdo de mRNA de IFNB. (C) Quantificacéo de proteinas de IFNA2. (D)
Quantificacdo de proteinas de IFNB1. Os resultados de PCR em tempo real mostraram a expressao
de mRNA de IFN do tipo | em células infectadas com APMV por 18 horas e ndo em tempos mais

precoces, assim como a quantificacdo de proteinas através do Elisa.



50

5.4 APMV infeccioso nao induz a expressao de mRNA de ISG em PBMC

humanas, enquanto APMV inativado por luz U.V. induz

Uma vez expressos, os IFN levam a indugdo de diversos ISG que irao
promover a acao antiviral de diferentes formas. Para verificar se os IFN do tipo |
induzidos por APMV em PBMC humanas apés 18 horas de infeccdo seriam capazes
de induzir ISG, pools destas células foram infectados com APMV ou PIVMH na m.o.i.
10. N&o houve deteccdo de mRNA de dois diferentes ISG, MX1 e IFI6 em PBMC
infectadas com APMV por diferentes tempos, mesmo 18 horas. Ao contréario, foi
possivel detectar altos niveis de expressao destes genes em células infectadas com
PIVMH, cerca de 100 vezes mais em relacdo a APMV. Ja os ensaios de PCR em
tempo real feitos a partir de PBMC infectadas com APMV inativado por luz U.V.
indicaram que nessas condi¢cdes as células foram capazes de induzir a expressao
de mRNA dos dois ISG em todos os tempos testados, em niveis comparaveis a
PIMVH. APMV inativado induz cerca de 150 vezes mais a expressdo de mRNA de
MX1 em relacdo ao virus infeccioso. Para IFI6 os niveis observados sdo menores,

porém chegam a ser cerca de 100 vezes mais apos 8 horas de infecgdo. (Fig. 13).
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Figura 13: Perfil de expressédo de mRNA de MXl e IFI6 em PBMC humanas

infectadas com APMYV infeccioso ou inativado por luz U.V. PBMC humanas foram

infectadas com APMV infeccioso ou inativado por luz U.V. na m.o.i. de 10. Apos os diferentes tempos



52

de infeccdo, as células foram coletadas, submetidas a extracdo de RNA total, transcricao reserva,
sendo o cDNA resultante aplicado como molde em PCR em tempo real. (A) Quantificacdo de MX1.
(B) Quantificacéo de IFI6. PBMC humanas infectadas com particulas viaveis de APMV néo
apresentaram expressao de mRNA de MX1 e IFI6. J& em PBMC infectadas com APMYV inativado sob

luz U.V., houve expressao de altos niveis de expressao de ISG.

5.5 APMV é sensivel a acdo antiviral de IFNB1, mas resiste ao tratamento
com IFNA2 em PBMC humanas

PBMC foram tratadas por 18 horas com 100 U de IFNA2 ou IFNB1 e apés
este tempo as células foram infectadas com APMV na m.o.i. 10. Verificou-se que
APMV foi capaz de multiplicar-se normalmente em células tratadas com IFNA2, de
forma semelhante ao observado em células ndo tratadas (Fig. 10D), enquanto o
tratamento com IFNB1 inibiu a multiplicacdo de APMV nestas células. Na tentativa
de verificar se a sensibilidade de APMV aos IFN do tipo | seria dose-dependente um
segundo experimento foi realizado, no qual as células foram tratadas com diferentes
doses de IFNA2 e IFNB1, 10, 100 e 500 U por 18 horas e posteriormente infectadas
com APMV por 8 horas. O resultado obtido foi correlacionado com aquele verificado
com a curva de ciclo Unico do virus em células pré-tratadas com IFN (Fig. 14A),
mesmo em uma dose mais alta o virus foi capaz de se multiplicar em PBMC tratadas
com IFNA2, porém, teve o titulo diminuido significativamente em células tratadas
com IFNB1 (Fig. 14B e C).
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Figura 14: Atividade antiviral de IFN do tipo | contra APMV. PBMC humanas foram
tratadas com diferentes doses de IFNA2 ou IFNB1 por 18 horas e em seguida infectadas com APMV,
APEUV ou VACV-WR. A infectividade das particulas virais foi avaliada por titulagéo. (A) Curva de
ciclo Unico de APMV em PBMC pré-tratadas com IFNA2 ou IFNB1 mostra que IFNB1 é capaz de
inibir a multiplicacao viral, enquanto IFNA2 néo é. (B) IFNA2 nado é capaz de proteger as células da
infeccdo por APMV, mesmo em doses elevadas. (C) A inibicdo da multiplicagcédo de APMV por IFNB1
ocorre de uma maneira dose-dependente. (D e E) Multiplicacdo de APEUV e VACV-WR em PBMC
pré-tratadas com IFN do tipo .

5.6 APMV né&o contém viroceptores soluveis contra IFNA2 e IFNB1

Os resultados iniciais indicaram que APMV possui algum mecanismo de

inibicdo da atividade biologica de IFN. Na tentativa de elucidar este mecanismo,
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optou-se por pesquisar a presenca de viroceptores em APMV, receptores sollveis
presentes inclusive em VACV, outro virus gigante. Para isso, células Vero foram
tratadas com sobrenadantes de células infectadas com APMV ou VACV-WR
inativados por luz U.V. e incubados com IFN por 18 horas. ApOs este tempo, as
células foram infectadas com EMCV. Células tratadas apenas com IFN ou
sobrenadante de controle de células incubado com IFN foram capazes de proteger
as células contra a infeccdo por EMCV. Como esperado, sobrenadantes de células
infectadas com VACV aboliram a atividade biologica de IFN, indicando a presenca
de viroceptores neste sobrenadante. J& os sobrenadantes de células infectadas com
APMV e incubados com IFN n&o inibiram a atividade dos IFN neste sistema,
fornecendo evidéncia de que APMV nao contém viroceptores contra IFN do tipo | em
seu genoma (Fig. 15), sendo seu mecanismo de inibicdo da atividade de IFN

provavelmente intracelular.



55

VACV
MOI 0.1
APMV
VIOl 10
APMV
MOI 50
Vock
VACV
MOI 0.1
APMV
VIOl 10
APMV
MQI 50
Mock

IFN-beta IFN-alfa2

Controle
De Inativagao

I
2100‘ e R — i el
W
[
o
®
®
& 10
=
=
<
8
1' T T T T
o™ - Q Q -= -
= 1 - [ m o
£ = s £ £ =
o o
=L <L

VACY WR 0.1
VACY WR 0.1
APMY 10 4
APMY 50 4

Figura 15: APMV néo contém viroceptores contra IFNA2 e IFNB1. (A) Células Vero
foram tratadas com sobrenadantes de PBMC infectadas com APMV, incubadas com IFN do tipo | por

18 horas e em seguida desafiadas com EMCV. EMCYV foi capaz de infectar as células, mostrando que
APMV néo interfere com a atividade antiviral dos IFN do tipo I, logo, ndo apresenta viroceptores em

seu genoma (B) Atividade dos IFN do tipo | contra EMCV expressa em porcentagem.

5.7 A inibicdo da expressdo de ISG por APMV ndo é mediada pelo
blogueio da fosforilacdo de STAT1 e 2

STAT1 é um componente da via de sinalizacdo de IFN importante para
permitir a inducao de ISG. Para determinar se a fosforilacdo de STAT1 poderia estar
alterada em PBMC humanas infectadas com APMV e PIVMH, foi realizado um

Western-blot a partir de células infectadas por 18 horas e posteriormente submetidas



56

a um rapido tratamento (10 ou 30 minutos) com 100 U de IFNA2 ou IFNB1. Foi
verificado que houve fosforilagdo de STAT1 em células infectadas e néo infectadas
tratadas com IFN, enquanto nenhuma fosforilacdo foi verificada em células néo
tratadas com IFN e néo infectadas (Fig 16). Para verificar se a fosforilacdo de STAT1
seria dependente da dose de IFN utilizada, foi realizado um segundo experimento,
no qual também foi verificada a fosforilagdo de STATZ2, que junto com o primeiro,
forma um complexo importante para regular a transcricdo de 1ISG. PBMC infectadas
com APMV e VACV-WR por 18 horas foram tratados por 15 minutos com 1, 10 ou
100 unidades de cada IFN do tipo 1, IFNA2 ou IFNB1. Novamente foi observada a
fosforilacdo de STAT1 nas diferentes condicbes, mostrando um padrdo dose-
dependente (Fig. 17A). O mesmo resultado foi observado para STAT2 (Fig. 17B).

Tratamento com IFNA2 Tratamento com IFNB1
Nio Nio APMV Nido Nio APMV
infectado infectado APMV Inativado PIVMH infectado infectado APMV  |nativado PIVMH
Tempo 10 30 10 "0 10 30 100 30 10 30 10
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Figura 16. Infeccdo de PBMC humanas por APMV néo altera a fosforilacéo de

STAT1 por IFN do tipo I. PBMC humanas infectadas por APMV por 18 horas foram tratadas por
10 ou 30 minutos com 100U de IFNA2 ou IFNBL1 e o nivel de fosforilagdo de STAT1 foi verificado por

western-blot. Foi possivel verificar um nivel de fosforilagdo semelhante entre células infectadas e nao
infectadas tratadas com IFN.
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Figura 17. Fosforilagdo de STAT1 e 2 ocorre de maneira dose-dependente de

IFN do tipo | em PBMC infectadas com APMV. PBMC humanas infectadas por APMV por
18 horas foram tratadas por 15 minutos com diferentes doses de IFNA2 ou IFNB1 e o nivel de
fosforilacdo de STATL1 e 2 foi verificado por western-blot. (A) Perfil de fosforilagdo de STAT1. (B) Pefrfil
de fosforilagdo de STAT2. Foi possivel verificar um nivel de fosforilagdo com carater dose-

dependente em células infectadas com APMV.
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VI. DISCUSSAO

Sabe-se que a producdo de IFN é uma importante arma do sistema
imunolégico do hospedeiro vertebrado contra infeccbes virais, embora o0s
mecanismos de evasdo por parte dos virus permitam que este continue se
multiplicando com sucesso (LAROCQUE et al., 2011; SAMARAJIWA et al., 2009). A
recente investigacdo dessas estratégias evolutivas levou nédo sé ao conhecimento a
cerca das defesas imunologicas, mas também para insights sobre a origem e
evolucdo das relagdes virus-hospedeiro (PERDIGUERO e ESTEBAN, 2009). Neste
contexto, o presente estudo traz novos dados a cerca da relacdo do virus gigante

APMYV e o sistema interferon.

Resultados prévios evidenciaram a capacidade de APMV se multiplicar em
células fagocitarias (GHIGO et al., 2008). No entanto, neste trabalho, pela primeira
vez foi demonstrado que APMV é capaz de se multiplicar em PBMC humanas (Fig.
10). Neste trabalho, optou-se por trabalhar com PBMC e ndo com as subpopulagbes
celulares purificadas, na tentativa de mimetizar as condicbes do sistema imune
hospedeiro 0 maximo possivel e preservar assim a interacao entre virus e cada tipo
celular presente neste tipo de amostra. Uma vez que PBMC correspondem a uma
populacdo heterogénea de células, formada por mondcitos, linfocitos e células
dendriticas, investigamos também a susceptibilidade de linhagens monociticas,
macrofagicas e de linfécitos ao APMV (Fig. 11). Nossos resultados indicam que o
virus é capaz de multiplicar em algumas destas células, corroborando com estudos
gue demonstram que células fagocitarias sdo permissivas ao APMV (GHIGO et al.,
2008).

Como seria de se esperar de uma particula viral gigante, os resultados
encontrados também revelaram que APMV é capaz de estimular o sistema imune
inato de vertebrados levando a produgéo de IFN do tipo | em PBMC humanas. Os
ensaios de PCR em tempo real, feitos para avaliar a expressdo de mRNA de IFN
tipo I, permitiram a deteccdo de IFNA2 e IFNB1 apds 18 horas de infec¢cdo das
células com APMV. Esta deteccdo é consistente com o0 observado para o controle
positivo, células infectadas com PIVMH, um virus sabidamente capaz de induzir IFN
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em PBMC (MARTINS, RODRIGUEZ DOS SANTOS e GOLGHER, 1989) (Fig. 12A e
B). Os niveis de proteinas de IFNA2 e IFNB1 também foram detectados em
sobrenadantes de PBMC infectadas com APMV e PIVMH por 18 horas por meio de
um ensaio de ELISA, o que confirma que estas citocinas sdo de fato secretadas
pelas células infectadas (Fig. 12C e D). Estes resultados indicaram que APMV além
de se multiplicar em PBMC humanas, foi reconhecido como outro patégeno
qualquer, induzindo uma resposta imune. APMV € um virus que apresenta uma
estrutura complexa, protegendo o seu genoma de DNA ha um capsideo formado por
multiplas camadas, membranas internas, fibras externas e componentes quimicos
gue se assemelham a componentes bacterianos (XIAO et al., 2009). Este tipo de
estrutura pode hipoteticamente ser reconhecido por mais de um PRR de superficie

ou intracelular, por exemplo.

Todavia, embora APMV induza a produgao de IFN do tipo | em PBMC
humanas ndo houve deteccdo de niveis consideraveis de mRNA de dois ISG
analisados, MX1 e IF6l, em células infectadas com APMV (Fig. 13). MX1 é
considerado um marcador da atividade de IFN, porque ndo é induzido por outros
estimulos além destas citocinas (HOLZINGER et al., 2007). O mesmo parece ser
verdade para IF6l. Considerando-se as células infectadas por PIVMH, estes genes
foram induzidos pelos IFN produzidos como resposta ao reconhecimento viral, ja no
caso das células infectadas com APMV, houve producdo de IFN, mas estas
moléculas ndo foram capazes de promover a inducdo de ISG, levando a hip6tese de
que APMV é capaz de inibir a sinalizacdo de IFN por algum mecanismo ainda
desconhecido. Ja em PBMC infectadas com APMV inativado por luz U.V., mRNA de
MX1 e IF6l foram normalmente detectados, revelando que o possivel mecanismo de

inibicdo de ISG por APMV depende de multiplicacao viral (Fig. 13).

Além de revelar a capacidade de APMYV interagir com a atividade biologica de
IFN, também foi verificada a ag&o antiviral de IFN do tipo | contra APMV em PBMC
humanas. Foi visto que células tratadas com IFNA2 foram normalmente infectadas
por APMV, de uma maneira independente da dose utilizada, uma vez que mesmo
em células tratadas com 500 U de IFN, o virus foi capaz de se multiplicar. Por outro
lado, IFNB1 foi capaz de inibir a multiplicacdo de APMV em dose igual ou maior a
100 U e ndo na dose de 10 U, logo, sua atividade antiviral contra APMV mostrou ser
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dose-dependente (Fig. 14). A reducéo significativa nos titulos de APMV em células
tratadas com IFNB1 indica que as células de vertebrados sdo capazes de
estabelecer uma resposta bioldgica eficaz contra a infeccdo por APMV. Ha dados na
literatura que mostram que IFNB1 é mais potente do que outros IFN do tipo | nas
suas atividades bioldgicas. Os mecanismos por trds dessa atividade diferencial
ainda néo estdo bem estabelecido, mas dependem de regulacao de ISG, afinidades
de ligacédo diferencial de cada subtipo de IFN com a cadeia IFNAR1 do receptor
celular de IFN do tipo I, densidade do receptor celular e por uma atividade de
feedback negativo mediada pelo ISG USP18 (HOLZINGER et al., 2007; MORAGA et
al., 2009). Recentemente, foi também demonstrado que IFN beta, mas ndo outros
IFN do tipo I, é capaz de sinalizar utilizando apenas a cadeia IFNAR1 do receptor de
IFN do tipo I. Ao fazer isso, IFN beta regula um conjunto distinto e exclusivo de
genes diferentes dos ISG classicos, por vias de sinalizacdo ainda desconhecidas.
Uma hipotese é que talvez um desses genes regulados preferencialmente por IFN
beta seja responsavel pela atividade antiviral mais potente deste IFN contra APMV
(DE WEERD et al, 2013). Sabe-se também que o gene IRG1, que atua em
macrofagos durante processos infecciosos codifica uma enzima capaz de produzir o
acido itacdnico, um metabdlito com ac¢do antimicrobiana. Através de estratégia de
silenciamento deste gene, foi visto que células fagocitarias silenciadas levavam a
uma reducdo na producdo do acido e consequentemente menor atividade
antimicrobiana frente a patdégenos conhecidos. Sendo assim, IRG1 parece ter papel
importante na resposta imune conduzida por macrofagos (MICHELUCCI et al.,
2013). Sabe-se que IRG1 é 73 vezes mais expresso em camundongos sem a cadeia
IFNAR2 do receptor de IFN do tipo | e tratados com IFN beta, sendo, portanto
induzido exclusivamente por IFN beta em condi¢des especificas (DE WEERD et al,
2013). Portanto IRG1 é um potencial candidato a responséavel pela atividade antiviral
mediada por IFNB1, mas estudos mais refinados sdo necesséarios para confirmar
esta hipotese. Uma vez que uma infeccdo com APMV se inicia em uma célula
previamente tratada com IFN, o(s) mecanismo(s) de evaséo codificado(s) pelo virus
poderiam possibilitar a inibicdo da resposta mais fraca de IFNA2, mas ndo seria
suficiente para agir contra a forte agéo antiviral de IFNB1. Esta é uma indicagdo de
gue O sucesso na resposta antiviral contra APMV in vivo é IFNB1l-dependente. Os

virus utilizados como controle, VACV-WR e APEUV foram respectivamente
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resistente e sensivel aos IFN do tipo I, como esperado (ALMEIDA et al., 2008;
PERDIGUERO e ESTEBAN, 2009).

Com os primeiros resultados deste trabalho foi possivel sugerir a cerca de
mecanismos de evaséao do sistema imune por APMV. Tais mecanismos poderiam ter
como alvo a inibicdo de ISG e ser mediados por interferéncia com a ligacao do IFN
aos seus receptores celulares ou por meio da inibicdo das vias de sinalizacéo
intracelulares desencadeadas pela producdo de IFN. Ja foi descrito que virus da
familia Poxviridae, como VACV, por exemplo, codificam viroceptores solUveis em
seu genoma que possuem essa funcdo de imunomodulagéo. Estas moléculas séo
secretadas por células infectadas e se ligam com alta afinidade ao IFN no meio
extracelular, abolindo assim a sua capacidade de se ligar ao seu receptor celular
especifico e, consequentemente, inibindo a ativagdo ISG (SYMONS, ALCAMI e
SMITH, 1995, MANN et al., 2008; WAIBLER et al., 2009). Ao utilizar sobrenadantes
de PBMC infectadas com APMV, verificou-se que ndo ha producdo de viroceptores
nas células infectadas, uma vez que os IFN do tipo | incubados com estes
sobrenadantes conservaram a sua capacidade de induzir um estado antiviral em
células Vero protegendo-as contra a infeccdo por EMCV, enquanto o controle
utilizado, sobrenadante de células Vero infectadas com VACV-WR foi capaz de
abolir completamente a atividade dos IFN do tipo |, devido a presenca de um
viroceptor conhecido, codificado pelo poxvirus (Fig. 15). Este resultado revelou que
0 mecanismo utilizado por APMV para inibir o sistema interferon € mediado por

outras moléculas e provavelmente ocorre intracelularmente.

A fosforilacdo de fatores de transcricdo, em particular STAT, desencadeada
pela ligacdo de um IFN aos seus receptores, é critica para a inducdo de ISG
(BORDEN et al., 2007; ERICKSON, SEIWERT e GALE, 2008; WONG et al., 2002).
A fim de verificar um possivel mecanismo de inibicdo da via de sinalizacdo de IFN
por APMV, inicialmente foi avaliada a fosforilacdo de STAT1, imprescindivel para
promover a transcricdo de ISG, em PBMC humanas infectadas. Foi visto que ha
fosforilacdo deste componente em células infectadas por APMV e submetidas a
rapido tratamento com IFN do tipo |, assim como observado nos controles de células
infectadas com PIVMH e células apenas tratadas com IFNA2 ou IFNB1 (Fig. 16). Foi
visto também que a fosforilagdo de STAT1, assim como de STAT2 ocorre de forma
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dose dependente. O nivel de STAT1 e 2 fosforilados em células infectadas com
VACV-WR foi menor do que nos controles, como esperado para um virus capaz de
evadir o sistema interferon (Fig 17). Estes resultados revelaram que a interferéncia
de APMV com a inducéo ISG deve acontecer em outro ponto da via de sinalizacao
de IFN. Como hipoteses, o virus pode ser capaz de inibir a fosforilagdo de IRF9,
bloquear a translocacdo nuclear de ISGF3 ou mesmo inibir especificamente a
traducdo de determinados ISG, além disso pode-se sugerir também a participacéo
de micro RNA. As possibilidades sdo muitas, e devido ao tamanho do genoma de
APMV, os mecanismos de inibicdo podem ser complexos e dificeis de serem
demonstrados. Futuros estudos voltados para essa questdo, aliada a melhor
caracterizacdo de um grande numero de genes de APMV ainda desconhecidos séo
necessarios para a completa compreensdao de como APMV interfere com a

imunidade inata.

Sabe-se que APMV foi isolado em uma ameba de vida livre, A.polyphaga,
porém, se amebas fossem o hospedeiro exclusivo para APMV, os mecanismos de
interacdo com o sistema interferon provavelmente ndo teriam sido selecionados
positivamente pela sele¢cdo natural, uma vez que o sistema interferon é encontrado
somente em animais vertebrados. Outra evidéncia que corrobora essa teoria € que,
apoOs varias passagens em amebas, APMV perde parte do seu genoma em um
evento semelhante ao observado para a atenuacdo de patdgenos virais humanos
em cultura de células (BOYER et. al., 2011). Assim, o fato de APMV ser capaz de se
multiplicar em amebas pode ser considerado um fator de risco para a saude dos
vertebrados, uma vez que amebas infectadas podem se tornar a fonte de infeccéo
por APMV ou mesmo um lugar no qual o virus pode interagir e obter novos genes
através de associacao com outros patdogenos. Considerando a histéria natural entre
0s virus e seus hospedeiros, as interacdes observadas neste trabalho sé&o
provavelmente o resultado da co-evolucéo entre APMV e hospedeiros vertebrados e
representam uma evidéncia de uma relacdo ancestral entre estes e 0s virus

gigantes.
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CONCLUSOES

e APMV é capaz de se multiplicar em PBMC humanas;

e APMYV induz a expresséao de IFN do tipo | nestas células;

e APMV impede a expressdo de mRNA de MX1 e IF6l em PBMC
infectadas, indicando um possivel mecanismo de evasdo;

e APMV é resistente ao tratamento com IFNA2, mas sensivel ao
tratamento com IFNB1;

e A evasdo da expressdo de ISG por APMV é independente de
viroceptores contra IFNA2 e IFNB1 e do bloqueio da fosforilacdo de
STAT1l e 2.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Parecer de aprovacao do projeto de pesquisa pelo COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 10906413.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Jonatas Santos Abrahdo
Departamento de Microbiologia
Instituto de Ciéncias Biologicas - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 09 de julho de 2013, o projeto de pesquisa intitulado "Anélise do
perfil de expressdao de mRNAs de interferons (IFNs) e de genes
estimulados por IFNs (ISGs) em PBMCs humanos infectados com
Acanthamoeba polyphaga mimivirus” bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apés o inicio do projeto.

Profa. Maria Téresa Mérques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG I
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufimg.br |




UNIVERSIDADE FEDERAL DE .
MINAS GERAIS

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Analise do perfil de expresséo de mRNAs de interferons (IFNs) e de genes estimulados
por IFNs (ISGs) em PBMCs humanos infectados com Acanthamoeba polyphaga
mimivirus

Pesquisador: Jonatas Santos Abrahdo

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 10906413.0.0000.5149

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Minas Gerais

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 329.543
Data da Relatoria: 02/07/2013

Apresentagédo do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional, prospectivo com uma casuistica de 5 ou 10 individuos saudaveis (o
numero é distinto conforme a parte de descri¢do do projeto), pertencentes a comunidade da UFMG, os quais
serdo submemtidos a coleta de sangue total (15mL), para os seguintes procedimentos: a) fracionamento do
sangue coletado de modo a obter a fragdo de PBMCs (células mononucleares do sangue periférico) para
cultivo celular de células fagocitarias ex vivo; b) infecgdes dos PBMCs com mimivirus; c) avaliagdo da
atividade antiviral de IFNs contra mimivirus em PBMCs humanos; d) extragdo do RNA total das células
utilizadas durante os experimentos de infecggo, trasncrigdo reversa, PCR em tempo-real; e) titulagéo de
IFNs. Ndo ha descrigdo da forma de recrutamento.dos voluntarios; ndo ha gasto, segundo os
pesquisadores, porém ha a mengéo em um parecer que o gasto sera custeado pelo laboratério de virus até
a aprovagéo do financiamento pela FAPEMIG; o cronograma estéd com data de inicio de 30/12/2012,
inclusive para coleta de sangue; ha mengéo da analise dos dados, utilizando o software StepOne PCR
real~time systems.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo primario: "avaliar, de forma inédita, a resposta imune inata, no ambito da produg&o de IFNs e ISGs,
desencadeada em células fagocitarias humanas, obtidas através de sangue humano,
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Continuagao do Parecer: 329.543

frente a infecgdo por APMV".

Objetivos Secundarios: " -Avaliar a susceptibilidade e permissividade de PBMCs humanos ao mimivirus; -
Verificar a atividade antiviral de IFNs contra mimivirus em PBMCs humanos; - Mensurar os niveis de
expressdo de mRNAs de diferentes tipos de IFNs em PBMCs humanos infectados com mimivirus; -
Mensurar os niveis de expressdo de mRNAs de diferentes ISGs em PBMCs humanos infectados com
APMV; - Verificar se APMV é capaz de interferir com o estabelecimento do estado antiviral em PBMCs
humanos; - Avaliar a presenca de possiveis viroceptores codificados por APMV".

OBS: n3o ha descrigdo para as siglas.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores, "Como a pesquisa necessita de coleta de PBMCs humanos, possiveis riscos de
contaminagédo da equipe de coleta deve ser considerada, assim como problemas relacionados a
contaminagéo dos pacientes doadores. Todavia, para reduzir estes riscos, todas as coletas serdo feitas com
material estéril. Estes serdo abertos e manipulados na presenga dos sujeitos doadores. As coletas serdo
feitas por farmacéuticos experientes, participantes da equipe de coleta e andlise, de forma a reduzir ao
maximo qualquer risco de infecgdo e/ou traumas decorrentes do processo de coleta".

Quanto aos beneficios, "As amostras de sangue serdo submetidas a um hemograma, realizado pbr
farmacéuticos participantes da equipe de coleta e andlise. O resultado deste hemograma podera ser
fornecido aos doadores, caso seja de interesse dos mesmos. Beneficios cientificos relacionados com o
conhecimento da biologia dos mimivirus também devem ser considerados".

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

"Estudos recentes demonstraram que pacientes que se encontram no ambiente hospitalar, principalmente
imunodebilitados e respirando sob ajuda de aparelhos, representam um grupo de risco para
micro—organismos patogénicos associados a amebas (MPPAs)". Segundo a justificativa do projeto, ndo
existem dados acerca da relagdo entre mimivirus e o sistema interferon ou analise de genes de
imumodulagédo codificados por membros da familia Mimiviridae.

Consideragées sobre os Termos de apresentagédo obrigatéria:

Além do projeto de pesquisa, foram anexados o TCLE com riscos e beneficios e com direitos do participante
da pesquisa (na nova versdo estd em forma de convite), o parecer consubstanciado de aprovagéo do
Departamento de Microbiologia do ICB e a folha de rosto devidamente assinada pelo diretor do ICB.
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Recomendagoes:

-Descrever a forma de recrutamento dos participantes da pesquisa, se sd0 maiores de 18 anos de idade e o
nimero (se 5 ou 10). foi respondido na nova versdo do TCLE "Ao todo, 10 voluntarios saudaveis,
pertencentes a comunidade da UFMG, maiores de 18 anos, participardo da pesquisa.”

-Mudar o texto inicial do TCLE, colocando-o em forma de convite. "O Sr. (Sra.) esta sendo convidado pelo
nosso grupo de pesquisa para participar deste estudo como voluntario na doagéo de sangue. Mais
informacdes sobre a pesquisa seguem abaixo."

Adequar o cronograma.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

Somos pela aprovagéo do projeto "Analise do perfil de expressdo de mRNAs de interferons (IFNs) e de
genes estimulados por IFNs (ISGs) em PBMCs humanos infectados com Acanthamoeba polyphaga
mimivirus" do pesquisador Jonatas Santos Abrahdo e da equipe Lorena Silva e Fabio Pio Dornas.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Né&o

Consideragées Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme parecer. |

( BELO HOR(ZONTE, 09 de Julho de 2017

N

Assinador por:
Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenador)
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