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Contribuicao para o estudo de mecanismos de apoptose em infeccao de virus
da peste suina africana (VPSA) em macroéfagos de suino.

Resumo:

A modulacdo de apoptose em macrofagos de suino foi estudada durante
infeccdo in vitro pelos isolados de virus da peste suina africana (VPSA) L60, de alta
viruléncia, e NHV, de baixa viruléncia. Ambos desencadearam apoptose mas morte
celular expressiva observou-se apenas tardiamente, apds conclusao do ciclo viral.

Na infec¢ao por L60 identificou-se menor fragmentagéo internucleossémica (FIN)
de DNA a tempo precoce e menor activacao de caspase-3 durante 18h de infeccéao.
Em correlacado, quantificou-se maior expressdo de mRNA do gene viral homoélogo de
bcl-2 muito precocemente apds infecgdo por L60 e maior producao de proteina viral
homéloga de IAPs ao longo desta, em comparacao com NHV. Contudo, a tempo
tardio (18h) a FIN de DNA foi semelhante em ambas infeccdes. A inibicdo de
caspases por zVAD-fmk ndo preveniu significativamente a FIN, sugerindo
independéncia daquelas proteases no processo apoptético desencadeado pelo
VPSA.

Apesar da diferente modulacdo de apoptose, ambos o0s virus produziram
progenia semelhante apés 18h de infeccdo, sugerindo exigéncias particulares de
cada isolado para completar o seu ciclo de replicagéo in vitro.

O estudo do significado in vivo das diferencas na modulagédo de apoptose por
L60 e NHV podera contribuir para a melhor compreensao da patogenia de infec¢ao
pelo VPSA.

Palavras-chave: VPSA, apoptose, viruléncia, macréfago.






Contribution for the study of apoptosis mechanisms in African swine fever
virus (ASFV) infection of swine macrophages

Abstract:

Modulation of apoptosis by African swine fever virus (ASFV) in swine
macrophages was studied during in vitro infection by highly virulent L60 and low
virulence NHV. Both isolates triggered apoptosis, but meaningful cell death was
observed only late in infection, after viral cycle conclusion.

L60 induced lesser DNA internucleossomic fragmentation (INF) at early time and
lesser activation of caspase-3 along 18h infection. Accordingly, expression of mRNA
for viral bcl-2 homologue gene at very early infection, and of viral protein homologue
to IAPs along infection, was higher with L60 when compared to NHV. At late time
however (18h), DNA INF was similar in both infections. Caspase inhibition by zVAD-
fmk didn’t significantly prevent INF, suggesting that the apoptotic process triggered
by ASFV may be independent of such proteases.

In spite of the different modulation of apoptosis, both viruses produced similar
progeny after 18h infection, suggesting diverse demands of each isolate to
accomplish replication in vitro.

Study of the in vivo significance of differences in apoptosis modulation by L60 and

NHV may open new insights for the understanding of ASFV pathogenesis.

Keywords: ASFV, apoptosis, virulence, macrophage.
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1. INTRODUCAO

1.1. O virus da peste suina africana (VPSA)

O VPSA é um virus de DNA classificado como membro unico da familia
Asfarviridae (“African swine fever and related viruses”) e do género Asfivirus (Dixon
et al., 2000). Inicialmente foi classificado na familia Iridoviridade, cujos membros
infectam insectos, anfibios e peixes, devido a semelhancas morfoldgicas e a
localizagéo citoplasmatica do genoma viral nas células hospedeiras. Mais tarde veio
a verificar-se uma maior proximidade com a familia Poxviridae, devido a estrutura e
estratégia de replicagcdo do seu DNA, e a presenca na particula viral de enzimas
para sintese e modificacao de RNA viral precoce (Murphy et al., 1999), justificando-
se assim a criagdo de uma nova familia para o VPSA. E o Unico virus de DNA
classificado como arbovirus (“arthropod borne virus”) (Wardley et al., 1983, Wilkinson
et al., 1977) e tem a capacidade de processamento proteolitico de poliproteinas,
uma caracteristica observada num nudmero muito limitado de virus de DNA (Simon-
Mateo et al., 1997, Simon-Mateo et al., 1993).

O VPSA é o agente etiologico da peste suina Africana (PSA), uma doenca
altamente contagiosa e mortal para o suino doméstico, que esta incluida na lista de
doencas transmissiveis do “Office international des Epizooties” (OIE, 2005). A PSA é
também classificada como doenca animal transfronteirica (“transboundary animal
disease” - TAD), definida pela FAO como doenga com significativa importancia
econdmica, comercial e alimentar para um numero consideravel de paises, que se
pode disseminar de um pais a outro e atingir proporcdes epidémicas cujo controlo
requer cooperacgao internacional (FAO, 2001).

O VPSA infecta membros da familia Suidade e diferentes espécies de
argasideos do género Ornithodorus (Plowright et al., 1994), que transmitem a
doenca e que em Africa sdo os seus reservatérios. Desde que foi reconhecida em
Africa ap6s ocorréncia de surtos no Quénia entre 1910 e 1915 que afectaram suinos
domésticos europeus ali introduzidos (Montgomery, 1921), a PSA surgiu pela
primeira vez na Europa em 1957, em Portugal (Manso Ribeiro et al., 1958). Nas
décadas de 60 e 70 alastrou a varios outros paises europeus como Espanha,
Franca, Italia, Malta e ainda a Cuba, Brasil, Republica Dominicana e Haiti (Revisto
por Costa, 1990, Sanchez Botija, 1982, Wilkinson, 1986). Em 1985 ocorreu ainda um
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surto da doencga na Bélgica (Biront et al.,, 1987) e em 1986 na Holanda (Terpstra &
Wensvoort, 1986).

Apbs um siléncio epizodtico de seis anos desde a declaragao de erradicacao da
doenca em Portugal em 1993, ocorreu um surto esporadico no sul do Alentejo em
1999, com inicio numa exploracéao rural de suinos com histéria prévia de PSA e que
na altura se encontrava infestada por Ornithodorus erraticus (Basto et al., 2006). A
doenca permanece ainda hoje de forma enzoética na Africa sub-Saariana e na ilha
da Sardenha em lItédlia. Recentemente, em 2007, foi relatado um novo foco da
doenca na Georgia (OIE, 2007a), que entretanto se dispersou para outros paises na
regidao do Caucaso, como a Arménia (FAO, 2007), Russia (OIE, 2007b) e Azerbeijao
(OIE, 2008).

Desde que a PSA foi identificada, numerosos trabalhos de investigacdo tém
vindo a esclarecer diferentes aspectos da biologia do agente etiolégico bem como
mecanismos da sua patogenia. No entanto, todos os esfor¢os para a obtengéo de
uma vacina eficaz e segura se tém revelado infrutiferos, pelo que ainda hoje o
controlo da doencga se baseia exclusivamente na aplicacdo de rigorosas medidas de
profilaxia sanitaria. O abate compulsivo dos animais infectados e dos que contactam
com a doenca, bem como as indemnizacées a produtores, vazios sanitarios e
interdicao a exportacdo tém custos elevadissimos para a economia dos paises
infectados. Em Africa, um continente em que existe grande escassez de alimento
para a maioria da populagdo, a PSA tem um impacto particularmente negativo,
constituindo um dos principais obstaculos ao desenvolvimento da produgéo suinicola
(FAO, 2000).

1.2. Patogenia da PSA

O VPSA é um virus bem adaptado aos seus hospedeiros naturais em Africa
nomeadamente os suideos silvaticos Phacochoerus aethiopicus e Potamochoerus
porcus e o argasideo Ornithodorus moubata, provocando nestes infeccdes
inaparentes que podem persistir durante meses ou anos. No suino doméstico por
outro lado, a infeccao pode evoluir sob diversas formas clinicas que variam de hiper
agudas a crénicas ou mesmo inaparentes (Plowright et al., 1994). Em Africa a PSA
manifesta-se geralmente sob formas agudas, resultando em elevada mortalidade
para o suino doméstico, mas noutras areas geograficas fora desta e ao longo do
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tempo de ocorréncia da doenca surgiram infecgées crdnicas ou sub-clinicas,
frequentes nomeadamente na Europa antes da erradicacdo da PSA (Hamdy &
Dardiri, 1984, Hess, 1981). Este facto podera indicar a persisténcia de isolados virais
menos virulentos na natureza e/ou uma evolugcdo no sentido da adaptacdo ao
hospedeiro e estabelecimento de infeccdes persistentes. Os animais que recuperam
deste tipo de infeccoes podem permanecer infectados por longos periodos (Leitao et
al., 2001, Villeda et al., 1993b) e constituir um reservatério e fonte de infecgdo do
virus. Foi também sugerido que o decréscimo na viruléncia do VPSA fora de Africa
podera ter resultado da utilizagcdo em larga escala, na década de 60, de estirpes
vacinais atenuadas por passagem em cultura celular (Hess, 1981).

A transmissdo da PSA entre animais ocorre normalmente pela via oral-nasal,
sendo a transmissao por via aérea improvavel excepto em exploragdes intensivas
(Wilkinson et al., 1977). Em infecgbes agudas com isolados africanos, o VPSA é
excretado por via naso-faringea 24 a 48 horas antes do surgimento de febre, embora
a quantidade de virus necessaria para que ocorra infeccdo em animais de contacto
seja atingida normalmente ao segundo dia daquele sinal (Greig & Plowright, 1970,
Montgomery, 1921). Todas as secreg¢des nasais, orais, faringeas, conjuntivas e
genitais, bem como urina e fezes, contém virus, apesar de as secre¢cées nasais e
orais serem as mais importantes em termos epidemiolégicos. A transmissao vertical
da PSA nunca foi claramente demonstrada, embora estejam descritos abortos em
fémeas com infec¢do aguda (Schlafer & Mebus, 1984).

Apos infeccdo por via oral-nasal, o VPSA é detectado inicialmente nas tonsilas
faringeas e linfonodos mandibulares, ou mais raramente em linfonodos brénquicos e
gastricos (Greig, 1972, Wilkinson, 1989, Wilkinson & Donaldson, 1977).
Posteriormente a disseminagcdo do virus prossegue via circulagdo sanguinea,
predominantemente através de associacdo a eritrécitos no caso dos virus
hemadsorventes, a larga maioria dos que se conhecem, podendo estes transportar
até 90% do virus em circulacdo, embora também se observe associacdo a
leucécitos (Colgrove et al.,, 1969, Plowright et al., 1968, Vinuela, 1985, Wardley &
Wilkinson, 1977). Em situagdo de doenca aguda sao atingidos frequentemente
niveis de virémia de 10® HADso/ml (Borca et al., 1998, Genovesi et al., 1988, Villeda
et al., 1993b).

As principais células alvo da replicacao do VPSA sao células da linha mondcito-
macréfago do suino (Colgrove, 1968, Colgrove et al., 1969, Heuschele, 1967,
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Heuschele et al., 1966, Malmquist & Hay, 1960b) embora existam descricdes de
replicacdo noutros tipos celulares como células endoteliais, mesangiais do
glomérulo, epiteliais dos tubos colectores renais, pericitos, hepatécitos, neutréfilos e
megacaridcitos (Carrasco et al., 1996b, Colgrove, 1968, Colgrove et al., 1969,
Gomez-Villamandos et al, 1995a, Gomez-Villamandos et al, 1995b, Gomez-
Villamandos et al., 1995c, Gomez-Villamandos et al., 1995d, Sierra et al., 1987,
Sierra et al., 1989, Vallee et al., 2001, Wilkinson & Wardley, 1978). No entanto, em
algumas destas células a infeccao foi observada apenas em fases adiantadas da
doenca, sugerindo que seja secundaria a infeccdo de macrofagos.

Uma das principais caracteristicas da PSA traduz-se por uma marcada linfopénia,
resultante da morte em larga escala de linfécitos por apoptose, apesar de nao
ocorrer replicacao viral nestas células. Diferentes autores sugerem que a inducao de
apoptose em linfécitos sera devida a libertacdo de factores apoptogénicos das
células infectadas (Carrasco et al., 1996a, Gomez-Villamandos et al., 1995a, Oura et
al.,, 1998, Ramiro-lbanez et al., 1996, Salguero et al., 2005). Outra caracteristica
marcante da forma aguda da doenca é a ocorréncia de hemorragias generalizadas
em varios érgaos, o que é atribuido pela maioria dos autores a coagulacéo
intravascular disseminada que se desenvolve na fase final da doencga e que culmina
em morte devida a choque e/ou exsudacao de fluidos nos pulmdes (Villeda et al.,
1993a, Villeda et al., 1993b).

1.3.Biologia do VPSA

1.3.1. Oviriao

As particulas virais tém grandes dimensdes, com 175 a 215 nm de didmetro, e
possuem uma simetria icosaédrica e um envelope adquirido a saida da célula por
gemulacao. O virido é constituido por um nucleoide central contendo o DNA,
envolvido por uma dupla membrana lipidica derivada do reticulo endoplasmatico
formando um envelope interno. Externamente a este existe uma capside proteica,
responsavel pela forma icosaédrica do virus, e ainda um envelope externo derivado
da membrana celular (Andres et al., 1998, Andres et al., 1997, Breese & De Boer,
1966, Carrascosa et al., 1984). O genoma viral consiste numa molécula de DNA de

cadeia dupla de 170 a 190 Kb dependendo das estirpes (Enjuanes et al., 1976,
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Plowright et al., 1966), com as extremidades de cada cadeia ligadas formando
estruturas em ansa de cadeia simples (gancho de cabelo) (Ortin et al., 1979). Os
extremos do genoma viral contém repeticées terminais invertidas (de la Vega et al.,
1994, Sogo et al., 1984), de forma semelhante aos poxvirus.

No genoma do VPSA podem ser reconhecidas 3 regides principais: uma regiao
central conservada (RCC) na generalidade das estirpes isoladas na Europa e
América, de aproximadamente 125 kpb, que em estirpes isoladas em Africa possui
algumas variacoes, e duas regides flanqueando esta, as regides variavel esquerda
(RVE) e direita (RVD). Estas apresentam dimensdes diferentes dependendo do
isolado viral e é onde se localizam as diferencas gendémicas mais significativas entre
isolados de VPSA, resultando de delecgdes, inser¢des ou duplicacdes (Blasco et al.,
1989a). Nestas regides variaveis estao localizados os genes das chamadas familias
multigénicas (FMG), com cinco familias descritas e denominadas segundo o numero
médio de aminoacidos dos seus produtos: FMG 100, 110, 300, 360 e 505/530
(Aguero et al., 1990, Almendral et al., 1990, de la Vega et al., 1990, Dixon et al.,
1993, Gonzalez et al.,, 1990, Rodriguez et al., 1994b, Yozawa et al, 1994). As
proteinas das FMG parecem ser importantes no complexo ciclo de vida do VPSA.
Nomeadamente, genes das FMG 360 e 530 parecem ser essenciais para a
replicacéo viral em macréfagos e para a sobrevivéncia destes apds infeccao (Zsak et
al., 2001), estando também implicados em viruléncia para o suino (Neilan et al.,
2002). Por outro lado, alguns genes das FMG 110, 360 e 530 sao perdidos quando o
virus é adaptado ao crescimento em células de linha continua (Almendral et al.,
1990, de la Vega et al.,, 1990, Pires et al., 1997). Em contraste, virus isolados de
carragas mostram pouca variagdo genética nestas regides variaveis do genoma, o
que parece indicar que estas sequéncias sao importantes para o ciclo de vida neste
hospedeiro (Dixon & Wilkinson, 1988).

1.3.2. O ciclo infeccioso do VPSA nas células hospedeiras: ligacao,

internalizacao, replicagcdo e montagem das particulas virais

Estudos morfolégicos através de microscopia electronica mostraram que o VPSA
penetra em células susceptiveis, Vero e macréfagos de suino, através de endocitose
mediada por receptores celulares de natureza proteica (Alcami et al., 1989, Alcami et

al., 1990, Galindo et al., 1997). Neste processo nao sdo utilizados receptores Fc pelo
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que a entrada do VPSA nas células hospedeiras nao parece ser mediada por ligacao
a anticorpos (Alcami & Vinuela, 1991), facto que conduziu a pesquisa de proteinas
virais responsaveis pela ligacdo a receptores especificos a superficie celular. Dos
cerca de 100 polipéptidos induzidos pelo VPSA em macréfagos, cerca de 40 sao
incorporados na particula viral (Carrascosa et al., 1985, Esteves et al,, 1986). O
tratamento de particulas virais purificadas para libertacao de proteinas de superficie
permitiu verificar que uma destas proteinas se liga a células susceptiveis, a p12
(Carrascosa et al., 1991). Esta competiu com a ligacdo de VPSA as células
susceptiveis e reduziu mesmo a sua infectividade (Angulo et al., 1993, Carrascosa et
al., 1991). No entanto, a imunizacdo de animais com p12 por si s6 revelou-se
ineficaz na inducdo de proteccdo (Carrascosa et al., 1995) e na inducdo de
anticorpos neutralizantes (Angulo et al., 1993, Gomez-Puertas et al., 1996).

A analise imunolégica de soros de animais convalescentes de infeccdo com
VPSA revelou que as proteinas virais estruturais p72, p30 e p54 estao entre as mais
relevantes na resposta humoral a infeccéo (Afonso et al.,, 1992, Alcaraz et al., 1995,
Gomez-Puertas et al, 1996). A p72 localiza-se na cépside viral e é a principal
proteina viral estrutural, constituindo cerca de 32% da massa proteica total do virido
(Lopez-Otin et al, 1990). A p30 tem localizagdo na membrana das células
hospedeiras infectadas, podendo ser excretada para 0 meio e ainda incorporada no
virido (Afonso et al., 1992, Gomez-Puertas et al., 1996). A proteina p54 encontra-se
também na particula viral ao nivel do envelope interno (Rodriguez et al., 1994a).
Verificou-se que anticorpos contra as proteinas p72 e p54 inibem a ligacdo do VPSA
as células hospedeiras. Utilizando-se anticorpos contra p30, a ligacdo ocorre mas o
passo seguinte de internalizacado do virido é inibido (Gomez-Puertas et al.,, 1996).
Assim, além de p12, também p72 e p54 parecem mediar a ligacao do virus a célula
hospedeira e p30 mediara a fase seguinte de internalizagdo. A importancia relativa
destas diferentes proteinas ou a sua interaccdo/cooperacédo, se existente, para o
processo de entrada do virus na célula é no entanto ainda desconhecida.
Adicionalmente, diferentes autores obtiveram resultados discordantes relativamente
a capacidade destas proteinas para induzirem proteccdo em suinos com elas
imunizados. Embora se tenha observado proteccdo parcial através de uma
imunizacao prévia com ambas as proteinas p30 e p54 em animais infectados com
um isolado virulento europeu (E75) (Gomez-Puertas et al., 1998), a imunizacao

conjunta com p30, p54 e p72 nao protegeu os animais de infeccdo com um isolado
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virulento africano (Pr4) (Neilan et al., 2004). Estes estudos indicam que factores
adicionais, dependendo da estirpe viral, parecem condicionar a eficacia da resposta
imunitaria contra estas proteinas envolvidas na entrada do virus na célula.

Apos formacgdo de vesiculas de endocitose contendo o virus, este é libertado no
citoplasma através da fusdo do envelope viral com a membrana da vesicula de
endocitose (Valdeira et al., 1998). Os nucleoides virais sdo entao transportados ao
longo de microtubulos para uma regiao perinuclear onde se ira formar a fabrica viral,
zona de sintese de DNA e morfogénese viral (Nunes et al., 1975, Rojo et al., 1999).
Este transporte ao longo do citoplasma parece ser também mediado pela proteina
p54, através da sua interaccdo com a cadeia leve LC8 do complexo motor de
dineina microtubular (Alonso et al., 2001).

Ap6s descapsidacdo do virus inicia-se a expressdo de genes virais precoces.
Esta expressédo ocorre antes da replicacdo do genoma viral, através de enzimas e
factores presentes nos viridbes, sendo produzidas nesta fase as proteinas
necessarias durante o ciclo replicativo. A replicagao do DNA viral inicia-se por volta
das 6h pos-infeccao e utiliza uma DNA polimerase codificada pelo virus, formando-
se intermediarios concatenados que sao depois resolvidos em genomas unitarios,
num mecanismo semelhante ao dos poxvirus (Vinuela, 1985). A replicagdo do DNA
do VPSA regula a expressdao dos seus genes, dividindo a sua transcricdo em
precoce e tardia. Verifica-se no entanto a expressao continua ao longo da infeccao
de alguns genes precoces (Carvalho & Rodrigues-Pousada, 1986, Martins et al.,
1994). Os mRNAs de VPSA sédo estruturalmente semelhantes aos dos eucariotas,
contendo terminais 5’ “capped” e caudas poliadeniladas na extremidade 3’ (Salas et
al., 1981). Entre os transcritos tardios que surgem apds replicacdo do DNA
encontram-se 0s que dardo origem a proteinas estruturais que formam a particula
viral.

Aproximadamente a partir das 8 horas de infecgdo, é visivel através de
microscopia electrdénica a formagao da fabrica viral, na maioria dos casos Unica,
préxima ao nucleo da célula hospedeira e contendo particulas virais em varias fases
de morfogénese (Brookes et al., 1996). Esta fabrica assemelha-se estruturalmente a
formacdées chamadas “aggresomes”, que surgem em células sujeitas a stress
induzido pela acumulacao de proteinas “misfolded” e “unassembled”, e que parecem
servir o proposito de sequestrar proteinas anémalas evitando a sua toxicidade para
a célula (Johnston et al., 1998). Tanto as fabricas virais como 0s “aggressomes” sao
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envolvidos por filamentos de vimentina e requerem o sistema microtubular da célula
para se formarem (Heath et al., 2001, Stefanovic et al., 2005). Parece assim que o
virus utiliza esta estratégia para concentrar no local da fabrica viral as proteinas
estruturais, facilitando a sua morfogénese (Heath et al,, 2001). Observa-se ainda
uma migracdo massiva de mitocdndrias para a vizinhanga da fabrica viral,
fornecendo provavelmente a energia necessaria ao processo de morfogénese (Rojo
et al., 1998). Finalmente os virides sao transportados através de microtubulos para a
membrana plasmatica, da qual gemulam adquirindo um envelope externo (de Matos
& Carvalho, 1993). A gemulacdo pode ser observada a partir das 10 horas poés-
infecgdo, atingindo niveis maximos entre as 18-24 horas (Brookes et al., 1996).

1.4.Genes de VPSA: modulacao de fungdes celulares e evasao viral ao sistema

imunitario

A sequenciagado do genoma do isolado de VPSA Ba71V, adaptado a células de
linha Vero, permitiu um avango consideravel para o conhecimento da biologia viral
(Yanez et al., 1995). Permitiu identificar a presenca de pelo menos 151 ORFs
principais, codificando para proteinas envolvidas nas mais variadas fungdes (Yafnez
et al., 1995) como por exemplo:

- Metabolismo de acidos nucleicos: sintese de percursores de desoxiribonucleétidos
para replicacdo de DNA - timidina cinase (K796R), timidilato cinase (A240L),
ribonucleétido redutase (subunidades pequena e grande, F334L e F778L) e
desoxiuridina trifosfatase (E165R);

- Modificagao da estrutura dos acidos nucleicos: proteinas com motivos conservados
da super familia Il de helicases (A859L, F1055L, B962L, D1133L, Q706L e QP509L)
e uma topoisomerase Il (P1192R);

- Replicacdo de DNA: polimerase de DNA semelhante a DNA polimerase—a
(G1207R), DNA ligase dependente de ATP (NP419L), factor de processividade
putativo da DNA polimerase viral (E301R);

- Transcricdo: varias subunidades de RNA polimerase dependente de DNA
(nomeadamente NP1450L e EP1242L homélogas das subunidades maiores da RNA
polimerase Il de eucariotas e da RNA polimerase do virus vaccinia), proteina
semelhante ao factor de transcricéo Sl (1243L) e guanililo transferase (NP868R);
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- Prevencao e reparacdo de danos no DNA: prevencdo de danos resultantes de
oxidacdao, nomeadamente por espécies reactivas de oxigénio abundantes em
mondécitos e macréfagos (D250R); sistema de reparacdo do DNA com base em
excisao de bases andmalas — endonuclease apurinica/apirimidinica (AP) de classe |l
putativa (E296R), proteina semelhante a DNA polimerases da familia X (O174L);

- Modificagéo de proteinas: enzima de conjugacao de ubiquitina de classe Il (/215),
proteina cinase (R298L), proteina contendo motivos conservados de
preniltransferases (putativamente associada a membranas) (B318L);

- Associacdo putativa a membranas e secrecdo: proteina homéloga de CD2
(molécula de adesao presente na membrana citoplasmatica de linfocitos T e células
NK) (EP402R), proteina contendo uma regido homdloga a lectina animal do tipo C
(EP153R), proteina pertencente a familia multigénica 110 (L270L) e algumas das
proteinas estruturais do virido, p12, p22, p54 e p17;

Muitas das proteinas virais possuem homologia com proteinas celulares,
fornecendo ao VPSA ferramentas para controlar varias funcées na célula
hospedeira, nomeadamente relacionadas com vias imunomoduladoras e de morte
celular, pelo que tém sido alvo de estudos mais aprofundados. Este é o caso da
proteina viral homéloga de CD2 (CD2v), necessaria para a hemadsorcao de
eritrécitos a superficie de células infectadas em cultura (Rodriguez et al., 1993) e
também in vivo (Sierra et al., 1991), que é codificada pela ORF EP402R/8-DR (Borca
et al., 1994, Rodriguez et al., 1993). A proteina CD2 celular é expressa a superficie
da membrana citoplasmatica de células do sistema imunitario, como linfécitos T e
células NK de homem, linfécitos B de ratinho e macréfagos esplénicos de rato e de
ovelha (Bierer & Burakoff, 1989, Driscoll et al, 1991). Tem sido implicada
nomeadamente na estabilizacdo da interaccdo entre linfocitos T e células
apresentadoras de antigénio, com consequente activacao dos linfécitos T (Moingeon
et al, 1989). O dominio extracelular de CD2v partiiha com a CD2 celular
semelhancas significativas ao nivel da sequéncia aminoacidica, ao contrario do seu
dominio citoplasmatico em que nao foram encontradas semelhangas 6bvias (Dixon
et al., 2004). A CD2v é incorporada na membrana externa do virido, provavelmente
durante gemulagdo através da membrana celular, e a sua ligagdo a eritrécitos
facilitara a disseminacgao viral no organismo. Apesar de ndo ser essencial para a
infeccao ou replicagao viral, verificou-se que a delec¢do de CD2v provoca um atraso

na disseminagdo do virus para os linfonodos do animal infectado e no
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desenvolvimento da doenga e da virémia, embora no final a taxa de mortalidade seja
semelhante a provocada por virus parental (Borca et al., 1998). Os mesmos autores
observaram ainda um papel imunosupressor de CD2v durante infeccao de células
mononucleares de sangue periférico de suino. A presenca deste gene no genoma
viral foi necessaria para que ocorresse uma clara inibicado da proliferacao linfécitaria
em resposta a mitogénios. Foi também sugerido que o fendmeno de hemadsorcao a
superficie das células infectadas podera inibir o contacto e reconhecimento da
infecgdo por outras células imunitarias do suino (Yanez et al., 1995).

Estudos mais recentes mostraram que a maioria da proteina CD2v se encontra
associada a membranas de organelos intracelulares derivados do complexo de
Golgi, e que a sua porcao citoplasmatica interage com a proteina SH3P7 de ligacao
a actina do hospedeiro (Kay-Jackson et al., 2004). A SH3P7 estd implicada no
trafego de proteinas através do complexo de Golgi, transducdo de sinais
(nomeadamente modulacao da via de sinalizacdo JNK1) e endocitose (Fucini et al.,
2002, Mise-Omata et al., 2003, Warren et al., 2002). A ligacao de Cd2v a SH3P7
constitui potencialmente um mecanismo de controlo das proteinas secretadas ou
expostas a superficie da célula infectada, podendo modular a sinalizacdo a outras
células como linfécitos (Dixon et al., 2004). A apoiar esta teoria existem relatos de
que a infecgao por VPSA interfere com a rede Trans-Golgi de transporte e secregao
celular, verificando-se nomeadamente um atraso no transporte de proteinas para a
membrana plasmatica (McCrossan et al., 2001, Netherton et al., 2006). Mais
especificamente, os autores referem que este processo podera estar na base da
inibicdo da apresentacdo de moléculas MHC classe | a superficie celular, observada
em macrofagos infectados por VPSA virulento (Netherton et al., 2006), podendo
assim interferir com a apresentacao antigénica, e evitar o reconhecimento e lise das
células hospedeiras infectadas por LCTs.

Outra proteina viral com potencial poder imunossupressor acerca da qual se tém
realizado varios estudos é a A238L/5EL, devido a sua homologia com um grupo de
proteinas inibidoras da familia de factores de transcricdo NFkB, as IkB (Yanez et al.,
1995). A vantagem da inibicdo de NFkB para o virus parece residir no facto de estes
factores de transcricdo induzirem a activacdo transcricional de genes
imunomoduladores, codificando nomeadamente para citocinas pro-inflamatorias e
qguimiocinas, responsaveis pelo recrutamento de células inflamatérias para locais de

infeccao (Ghosh et al., 1998). A A238L é detectada a tempos muito precoces pos-
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infeccdo em modelo de infeccdo de células Vero, permanecendo nas células ao
longo da infecgao (Revilla et al., 1998). Adicionalmente, ndo possui os residuos de
serina que nas IkB celulares, ao serem fosforilados por uma IkB cinase (IKK),
sinalizam as moléculas para degradacao (Revilla et al.,, 1998), o que sugere que
esta proteina viral tera um forte poder supressor sobre NFkB. Existe evidéncia da
formacao de complexos entre A238L e a subunidade p65 de NFkB, apos
degradacao de IkB celular (Revilla et al., 1998, Tait et al., 2000). A expressao de
A238L em células de linha continua inibiu a transcricdo de um gene repoérter
dependente de NFkB, e a ligacdo deste factor de transcricdo a sequéncias alvo no
DNA, ou provocou mesmo a dissolucédo desta ligagao (Powell et al., 1996, Revilla et
al., 1998).

Verificou-se que a A238L inibe também a actividade da fosfatase calcineurina,
através de ligacdo a sua subunidade catalitica, tanto em macréfagos alveolares
infectados como células Vero (Miskin et al., 1998). A calcineurina esta envolvida na
regulacdo de varias actividades celulares, sendo uma das mais conhecidas a
activacao por desfosforilagao de factores de transcricao da familia NFAT em células
T. Isto permite a translocacao destes factores para o ndcleo, onde tém como alvo
genes indutiveis durante a resposta imunitaria, codificando nomeadamente para as
citocinas IL-2, IL-4, GM-CSF (Rao et al., 1997). Em macréfagos de suino foi também
descrita a existéncia de cDNA codificante para uma proteina com semelhancas a
NFAT2 (Miskin et al., 1998), pelo que ao inibir a actividade da calcineurina, A238L
inibird a transcricdo de genes imunomoduladores também através deste factor de
transcricdo. Alguns destes genes, com importantes fungdes proé-inflamatérias, foram
ja descritos. A enzima sintetase de Oxido nitrico indutivel (iNOS) bem como a
libertacdo do seu produto, 6xido nitrico (ON), sao inibidas quer durante infeccao de
macréfagos quer em ensaios de sobreexpressao de A238L (Granja et al., 2006b). O
ON constitui uma espécie de radical livre com um potente efeito citotdxico, inibitério
da replicagao viral e modulador de apoptose, sendo maioritariamente produzido por
macréfagos activados (Colasanti et al.,, 2002, Taylor et al., 2003). A sua via de
producdo constitui assim um alvo importante de regulagdo em infecgdes virais.
Mecanismos de inibicao de ciclooxigenase-2 (COX-2) (Granja et al., 2004b) e da
producédo de TNF—a (Granja et al., 2006a) foram também recentemente descritos.

A corroborar um papel imunomodulador do VPSA estdo observacoes de que

isolados virulentos inibem a transcricdo e producdo de varias citocinas pro-
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inflamatérias durante infeccao em macréfagos (Gil et al., 2003, Powell et al., 1996,
Whittall & Parkhouse, 1997). No entanto, A238L nao é essencial para a viruléncia in
vivo nem para o crescimento viral in vitro, como se verificou através de infeccdes
com um isolado altamente virulento delectado (Neilan et al., 1997b). Alguns autores
sugerem assim que A238L sera importante no estabelecimento de infeccées sub-
agudas ou crbnicas de suinos domésticos e ndao em infeccbes agudas, que

rapidamente provocam a morte dos animais (Granja et al., 2006b).

1.5. Ainfec¢édo por VPSA de diferente viruléncia no estudo da PSA

Ao longo de varias décadas de investigacdo acerca da PSA, estudos
comparativos de infec¢ao utilizando isolados virulentos e naturalmente atenuados,
tém vindo a elucidar parametros potencialmente relevantes para o desencadear de
respostas imunitarias eficazes. Verificou-se que suinos sobreviventes a infeccao
natural ou experimental por VPSA de diferente viruléncia sobrevivem a contra-prova
com virus homaélogos altamente virulentos (Malmquist, 1963, Manso Ribeiro et al.,
1963). Esta proteccédo ndo € no entanto mediada por anticorpos especificos para o
VPSA, uma vez que nos animais infectados estes coexistem com virus circulante,
nao neutralizando o seu poder patogénico (Plowright et al., 1994). Estes factos tém
permitido julgar que o desencadeamento de uma resposta imunitaria de base celular
€ relevante para uma defesa efectiva contra a infeccao por VPSA. De facto, foi
observada actividade elevada de células NK em infeccdo com o isolado atenuado
NHV, em correlacdo com proteccdo durante contra-prova com o virus altamente
virulento homélogo L60 (Leitao et al, 2001). Utilizando o mesmo modelo de
infeccao, foi também descrita a inducdo de linfécitos T citotéxicos CD8" (LCT)
especificos para VPSA, com actividade restrita ao contexto de MHC classe | (SLA I).
Estes LCT lisaram preferencialmente macréfagos infectados com virus homélogo, e
também, embora com menor intensidade, macréfagos infectados com isolados
heterélogos (Martins et al., 1988, Martins et al., 1993). Mais recentemente, surgiram
novas evidéncias sobre importancia dos linfécitos CD8" neste mecanismo de
proteccao, uma vez que a sua depleccao dos animais apos infeccdo com o isolado
atenuado OUR/T88/3, levou a que estes deixassem de estar protegidos contra re-
infeccdo com o isolado homélogo altamente virulento OUR/T88/1 (Oura et al., 2005).

Isto verificou-se apesar de os animais possuirem em circulacao anticorpos contra o
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primeiro isolado, confirmando que a eficacia da protec¢do ndo depende da acgao de
anticorpos especificos.

Observou-se em infeccdes utilizando os isolados DR-Il, de moderada viruléncia,
e L60, uma clara inibicdo da expressao de antigénios MHC (ou SLA em suinos) de
classes | e Il (Gonzalez-Juarrero et al., 1992). No entanto, esta inibicao foi reversivel
passado algum tempo de infec¢gdo com o isolado moderadamente virulento mas nao
com o isolado altamente virulento.

A expressao de citocinas é também diferencialmente modulada por isolados de
diferente viruléncia. A transcricao de citocinas proé-inflamatérias como TNF-a e IL-6,
e de citocinas relevantes para activagdo de linfécitos de perfil TH1, IL-12 e IL-15,
esta significativamente aumentada durante infeccdo de macréfagos de suino com o
isolado de baixa viruléncia NHV em comparacdo com o isolado altamente virulento
L60 (Gil et al., 2003).

Processos da resposta imunitéria envolvendo actividade de células NK e LCT,
expressdao de MHC e producdao de citocinas, nomeadamente pro-inflamatoérias,
parecem ser relevantes para uma resposta protectora eficaz, uma vez que séo
induzidas em infecgdes por VPSA atenuados, as quais 0os animais sobrevivem, ao
contrario do que acontece em infeccdo com isolados virulentos. Verifica-se assim
que o estudo comparativo de diferentes respostas do hospedeiro a infeccado com
isolados de VPSA de diferente viruléncia, pode contribuir para um delineamento

futuro de estratégias para o desenho de vacinas eficazes contra esta infeccao.

1.6.0s isolados de VPSA L60 e NHV

Como adiante se descreve, utilizaram-se neste trabalho os isolados de diferente
viruléncia VPSA/L60 (L60) e VPSA/NH/68 (NHV), que tém constituido um modelo de
pesquisa de mecanismos de proteccdo na infeccdo por VPSA. Neste contexto
descrevem-se as diferencas conhecidas a data entre os genomas destes isolados,
que poderao ter implicacdes na relagao virus-hospedeiro.

O L60 é um isolado hemadsorvente de alta viruléncia para o suino doméstico, no
qual provoca doenca hemorragica e mortalidade préxima de 100%. O NHV é um
isolado ndo hemadsorvente de baixa viruléncia para o suino, provocando doenca
inaparente ou cronica com baixa mortalidade. Estes virus foram isolados em

Portugal durante o segundo surto de PSA no pais na década de 60. L60 tera tido
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origem na zona ocidental de Africa, & semelhanga dos outros isolados Europeus e
dos isolados das Caraibas e da América do Sul (Bastos et al., 2003, Blasco et al.,
1989a, Nix et al., 2006). A utilizacdo de L60 como vacina viva durante 1960-62, ap6s
atenuacado por passagens em culturas de macréfagos (Manso Ribeiro et al., 1963),
podera ter contribuido para o surgimento de isolados de menor viruléncia que se
observou em anos posteriores. Em 1968 foi isolado o NHV, homélogo de L60 e
denominado na altura Lisboa 68 (Vigario et al., 1974).

A perda da capacidade de hemadsorcdo no isolado NHV deve-se ao facto de
este possuir mutacdes nas regides codificantes de dois genes contiguos implicados
neste fenédmeno (Duarte, 2000): EP402R/8DR, homologo de receptores do tipo CD2
de linfécitos T como ja referido em 1.4. (Borca et al., 1998, Rodriguez et al., 1993) e
EP153R/8CR, homdlogo de lectinas celulares tipo C (Galindo et al., 2000a, Neilan et
al., 1999). A EP153R contém uma regidao central transmembranar, um dominio
semelhante a lectinas tipo C animais e uma sequéncia de adesao celular (RGD)
(Yanez et al, 1995). A maior parte das lectinas tipo C sao glicoproteinas
transmembranares com um dominio que l|hes permite reconhecer e ligar
carbohidratos (CRD: “carbohydrate recognition domain”), num processo dependente
de Ca®" (Sharon & Lis, 2004). Actualmente sdo consideradas como moléculas de
reconhecimento a nivel intracelular, na superficie membranar ou em fluidos
fisiol6gicos, promovendo a adesao célula-célula ou molécula-célula ou mesmo a
ligacédo e entrada de virus nas células (Marzi et al., 2004, Sharon & Lis, 2004). As
lectinas tipo C de células do sistema imunitario tém ainda um importante papel no
reconhecimento de agentes patogénicos (Cambi et al., 2005). Para além do VPSA,
varios outros virus animais codificam para proteinas com dominios de lectinas tipo
C, como por exemplo os membros da familia Poxviridae “fowlpox”, “cowpox”,
“‘myxoma” (Afonso et al., 2000, Cameron et al., 1999, Shchelkunov et al., 1998,
Wilcock et al., 1999) e o herpesvirus CMV (Voigt et al., 2001). No entanto, a funcao
das lectinas virais nos diferentes ciclos infecciosos é ainda pouco conhecida.

A deleccdo de EP153R do isolado Ba71V resultou numa diminuicdo acentuada
da percentagem de células Vero e macréfagos com hemadsorgdo em culturas
infectadas, tendo sido proposto que EP153R podera funcionar como estabilizadora
da interaccao de EP402R a superficie da célula infectada com os eritrocitos de suino
(Galindo et al, 2000a). A hemadsor¢cdo ndo esta no entanto directamente

relacionada com a viruléncia, uma vez que existem isolados de campo nao
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hemadsorventes virulentos (Gonzague et al., 2001, Pan & Hess, 1984). Igualmente,
a deleccao de EP402R (8DR) ou de EP153R (8CR) do isolado altamente virulento
Malawi Lil-20/1, n&o diminuiu a sua viruléncia para o suino doméstico (Borca et al.,
1998, Neilan et al., 1999), apesar de no caso de EP402R se ter verificado um atraso
na disseminacado do virus pelo organismo. Ambas as proteinas parecem exercer
outras fung¢des na célula para além da promocao da hemadsorcdo. EP402R podera
ter um papel imunossupressor (revisto em Dixon et al.,, 2004) e EP153R um efeito
inibidor na apoptose (Hurtado et al., 2004). A sua falta em simultdneo no isolado
NHV podera resultar num maior efeito ao nivel da diminuicdo da sua viruléncia.

Foi identificada uma delecgcéo na regido variavel esquerda do genoma do NHV,
com cerca de 10 Kpb, afectando varios genes das FMG 360 e 530 (Duarte, 2000).
Esta resultou no desaparecimento das ORFs 3DL, 3EL, 3FR, 3HL, 3IL, 3LL,
3NR/A489R e truncagem das ORFs, 3CL/A125L e 3QR/A280R (Fig. 1). A nao
deteccdo de expressdo de mRNA dos genes delectados foi indicativa da sua
inexisténcia noutro local do genoma do isolado NHV (Duarte, 2000).

Recentemente, genes das FMG 360 e 530 foram associados ao fendtipo
virulento e a capacidade de replicacdo de VPSA em hospedeiros diferentes, como
macréfagos de suino ou tecidos de carracas (Burrage et al, 2004, Neilan et al.,
2002, Zsak et al., 2001). De facto, durante a adaptacdo ao crescimento em células
de linha, isolados de VPSA perderam uma parte significativa destes genes,
especialmente na regidao do extremo esquerdo do genoma (Blasco et al., 1989b, de
la Vega et al, 1990). Em Ba71V existem duas deleccoes nesta regido variavel,
afectando varios membros de FMGs (Zsak et al., 2001). A primeira delec¢do tem
cerca de 5 kpb e compreende trés genes da FMG 110 (1VL, 1XL e 1YL) e dois da
FMG 360 (2AL e 2BL) (relativamente a mesma regiao do isolado altamente virulento
E70). A segunda deleccdo tem cerca de 8,2 kpb, e compreende varios genes
adicionais da FMG 360 e um gene da FMG 530 localizado entre estes: 3CL, 3DL,
3EL (FMG 360), 3FR (FMG 530), 3HL, 3IL, 3LL (FMG 360), correspondendo
aproximadamente a mesma regido da delecgao de 10 kpb em NHV (Fig. 1).
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Figura 1. Representacdo esquematica dos membros das FMG 360 e 530 presentes na
regiao variavel esquerda dos isolados Lisboa 60 (L60), Lisboa 68 (NHV), Malawi e Ba71V.

1- Localizacado de regides variaveis identificadas nos isolados de campo L60 e NHV. 2-
Disposicao e orientagcao dos diferentes genes de cada FMG ao longo dos genomas (FMG
360: setas para a esquerda; FMG 530: setas para a direita). Em percentagem encontra-se
assinalado o grau de semelhangca com ORFs homélogas do isolado L60, calculadas pelo
programa GeneDoc 2.5.000. (Cortesia de Duarte, 2000).

Segundo Zsak et al. (2001), na infeccao de macrofagos com Ba71V nao s6 nao
ocorre qualquer multiplicacdo deste virus, como o0s macréfagos morrem
precocemente em comparacao com a infeccdo por E70. De modo interessante, a
reposicao dos genes da segunda regido delectada de 8,2 kpb, por recombinacao
com sequéncias de E70, foi suficiente para restaurar a capacidade de replicagao do
Ba71V em macréfagos de suino, a uma taxa de crescimento e produgao de virus
semelhantes as de E70. Também na infeccdo com um isolado originalmente
altamente virulento, Pr4, delectado especificamente nos genes 3CL, 3DL, 3EL, 3HL,
3IL e 3LL (FMG 360) e 3FR, 3NR (FMG 530), denominado Pr4A35, se verificou uma
diminuicdo no titulo de producdo de virus de 100 a 1000 vezes (2-3 log) em
comparagcao com o virus parental, bem como morte precoce dos macréfagos por
apoptose. Estas observacdes levaram os autores a sugerir uma funcédo determinante

para os genes das FMG 360 e 530, na infeccdo e sobrevivéncia de macrofagos
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infectados (“macrophage host range determinants”) (Neilan et al., 2002, Zsak et al.,
2001).

Em NHV estdo delectados ou truncados os mesmos genes que se verificou
serem necessarios para a replicacdo dos isolados Ba71V e Pr4 em macroéfagos de
suino, e adicionalmente ainda os genes 3NR/A489R e 3QR/A280R (Fig. 1). No
entanto, este isolado ndo perdeu a capacidade replicativa em macrofagos. Ba71V
possui uma deleccéo adicional ndo presente em NHV, resultando na perda de outros
genes da FMG 110 (1VL, 1XL e 1YL) e da FMG 360 (2AL e 2BL). A presenca destes
genes em NHV, ou de outros genes adicionais, uma vez que 0 seu genoma ainda
nao esta sequenciado, poderd compensar a falta dos membros das FMG 360 e 530
delectados para uma eficiente replicacdo em macréfagos de suino.

A proposito da viruléncia, a auséncia de alguns dos genes das FMG 360 e 530
atras referidos podera estar na base do facto de NHV ser um isolado atenuado para
o suino doméstico. Neilan et al., (2002) verificaram que a presenga dos genes 3HL,
3IL e 3LL da FMG 360 em conjunto com 3FR, 3NR e 3QR da FMG 530 nos
genomas dos isolados Malawi e E70, foram determinantes para a sua viruléncia em
infeccdo de suinos domésticos. Mais recentemente, genes da FMG 360 e 530 foram
implicados na inibicdo da resposta a interferdo (IFN) tipo | (Afonso et al., 2004).
Outros autores tinham ja verificado que o INF—a inibe a replicacdo de VPSA em
mondcitos e macrofagos (Esparza et al., 1988), o que se podera relacionar com a
inibicdo da expressdo de INF—a e das respostas mediadas por esta citocina,
observadas durante infeccdo em macréfagos e células endoteliais (Powell et al.,
1996, Vallee et al., 2001).

A auséncia ou disrupcao destes mesmos genes das FMG 360 e 530 no isolado

NHV podera assim contribuir para o seu fenétipo de baixa viruléncia.
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1.7. Vias de inducao de morte celular

Para que se verifiqgue um correcto desenvolvimento embrionario e manutencao
da homeostase nos tecidos de organismos multicelulares ao longo da vida, é
essencial que ocorra morte programada de células. Quando tal ndo se verifica
podem desenvolver-se processos patolégicos devido a imortalizacdo de algumas
células, permitindo o crescimento de tumores ou desenvolvimento de doencgas auto-
imunes. Pelo contrario, degenerescéncias devidas a morte celular acelerada,
nomeadamente ao nivel do cérebro, foram implicadas em doencas humanas como
Doenca de Alzheimer (Yuan & Yankner, 2000).

Nos ultimos anos, varios estudos tém vindo a delinear diversas vias de indugao
de morte celular, que na sua grande maioria ocorrem de forma programada (Melino
et al., 2005). Duas grandes divisdes principais tém sido referidas: morte celular nao
apoptoética e apoptética (Blank & Shiloh, 2007).

1.7.1. Morte celular ndo apoptotica

A morte celular ndo apoptética inclui processos como necrose/oncose, autofagia,
morte celular mitética (MCM) (também referida como catastrofe mitdtica) e também
morte celular independente de caspases (MCIC) (Blank & Shiloh, 2007).
Brevemente, o processo de necrose surge geralmente em consequéncia de
agressoes patofisiolégicas como infeccdo, inflamacdo ou isquémia, que podem
provocar depleccao energética, perda de funcao de bombas ibnicas, activacdo de
proteases e dano das membranas lipidicas, com consequente ruptura celular. A
autofagia é um mecanismo evolutivamente conservado e geneticamente
programado, activado por exemplo em situacao de falta de nutrientes e durante a
diferenciacdo. E um processo adaptativo de resposta a stress metabdlico, que
resulta na degradacao lisossomal de proteinas e organelos celulares, levando ao
surgimento de estruturas vacuolares citoplasmaticas caracteristicas, as vesiculas
autofagicas. Em condicoes fisiologicas normais, existem niveis basais de autofagia
na maioria dos tecidos que contribuem para a adaptacdo celular a condigcdes
passageiras de stress. Em excesso no entanto, a autofagia leva a morte da célula.
Quanto a MCM, é geralmente o processo pelo qual células tumorais morrem no

decurso de alguns dias ap6s tratamentos genotdxicos como irradiagcdo e
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quimioterapia. As células sujeitas a estes tratamentos sofrem mitoses aberrantes,
que resultam em células geralmente inviaveis contendo dois ou mais micronucleos.
Por dltimo, o processo de MCIC partilha com o processo de apoptose classico a
indugcédo de permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa, com libertagdo de
percursores apoptéticos para o citoplasma e consequente fragmentacdao do DNA. No
entanto, como nao envolve a activagdo da cascata proteolitica de caspases, alguns
autores classificam-na como uma forma de morte ndo apoptética (Okada & Mak,
2004).

1.7.2. Morte celular apoptotica

A apoptose é a via de morte celular mais bem caracterizada, nomeadamente em
infecgdes virais. O termo apoptose foi definido por Kerr et al. em 1972 para
descrever morfologicamente, uma forma particular de morte observada em certas
células. Esta morte é acompanhada por um arredondamento da célula, retraccao de
pseudopodes, reducdo do volume celular, condensacao da cromatina (picnose),
fragmentacao do nucleo (cariorrexis), pouca ou nenhuma modificagdo ultraestrutural
de organelos citoplasmaticos, ondulagdao (“blebbing” ou “budding”) da membrana
citoplasmatica e manutencao desta intacta até fases tardias do processo (Kroemer
et al., 2005) (Fig. 2). Finalmente acaba por haver a formacao de corpos apoptéticos
resultantes do desmantelamento da célula em varias porgcbes, sempre delimitadas
por membrana. Estes sao fagocitados in vivo pelas células da vizinhanca, sem que
haja qualquer derramamento do conteudo celular, altamente inflamatério, para o
meio intercelular. Na morte celular por apoptose esta ainda incluida a que é induzida
por falta de aderéncia ao substrato ou a outras células, denominada neste caso
especifico de “anoikis” (Gilmore, 2005).
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Figura 2. Caracteristicas morfolégicas dos processos de morte celular apoptética e
necrotica.
Adaptado de (Van Cruchten & Van Den Broeck, 2002).

A apoptose € um processo perfeitamente orquestrado que envolve uma
interaccdo em cascata de varias proteinas dentro da célula, apés um estimulo
indutor oriundo do exterior da célula ou do seu interior. Caso nao ocorram
interferéncias de outras proteinas reguladoras ao longo do processo, a célula é
desmantelada “silenciosamente” sem que ocorram perturbacdes nos tecidos. Este
desmantelamento é efectuado por uma familia de enzimas proteoliticas
caracteristicas, denominadas caspases (“cysteine-dependent aspartate specific
proteases”) (Fan et al., 2005), que estdo presentes nas células na forma latente de
zimogeénios (procaspases). Uma vez activadas por clivagem proteolitica de dominios
especificos nas suas moléculas, as caspases podem ser responsaveis pela clivagem
e activacao de outras procaspases, ou pela clivagem de varios componentes da
célula, levando ulteriormente ao seu desmantelamento, denominando-se caspases
iniciadoras e efectoras respectivamente.

Consideram-se duas vias principais de inducao de apoptose nas células
eucariotas: a via extrinseca ou de receptores celulares e a via intrinseca ou
mitocondrial (Fig. 3). A via extrinseca € induzida pela interac¢do a superficie celular
de ligandos apoptogénicos com 0s seus receptores especificos, como por exemplo o
ligando FasL e o receptor Fas (ou CD95L/CD95) e TNF—a e o receptor TNF-R1
(Gupta, 2003). Esta interaccao leva ao recrutamento de proteinas adaptadoras do
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citosol como as FADD (“Fas associated death domain”) e TRADD (“TNFR associated
death domain”) e consequente exposicao de dominios DED (“death effector domain”)
presentes nas suas moléculas. Estes DED permitem a interacgdo com os mesmos
dominios presentes em procaspases iniciadoras, como as 8 ou 10, presentes no
citosol, levando ao seu recrutamento e resultante formagéo de um grande complexo
de varias moléculas denominado DISC (“death-inducing signal complex”). No DISC
ocorre auto activacdo da procaspase através da interaccado entre duas unidades
desta molécula, com a formacao da caspase iniciadora activa. A caspase-8 é a mais
referida e podera actuar de duas formas, provavelmente dependendo do tipo celular.
Por um lado podera activar caspases efectoras, como as caspases 3, 6 e 7, e por
outro lado pode truncar e activar Bid no citoplasma, uma proteina pré-apoptotica da
familia Bcl-2, que na forma truncada (tBid) € translocada para a mitocéndria onde
inicia a via mitocondrial de apoptose (revisto em Fan et al., 2005). A caspase-10
parece funcionar da mesma forma que a caspase-8, estando associada
principalmente a apoptose em células linfoides.

Os estimulos indutores da via intrinseca ou mitocondrial de apoptose tém origem
no interior da célula, sendo iniumeros os exemplos referidos na literatura: danos no
DNA ou citoesqueleto, stress no reticulo endoplasmatico, perda de adesdo ao
substrato, falta de factores de crescimento, inibicdo da sintese macromolecular,
acumulacao de moléculas de stress como espécies reactivas de oxigénio e azoto,
etc. Estes acontecimentos provocam a activacdo de moléculas pré-apoptéticas cuja
accao converge ao nivel da mitocdndria, alterando o seu potencial de membrana
e/ou permitindo a difusdo para o citoplasma de moléculas apoptogénicas,
normalmente sequestradas no espaco intermembranar, como citocromo c, AlF
(“apoptosis inducing factor’), EndoG (endonuclease G), Htra2/Omi (“high-
temperature requirement protein A2”) e Smac/Diablo (“second mitochondria-derived
activator of caspase/direct IAP-binding protein with low P1”) (Gupta, 2003).

A presenga de citocromo ¢ no citoplasma é considerada um sinal chave na via de
sinalizagdo apoptoética transduzida pela mitocondria (Liu et al, 1996). Este, na
presenca de ATP, leva a oligomerizacao e activacdo da molécula Apaf-1 (“apoptotic
protease activation factor-1”), que recruta por sua vez uma outra procaspase
iniciadora, a procaspase-9, através da interaccao de dominios presentes em ambas
denominados CARD (“caspase recruitment domain”). Forma-se assim um grande

complexo molecular, o apoptossoma, com caspase-9 activa que por sua vez cliva e
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activa as procaspases efectoras 3 e 7. A caspase-3 pode ainda clivar e activar a
procaspase-9, num processo de “feedback” positivo (Fan et al., 2005).

Uma vez activas, as caspases efectoras clivam variados substratos celulares, o
que resulta nos diversos aspectos morfoldgicos observados em células apoptoticas
(Blank & Shiloh, 2007). Assim, a clivagem de actina e proteinas de ligacao a actina,
gelsolina e fodrina (componentes do citoesqueleto) contribui para a ondulacéo
observada da membrana plasmatica. A clivagem de lamininas e de NuMA (“nuclear
matrix protein”), responsaveis pela integridade do nucleo, resulta na fragmentacao
deste. ACINUS (“apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus) e ICAD
(“inhibitor of caspase-activated DNase”), ao serem clivadas, libertam enzimas activas
que apds translocacdo para o nucleo causam a condensagdao da cromatina e
clivagem do DNA em zonas internucleossdémicas respectivamente.

As caspases efectoras clivam também enzimas envolvidas no mecanismo de
resposta a danos no DNA, como PARP (poly-ADP-ribose polimerase) e outras,
impossibilitando a reparagéo deste e assim contribuindo para a irreversibilidade do
processo apoptético. Clivam ainda proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2, Bel-xL e
XIAP (Blank & Shiloh, 2007).
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Figura 3. Representacdo esquematica das principais vias de sinalizagdo apoptotica.

Fonte: http://www.celldeath.de/encyclo/index.html (Gewies, 2003). A apoptose pode ser
induzida em resposta a variados sinais oriundos do exterior ou interior da célula. Sinais
provenientes de receptores de morte a superficie celular, levam a formagao do complexo
DISC (“death inducing signaling complex”), que medeia a activagdo da caspase iniciadora 8.
Esta processa e activa as caspases efectoras 3, 6 e 7, que clivam varios substratos
proteicos celulares, induzindo as caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas de apoptose.
Em alguns tipos celulares, o sinal apoptético de DISC é amplificado através da activagao
proteolitica de Bid, membro com um Unico dominio BH da familia Bcl-2 de proteinas
reguladoras de apoptose, com subsequente activacdo da via apoptética mitocondrial. A
libertacdo de citocromo ¢ do espago intermembranar mitocondrial para o citosol leva a
constituicdo do apoptossoma, em conjunto com Apaf-1 e dATP, um complexo que recruta e
activa a caspase iniciadora 9, que por sua vez processa e activa caspase-3. Outras
moléculas apoptogénicas sao libertadas da mitocondria, como a SMAC inibidora das
proteinas IAP (“inhibitor of apoptosis”), que por seu turno inibem a actividade de caspases. A
expressao de IAPs pode ser aumentada em resposta a estimulos de sobrevivéncia, como
ligagdo de factores de crescimento a receptores celulares e/ou activagdo do factor de
transcricao NFkB. Membros anti-apoptéticos da familia Bcl-2, como Bcl-2 e Bcl-XL,
contrapdem a actividade de outros membros da mesma familia pré-apoptéticos, como Bid,
Bax ou Bak, podendo assim inibir a via de sinalizagdo apoptética mitocondrial. Danos no
DNA provocam a activagcdo do factor de transcricdo p53, que promove a expressao
nomeadamente de membros pro-apoptéticos da familia Bcel-2. Outros organelos celulares
para além da mitocéndria e nucleo, o reticulo endoplasmatico e lisossomas, foram também
implicados na rede de sinalizagao apoptética.
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Existem evidéncias de que outras moléculas libertadas da mitocondria durante a
permeabilizacdo da sua membrana externa, AIF e EndoG, podem induzir morte das
células independentemente da accao de caspases (Penninger & Kroemer, 2003,
Saelens et al., 2004). AlIF, que em células normais esta confinada a mitocondria
onde tem um papel fulcral no metabolismo redox e bioenergético, uma vez no
citoplasma é translocada para o nucleo onde induz condensacao e lise da cromatina
(Modjtahedi et al., 2006). Endo G foi reportada também como mediando
directamente a fragmentagéo internucleossémica do DNA nuclear (Li et al., 2001).
Outras moléculas libertadas da mitocondria como a protease de serina HtrA2/Omi e
Smac/Diablo actuam inibindo membros da familia de inibidores de apoptose IAP
(Saelens et al., 2004, Srinivasula et al., 2003), desta forma promovendo o0 processo
apoptotico.

Uma via adicional de activacao de caspases no processo apoptético € através de
Granzima B, um tipo de protease de serina presente em granulos libertados por
LCTs e células NK, que uma vez na célula alvo cliva Bid ou activa directamente
procaspases-3, 7, 8, 9 e 10 (Adrain et al., 2005).

1.7.2.1. Regulagéo da via de apoptose

Existem varias proteinas com capacidade de intervir ao longo da via de
sinalizagdo apoptotica, inibindo-a ou pelo contrario desencadeando-a, consoante 0s
estimulos que a célula recebe. Estas proteinas reguladoras podem actuar por
interaccao directa com componentes da cascata apoptética, com outras proteinas
reguladoras do processo ou ainda através da regulacao da transcricao de genes. As
melhor caracterizadas tém sido: a familia Bcl-2, com membros pr6 e anti apoptéticos
que se podem inclusivamente regular entre si através de oligomerizacao; a familia
IAP (“inhibitor of apoptosis”), que interage directamente com caspases inibindo a sua
actividade, a proteina supressora de tumores p53, actuando directamente por
interaccdo com outras proteinas ou na activacdo da transcricio de genes pro-
apoptéticos, e a via dos factores de transcricdo NFkB, com a capacidade de activar
transcricionalmente genes de proteccéo.
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1.7.2.1.1. Familia Bcl-2

As proteinas da familia Bcl-2 caracterizam-se por conterem nas suas moléculas
pelo menos um de quatro dominios de homologia conservados, BH1 a BH4, e pela
presenca na extremidade carboxilo em algumas destas proteinas de regides de
ligacdo a membranas (Cory & Adams, 2002). A primeira proteina desta familia a ser
caracterizada foi Bcl-2, originalmente identificada como um oncogene devido a sua
presenca numa translocacao cromossomal em linfoma folicular de células B (“B cell
lymphoma-2”), que levou a sua sobreexpressdo. Actualmente estdo identificados
cerca de 20 membros desta familia (Cory et al, 2003), alguns pertencentes
nomeadamente a virus como por exemplo a E1B 19K de adenovirus, BHRF1 de
Epstein-Barr (EBV), KSBcl-2 de herpesvirus de sarcoma de Kaposi ou LMW-5HL de
VPSA (Hardwick & Bellows, 2003, Polster et al., 2004). Algumas proteinas com dois
ou mais dominios BH tém uma accao anti-apoptética, como Bcl-2, Bcl-xL e as
homélogas virais, enquanto outras sdo pré-apoptoticas, como Bax, Bak e Bok.
Existem ainda membros que possuem apenas o dominio BH3, como Bad, Bim, Bid e
Bmf (“BH3-only proteins”), com fungéo pré-apoptética.

A localizacdo subcelular das varias proteinas varia, encontrando-se membros
associados a mitocéndria (Bcl-2, Bax e Bak na forma activa), reticulo
endoplasmatico (Bcl-2, Bcl-xL, Bax e Bak na forma activa), citoesqueleto (Bim, Bmf),
citosol (Bcl-xL, Bad, Bax, Bid) e envelope nuclear (Bcl-2) (Annis et al., 2004).

Apesar de o mecanismo de actuacao dos diferentes membros da familia Bcl-2
ser ainda fonte de debate (revisto em Polster et al., 2004), € presentemente aceite
que as proteinas pré-apoptoticas Bax e Bak actuam induzindo a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial externa a mediadores apoptéticos como citocromo ¢, num
processo em que parece ser necessaria a sua homo-oligomerizacao. A proteina pré-
apoptoética Bid, com um unico dominio BH3, é activada por protedlise (i1Bid) e por seu
turno activa Bax e Bak, provavelmente induzindo uma alteragdo conformacional nas
suas moléculas que promove a sua auto-oligomerizacao. Existem evidéncias de que
as varias proteinas, quer pr6 quer anti-apoptéticas, podem ligar-se entre si por homo
ou hetero-olimerizagdo, desta forma regulando a sua actividade mutuamente.
Observaram-se ainda semelhancas estruturais com toxinas bacterianas que
conseguem formar poros em membranas lipidicas. Posteriormente, varios estudos

confirmaram que tanto membros pr6 como anti-apoptoéticos tém a capacidade de
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formar canais em membranas artificiais, ou de regular canais formados por proteinas
mitocondriais como o ANT (“adenine nucleotide translocator’) e VDAC (“voltage-
dependent anion channel”). Actualmente, pensa-se que Bax e Bak medeiam a
libertacdo de moléculas apoptogénicas da mitocondria através da formacao de um
poro, embora se desconheca se este € de natureza lipidica ou proteica (Newmeyer
& Ferguson-Miller, 2003).

O desencadeamento de apoptose pode ocorrer também ao nivel do reticulo
endoplasmatico. Uma fraccdo das proteinas Bax e Bak localiza-se neste organelo,
onde se verificou que sob estimulos apoptoticos induzem a libertacao de calcio para
o citoplasma (Scorrano et al, 2003). O aumento de Ca?" no citoplasma pode
desencadear a morte celular através da activacdo de caspases, da protease
dependente de Ca®** Calpaina (com substratos em comum com caspase-3 como
Fodrina e PARP) (Wang, 2000), e/ou provocando disfuncdo mitocondrial devido a
sua retoma do Ca?®* do citoplasma (revisto em Annis et al., 2004). O Ca?* provoca
também activacdo da fosfatase calcineurina. Esta por sua vez activa Bad por
desfosforilacdo (Wang et al., 1999) ou medeia a activacao de Bik, outro membro pré-
apoptoético da familia Bcel-2 (Jiang & Clark, 2001). Existem relatos de que a proteina
Bcl-2 forma um complexo com calcineurina (Shibasaki et al., 1997, Srivastava et al.,
1999), tendo sido sugerido que deste modo sequestre esta enzima em membranas,
de forma a que ndo contacte com as suas moléculas alvo. Bcl-2 parece também
interagir directamente com a bomba de calcio SERCA (“sarcoendoplasmic reticulum
Ca?* ATPase”) (Kuo et al., 1998).

A accao anti-apoptética de membros como Bcl-2 e Bcl-xL podera ocorrer através
da sua interaccdo com Bax ou Bak, sequestrando-as da mitocéndria ou reticulo
endoplasmatico, ou com proteinas de dominio BH3 Unico, impedindo que activem
Bax ou Bak (Polster et al., 2004). Os dominios BH1 e BH2 parecem ter um papel
importante nesta interac¢dao, uma vez que Bcl-2 com mutagdes nestes locais perdeu
a capacidade de interagir com Bax e proteger as células de apoptose (Yin et al.,
1994). Curiosamente, estes dois dominios estdo bem conservados em praticamente
todas as proteinas homologas virais conhecidas, ao contrario dos dominios BH3 e
BH4, dando indicagcédo de que estes ultimos poderdo nao ser tdo importantes para a
actividade anti-apoptética ou ter outras fungdes (Hardwick & Bellows, 2003).
Verificou-se que BH3 e BH4 formam entre si um “loop” sujeito a fosforilagdo ou
protedlise, tendo-se observado em varios tipos celulares que a clivagem de Bcl-2 e
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Bcl-xL neste local, por caspase-3 ou calpaina, da origem a um potente factor pro-
apoptético semelhante a Bax. Consequentemente, proteinas virais da familia Bcl-2
que nao possuam os dominios BH3 e BH4, ndo serdao alvo dos mesmos processos
de regulacao pés-transcricional que os membros celulares (Hardwick & Bellows,
2003).

1.7.2.1.2. Familia IAP

A primeira proteina da familia IAP (“inhibitor of apoptosis protein”) foi identificada
em baculovirus (Crook et al., 1993). Actualmente estdo identificadas varias IAPs
presentes em virus, leveduras e células de invertebrados e vertebrados, sendo
caracterizadas pela presenca nas suas moléculas de 1 a 3 motivos BIR (“baculoviral
IAP repeat”) (Uren et al.,, 1998). Os BIR permitem a ligacdo a caspases, tanto
iniciadoras como efectoras, inibindo a sua actividade. Por outro lado, sdo também o
local alvo de ligagdo de proteinas antagonistas de IAPs, como Smac/Diablo e
HtrA2/Omi (Vaux & Silke, 2005), impedindo a interaccdo com caspases, e assim
facilitando a apoptose da célula aquando da permeabilizacdo da membrana
mitocondrial. A maioria das IAP de baculovirus e suas homdlogas celulares possuem
um segundo dominio conservado C-terminal, denominado RING. Este recruta e liga
enzimas conjugadoras de ubiquitina E, (UBCs), pertencendo estas IAP a classe de
E3 Ligases. O dominio RING permite as IAP que o possuem catalizar a transferéncia
de ubiquitina para as moléculas com que interagem, como as caspases, postulando-
se que deste modo facilitem a sua degradacao via proteassoma. No entanto, as |IAP
ligam-se também entre si e as antagonistas como Smac/Diablo e HtrA2/Omi, pelo
que este tipo de ligagdo parece promover a auto-ubiquitinagao da propria IAP e sua
degradacao, provavelmente acompanhada da molécula antagonista, num processo
de co-degradacéao (Vaux & Silke, 2005, Yang et al., 2000).

1.7.2.1.3. A proteina p53

O gene p53 é o que mais frequentemente surge mutado em cancros humanos. A
capacidade da proteina p53 para induzir apoptose em células afectadas pela
expressao de oncogenes, danos no DNA e outros factores de stress, € um aspecto

fulcral da sua actividade como supressora de tumores, para além de mediar a
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paragem do ciclo celular, evitando a proliferacdo de células afectadas (Chipuk &
Green, 2006, Liebermann et al, 2007). A indugdo da transcrigdo de p21, uma
proteina inibidora de cinases dependentes de ciclina (CDKs), é o processo
fundamental pelo qual p53 induz a paragem do ciclo celular em G1 (Brugarolas et
al., 1995).

Na presenca de varios factores de stress para a célula, ocorre uma estabilizacao
de p53 por fosforilagdo ou por outras modificagdes como acetilacdo (Xu, 2003), que
permitem a sua acumulacao no nucleo onde actua como factor de transcrigao. A p53
activa a transcricdo de variados genes pré-apoptoéticos, nomeadamente da familia
bcl-2, ou genes codificando para CD95 e Apaf-1, que poderdao ser activados
diferencialmente consoante o tipo celular e estimulo apoptético (Chipuk & Green,
2006).

Além da sua actuagao como factor de transcricao, verificou-se que mutantes para
p53 sem capacidade para activagdo transcricional, continuaram a induzir apoptose
eficazmente, através da interacgdo com membros da familia Bcl-2 (Liebermann et
al., 2007). A p53 pode ligar-se as proteinas anti-apoptéticas Bcl-xL e Bcl-2,
previsivelmente inibindo a sua actividade, e por outro lado pode induzir a
oligomerizacdo e consequente activacdo das pré-apoptdticas Bax e Bak,
promovendo por a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial (Chipuk &
Green, 2006, Schuler & Green, 2005).

A actividade da p53 é regulada por uma proteina com um dominio RING
semelhante ao das IAP, a Mdm2. Esta constitui uma E3 ligase e é responsavel pela
multi-monoubiquitinacdo de p53, mantendo-a nessa forma sequestrada no
citoplasma (Li et al., 2003).

1.7.2.1.4. A via de sinalizacao de NFkB

A familia Rel/NFkB (“nuclear factor kB”) constitui um grupo de proteinas que
actuam como factores de transcricdo. Controlam a expressao de genes com um
papel importante no desencadeamento de inflamacédo e da resposta imunitaria, e
também na proliferacdo celular, apoptose e oncogénese (Karin & Lin, 2002, Li &
Verma, 2002). A importancia da via de NFkB esta patente no facto de se terem vindo
a desenvolver nos ultimos anos compostos para terapias imunosupressivas que tém

como alvo componentes da sua via de sinalizagéo (Li et al., 2005).
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As proteinas Rel/NFkB possuem semelhancas estruturais na regiao N-terminal
das suas moléculas devido a presenga de um dominio de homologia RHD (“Rel
homology domain”). Este dominio medeia a sua ligagdo ao DNA em locais com
sequéncia especifica kB, a formacao de dimeros com outras proteinas da mesma
familia, e ainda, a interaccao com proteinas inibidoras especificas, as IkB. A regiao
C-terminal das Rel/NFkB esta envolvida na activacdo transcricional dos genes alvo
(Kucharczak et al., 2003, Papa et al., 2006).

O termo NFkB designa colectivamente os homo ou heterodimeros formados por
proteinas da familia Rel. Em mamiferos sdo expressas cinco proteinas desta familia,
subdivididas em duas classes: uma que engloba RelA (ou p65), c-Rel e RelB,
sintetizadas na forma madura, e outra classe que engloba p50 e p52, sintetizadas a
partir de percursores maiores por processamento proteolitico, p105/NFkB1 e
p100/NFkB2 respectivamente (Kucharczak et al, 2003, Papa et al, 2006). Na
maioria das células, os dimeros de NFkB estdo sequestrados no citoplasma na
forma inactiva devido a sua ligacao as IkB (Yamamoto & Gaynor, 2004). Quando
surge um estimulo pré-inflamatério indutor, como por exemplo ligagédo de TNF-a ou
outras citocinas a superficie celular, infecgéo por virus, activacao de receptores “Toll-
like” (TLRs) ou receptores de antigénios, é transduzida sinaliza¢do para o interior da
célula que promove a activacao do complexo de cinases IKK (IKKa, IKKB cataliticas
e IKKy/NEMO reguladora) que fosforila IkB em residuos especificos. Esta
fosforilacdo de IkB promove a sua degradacao via ubiquitina-proteassoma e liberta
NFkB, que se transloca para o nucleo onde pode activar a transcricao de genes alvo
especificos. Estes codificam nomeadamente para citocinas, quimiocinas, moléculas
de adesao, factores de crescimento, receptores celulares ou proteinas pré-
sobrevivéncia (Hayden & Ghosh, 2004). Por outro lado, uma vez no nucleo NFkB
promove também a re-sintese de IkBa, originando um processo de auto-regulacéo
negativo (Kucharczak et al., 2003).

A inibicao da morte celular induzida por TNF—a é o exemplo mais bem
caracterizado da actividade anti-apoptética de NFkB. Apesar de TNF ter a
capacidade de desencadear apoptose por sinalizacdo transduzida para o meio
intracelular através do seu receptor TNF-R1, como acontece por exemplo durante a
inducao de apoptose de linfécitos T activados (AICD: “activation induced cell death”),
paradoxalmente isto apenas acontece quando a actividade de NFkB ou as sinteses
de RNA ou proteina estao blogueadas (Kucharczak et al, 2003). Este mecanismo foi
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parcialmente elucidado em anos recentes (Fig. 4). Uma vez ligado por TNF—qa, o
receptor TNF-R1 recruta as proteinas adaptadoras contendo “Death Domain” (DD),
TRADD e RIP1, do citoplasma. A partir daqui podem formar-se dois tipos de
complexos moleculares: um complexo I, com a molécula TRAF2 (“TNF receptor
associated factor 2”) que promove a activacdo de NFkB ligada, e um complexo Il,
que surge na sequéncia de ubiquitinacdo de TRADD e RIP1, que nesta forma se
separam de TNF-R1 passando a localizar-se no citosol. Neste local o complexo |l
associa-se com FADD, que por sua vez recruta e activa as procaspases-8 e/ou -10,
desencadeando assim a via de apoptose (Bubici et al., 2004). NFkB suprime a via
apoptoética paralela a sua principalmente através da inducéo da transcricao de varios
genes anti-apoptéticos, como os que codicam para IAPs (c-IAP1, c-IAP2, XIAP) e
para membros da familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL, Bfl-1/A1, NR13). Induz ainda a
transcricdo de TRAF-1 e -2, assim aumentando a sua activacdo em “feedback”
positivo, e de c-FLIP, uma molécula cataliticamente inactiva homaéloga de caspase-8,
que ao ser recrutada por FADD no complexo Il, exclui a caspase-8 e impede a sua
activacao (Kucharczak et al., 2003).

Mais recentemente foi descrita outra via através da qual NFkB previne a
apoptose induzida por TNF, a via de sinalizagdo da cinase activada por stress JNK
(“dJun-N-terminal kinase”) (Fig. 4). Esta faz parte da via geral de sinalizacdo por
MAPKs de eucariotas (“mitogen activated protein kinases”), que consiste na
transducdo de sinais desencadeados por varios estimulos através da fosforilacdo
sequencial e hierarquica de varias cinases de proteinas (Chang & Karin, 2001). A via
JNK é maioritariamente pro-apoptética e parece ter um papel obrigatério na morte
induzida por TNF—a. Este normalmente desencadeia uma activacao potente de JNK,
que é no entanto transiente por ser bloqueada através de NFkB (revisto em Papa et
al., 2006). Foi descrito que JNK induz um processamento da proteina pro-apoptética
Bid da familia Bcl-2 num local especifico da molécula. O fragmento activo resultante,
jBid, transloca-se para a mitocondria onde induz a libertagdo preferencial de
Smac/Diablo em lugar de citocromo c. A inducao de apoptose parece ser através de
inactivagdo de c-IAP1 por Smac/Diablo, assim facilitando a activagdo de caspases
(Deng et al., 2003).

30



Introducao

.
TRAFR "E » j -\_\-\-\_\-\_\_"‘—\-\_,____ _ ,r"_ oy
uEnu.::[flfu e L Jlmnl:l
p I.II Procaspasa-l &"' Procaspesn -1
IKKs | | i)
g ll:‘ TRAFE ? 'ig u.t" - If":ﬂ'
l @ T |l.'-|i|pn|na Canpass-10 ‘w .Eld
{
|
+
KB =& { I'\-___ & hirﬂlr_ﬂ:ﬂ.ﬂu /
'y
5 - ,
- @D
B a * n *II" j Ead j@i
i 7 a — 4 '
] G"ﬁ Smacisti #f.i :':::.. Cytochsoma ¢

(Graess +l o

LAF1 -I:I- — ; d Caspases activation

Subsirare prodealysis 13.

\‘f‘-—ﬁ
Agial_:'. Gene activation

DA fragmentalion

Figura 4. Vias de modulagao de apoptose induzidas através do TNF-R1.

A formagao do complexo | leva a activagao da via de NFkB e sobrevivéncia. A formagao do
complexo |l leva a activacdo de apoptose pela via intrinseca ou mitocondrial. Adaptado de
Papa et al., 2004.

NFkB contrapdée a inducdo de apoptose via JNK através da activagao
transcricional de um grupo especifico de genes (revisto em Bubici et al., 2004, Papa
et al., 2006). Alguns exemplos descritos sdao Gadd458, XIAP ou A20, que actuam
directamente na cascata de activacdo de JNK, e genes que inibem a formacao de
espécies reactivas de oxigénio (ROS), indutoras da via JNK por oxidarem e
inactivarem fosfatases de MAPKs (MKP), como o gene da FHC (“ferritin heavy
chain”) e da Mn-SOD (“Mn?* superoxide dismutase”) (Fig. 5).

O leque de genes sobre os quais NFkB actua e suas repercussdes em varias vias
de sinalizacao € vasto e ainda em parte desconhecido. O tipo de genes alvo de
NFkB parece depender ainda do tipo de tecido e estimulo a actuar sobre a célula. De
modo interessante, a flexibilidade desta via parece permitir ao organismo montar

uma resposta anti-apoptética nos mais variados contextos biolégicos.
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Figura 5. Genes indutiveis por NFkB inibidores da via JNK.

Os genes A20, XIAP e Gadd45 estao descritos como actuando directamente na cascata de
JNK. Genes como FHC e Mn-SOD bloqueiam JNK indirectamente através da inibicao de
acumulacao de ROS (“oxigen reactive species”). Adaptado de Papa et al., 2006.

E reconhecido a via de NFkB um papel fundamental nomeadamente na
sobrevivéncia de células do sistema imunitario (revisto em Kucharczak et al., 2003).
A proliferacao de linfocitos B em resposta a antigénio parece depender da activacao
de NFkB mediada pelo receptor da célula B (BCR) e consequente activagdao de
genes anti-apoptoticos. Também em linfécitos T “naive”, a estimulagdo do seu
receptor T (TCR) em conjunto com co-estimulacédo pela molécula CD28 induz uma
activacdo de NFkB que se traduz em sobrevivéncia celular. No entanto existem
também relatos de uma accao pré-apoptética em linfécitos T activados, em que
NFkB parece induzir a expressao de ligando Fas (FasL), desencadeando o processo
de morte destas células denominado AICD (“activation induced cell death”). A accao
de NFkB parece ser assim altamente complexa e depender do contexto celular em

que é activado.
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1.8.0 VPSA e apoptose

Uma das principais caracteristicas da infeccdo por VPSA virulento em suinos
domésticos é o desencadeamento de intensa apoptose em populacdes linfocitarias
na vizinhanca de células com replicacao viral activa (Carrasco et al., 1996a, Gomez-
Villamandos et al., 1995a, Oura et al., 1998, Ramiro-lbanez et al., 1996). Em érgaos
linfoides h& numa rapida e drastica perda de tecido (Carrasco et al., 1996a, Oura et
al., 1998, Ramiro-lbanez et al., 1996, Salguero et al., 2005). A comparacao in vivo
entre infeccdo com virus de elevada e de moderada viruléncia, mostrou uma maior
destruicdo de tecido linfoide e apoptose de linfécitos na infeccdo com o isolado
altamente virulento, em associacdo com um maior nimero de macréfagos infectados
(Oura et al., 1998).

O mecanismo de indugédo de apoptose em linfécitos, células que ndo sao alvo de
infeccdo, ainda nao esta definido. A libertacdo de citocinas pré-inflamatérias como
TNF—a de macrofagos infectados tem sido referido como uma causa possivel por
varios autores (Carrasco et al., 1996a, Gomez-Villamandos et al., 1995a, Oura et al.,
1998, Salguero et al., 2005). A observacdo de apoptose in vivo nas células alvo
principal da replicacdo, os macrofagos, foi relatada em animais infectados com
isolados altamente virulentos (Ramiro-lbanez et al., 1996, Salguero et al., 2005),
apresentando esses macrofagos simultaneamente infecgéo por VPSA.

A inducao de apoptose em infecgdes in vitro foi referida anteriormente por alguns
autores, em culturas de macréfagos de suino infectadas com isolados virulentos
(Neilan et al., 1997a, Ramiro-lbanez et al., 1996) e em células de linha celular Vero
infectadas com isolados adaptados (Carrascosa et al.,, 2002, Hernaez et al., 2004,
Hurtado et al., 2004, Nogal et al., 2001). Em infec¢do de células Vero, modelo que
tem sido utilizado na grande maioria dos estudos de apoptose, o sinal indutor de
apoptose parece surgir logo ap6s a descapsidagao viral no citoplasma, ndo sendo
necessaria a sintese precoce de proteinas virais ou replicagdo do genoma viral para
que a apoptose seja desencadeada (Carrascosa et al., 2002). A proteina viral
estrutural p54 foi apontada como potencialmente implicada neste processo. Esta
envolvida no transporte do virus ao longo do citoplasma em direccao ao local da
fabrica viral ap6s entrada na célula, interagindo com o complexo motor microtubular
via DLCS8, uma dineina citoplasmatica de cadeia leve (Alonso et al., 2001). A p54 foi

também reportada como indutora de apoptose quando expressa em células Vero,
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induzindo actividade de caspase-3 e fragmentacdo nuclear (Hernaez et al., 2004).
Contudo, durante a infeccao, indicadores claros de apoptose como activacdo de
caspases-9 e -3, e translocagao da proteina pro-apoptética Bim da familia Bcl-2 da
sua localizacao microtubular para a mitocéndria, comecam a ser detectados a partir
das 12h (Hernaez et al., 2004, Hurtado et al., 2004). Presenca de citocromo ¢ no
citoplasma, clivagem do substrato PARP de caspase-3 e fragmentacéo
internucleossémica do DNA séao referidos as 16h (Carrascosa et al., 2002, Nogal et
al.,, 2001). Nestas fases da infeccéo, a replicacdo do VPSA esta em vias de ser
concluida, e consequentemente, a apoptose da célula hospedeira nao vira limitar a
formagdo de progenia viral. Foi também detectada neste sistema de infecgéo
actividade de caspase-8, uma caspase iniciadora da via de apoptose extrinseca ou
mediada por receptores, tendo no entanto niveis muito menos expressivos do que a
actividade de caspase 9, iniciadora da via intrinseca ou mitocondrial (Carrascosa et
al., 2002, Hurtado et al., 2004, Nogal et al., 2001). Este facto aponta para uma
inducdo de apoptose preferencialmente pela via intrinseca ou mitocondrial, em
detrimento da via mediada por receptores, durante a infec¢ao por VPSA.

A proteina celular p53 supressora de tumores é também induzida durante
infeccdo de células Vero por VPSA adaptado. Detectou-se um aumento de p53 a
partir das 3h de infecgdo, sendo esta transcricionalmente activa, estabilizada por
fosforilacdo e de localizacdo nuclear a partir das 4h de infeccdo (Granja et al.,
2004a). De acordo com esta observacdo, a expressdao de outras proteinas cuja
transcricdo é dependente de p53, como p21 e a pré-apoptdtica Bax, estdo também
claramente aumentadas 13h pdés-infeccdo, uma fase em que se observa também
actividade de caspases. No entanto, a activagcdo de caspase-3 em infec¢ao por
VPSA nao parece ser um processo dependente de p53, uma vez que apds
tratamento com o inibidor da tradugédo proteica cicloheximida, apesar de nao ser
detectada p53, continua a ocorrer activagao de caspase-3 as 13h de infeccao.

Estudos de apoptose em macréfagos infectados in vitro foram realizados apenas
com isolados virulentos de VPSA, revelando inducdo de fragmentacao
internucleossémica do DNA a tempos tardios de infeccéo, entre as 16 e 24h (Neilan
et al.,, 1997a, Ramiro-lbanez et al., 1996).

Embora o macréfago seja considerado o alvo preferencial da infeccao por VPSA,
existem também descricdes de infec¢do in vivo em células vasculares endoteliais

(Gomez-Villamandos et al., 1995a, Gomez-Villamandos et al., 1995¢, Ramiro-lbanez
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et al., 1996), com desencadeamento de anomalias de coagulacdo e hemorragias
caracteristicas da PSA. Células endoteliais de suino infectadas in vitro com o isolado
virulento Malawi Lil 20/1 revelaram uma inducdo de apoptose muito precoce,
surgindo clivagem de PARP indicativa de actividade de caspase-3 as 4h pos-
infeccdo (Vallee et al.,, 2001). A observagao de fragmentacdo e condensacédo do
DNA as 18h de infecgcédo, nas células com fabricas virais e portanto com replicacao
viral activa, mostrou que estas morrem por apoptose. Apesar disso, os autores
referem que a infeccado é produtiva, com producdo de progenia viral a niveis
semelhantes aos de culturas de macréfagos alveolares de suino infectados nas
mesmas condi¢cdes, pelo que o virus conseguird completar o seu ciclo de vida antes
da morte efectiva das células endoteliais. Em correlacdo com a precocidade no
desencadeamento de apoptose nestas células, os autores observaram que a
subunidade de 65 kDa ou RelA (p65) do NFkB é degradada a partir das 4h de
infeccdo, desaparecendo pelas 18h, num processo inibido por um bloqueador geral
de caspases, zVAD-fmk, e portanto dependente destas proteases. Igualmente, o
fendtipo pré-inflamatério parece ser inibido durante a infec¢do, tendo os autores
detectado inibicao da expressao a superficie da molécula de adesao E-selectina, de
MHC classe |, e da transcricdo das citocinas proé-inflamatérias IL-6 e IL-8. Por outro
lado, o fendtipo pré-coagulante foi induzido, verificando-se um aumento da
expressao de TF (“tissue factor”), um iniciador essencial da coagulagdo sanguinea.

1.8.1. Mecanismos potenciais de modulacdo de apoptose na célula

hospedeira

Ao infectar uma célula, a maioria dos virus induz sinalizacao pré-apoptética que
permite aos organismos hospedeiros limitar a sua disseminacdo. Os vertebrados
superiores desenvolveram dois mecanismos principais para controlar as infec¢des
virais, com base na eliminacdo de células infectadas por apoptose. Um destes
mecanismos baseia-se numa resposta imunitaria, na qual péptidos virais sao
apresentados na superficie celular, no contexto de antigénios de
histocompatibilidade. Estes sdo reconhecidos por LCTs, que por sua vez dao um
sinal indutor de apoptose a célula infectada. O outro mecanismo de defesa é
autonomo da célula infectada, que “detecta” uma activacdo nao planeada do seu
ciclo celular por proteinas virais, desencadeando ela prépria a sua morte por

35



Introducao

apoptose. Por outro lado, no processo de apoptose, a fragmentacdo celular em
corpos apoptoéticos, que sado fagocitados sem provocar uma resposta imunitaria,
podera representar um meio pelo qual o virus induz a morte da célula hospedeira,
limitando a resposta inflamatéria e outras respostas imunitarias, ao mesmo tempo
que dissemina a sua progenia (O'Brien, 1998). Muitos virus desenvolveram
estratégias de evasdo controlando o desencadeamento de apoptose na célula
hospedeira (Aubert & Jerome, 2003, Benedict et al., 2002, Hay & Kannourakis,
2002). Igualmente, o VPSA possui no seu genoma o gene 5-HL (denominado A179L
no isolado adaptado a células Vero Ba71V), homdlogo ao conhecido inibidor de
apoptose, bcl-2 (Neilan et al., 1993, Yanez et al, 1995). A ORF LMWS5-HL foi
identificada primeiramente no isolado virulento Malawi Lil-20/1, possui 537 pb e
codifica para uma proteina de 179 aminoacidos com uma massa molecular de 18
kDa. Possui um elevado grau de semelhanca com bcl-2, com 26% identidade e 47%
conservacao relativamente a sequéncia de aminoacidos (Neilan et al., 1993), e
contém todos os dominios BH da proteina Bcl-2 (Afonso et al., 1996). A proteina
viral é detectada precocemente em macréfagos infectados, ap6s 3-5h, aumentando
0s seus niveis de expressao a tempos mais tardios (Afonso et al., 1996, Neilan et al.,
1993). E altamente conservada em diferentes isolados de PSA, tanto virulentos
como adaptados a linha celular Vero (Afonso et al., 1996). O elevado grau de
conservacgao em conjunto com a impossibilidade até a data de criar virus delectados
para este gene, sugerem fortemente que o 5-HL podera ser um gene essencial para
a propagacao viral. A sua funcionalidade na modulacdo de apoptose foi verificada
em células de linha, transfectadas com vectores de expressdo para A779L e
posteriormente induzidas a morrer por apoptose. A expressao da proteina viral
nessas condi¢des diminuiu efectivamente os niveis de apoptose das células (Afonso
etal., 1996, Brun et al., 1996, Revilla et al., 1997), embora se tenha mostrado menos
eficaz que Bcl-2 expressa do mesmo modo (Afonso et al., 1996, Revilla et al., 1997).
De modo interessante, a protec¢ao de apoptose na linha celular de insecto Sf9 ap6s
infeccdo com baculovirus recombinante expressando 5-HL, depende da adesao
celular, uma vez que em células em suspensao a expressao da proteina viral ja ndo
inibe apoptose provocada pela infecgao (Brun et al., 1998). E conhecido o papel que
a adesdo celular tem para a transducdo de sinalizacdo pré-sobrevivéncia e
proliferacdo, uma vez que a maioria das células normalmente aderentes entra em

apoptose quando ndo tem ligacdo a matriz extracelular, um processo denominado
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de “anoikis” (Gilmore, 2005). Este estudo parece indicar uma interligacdo entre a
proteina viral e componentes de um citoesqueleto celular organizado, que na célula
infectada podera permitir a transdugao intracelular de sinais de sobrevivéncia.

Uma outra ORF de VPSA tem homologia aos genes iap, tendo sido denominada
4-CL no isolado Malawi Lil-20/1 (Neilan et al., 1997a) e A224L no isolado Ba71V
(Yanez et al., 1995). Codifica para uma proteina com um unico dominio conservado
BIR no terminal NH,, e uma sequéncia C-terminal que podera constituir um dominio
“zinc finger” do tipo 4-cisteina (C4) (Chacon et al., 1995), ao contrario do que
acontece em IAPs de baculovirus e celulares, que geralmente possuem na regidao C-
terminal um dominio “RING finger” (C3HC4). Existe uma semelhanca de 94,6% e
91,5% identidade ao nivel de aminoacidos entre a proteina de Malawi e de Ba71V,
possuindo a de Ba71V menos 14 aminoacidos na zona amino-terminal que a
proteina prevista para Malawi. A analise da sequéncia desta ORF em diferentes
isolados, Europeus, das Caraibas, de argasideos e de suinos Africanos, mostrou um
elevado grau de conservacao, sendo o Malawi Lil-20/1 aquele que possui a maior
diferenca neste locus comparativamente com os outros isolados (Neilan et al.,
1997a).

Em infeccdo de células Vero, A224L é descrito como sendo expresso em fase
tardia da infeccao, codificando para uma proteina estrutural tardia com 27 KDa que é
englobada nos novos virides (Chacon et al., 1995). A accao deste gene viral tem no
entanto gerado alguma controvérsia. A sua delecgdo do isolado Malawi Lil-20/1
parece nao ser relevante para a replicacdo em macréfagos in vitro nem para a
viruléncia em suinos. Observaram-se ainda niveis de sobrevivéncia e de apoptose
semelhantes em infec¢do in vitro por virus delectado e virus parental, pelo que
auséncia desta proteina neste modelo de infeccado nao parece conduzir a maior
apoptose das células hospedeiras (Neilan et al., 1997a). Em oposicdo, um outro
estudo de transfeccdo e sobreexpressdao do gene A224L em células de linha
continua Vero, mostrou inibicao da actividade de caspase-3 ap6és inducao exégena
de apoptose, com staurosporina ou TNF-a e cicloheximida (Nogal et al., 2001). A
infeccdo com virus delectado em A224L resultou igualmente numa maior actividade
de caspase-3 e menor viabilidade celular a tempo tardio, comparativamente com
infeccdo por virus parental Ba71V. Ainda, A224L parece ser co-precipitada com o
fragmento proteolitico de caspase-3, indicando que a semelhanca de outras
proteinas da familia IAP, a proteina viral parece interagir com o fragmento activo de
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caspase-3, desse modo putativamente inibindo a sua actividade (Nogal et al., 2001).
A discrepancia de resultados obtidos nestes dois estudos podera dever-se aos
diferentes sistemas de infeccao, no primeiro caso com virus virulento em macroéfagos
de suino, a célula natural alvo de infeccdo, e no segundo com virus avirulento
adaptado a células Vero. No entanto, as proteinas também sao diferentes, uma vez
que A224L possui menos 14 aminodcidos que 4-CL. Serdo necessarios mais
estudos para esclarecer estas diferengas.

Foi ainda descrita uma nova funcdo para a proteina A224L, a de induzir
activacdo de NFkB. Esta accao foi observada em células Jurkat expressando o gene
viral (Rodriguez et al., 2002), num processo cuja via molecular é ainda desconhecida
mas que parece envolver a activacdo de IKKs celulares, responsaveis pela
fosforilacdo e consequente degradagcdo dos inibidores IkB de NFkB. Esta via de
actuacao de A224L, em conjunto com a inibicdo da actividade de caspase-3 atras
descrita, podera constituir uma importante ferramenta viral no controlo da apoptose
na célula hospedeira. Existe no entanto outra proteina viral com o efeito oposto
sobre NFkB, a homoéloga de IkB, A238L. A vantagem para o virus na inibicdo de
NFkB reside no facto de esta familia de factores de transcricdo poder induzir a
transcricdo de genes imunomoduladores, responsaveis pelo recrutamento de células
inflamatérias para locais de infecgao. No entanto, NFkB esta também envolvido na
activacao transcricional de genes anti-apoptéticos, pelo que a sua inibicao tera em
contrapartida um efeito pro-apoptético. Estes genes virais estdo descritos como
sendo expressos em fases diferentes da infecgcdo, A238L em fases precoces e
A2241 em fases tardias. A224L podera travar a via de execugcdo de apoptose a
tempos mais tardios de infeccédo, enquanto o homologo de bcl-2, 5-HL/A179L podera
actuar no mesmo sentido a tempo precoce. Por outro lado, A238L também inibe a
actividade de fosfatase da calcineurina (Miskin et al., 1998), que além da activacao
do factor de transcricaio NFAT como atras referido, parece activar também por
desfosforilagdo a proteina pré-apoptética Bad da familia Bel-2 (Wang et al., 1999).
Deste modo, inibindo a calcineurina sera previsivel que A238L tenha por esta via um
papel anti-apoptotico, em oposicdo ao que acontece com a inibicao de NFkB. A238L
parece ter assim um importante e complexo leque de efeitos reguladores na célula
infectada.

A proteina de VPSA homdéloga de lectinas animais de tipo C, denominada 8-CR
no isolado patogénico Malawi Lil-20/1 (Neilan et al., 1999) e EP153R no isolado
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adaptado a células Vero Ba71V (Yanez et al., 1995), esta envolvida no processo de
hemadsorcao (Galindo et al., 2000a). Recentemente foi descrita também como
inibidora de apoptose em modelo de infeccdo de células Vero (Hurtado et al., 2004),
sendo detectada a partir das 6h de infeccao nestas células (Galindo et al., 2000a).
Na infecgdo com um mutante de delec¢cdo em EP153R, observou-se um aumento de
actividade de caspase-3 e da percentagem de células apoptéticas, em comparacao
com a infeccdo com virus parental (Hurtado et al., 2004). Estudos de expressdo em
células Vero dos mesmos autores, mostraram que a presenca de EP153R provoca
uma diminuicdo da actividade de p53 como factor de transcricao e da actividade de
caspase-3, ap6s tratamentos com drogas indutoras de apoptose. No entanto, em
modelo de infecg¢éo in vitro em macréfagos de suino com virus delectado em 8-CR,
o crescimento viral foi semelhante ao de infecgcdo com virus parental Malawi Lil-20/1
(Neilan et al., 1999), pelo que este gene nao parece ser essencial para a replicacao
viral. Concordantemente, apesar de 8-CR ser conservado entre isolados virulentos
de VPSA, a infecgéo in vivo com o mutante de delec¢ao provocou o mesmo curso de
doenga que a infecgcdo com o isolado parental, com 100% de mortalidade entre os
animais infectados (Neilan et al., 1999). A existéncia de outros genes no genoma
viral com capacidade de inibir apoptose nas células hospedeiras, como 5-HL e 4-CL,
podera compensar a accdo de 8-CR na modulacdo de apoptose no macrofago

hospedeiro da infecgéo.

O VPSA é um virus complexo que possui varios genes permitindo manipular o
desencadeamento de apoptose na célula infectada, para além de respostas
imunolégicas do hospedeiro. O facto de o seu alvo preferencial de infecgdo serem
células de defesa imunitaria, os macréfagos, torna os estudos de mecanismos de
morte celular nestas células essenciais para o esclarecimento da patogénese da

doenca e evasao viral.
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2. OBJECTIVOS

A infeccdo preferencial de macréfagos de suino por VPSA constitui
provavelmente o facto de maior relevancia na patogenia da doenca, em virtude
daquelas células desempenharem um papel primordial no desencadeamento de
respostas imunitarias inespecificas, e na orquestracdo e activacdo de mecanismos
especificos de proteccao. A patogenia da infec¢ao por VPSA de diferente viruléncia
dependera entre outros, da sua capacidade em modular diferentes funcdes dos
macréfagos, em particular os mecanismos de morte celular que podem influenciar
aspectos relevantes na infeccdo, estimulando ou impedindo o(s) processo(s)
conducente(s) ao desenvolvimento de mecanismos de protec¢ao imunitéria.

A apoptose € um mecanismo de morte celular silencioso, que culmina no
desmantelamento das células em corpos apoptéticos que sao fagocitados por
células vizinhas, sem derramamento do conteldo celular e portanto sem
desencadeamento de processos inflamatérios. E induzida muitas vezes em
resultado de infeccdo viral, pelo que muitos virus desenvolveram estratégias para a
sua modulacdo de modo a conseguirem completar o seu ciclo de vida antes da
morte efectiva das células hospedeiras. Esta modulacdo de apoptose é ainda pouco
conhecida na infeccao de macréfagos de suino por isolados de diferente viruléncia
de VPSA. Neste contexto, o presente trabalho teve como objectivo comparar
diferentes aspectos do desencadeamento e da evolucdo de apoptose, num modelo
de estudo in vitro em que se utilizaram culturas de macréfagos de suino infectadas
em paralelo com os isolados L60, altamente virulento, e NHV, de baixa viruléncia.
Para tal, foram pesquisados e quantificados indicadores bioquimicos reveladores do
desencadeamento de apoptose nas células, como fragmentacao internucleossémica
do DNA, activagcdo de caspase-3, avaliagdo da morfologia nuclear, e ainda
viabilidade celular, em fase precoce da infeccao, enquanto decorre a replicacéo viral
(cerca das 8h de infeccdo), e fase tardia, com o ciclo viral concluido (cerca das 18h
de infecgéo).

Explorou-se a possibilidade de a infec¢ao viral poder conduzir a proteccdo dos
macréfagos contra apoptose induzida por indutores exégenos. Com o objectivo de
esclarecer os mecanismos subjacentes a eventual modulacédo da apoptose na célula

hospedeira pelos isolados de VPSA em estudo, estudou-se a expressdo dos genes
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virais putativamente inibidores de apoptose, 5-HL homélogo de bcl-2 e 4-CL
homélogo de iap, ao longo de ambas as infeccdes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.0btencao de culturas primarias de macréfagos de suino

Foram colhidas amostras de sangue de suinos Large White x Land Race no
momento da sangria no matadouro. Para o efeito, utilizaram-se frascos de vidro
estéreis contendo heparina (10 — 20 Ul/ml de sangue) e uma suspensao de Dextran
T500 a 5% (p/v) em solucao salina balanceada de Hanks (SSBH), na concentracéo
final de 10% (v/v) do fluido sanguineo. Apés incubacgéo de cerca de 15 minutos a 37
°C, de modo a permitir a sedimentacdo dos eritrocitos, os sobrenadantes
enriquecidos em leucdcitos foram colhidos, diluidos 1:1 em meio de cultura completo
(RPMI 1640 com 100 IU/ ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina e 20 mM HEPES) e
distribuidos em frascos de cultura de tecidos (T175, Nunc), em volumes de 100
ml/frasco. Estes foram incubados em estufa a 37 °C, durante 48h, de modo a
permitir a aderéncia e consequente diferenciacdo de monécitos em macréfagos. Os
tapetes celulares de macréfagos assim obtidos foram lavados duas vezes com PBS
(NaCl 137 mM, KCI 3 mM, NaoHPO4 10 mM, KH.HPO, 2 mM, pH 7,4) aquecido a 37
°C, de modo a retirar as células nao aderentes. As células aderentes foram
destacadas apés incubacdao com uma solucao a 0,03% (p/v) de Na,EDTA em PBS
durante 15 minutos a 4 °C. As suspensfes celulares assim obtidas foram
centrifugadas a 400xg durante 10 minutos a 4 °C. O “pellet” de células obtido foi
lavado em meio de cultura completo por centrifugacédo a 400xg, 10 minutos a 4 °C, e
finalmente ressuspenso em meio completo suplementado com 10% SFB. A
quantificacdo das células obtidas e o indice de viabilidade celular foram
determinados através coloragdo com corante vital Azul Tripano e contagem em
camara de Neubauer. Os macréfagos foram entdao ressuspendidos em meio de
cultura completo suplementado com 10% SFB, a concentracao desejada para os
diferentes ensaios e nos suportes de cultura adequados. Foram incubados durante
cerca de 4h a 37 °C, 5% CO,, humidade relativa superior a 80%, de forma a permitir

a aderéncia das células antes do inicio dos ensaios (condicdes de rotina de cultura).
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3.2.Propagacao de VPSA em culturas enriquecidas de macrofagos

Culturas de macroéfagos obtidas como descrito em 3.1., apds incubacao de 48h
em frascos de cultura de tecidos, foram lavadas com tampao PBS aquecido a 37 °C
de modo a remover células ndo aderentes. Adicionaram-se as culturas as
suspensoes virais a propagar (NHV e L60), e estas foram incubadas durante 1h a 37
°C, 5% CO,, humidade relativa superior a 80%, de modo a facilitar a adsorgao viral
as células. Apo6s incubacao, adicionou-se meio de cultura completo suplementado
com 10% SFB e a incubacao prosseguiu em estufa até se observar efeito citopatico
(ECP - células com morfologia caracteristica, de contorno arredondado e agrupadas
em cacho, com citoplasma granular) em aproximadamente 80% das células (cerca
de 72h apés infecgao). As culturas foram entdo submetidas a 3 ciclos de congelagao
a -70 °C e descongelacdo, de modo a promover a lise celular e consequente
libertagdo de virus para o meio. As suspensfes virais assim obtidas foram
clarificadas por centrifugacdo a 1300xg, 30 minutos a 4 °C (centrifuga Beckman
GPR, rotor GH 3.7) e os sobrenadantes resultantes congelados a -70 °C até a sua

utilizacao.

3.3. Semipurificacao de VPSA

Suspensodes virais obtidas como descrito em 3.2. foram centrifugadas a 21.500xg
durante cerca de 16h a 4 °C (Sorvall RC5C, rotor GSA). Os sedimentos resultantes
foram ressuspendidos numa solugao de Tris 20mM, EDTA 1mM, NaCl 1M, durante a
noite a 4 °C. Foram de seguida colocados sobre almofada de sacarose a 25%, e
ressedimentados por ultracentrifugacdo a 103.745xg (RCF,,, Beckman XL-90, rotor
SW 28), durante 90 minutos a 15 °C. Seguiu-se nova ressuspensao em 2 ml de meio
de cultura completo, durante cerca de 16h a 4 °C, e conservacgao a -70 °C até a sua

utilizacéo.

3.4.Titulacdo de VPSA

Suspensdes de macréfagos obtidos como descrito em 3.1. foram colocados a
uma concentracdo de 3 a 5 x 10° células/ml em meio RPMI completo suplementado
com 10% SFB e 30% de sobrenadante de células L929 como fonte de CSF (“colony
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stimulating factor”). Apos adicdo de eritrocitos de suino numa concentracao final de
0,01% (v/v), foram distribuidos em microplaca de cultura de células de 96 alvéolos
(Nunc) (100 pl por alvéolo) e incubados durante cerca de 16h a 37 °C, 5% CO,,
humidade relativa superior a 80%.

Foram feitas diluicdes logaritmicas seriadas de base 10 de suspensdes virais a
titular, em meio de cultura completo suplementado com 10% SFB. Estas diluicées
foram inoculadas nas culturas de macréfagos em microplaca (5 alvéolos por diluigéo,
100 pl de in6culo por alvéolo) seguindo-se incubagao a 37 °C, 5% CO,, em
humidade relativa superior a 80% durante 7 dias. Apos este tempo, consideram-se
positivos os alvéolos contendo células com efeito citopatico ECP e hemadsorcao
(HAD) apenas no caso do virus hemadsorvente (L60) (Malmquist & Hay, 1960a)
(Fig. 6). O titulo viral foi determinado pelo método de Karber (Karber, 1931) e
expresso em TCIDso/ml (“tissue culture infectious dose”, quantidade de agente
patogénico capaz de provocar uma alteracao patolégica em 50% dos animais ou
culturas celulares inoculados).

Figura 6. Observacdo da morfologia de macréfagos em cultura através de microscopia
oOptica: células controlo ndo infectadas (C), efeito citopatico e hemadsorcdo em infeccdo com
L60, e efeito citopatico em infec¢do com NHV.

3.5.Infecgao in vitro de culturas de macrofagos com VPSA

Culturas de macréfagos obtidas tal como descrito em 3.1. foram lavadas antes da
infeccdo com meio de cultura aquecido a 37 °C de forma a remover células nao
aderentes. Os isolados virais ASFV/L60 (L60) e ASFV/NH/P68 (NHV), na forma
semi-purificada, foram adicionados na multiplicidade de infeccdo (MOI) desejada,
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num volume minimo de meio de cultura completo de modo a cobrir o tapete celular.
Seguiu-se 1h de incubacao em estufa a 37 °C e 5% CO,, humidade relativa superior
a 80%, de modo a promover a adsorcao viral e sincronizacao da infeccdo. Apds
duas lavagens das células com meio de cultura aquecido para remog¢ao do excesso
de virus nao adsorvido, repds-se 0 meio de cultura completo, suplementado com
10% SFB, e prosseguiu-se a incubacao em estufa durante os tempos estipulados

para cada ensaio realizado.

3.6.Avaliacdo de parametros da infeccdo com L60 e NHV em culturas de

macréfagos
3.6.1. Quantificacao de progenia viral no sobrenadante de culturas

Culturas de macréfagos em placas de cultura de tecidos de 48 alvéolos (1,5 x 10°
células por alvéolo com 0,5 ml de meio de cultura) foram infectadas em paralelo com
MOI 5 de cada isolado viral. Apés 18h de infeccao, os sobrenadantes foram colhidos
e titulados segundo o procedimento referido em 3.4.

3.6.2. Determinagao do numero de células infectadas em cultura

Foram feitas culturas de macréfagos sobre laminas com camaras de cultura (Lab-
Tek Chamber Slide, Nunc, com 8 camaras) (1 x 10° células/camara, 300 pl de
volume de cultura). Para evitar o destacamento das células, principalmente a tempos
tardios de infeccdo, as laminas foram previamente revestidas com Poly-L-Lisina.
Para tal, adicionou-se solucdo contendo este polimero (P 8920, Sigma) a cada
camara de forma a cobrir a superficie de cultura, deixando-se actuar 5 minutos a
temperatura ambiente. Escorreu-se o excesso de solugao e as laminas foram secas
a temperatura ambiente durante a noite e finalmente esterilizadas sob UVs, durante
30 minutos, em ambiente estéril de camara de fluxo laminar. Culturas realizadas
neste suporte foram infectadas paralelamente com L60 e NHV. Culturas nao
infectadas tratadas do mesmo modo foram utilizadas como controlo dos ensaios.
Apos 8h ou 18h de infecgao ou cultura, o meio foi retirado e as células foram fixadas
com uma solugédo de formaldeido a 4% em PBS durante 10 minutos a temperatura
ambiente. Seguiram-se duas lavagens com PBS, permeabilizacdo através de

46



Materiais e métodos

solucdo a 0,1% Triton em PBS durante 20 minutos, e nova lavagem das células com
0,05% Tween em PBS, 5 minutos a temperatura ambiente.

As preparacdes de células com 8h de infecgdo ou cultura foram incubadas com
um soro de coelho anti-VP32, uma proteina viral precoce expressa a partir das 2h de
infeccao (Prados et al., 1993), durante 1h a temperatura ambiente (anticorpo
primario). Seguiram-se 3 lavagens com 0.05% Tween em PBS e incubagdo com um
soro revelador anti-lg de coelho (anticorpo secundario), conjugado com isotiocianato
de fluoresceina (FITC), durante 1h a temperatura ambiente no escuro (ambos o0s
soros foram gentilmente cedidos por Michael Parkhouse, IGC, Oeiras). As
preparacées de células com 18h de infeccdo ou cultura foram incubadas
directamente com um soro anti-VPSA conjugado com FITC durante 30 minutos a 37
°C, em ambiente com humidade relativa elevada para prevenir a secagem das
laminas durante a incubacgao, no escuro.

Apés incubagdes com os diferentes soros, as laminas foram lavadas 3 vezes com
0,05% Tween em PBS e incubadas com o fluorocromo de DNA Hoechst 33258
(Sigma) numa concentragao de 5 pug/ml em PBS, durante 3 minutos. Seguiram-se
novas lavagens como anteriormente e finalmente as laminas foram montadas com
PBS/glicerol 3:1 v/v sob lamela e visualizadas ao microscopio de fluorescéncia com
filtro para fluoresceina, de modo a visualizar as células infectadas, e filtro para DAPI,
permitindo visualizar os nucleos celulares.

Foram contadas no minimo 200 células em diferentes campos da lamina para

cada condigéo.
3.7.Determinacéo da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada em culturas de macro6fagos em microplaca
de 96 alvéolos (5 x 10* células/alvéolo num volume de 100 pl), apés os diferentes
tratamentos e/ou infeccoes, através de adicao da solucao “CellTiter 96 AQueos One
Solution Cell Proliferation Assay” (Promega), segundo as instrugdes do fabricante. O
composto MTS componente desta solucdo é reduzido pelas células
metabolicamente activas, dando origem a coloracdo do meio de cultura com
intensidade proporcional ao n® de células viaveis. A absorvancia é medida a 490 nm
directamente na placa de cultura através de um leitor de placas (iEMS Reader MF,
Labsystems).
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3.8.Pesquisa de indicadores de apoptose

3.8.1. Fragmentacao internucleossémica (FIN) de DNA

3.8.1.1. Visualizagédo do padrao de migracdo do DNA em electroforese

Apébs as diferentes infeccoes e/ou tratamentos de culturas de macréfagos em
placas de 12 alvéolos (6 x 10° células por alvéolo num volume de 1 ml), o
sobrenadante foi retirado para microtubos e as células aderentes lisadas no local
adicionando-se directamente sobre estas 200 ul de tampéao de lise do kit “High Pure
Viral Nucleic Acid Kit” (Roche). Ap6s centrifugacdo dos sobrenadantes a cerca de
750xg 3 minutos, ressuspendeu-se o0 sedimento de células obtido num volume
minimo, que se adicionou aos volumes de lise das células aderentes, prosseguindo-
se o processo de extraccao segundo instrugcdes do fabricante. No final da purificacao
o DNA foi eluido num volume de 100 ul (em Tris 10 mM pH 8,5) e quantificado por
espectrofotometria através da leitura de absorvancias a 260 e 280 nm.

Para verificar a origem de uma banda observavel nas electroforeses de DNAs
extraidos por esta metodologia, alguns dos DNAs obtidos (aliquotas de 0,4 ug),
foram tratados com 2 pg/ml RNase A (Gentra) durante 20 minutos a temperatura
ambiente.

Em alguns dos ensaios iniciais utilizou-se outro kit para extraccao de DNA, o
“Suicide-Track DNA ladder isolation kit” (Oncogene). Brevemente, apds remocao dos
sobrenadantes das culturas, adicionaram-se 55 pl de solucao de lise (“Solution 17)
directamente sobre as células aderentes. Os lisados obtidos foram transferidos para
microtubos, e a extraccdo prosseguida segundo as instrucbes do fabricante para
isolamento de DNA total (“Procedure 2”), que incluiu tratamento para eliminacao de
RNA, precipitagdo do DNA, lavagem em solugbes etandlicas e finalmente
ressuspensdao em 10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA.

1 ug de DNA (ou 0,4 pg no caso de tratamento com RNase) foi misturado com
tampao de aplicacdo de amostra em gel (6 x: sacarose 40% (p/v) e azul de
bromofenol 0,25% (p/v) em agua), na proporcado de 6 para 1 (v/v), e submetido a
electroforese em gel horizontal de agarose a 1,2% (p/v) em tampao TAE 1x (40 mM
Tris base, 1 mM EDTA pH 8, 20 mM &cido acético). Aplicou-se uma voltagem de 5
V/cm até se observar a banda indicadora azul a 1-2 cm do final do gel. Apds
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incubacdo em solugcdo com brometo de etidio (0,5 pug/ml) durante cerca de 20
minutos, o gel foi observado e fotografado sobre transiluminador para visualizacéo
do padrao de migracao do DNA. Um padrao de migracdo em escada, de fragmentos
de tamanhos multiplos de 180 pb, € indicativo de células apoptéticas.

3.8.1.2. Quantificacao de oligonucleossomas de DNA por ELISA

Fragmentos de DNA associados a histonas (mono e oligonucleossomas de
DNA), resultantes de clivagem internucleossémica do DNA em células apoptéticas,
foram quantificados através do kit “Cell death detection ELISA”-YS” (Roche) segundo
instrucoes do fabricante. Brevemente, ap6s os diferentes tratamentos e/ou infeccbes
em culturas de macréfagos em placas de 96 alvéolos (3 x 10* células por alvéolo,
num volume de 100 ul), estas foram centrifugadas e o sobrenadante retirado
cuidadosamente. As células na placa foram lisadas por adicdo de tampao de lise do
kit, com consequente libertacdo das fraccbes citoplasmaticas contendo
oligonucleossomas de DNA para o meio (Fig. 7, A). Ap6s nova centrifugacédo, uma
aliquota de 20 ul foi transferida para microplaca revestida com estreptavidina. Os
fragmentos de oligonucleossomas presentes na amostra sao ligados por anticorpos
contra histonas conjugados com biotina, e contra DNA conjugados com peroxidase,
que sao adicionados a cada poc¢o da placa de ELISA, formando um complexo em
“sandwich” (Fig. 7, B). Apds lavagens para remocao de anticorpos nao ligados, a
adicdo de um substrato da peroxidase (ABTS) da origem a uma reaccao
colorimétrica, quantificavel por espectrofotometria. No final das reaccoes registaram-
se as absorvancias a 405 e 490 nm num leitor de placas (IEMS Reader MF,
Labsystems), sendo o resultado final obtido pela diferenca Abs4osnm — AbS490nm. Cada
amostra foi analisada em duplicado.

Em alguns ensaios quantificaram-se igualmente os nucleossomas de DNA no
sobrenadante das culturas (resultado de lise celular, devido a necrose ou apoptose
tardia), transferindo-se aliquotas de 20 pl destes para a placa revestida com
estreptavidina, e seguindo-se 0 mesmo procedimento descrito para as aliquotas das
fracgbes citoplasmaticas. Esta quantificacdo foi realizada nos casos em que se
pretendeu verificar se os diferentes tratamentos ou infec¢des estariam a induzir lise

celular.
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Figura 7. Representagédo esquematica da metodologia ELISA “sandwich” para quantificagéo
de oligonucleossomas de DNA.

Amostras constituidas por lisados celulares ou sobrenadantes de cultura (A) séao
transferidas para microplaca revestida com estreptavidina e incubadas com uma mistura de
anticorpos anti-histona-biotina e anti-DNA-peroxidase (B). Estes ligam-se aos nucleossomas
presentes na amostra e apods lavagem dos anticorpos nao ligados, a quantidade de
peroxidase retida no imunocomplexo € determinada fotometricamente através da sua
reaccdo com o substrato ABTS. Adaptado da informagdo para o produto “Cell Death
Detection ELISAP"YS” em www.roche-applied-science.com.

3.8.2. Avaliagcdo morfolégica de apoptose: condensacédo e fragmentacdo da

cromatina nuclear

Culturas de macréfagos sobre laminas com camaras de cultura, obtidas como

descrito em 3.6.2., apdés os diferentes tratamentos e/ou infecgbes, foram

visualizadas ao microscopio de fluorescéncia com filtro para DAPI para observacao
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da morfologia nuclear. Os nudcleos de células apoptoticas identificaram-se por
apresentarem cromatina condensada (picnose) e por vezes fragmentada, que cora
fortemente com o fluorocromo de DNA Hoechst 33258, enquanto que os nucleos de
células normais coram uniformemente. Foram avaliadas cerca de 200 células por
cada infeccdo e/ou tratamento de modo a determinar uma percentagem de células

apoptoticas.
3.8.3. Actividade de caspase-3

Foram realizadas culturas de macréfagos em placas de Petri (Nunc 150326)
numa concentracdo de 3 x 10° células por placa em 3 ml de meio de cultura. Apés os
diferentes tratamentos e/ou infeccdes, os sobrenadantes foram colhidos para tubos
de 15 ml (Nunc) e colocados em gelo. As placas de Petri contendo células aderentes
foram também colocadas sobre gelo e lavadas com PBS a 4 °C, adicionando-se os
volumes de lavagem aos do sobrenadante. Estes foram centrifugados (500xg, 10
min, 4 °C) de forma a colher as células que se tivessem destacado para o meio, e as
células aderentes adicionou-se 100 pl de tampao de lise do kit “CasPACE Assay
System, Colorimetric” (Promega). As células aderentes foram de seguida colhidas
utilizando raspadores (“cell lifters” - Costar) e transferidas para microtubos, aos quais
se juntou o sedimento de células obtido apds centrifugacdo dos sobrenadantes.
Procedeu-se a lise celular através de congelamentos/descongelamentos sucessivos
(banho de etanol a -70 °C / banho maria a 35 °C), e os extractos celulares assim
obtidos foram processados segundo as instrugdes do fabricante de forma a obter
extractos proteicos. A proteina presente nos diferentes extractos foi quantificada
pelo método de Bradford (Sigma B691620). Utilizaram-se 30 ug de proteina em
reaccdo com o substrato colorimétrico de caspase-3/7, DEVD-pNA, segundo
instrugcdes do fabricante do kit acima referido, em microplaca de 96 alvéolos. A
reaccao colorimétrica foi quantificada através da leitura de absorvancia a 405 nm em

leitor de placas (IEMS Reader MF, Labsystems).
3.8.3.1. Inibicdo de caspases com zVAD-fmk

Para verificar a eficacia da inibicdo de caspases por zZVAD-fmk, foram testadas
duas concentragdes deste inibidor sobre culturas de macrofagos obtidas como
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referido em 3.8.3, nas quais foi induzida simultaneamente apoptose através de CHX.
A culturas realizadas em paralelo comecou por se adicionar zVAD-fmk numa
concentragao final de 50 uM [recomendada pelo fabricante do kit “CasPACE Assay
System, Colorimetric” (Promega), do qual € componente o zZVAD-fmk utilizado] ou de
100 puM, seguida da adicdo de 10 pg/ml CHX. Uma das culturas realizadas em
paralelo ndo sofreu qualquer tratamento (controlo negativo de apoptose), e a outra
adicionou-se apenas a CHX (controlo positivo de apoptose). Apds 8h de incubacao
foi quantificada a actividade de caspase-3 nas varias condi¢cdes pela metodologia
acima descrita.

Nos ensaios em que se pretendeu inibir a actividade de caspases, o zVAD-fmk
foi adicionado no inicio das infeccoes (apds o periodo de adsorgao viral), ou das
culturas nao infectadas realizadas em paralelo.

3.9. Inducédo exdgena de apoptose

Com o objectivo de induzir exogenamente apoptose em culturas primarias de
macréfagos de suino, foram testados alguns compostos descritos na literatura como
indutores de apoptose: a citocina TNF-a (proteina recombinante de suino, Biosource
PSC 3014), os quimicos cicloheximida (CHX) e staurosporina (STS) (Sigma, C 4859
e S 5921 respectivamente). Foi ainda testada a privacdo de soro do meio de cultura
(PS).

Paralelamente a cada tratamento, culturas ndo tratadas (dos mesmos animais
dadores) foram mantidas em parelo como controlo negativo de apoptose. O TNF-a
foi adicionado ao sobrenadante de culturas nas concentragcdes de 100 e 200 ng/ml
(de volume de cultura). Apés 7h, 12h e 16h pesquisou-se a inducdo de apoptose
através da visualizacdo do padrdao de migragcao do DNA em electroforese (3.8.1.1).
Foi também testado o TNF-a em conjunto com CHX, nas concentracbes de 100
ng/ml e 5 pug/ml respectivamente, adicionados simultaneamente ao sobrenadante da
cultura, e a CHX por si s6, na concentragao de 10 pg/ml. A inducdo de apoptose foi
pesquisada apds 16h de incubacdo, por visualizacdo do padrao de migracédo do
DNA. A CHX na concentracao de 10 pg/ml foi ainda testada como indutora de
apoptose num curto periodo de incubacao, de 3h. Apds este tempo quantificaram-se
nas culturas tratadas os oligonucleossomas de DNA citoplasmaticos, a actividade de
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caspase-3 e avaliou-se a morfologia nuclear (como descrito em 3.8.1.2., 3.8.3. e
3.8.2. respectivamente). Para avaliacdo da lise celular induzida por CHX,
quantificaram-se numa cultura tratada por um periodo de 7h os oligonucleossomas
do sobrenadante para além dos citoplasmaticos (como descrito em 3.8.1.2).

A STS foi testada preliminarmente adicionando-se nas concentragdes de 0,05,
0,1, 0,25 e 0,5 uM ao sobrenadante das culturas. Apds 7h de incubacao pesquisou-
se apoptose por visualizacdo do padrdao de migracao electroforético do DNA. A
inducdo de apoptose num periodo de incubacdo de 3h, semelhante a CHX, foi
testada com uma concentragdgo de 1 pM STS, utilizando-se as mesmas
metodologias que para aquele composto, para pesquisa de apoptose em igual
periodo de tempo. A avaliagao de lise celular induzida por STS foi realizada como
referido para a CHX, mas ap6s um periodo de 3h de tratamento.

Para verificar se a PS induzia apoptose no nosso modelo celular, foram
realizadas em paralelo culturas de macréfagos com soro adicionado ao meio, na
concentracdo normal de 10% soro fetal de bovino (SFB), e sem adicdo de soro.
Ap6s 8h e 18h de cultura, pesquisou-se apoptose pelas metodologias de
quantificacao de oligonucleossomas citoplasmaticos de DNA, actividade de caspase-
3 e avaliacdo da morfologia nuclear.

3.10. Estudo da expressdo de genes virais envolvidos na inibicdo de
apoptose durante infeccdo por L60 e NHV

3.10.1. Desenho de oligobmeros

Todos os oligdbmeros utilizados nos nossos estudos e mais adiante referidos
foram desenhados utilizando o programa “Primer 3” (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) (Rozen & Stkaletsky, 2000). Subsequentemente, a
sua especificidade para as sequéncias alvo foi testada através da ferramenta BLAST
da NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) (Altschul et al., 1990). Seleccionaram-
se apenas os oligdmeros que mostraram 100% de identidade com as sequéncias
alvo dos varios isolados de VPSA disponiveis, e que apresentaram simultaneamente
niveis baixos de identidade com sequéncias de outros genomas da base de dados
da NCBI.
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3.10.2. Sequenciacao dos genes virais 5-HL e 4-CL de L60 e NHV
3.10.2.1. Obtencao de DNA viral

Culturas de macréfagos em placa de cultura de 12 alvéolos (Nunc), na
concentracgdo de 6 x 10° células por alvéolo com 1 ml de meio, foram infectadas com
MOI 3 de L60 e NHV. Apos 16h de infeccao retirou-se cuidadosamente o
sobrenadante e adicionou-se directamente sobre as células 200 pl de tampao
“binding buffer” e 50 pl proteinase K, componentes do kit de extraccdo de DNA
utilizado “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche). Prosseguiu-se a extraccdo como
recomendado pelo fabricante e eluiu-se o DNA no final em 50 pl de tampao de
eluicao do Kkit.

3.10.2.2. Amplificagéo de regides gendmicas contendo 5-HL e 4-CL

Foram desenhados oligobmeros para amplificarem regides dos genomas de L60 e
NHV contendo os genes 5-HL e 4-CL, com base na sequéncia nucleotidica do
isolado Ba71V de VPSA totalmente sequenciado a data (acesso GenBank:
NC_001659). Os oligémeros utilizados foram:

- seq5HL (5-3’): TTT CCT CCT GGT CGA GTT TG (forward) e GTT TCC TGT GTG
CCC AAC TT (reverse), amplificando uma sequéncia de 899 pb, com inicio 280 pb a
montante do codao de iniciagdo e término 79 pb a jusante do codao de terminacao
da traducao do gene 5-HL.

- seq4CL (5-3): CTT TAT GAG AAC CTA CCT TCT TCG (forward) e CAG GGG
AAA TAT AAC CGA GGA (reverse), amplificando uma sequéncia de 1022 pb, com
inicio 129 pb a montante do codao de iniciacao e término 218 pb a jusante do codao
de terminacao da traducao do gene 4-CL.

2 pl de DNA obtido como descrito em 3.10.2.1. foram amplificados em PCR com
0,6 uM de cada oligbmero forward e reverse, através de uma mistura de reaccao
comercial 2 x concentrada contendo uma polimerase “proofreading” e todos os
componentes necessarios a polimerizacao, excepto oligdmeros € DNA molde
(Accuzyme Mix, Bioline). As condigbes de amplificacdo em termociclador para cada

par de oligdmeros foram:
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- seqg5HL: 95 °C 4 min.; 37 ciclos de 95 °C 30 segq., 65 °C 30 seg, 72 °C 2 min.
e 15 seg.; 72 °C 20 min. e 4 °C .
- seg4CL: 95 °C 4 min.; 38 ciclos de 95 °C 30 seg., 59 °C 30 seg, 72 °C 2 min.
e 15 seq.; 72 °C 20 min. e 4 °C co.
Os produtos amplificados foram submetidos a electroforese em gel de agarose a
1,5%, confirmando-se a obtencao de produtos do tamanho esperado (Fig. 8).

1022 pb

Figura 8. Electroforese de produtos de amplificacdo em DNA de L60 (L) e NHV (N),
correspondentes a regides gendmicas contendo os genes 5-HL (A) e 4-CL (B).
M - marcador de pesos moleculares de DNA (X — Roche).

As bandas foram excisadas do gel e o DNA nelas presente extraido através do
kit “High Pure PCR Product Purification Kit (Roche), segundo as instru¢des do
fabricante, num volume final de 50 pl. Uma aliquota de cada DNA foi quantificada
por espectrofotometria através da leitura da absorvancias a 260 e 280 nm.

3.10.2.3. Clonagem das sequéncias amplificadas e sequenciacao

Uma vez que os amplificados obtidos através de enzimas “proofreading”
possuem extremidades cegas, procedeu-se a uma reaccdo de “A tailing” para
clonagem em vector pGEM-T (Promega) (Fig. 9). 50 ng de DNA amplificado foram
utilizados em reacgédo com tampao de Tag DNA polimerase 1 x (Amersham), 0,2 mM
dATP e 5U Tag DNA Polimerase (Amersham), num volume total de 10 ul, a 70 °C
durante 30 min. 4 pl deste volume foi utilizado em reaccdo de ligagcdo a vector
pGEM-T (25 ng), segundo as instru¢des do kit de clonagem “pGEM-T Vector System
II” (Promega), numa proporgao de 1:2 de vector/inserto.
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Figura 9. Mapa circular do vector utilizado para clonagem e posterior sequenciacdo dos
genes virais 4-CL e 5-HL.
Adaptado de www.promega.com.

Apdbs uma incubacédo de cerca de 16h a 4 °C, utilizaram-se 2 pl de cada reaccao
de ligagdo as quais de juntaram 33 pl de células competentes JM109 para
transformacao, componentes do kit de clonagem. Apds 20 minutos em gelo, aplicou-
se um choque térmico de 45-50 segundos a 42 °C seguido de 2 minutos em gelo, ao
fim dos quais se adicionou as células 970 ul de meio de cultura (LB Broth, Miller, L
3152 Sigma) a temperatura ambiente. Seguiu-se uma incubacéao de 1,5h a 37 °C
com agitacao suave, centrifugacao a 750xg para sedimentar e concentrar as células
transformadas num volume de cerca de 300 pl, e finalmente plagueamento destes
volumes em duplicado em placas de agar (LB Agar, Miller, L3027 Sigma), contendo
100 pg/ml ampicilina, 0,5 mM IPTG e 80 ug/ml X-Gal. As placas foram incubadas a
37 °C durante cerca de 24h para permitir o crescimento de colénias e colocadas de
seguida a 4 °C até a sua utilizacdo. Para confirmar a presenga de fragmento
inserido, algumas das coldnias brancas obtidas (clones recombinantes) para cada
tipo de sequéncia foram repicadas para tubos de 0,2 ul de PCR contendo 10 pl de
agua. A cada tubo foram adicionados os componentes necessarios a amplificacao
por PCR, através dos oligobmeros seqbHL e seq4CL, como descrito em 3.10.2.2.
Aliquotas de cada PCR foram submetidas a electroforese, confirmando-se a
presenca dos clones esperados em praticamente todas as colénias testadas.
Repicou-se uma colbnia de cada clone recombinante e transferiu-se para frasco
“erlenmeyer” contendo 7 ml de meio LB com 100 pg/ml ampicilina. Seguiu-se
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incubacgéo a 37 °C com agitacdo suave durante a noite e extraccao de plasmidio das
culturas através do kit “High Pure Plasmid Isolation Kit” (Roche) segundo instrucdes
do fabricante, eluindo-se no final o DNA plasmidico purificado em 75 pl de tampéao
de eluicao do Kkit.

Aliquotas de 0,5 ul de cada plasmidio foram amplificadas através dos oligémeros
seq5HL e seq4CL, como descrito em 3.10.2.2., ao que se seguiu electroforese em
gel de agarose, confirmando-se a presenca das sequéncias de 4-CL e 5-HL em cada
plasmidio purificado. 2,5 pug de cada plasmidio foi enviado para sequenciagao
automatica, de ambas as cadeias de DNA, recorrendo-se aos servigos externos de
empresa especializada (STAB VIDA). O produto de amplificacdo para 5-HL foi

também sequenciado directamente sem recorrer a clonagem.

3.10.3. Extraccado de RNA e tratamento com DNase

Foi isolado RNA total de culturas de macrofagos em placa de 6 alvéolos
contendo 1,5 x 10° células, controlo n&o infectadas e infectadas com MOI 3 de L60 e
NHYV, utilizando-se o reagente Trizol (Gibco-BRL). Apés diferentes tempos de cultura
ou infecgéo (1,5h, 4h, 8h, 12h, 16h), o sobrenadante foi aspirado cuidadosamente e
as células aderentes foram lisadas adicionando-se 1 ml de Trizol por cada alvéolo. O
procedimento seguido para obtencdo de RNA foi o recomendado pelo fabricante,
ressuspendendo-se no final o RNA em 20 pl de agua tratada com DEPC (Dietil
Pirocarbonato, Calbiochem) para inactivacdo de RNases.

Um volume de 10 pl do RNA obtido foi tratado com DNase (sistema “Turbo DNA-
free’, Ambion), num volume total de reacgdo de 15 ul segundo as instrugées do
fabricante. Para confirmar a eficacia da eliminacdo de DNA, uma aliquota de 1 pul de
cada RNA foi testado por PCR para verificar se ocorria amplificagdo. Em RNA de
células infectadas foram utilizados oligdmeros especificos para regides conservadas
do gene codificante de uma proteina viral, a VP72 (forward: 5
GACGCAACGTATCTGGACAT 3’; reverse: 5 TTTCAGGGGTTACAAACAGG 3)),
que amplificam uma sequéncia de 370 pb. Em RNA de células controlo nao
infectadas utilizaram-se oligdbmeros especificos para o gene constitutivo da ciclofilina
de suino previamente descritos por outros autores (Dozois et al., 1997), amplificando
uma sequéncia de 369 pb. Nas reaccbes de amplificacdo foram utilizadas as

concentragdes de 0,6 uM de cada oligobmero, 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP,
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1x tampao de reaccdao (Amersham) e 0,25 U Taq Polimerase (Amersham), num
volume total de 50 pl. As condi¢des de amplificagdo em termociclador foram: 94 °C 3
minutos; 35 ciclos de 94 °C 30 segundos, 58 °C 30 segundos, 72 °C 30 segundos;
72 °C 10 minutos; 4 °C «. Como controlo positivo da amplificacao foram submetidas
a PCR, paralelamente com as amostras de RNA, amostras de DNA contendo
sequéncias alvo de cada par de oligémeros (DNA extraido de macréfagos de suino
nao infectados e infectados, para amplificagéo correspondente a ciclofilina e a VP72
respectivamente). Uma aliquota de 8 pl de cada volume de PCR foi submetida a
electroforese em gel de 2% agarose. A nado visualizacdo de qualquer produto de
amplificacdo nas amostras de RNA confirmou a eficiéncia do tratamento com DNase
(Fig. 10). Seguiu-se a quantificacdo por espectrofotometria através da leitura da
absorvancia de uma aliquota de cada RNA a 260 e 280 nm. Racios obtidos de

AbS260nm / Abszgonm €ntre 1,8 — 2 confirmaram a sua pureza.

A B

M1 2 3 45 6 7 M1 2 3 45 6 7 89 101112

Figura 10. Eficacia do tratamento com DNase na eliminacdo de DNA contaminante em
amostras de RNA para sintese de cDNA.

Aliquotas de cada RNA, pés-tratamento com DNase, foram submetidas a PCR e os
produtos de amplificagdo separados em electroforese em gel de agarose. A. PCR com
oligébmeros especificos para a sequéncia do gene da ciclofilina de suino (amplificando 369
pb) sobre: DNA de macréfagos de suino (1); RNA de culturas ndo infectadas incubadas
durante 1,5h (2), 4h (3), 8h (4), 12h (5), 16h (6); agua (7). B. PCR com oligémeros
especificos para a sequéncia do gene viral VP73 (amplificando 370 pb) sobre: DNA extraido
de cultura de macréfagos infectada (1); RNA de culturas infectadas com L60 durante 1,5h
(2), 4h (3), 8h (4), 12h (5), 16h (6); RNA de culturas infectadas com NHV durante 1,5h (2),
4h (8), 8h (4), 12h (5), 16h (6); agua (7). M: marcador de pesos moleculares de DNA (VI,
Roche). Os resultados sao representativos de um de cinco ensaios independentes, em que
foi extraido RNA de culturas de macrofagos ao longo de 16h de cultura ou infecgéo para
estudos de expressao genética.
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3.10.4. Sintese de cDNA

Foram utilizadas aliquotas de 0,6 pg de cada RNA para a transcrigao reversa em
cDNA, através da enzima Superscript || Reverse Trancriptase (Invitrogen), segundo
as instrucdes do fornecedor, com pequenas alteracdes. Assim, o RNA tratado com
DNase foi colocado num volume total de 11 pl ao qual foi adicionado 10 pl de agua
tratada com DEPC, 1 ug Oligo pdT12.1s (Amersham Pharmacia Biotech), 2 ul dNTPs
10 mM. A mistura foi aquecida a 65 °C 5 minutos e rapidamente arrefecida em gelo.
Seguiu-se a adicao de 8 ul tampao 5x “First strand buffer”, 4 ul DTT 0,1 M, 2 ul (60U)
RNAGuard (Amersham Pharmacia Biotech) e incubagdo 2 minutos a 42 °C.
Adicionou-se finalmente 1 ul (200U) de enzima transcriptase reversa e incubou-se
50 minutos a 42 °C e 15 minutos a 70 °C, num volume total de 40 pl. O cDNA assim

obtido foi guardado em aliquotas a -20 °C até a sua utilizacao.

3.10.5. Oligbmeros especificos para os genes virais 5-HL e 4-CL

Para amplificacdo de sequéncias correspondentes aos genes de VPSA 5-HL e 4-
CL, foram desenhados oligdmeros com base nas sequéncias nucleotidicas
conservadas publicadas a data em GenBank Data Bank para diferentes isolados.
Para o gene 5-HL compararam-se as sequéncias dos isolados Malawi Lil/20
(L09548), Kenia 1950 (AY261360), Tengani 62 (AY261364), Warthog (AY261366),
Pretorisuskop/96/4 (AY261363), Warmbaths (AY261365), Mkuzi 1979 (AY261362) e
Ba71V (NC_001659). Para o gene 4-CL as sequéncias foram as dos isolados Lis60
(L60) (U91736), Ba71V (U18466), E70 (U91733), E75 (U91734) e Malawi Lil-20/1
(U91738).

As varias sequéncias disponiveis foram alinhadas através do programa "Multalin”
(http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) (Corpet, 1988), de forma a

escolher como sequéncias alvo dos oligdmeros zonas perfeitamente conservadas
entre os diferentes isolados virais. Os pares de oligbmeros escolhidos bem como a
sua localizacdo nas sequéncias codificantes de ambos 0s genes virais estao
representadas na tabela 1.
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Tabela 1. Oligbmeros forward (for) e reverse (rev) desenhados para o estudo da expressao
dos genes virais em qPCR.

L Gene A i o Posicao relativa -
Oligémeros alvo Sequéncia 5’ -3 2 ATG Amplificado
for: CCAQTTTAC T T TgT gAC +203 a +223
5HL 5-HL 2 9999 9°9 217 pb
(540 pb) rev: gAA AgC CAAAAACTC CTC TTg A +398 a +419
for. gCT CCA TAg ATg CAC gAA ATC +80 a +101
4CL 4-CL 9 9’9 9 193 pb
(675 pb) rev: AAg CCg CAg TTT CTACTC CA +253 a +272

Estao descritos para cada gene o nimero de pares de bases das sequéncias codificantes com base
na informacdo para o isolado Ba71V de VPSA totalmente sequenciado (acesso GenBank
NC_001659).

3.10.6. Oligbmeros especificos para genes constitutivos de suino

Os oligbmeros para as sequéncias dos genes constitutivos de suino GAPDH
(“glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase”) e  HPRT1  (“hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1”) foram desenhados tendo como alvo zonas de jungao
exao-exao, de forma a impossibilitar a amplificacdo de DNA gendmico. Para o gene
constitutivo da Ciclofilina A (“peptidylprolyl isomerase A”), os oligbmeros foram
desenhados tendo como alvo diferentes exdes separados por um intrdo. Todos os
oligbmeros para estudos de qPCR foram desenhados para amplificarem sequéncias
de tamanho aproximado e pouco extensas (= 200 pb), de forma a permitir a
obtengéo de boas eficiéncias de amplificacao.

A localizacao dos intrdes na sequéncia dos genes de suino foi inferida através da
informacao existente sobre estes genes em Homo sapiens, obtida a partir da base
de dados da NCBI Entrez Gene (GAPDH: GenelD 2597; HPRT1: GenelD 3251;
Ciclofilina A: GenelD 5478).

As sequéncias de mRNA de cada um dos genes foram obtidas da base de dados
da NCBI Entrez Nucleotide, através dos acessos GenBank:

- AF017079 para GAPDH, NM_001032376 para HPRT1 e NM_214353 para
ciclofilina A de Sus scrofa;

- NM_002046 para GAPDH, NM_000194 para HPRT1 e NM_021130 para ciclofilina
A de Homo sapiens.

Encontrou-se também publicada a sequéncia de mRNA de um pseudogene da
ciclofilina A de suino (acesso GenBank AF543683).

Através do programa “Multalin”, alinharam-se as sequéncias de mRNA de cada

gene, de suino e humanas, com a sequéncia do gene humano, de forma a situar os
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intrées e desenhar os oligobmeros com base nessa informacgao. No caso da ciclofilina
A de suino, 0o mRNA do seu pseudogene foi também utilizado no alinhamento, e os
oligbmeros seleccionados de forma a hibridarem em locais da sequéncia contendo
varios “mismatch” (3 nucleétidos no oligdmero forward e 4 no reverse) para 0 mRNA
deste pseudogene.

Os pares de oligdbmeros escolhidos e a sua localizacdo na sequéncia codificante

dos respectivos genes, estdo patentes na tabela 2.

Tabela 2. Oligébmeros forward (for) e reverse (rev) desenhados para o estudo da expressao
de genes constitutivos de suino em qPCR.

Posicao
Oligomeros Gene alvo Sequéncia 5’ - 3’ relativa a Amplificado
ATG

cie Ciclofilina A for. ggA gAA Agg ATT Tgg TTATAA Agg TT? | +126 a+151 | 157 pb "

(495 pb) rev. ACC CgT ATg CTT CAg gAT AAAA® +261a+282 | 376pb®
X ©

CAP GAPDH for.gTC ggA gTg AAC ggA TTT g +10a +28 168 pb )

(1002 pb) rev: CTT gAC TgT gCC gTg gAA ™ +160 a +177
(e

HPR HPRT1 for. gAC TgA AgA gCT ACT gTA ATg ACC A +302 a +326 183 pb

(657 pb) rev: TTg CAA CCT TgACCATCT TT® +465 a +484

A posicao relativa a ATG refere-se a sequéncia em cDNA de suino. Estao igualmente descritos para
cada gene o numero de pares de bases das sequéncias codificantes com base na informacao da
NCBI para cada gene de Sus scrofa (acessos GenBank: NM_214353 para ciclofilina A, AF017079
Para GAPDH, NM_001032376 para HPRTT).

¥ sobre o terceiro exao;  sobre o quarto exao;  sobre juncio do primeiro e segundo exdes; ¥ sobre
o terceiro exdo; © sobre a jungdo do terceiro e quarto exdes; " sobre a juncdo do quinto e sexto
exoes.

M em cDNA; ® em DNA.

3.10.7. Especificidade dos oligdmeros

A especificidade de cada par de oligdmeros foi testada através de PCR sobre
aliqguotas de DNA e cDNA, obtidas a partir de culturas de macréfagos de suino. As
condicbes de amplificacdo por PCR foram: 0,6 uM de cada oligdmero, 1,5 mM
MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 1x tampao de reaccao (Immobuffer, Bioline) e 0,125U
Immolase DNA Polimerase (enzima “hot-start”, Bioline), num volume total de 25 pl.
As condi¢6es de amplificacdo em termociclador foram: 95 °C 7 minutos; 35 ciclos de
95 °C 30 segundos, 59 °C 30 segundos, 72 °C 15 segundos; 72 °C 10 minutos; 4 °C
. Os resultados de amplificacéo foram visualizados através de electroforese em gel

de agarose a 2,5%, TAE 1x, com aliquotas de 8 ul de cada PCR.
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3.10.8. Obtencdo de DNA de concentracdo conhecida (DNA standard)
para construgdo de rectas padrdo em PCR em tempo real (QPCR)

Os oligbmeros atras descritos — GAP, HPR, 5HL e 4CL — foram utilizados para
obter produtos de amplificacéo, a partir de cDNA, para cada gene em estudo.

As condicdes de PCR utilizadas para cada par de oligbmeros, permitindo obter
produtos especificos, foram as mesmas que as descritas em 3.10.7. Uma aliquota
de cDNA obtido de macréfagos infectados (1,5h pés-infeccdo com NHV MOI 3) foi
diluida 1:20, utilizando-se 0,5 pl desta diluicio em PCR com oligdmeros para
GAPDH e 2 ul para HPRT1, 5-HL e 4-CL. Os volumes de amplificagdo assim obtidos
foram submetidos a electroforese em gel de agarose a 2,5%, confirmando-se a
obtencao de bandas de amplificacado especificas. Apos excisao das bandas do gel, o
DNA nelas contido foi purificado através de um kit de purificagdo de produtos de
PCR (“High Pure PCR Product Purification Kit” — Roche) segundo as instrucées do
fabricante, num volume final de 75 ul. Uma aliquota de 1 pl de cada produto de
amplificagdo assim obtido foi submetido a uma segunda amplificagdo por PCR
seguida de nova purificacdo, nas mesmas condicées que as descritas anteriormente,
de forma a obter uma quantidade generosa de DNA que permitisse uma
quantificacdo rigorosa em espectrofotometro. Obtiveram-se mais uma vez
amplificados especificos, confirmados através de electroforese em gel de agarose a
2,5%.

Aliguotas de cada produto amplificado foram quantificadas em
espectrofotometro, determinando-se a absorvancia a 260 e 280 nm. R&cios de
Absogonm / Absogonm de 1,8-1,9 confirmaram o seu grau de pureza. Seguidamente
converteu-se a quantidade de DNA em pug para pmol através da férmula: pmol
(dsDNA) = pg (dsDNA) x 1515 / Npb (pmol = picomoles, dsDNA = DNA de dupla
cadeia, Nbp = n? de pares de bases) (em https://www.roche-applied-science.com
/labfags/), e por sua vez a quantidade de pmol para n® de moléculas através do n® de
Avogadro (1 mol = 6,022 x 10?® moléculas).
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3.10.9. Optimizagéao das reaccoes de qPCR: eficiéncias da amplificacdo
e obtencao de produtos especificos

3.10.9.1. Eficiéncia de amplificacdo do DNA standard

As condicbes Optimas de especificidade e eficiéncia de amplificacdo para cada
par de oligémeros em gPCR foram determinadas ensaiando diferentes temperaturas
de emparelhamento e/ou extensao (entre 55 e 60 °C) e diferentes concentragdes de
cada oligbmero (de 100 a 900 nM). Para experimentar cada diferente condicao,
foram feitas diluicdes seriadas de 1:5 de cada DNA standard obtido como descrito
em 3.10.8., de forma a obter uma gama de concentracdes variada, de 100 000, 20
000, 4 000, 800, 160 e 32 moléculas/ul. Foram utilizados volumes de 2 pl por
diluicdo nas reaccdes de gPCR nas diferentes condicbes para optimizacao
(utilizaram-se no minimo 4 e maximo 6 diluicbes por reaccao para construcdo das
rectas padrdo). Uma vez que nao se observaram variagdes importantes entre
réplicas de uma mesma diluicdo em ensaios consecutivos de optimizagédo, passou a
utilizar-se apenas uma diluicdo por cada ponto da recta. Obteve-se sempre, como
parametro de qualidade das rectas, um coeficiente de regressao elevado (R? > 0,99).

Para amplificagcdo utilizou-se uma mistura comercial de reacgdo 2 x concentrada,
contendo o fluorocromo intercalador de DNA Sybr Green | bem como todos os
restantes componentes necessarios a polimerizacdo, excepto oligdmeros e DNA
molde (iTag SYBR Green Supermix with ROX, Bio Rad), num volume final de 20 pl
de reaccdo. O aparelho de gPCR utilizado foi o “7300 System” da Applied
Biosystems.

Os dados de quantificacao resultam da intercalagdo do Sybr Green | nas novas
moléculas de DNA sintetizadas a medida que a amplificacao progride, emitindo uma
quantidade de fluorescéncia proporcional ao n® de moléculas existente em reaccao e
que é detectada pelo aparelho de gPCR. Os valores sdo obtidos numa fase
exponencial das amplificacdes, antes que ocorra deplecdo de algum dos
componentes da reaccdo. Para tal, é estabelecido automaticamente (pelo software
do aparelho de gPCR) ou manualmente, um nivel de “cycle threshold” (Ct). Este
representa os ciclos de amplificacdo aos quais € detectado sinal de fluorescéncia
claramente acima do “background” inicial, resultado da acumulacdo de produtos
amplificados.
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Construiram-se deste modo rectas padrdo, representando o logaritmo das
concentragdes (em n? de moléculas) versus o Ct para cada DNA standard, através
do software do aparelho de gPCR. O declive das curvas padrao (S) permitiu calcular
a eficiéncia da amplificacdo (E) para cada condicdo experimental, através da
formula: E = 10"° -1 (Revilla-Fernandez et al, 2005). Foram consideradas
condicoes o6ptimas aquelas em que se obteve uma eficiéncia de amplificacéo igual
ou superior a 95% (E = 0,95), tendo-se verificado eficiéncias desta ordem para todos
os pares de oligobmeros, a uma concentracdo 500 nM, nas seguintes condicdes de
amplificacdo: desnaturagdo inicial a 95 °C 2 min. e 45 seg.; 40 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C 15 seg., emparelhamento a 57 °C 15 seg., extenséo a 60 °C
45 seg. Estas condicbes foram confirmadas pelo menos uma vez antes das
quantificacdes de amostras.

3.10.9.2. Eficiéncia de amplificagdo de cDNA

Uma vez estabelecidas as condi¢gdes Optimas de amplificagdo para o DNA
standard, confirmou-se se a eficiéncia da amplificacdo sobre cDNA com cada par de
oligbmeros, nas mesmas condi¢des, era semelhante. Este estudo foi realizado tendo
em linha de conta que nas amostras de cDNA estardo presentes componentes ou
concentracoes de ides diferentes das do DNA standard, podendo afectar a eficiéncia
do gPCR sobre cDNA, cuja quantificacao € inferida a partir do DNA standard.

Foram feitas diluicdes seriadas de 1:2 de cDNA contendo sequéncias alvo para
cada oligdbmero (cDNA obtido de macréfagos as 8h pés-infeccado com MOI 3 de L60).
Uma vez que as sequéncias alvo nesta amostra ndo tinham sido ainda
quantificadas, atribuiu-se um n® de moléculas ficticio a cada primeira diluicao, de
modo a que o software do aparelho de gPCR pudesse construir rectas padrao.
Verificou-se que as sequéncias alvo possuiam quantidades diferentes no cDNA, pelo
que foram testadas varias diluicdes deste, de modo a obter amplificagao ao longo de
pelo menos quatro diluicbes e em ciclos ndo muito tardios. Finalmente foram
utilizadas as seguintes diluicbes de cDNA (2 ul por reaccédo) para cada par de
oligbmeros: HPR — 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64; GAP — 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256;
5HL —1:16, 1:32, 1:64, 1:128; 4CL — 1:10, 1:20, 1:40, 1:80.

A titulo descritivo, a cada primeira diluicdo foram atribuidas: 200 moléculas a
HPR, 2000 a GAP, 250 a 5HL e 6000 a 4CL. As diferentes diluicbes foram entao
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amplificadas nas condi¢cées optimizadas anteriormente para DNA standard, e a
eficiéncia de amplificagdo em cDNA inferida a partir do declive das rectas padréo
assim obtidas, tal como descrito anteriormente para DNA standard.

Nao se utilizou a mesma amostra de cDNA (de 1,5h Pl) que em 3.10.8. porque
se verificou que o numero de sequéncias alvo para o gene 5-HL ai presentes era
muito baixo, ndo permitindo fazer um numero adequado de diluicbes para

construcéo de uma recta padréo.
3.10.9.3. Especificidade dos produtos de amplificacao

3.10.9.3.1. Andlise de curvas de dissociacao

O aparelho de gPCR utilizado foi programado para elevar a temperatura
lentamente ao longo de varios minutos no final dos ciclos de amplificacdo. Quando o
DNA de dupla cadeia resultante de uma reaccdo de qPCR se dissocia (quando é
atingida a sua temperatura de “melting” — Tm), o aparelho grava a diminuicdo na
fluorescéncia emitida pelo Sybr Green | devido a libertacao deste da cadeia dupla de
DNA. O software do aparelho de qPCR constréi um grafico com os valores de
fluorescéncia em funcdo da temperatura, cuja andlise permite verificar se existe
apenas uma Tm, correspondente a um unico produto de amplificacdo, ou se pelo
contrario na mesma reaccao existe mais do que uma Tm, situagcdo em que ocorreu

amplificagao inespecifica.
3.10.9.3.2. Anadlise dos amplificados por electroforese
No final da reacgao de gPCR, uma aliquota de 8 pl foi submetida a electroforese
em gel de agarose a 2,5%, TAE 1x, em paralelo com marcadores de peso molecular
de DNA, de modo a confirmar a obtencdo de bandas de amplificacdo Unicas e do
tamanho esperado.

3.10.10. Quantificagao das sequéncias alvo em cDNA por gPCR

Cada amostra de cDNA foi diluida 1:10, utilizando-se aliquotas de 2 ul em cada

reaccao de qPCR. Para cada sequéncia alvo, as aliquotas dos varios tempos de
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cultura/infeccao de cada ensaio foram amplificadas (em duplicado ou triplicado) em
paralelo, na mesma reaccdo de gPCR. Paralelamente, amplificaram-se também
diluicoes do correspondente DNA standard para construcéo da recta padrdao. Cada
recta foi obtida com 5 a 6 diluicbes seriadas (de 1:5, abarcando as 200 000, 40 000,
8 000, 1600, 320 e 64 moléculas), de modo a que as quantidades presentes nas
amostras ficassem entre os pontos das diluicdes da recta.

Para normalizacdo dos resultados de expressdao dos genes virais, o0 n® de
moléculas correspondentes a 5-HL e 4-CL foi dividido pelo n® de moléculas
correspondentes ao gene constitutivo escolhido como controlo interno, presentes na
mesma amostra de cDNA.

3.10.11. Northern blot: detecgéo de transcritos do gene viral 4-CL

3.10.11.1.Electroforese de RNA e transferéncia para suporte solido

1 ug de RNAs obtidos de culturas de macréfagos como descrito em 3.10.3., com
1,5h, 8h e 16h de infeccdo, ou de cultura controlo ndo infectada com 16h, foram
submetidos a electroforese em hidrogel especifico para RNA (Clearose RNA Mini,
Elchrom) segundo as instrugbes do fabricante. O RNA de cultura controlo foi
utilizado em paralelo para confirmar a auséncia de sequéncias virais ou com as
quais houvesse hibridagcao inespecifica, e por tal motivo, ndo se utilizaram outros
tempos de cultura. Cada amostra de RNA foi misturada com um tamp&o contendo o
desnaturante glioxal [1,5 M Glioxal (Sigma, Molecular biology grade), 75% DMSO
(v/v) (Sigma, Molecular biology grade), 0,015 M TMAP pH 7 (tetramethylammonium
phosphate, Elchrom] numa proporcdo de 1:3. Seguiu-se desnaturagdo a 55 °C
durante 25 minutos e transferéncia do tubo para gelo alguns minutos antes da
electroforese. Adicionou-se a cada tubo tampao de aplicacdo de amostra em gel
(Loading buffer 5x, 1 dye BPB, Elchrom) aplicando-se um volume maximo de 16 pl
por poco. Marcadores de pesos moleculares de RNA (3 ul) foram tratados de modo
semelhante (RNA Markers, Promega) antes da aplicacdo em gel. A electroforese
decorreu em tampao TAE 1x, no aparelho de electroforese “Owl EasyCast™
horizontal B2 mini gel system” (Termofisher Scientific), aplicando-se uma voltagem
de 8 V/cm durante 90 minutos. O gel foi seguidamente corado por imersao em

solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/ml) em agua ultrapura Milli-Q durante 20
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minutos, observado sobre transiluminador e fotografado com régua (Fig. 11) de
forma a localizar posteriormente as distancias de migracdo de cada banda do
marcador de pesos moleculares de RNA em autorradiografia. A observacdo de
bandas definidas de ambos os RNAs ribossomais permitiu verificar que o RNA nao

se encontrava degradado.
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Figura 11. Electroforese de RNA total de macréfagos néo infectados e infectados com L60 e
NHV a varios tempos PI.

Os RNAs foram obtidos as 16h no caso de macrofagos nao infectados como controlo (C), e
as 1,5h, 8h e 16h Pl com L60 (L) e NHV (N). Ensaio representativo de dois ensaios
independentes realizados. M: marcador de pesos moleculares de RNA; o n® de bases de
cada banda esté assinalado do lado esquerdo da figura.

O gel foi de seguida equilibrado em tampéao de transferéncia TAE 1,3x (Elchrom)
durante 20 minutos e colocado sobre papel de filtro (Trans-blot paper, Bio Rad) e
sob membrana de nylon positivamente carregada (Hybond-N*, Amersham
Pharmacia Biotech), cortada a medida exacta do gel e alinhada com os pocos deste.
Colocou-se papel de filtro também sobre a membrana e o conjunto, montado em
cassete de transferéncia, foi colocado em tanque de transferéncia electroforética
(Mini  Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Bio Rad) contendo tampéao
previamente arrefecido a cerca de 8 °C. Foi aplicada uma amperagem de 500mA
durante 4h, no final das quais o gel se tornou a corar com brometo de etidio para
confirmar a transferéncia. A membrana humida foi colocada sobre transiluminador,
com a face contendo o RNA exposta a fonte de radiacao UV (A 300nm) durante 3
minutos, para fixacdo deste. As membranas assim obtidas foram guardadas a 4 °C

até a sua utilizacao.
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3.10.11.2.Construcao de sondas

3.10.11.2.1. Sonda de RNA

A sonda de RNA para Northern blot foi obtida por transcricao in vitro a partir de
plasmidio recombinante pGEM-T (Fig. 12), com a sequéncia do gene 4-CL clonada
entre promotores de RNA polimerases SP6 e T7. O plasmidio utilizado para esta
transcricéao in vitro foi aquele obtido para sequenciacado do gene 4-CL de L60, como

descrito em 3.10.2.

pGEM®

recombinant

with an appropriate
restriction enzyme
to linearize DNA.

[ -

l Prepare plasmid

Add RNA synthesis reaction
components (appropriate
RMNA polymerase and NTPs)
and incubate.

. '_-'f—’f_f};[_/_f

| run-off transcripts

Figura 12. Representagdo esquematica da obtencao de sondas de RNA por transcrigéo in
vitro a partir de plasmidio recombinante pGEM-T com sequéncias promotoras das RNA
polimerases SP6 e T7.
Adaptado do folheto informativo TM016 para o produto “Riboprobe in vitro Transcription
Systems” da Promega.

Conhecendo-se a orientacdo do inserto gracas a sua prévia sequenciacao,
utilizou-se a RNA polimerase SP6 para transcrever a cadeia complementar ao
mRNA de 4-CL (Fig. 13, A). Para tal, o plasmidio foi linearizado com uma enzima de
restricdo que clivasse na sequéncia clonada préximo ao ATG do gene para se obter
uma sonda de tamanho razoavel. Utilizou-se o software disponibilizado em “SDSC

Biology Workbench” (http://workbench.sdsc.edu, do departamento “Bioinformatics
and Systems Biology” da Universidade de San Diego, California), para encontrar
locais de restricdo adequados na sequéncia de 4-CL. Escolheu-se a enzima Hindlll,
com sequéncia alvo 100pb a jusante de ATG (Fig. 13, A), que deixa extremidades 5’

“overhang” evitando-se assim a transcricdo de sequéncias indesejadas.
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Figura 13. Sonda de RNA utilizada para deteccdo de mRNA de 4-CL por Northern blot.

A. Representacdo esquematica do processo de obtencao da sonda, por transcrigéo in vitro a
partir de um plasmidio no qual foi clonado, em local flanqueado por promotores de RNA
polimerases (SP6 e T7), uma sequéncia de DNA viral de 1022pb incluindo o gene 4-CL.
Apbs linearizagao do plasmidio com Hindlll, clivando a sequéncia de 4-CL cerca de 100pb a
jusante de ATG, a transcrigao realizou-se através de SP6 de forma a transcrever a cadeia
complementar ao mRNA. Estdo incluidos na sequéncia clonada cerca de 100pb da
extremidade final do gene A542R, préximo a 4-CL mas de orienta¢do de transcri¢cao inversa.
A vermelho esta representada a sonda de RNA obtida, com cerca de 855 bases. B.
Visualizagdo através de electroforese em gel de agarose a 2% de uma aliquota da sonda
transcrita in vitro (S). M: marcador de pesos moleculares de RNA (Promega). ATG e TGA:
coddes de iniciagao e terminagao da tradugao respectivamente do gene 4-CL.

Utilizaram-se 3 pg de plasmidio em digestdao com 15 U de enzima Hindlll (Roche)
e tampao de incubagao (M, Roche) num volume total de 25 pl, durante 2h a 37 °C. 1
ul do volume de digestao foi sujeito a electroforese em gel de agarose a 0,7% para
confirmar a completa linearizacao do plasmidio. Seguiu-se purificacdo deste através
do “High pure PCR Product purification kit” (Roche), eluindo-se num volume final de
50 upl. Apés quantificagdo em espectrofotémetro, utilizou-se 750 ng do plasmidio
linearizado em transcricéo in vitro na presenca de 1xNTPs (1 mM ATP, CTP, GTP;
0,65 mM UTP; 0,35 mM Biotin-16-UTP, do “Biotin RNA Labeling Mix, 10x conc.”,
Roche), 40U RNA polimerase SP6 e respectivo tampao de transcricao 1x (Roche),
num volume total de 20 pl. Apés 2h a 37 °C adicionou-se 0,8 ul EDTA 0,5 M (pH 8,0)
para parar a reac¢ao. Para remocao de nucleé6tidos nao incorporados, o volume de
transcricdo foi precipitado adicionando-se 2ul NH,OAc 5M e 44pl de etanol 100%

seguido de arrefecimento a -20 °C 1,5h. Apdés uma centrifugagdo de 20 minutos a
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12000xg 2 °C, o sedimento foi lavado com 200ul etanol a 75%, centrifugado
novamente 15 minutos a 12000xg 2 °C e ressuspendido em 30 pl de agua livre de
nucleases. Uma aliquota de 1 pl foi utilizada em electroforese em gel de agarose a
2% para confirmar a obtencdo de transcritos com o tamanho desejado de 850 bases
(Fig. 13, B), desnaturando-se antes da electroforese de forma semelhante a descrita
para RNA em 3.10.11.1. Ap6s quantificacao em espectrofotémetro, a sonda de RNA

assim obtida foi guardada a -70 °C até a sua utilizacao.

3.10.11.2.2. Sonda de DNA

Este tipo de sonda foi obtido por incorporacdo de nucle6tidos marcados com
biotina durante amplificacdo de uma regido interna a sequéncia codificante do gene
4-CL por PCR. Para tal foram utilizados os oligbmeros (5°-3’): TGT TTC CTA AAA
TAA ATA CAA TAG ATC C (forward) (hibridando na posicao +2 a +29) e AAG CCG
CAG TTT CTA CTC CA (reverse) (hibridando na posicao +253 a +272), amplificando
um total de 270 pb (Fig. 14, A). Para PCR foi utilizado cDNA obtido de culturas de
macrofagos infectados, neste caso com o isolado NHV durante 12h (0,8 pl), em
conjunto com 0,6 uM de cada oligémero forward e reverse, mistura de dNTPs 1x
[componentes de “North2South Biotin Random Prime Kit”, Pierce, contendo dCTP
conjugado com biotina (Biotin-N*-dCTP)], tamp&o de reacgdo 1x (Amersham) e 1,5U
Taq Polimerase (Amersham), num volume total de 50 ul. Paralelamente a este,
realizou-se um segundo PCR com todos os componentes semelhantes excepto os
dNTPs utilizados, sem qualquer marcacdo com biotina, na concentragdo de 200 pM
cada. As condicoes de amplificacdo em termociclador foram: 95 °C 2 minutos; 30
ciclos de 95 °C 20 segundos, 60 °C 30 segundos, 72 °C 30 segundos; 72 °C 7
minutos; 4 °C «. Aliquotas de 5 pl de cada PCR foram submetidas a electroforese
em gel de agarose a 1,5% para verificar a especificidade e peso dos amplificados
obtidos (Fig. 14, B). O amplificado para utilizagdo como sonda, devido aos
nucleétidos ligados a biotina incorporados, migrou mais lentamente que o
amplificado com dNTPs normais como esperado, confirmando-se assim a obtencao
de sonda de DNA marcada com biotina.
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Figura 14. Sonda de DNA marcada com biotina para deteccdo de mRNA de 4-CL em
Northern blot.

A. Representacdo esquematica do processo de obtencdo da sonda por PCR. Os
rectangulos cinzentos no esquema representam a localizacdo dos oligobmeros utlizados para
amplificacédo da regido inicial da sequéncia codificante do gene 4-CL, da posicao +2 a +272.
B. Visualizacao através de electroforese em gel de agarose a 2%, de aliquotas de PCR com
os oligbmeros atras referidos utilizando dNTPs normais (1) e com dCTP conjugado com
biotina (2), que aumenta o peso molecular da sequéncia amplificada. M: marcador de pesos
moleculares de DNA (X, Roche).

3.10.11.3.Hibridagao e deteccao por quimioluminescéncia

Neste processo utilizaram-se solugdes de hibridacéo, lavagem e detecgéo do kit
“North2South Chemiluminescent Hybridization and Detection Kit” (Pierce), segundo
instrugcdes do fabricante com pequenas alteragdes. Brevemente, as membranas
contendo RNA foram colocadas em tubos de 50 ml (Nunc) e lavadas com 15 ml de
solugdo contendo 2 x SSC (0,3 M NacCl, 0,03 M Citrato de sédio, pH 7,0), 0,5% SDS
e 1 mM EDTA durante 30 minutos a 55 °C com o tubo em rotacdo. Removeu-se esta
solugdo e adicionou-se no caso de sonda de RNA, solugcé&o de hibridagcao (= 6 ml)
previamente aquecida a 70 °C, suplementada com 30 pg/ml RNA de levedura
(Roche) e 1% SDS. Seguiram-se 30 minutos de pré-hibridacédo a 70 °C em estufa de
hibridacdo com rotacdo. Desnaturou-se sonda de RNA a 80 °C 10 minutos seguido
de arrefecimento em gelo 5 minutos, e adicionou-se a solucao de hibridacdo numa
concentracgao final de 5 ng/ml. A hibridagdo decorreu durante 16h a 70 °C em estufa
de hibridagdo com rotagdo. No caso de sonda de DNA, ndo se adicionou SDS a
solucao de hibridacao e a temperatura de pré-hibridacao e hibridacéo foi de 55 °C. A
desnaturagao desta sonda foi a 100 °C, adicionando-se um volume de 2 pl por ml de

solucao de hibridagéo.

71



Materiais e métodos

As lavagens adstringentes pés hibridacdo das membranas foram feitas com 20ml
de solucao contendo 0,5 x SSC, 0,2% SDS, previamente aquecida a 70 °C no caso
de sonda de RNA ou a 55 °C no caso de sonda de DNA, num total de 3 lavagens
durante 20 minutos em estufa de hibridacao com rotacao.

No processo de deteccdo quimioluminescente utilizaram-se as solucbes
componentes do kit segundo as instrucbes do fabricante sem alteragdes.
Brevemente, esta deteccdo é baseada na incubacdo das membranas com solugao
contendo estreptavidina conjugada com enzima peroxidase (HRP, “horse radish
peroxidase”), que se liga a biotina presente nas sondas hibridadas ao RNA da
membrana. Seguiu-se a incubacdo da membrana com uma solucao substrato com
peréxido e luminol e exposicao a filme de radiografia, por periodos de 1 a 30 minutos
consoante a intensidade de sinal desejada.

3.10.11.4.Determinacao da dimensao de transcritos de 4-CL

A dimensao de cada transcrito foi determinada a partir das distancias de
migracdo das bandas de marcador de pesos moleculares de RNA em cada
electroforese. Para tal, construiu-se uma recta padrdao com o logaritmo do n® de
bases de cada banda do marcador versus a distancia migrada em gel durante
electroforese. A partir da equacgéo da recta obtida (construida através do programa
Microsoft Excel), foi inferida a dimensdo de cada transcrito desconhecido,
determinando-se a sua distancia de migragdo medida a partir da imagem de
autorradiografia de Northern blot.

3.11. Western blot

3.11.1. Preparacao de extractos proteicos de macréfagos

Foram obtidos extractos proteicos de culturas de macrofagos apds diferentes
infeccdes e/ou tratamentos através de duas metodologias: a partir de fraccao de
fenol-etanol guardada durante a extraccdo de RNA com Trizol (em 3.10.3), que foi
posteriormente processada segundo as instrugdes do fabricante (Invitrogen) de
forma a extrair proteina das mesmas amostras, e através do kit “CasPACE Assay
System, Colorimetric” (Promega) (como descrito em 3.8.3). A proteina presente nos
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diferentes extractos foi quantificada através do reagente Bradford segundo
instrucoes do fornecedor (Sigma).

3.11.2. Electroforese de proteinas em gel de poliacrilamida / SDS

25 pg de proteina foram fraccionadas por cada condicdo através de electroforese
em géis de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE). Utilizaram-se géis descontinuos
compostos por um gel concentrador com 4% (p/v) de poliacrilamida e um gel de
resolucdo com 12% (pesquisa de proteina 4-CL) ou 15% (pesquisa de caspase-3)

de poliacrilamida. Os géis de resolugdo prepararam-se com as seguintes solucdes

de trabalho:
Solucao concentrada: Proporcéo do volume final:
30% Acrilamida/Bisacrilamida (Bio Rad)......... o volume necessario para a
(mistura 37,5:1) concentracao final pretendida
Tris HCI 1,5 MPH 8,8.....ccccvviieiieecieecee e 25% (VIV)
SDS 10%...eeeiiiieiiiiieeeee e 1% (V/V)
HOO ... g.b. para o volume pretendido

Para polimerizagéo:
Persulfato de aménio 10% (P/V)...cceeeveeerveenns 0,05% (Vv/v)
N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED)... 0,05% (v/v)

O gel de resolugdo assim preparado foi vertido entre duas placas de vidro
(componentes do aparelho de separacgéo electroforética utilizado Mini-PROTEAN 3,
Bio Rad) e sobreposto por um pequeno volume de agua até polimerizar. Removeu-
se a agua e verteu-se de seguida o gel concentrador, preparado como descrito
acima para o gel de resolucao mas substituindo a solucao Tris HCI 1,5 M pH 8,8 por
uma solucéo Tris HCI 0,5 M pH 6,8 e utilizando o dobro da quantidade de TEMED.
Colocou-se de seguida um pente apropriado para a criacdo de pocos no gel para
aplicacdo das amostras e deixou-se polimerizar. As amostras de proteina foi
adicionado na proporcao de 1:1 tampao de amostra 2x concentrado contendo: 2%
SDS (p/v), 25% glicerol (v/v), 0,0625 M Tris HCI pH 6,8, 0,01% azul de bromofenol
(p/v) e 5% B-Mercaptoetanol (v/v), seguindo-se desnaturacdo em banho em agua

fervente durante 5 minutos e banho de gelo até aplicar no gel. No caso de Western
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blot para deteccao da proteina viral 4-CL, aplicou-se também em gel uma aliquota
de 0,5 pg desta proteina purificada (gentiimente cedida por Yolanda Reuvilla,
CBMSO, Madrid). Em paralelo com as amostras, uma mistura de proteinas de
massa molecular conhecida composta por: Miosina (200 kDa), B-galactosidase
(116,25 kDa), Fosforilase b (97,4 kDa), Aloumina sérica (66,2 kDa) Ovalbumina (45
kDa), Anidrase carbédnica (31 kDa) Inibidor de tripsina (21,5 kDa), Lisozima (14,4
kDa), Aprotinina (6,5 kDa) e o-lactoalbumina (14,4 kDa) (SDS-PAGE Molecular
Weight Standards, Broad Range — Biorad) foi misturada com tampao de amostra na
proporcao de 1:20 e desnaturada de forma semelhante. A electroforese decorreu em
tampao de corrida Tris-Glicina contendo 25 mM Tris base, 192 mM Gilicina, 0,1%
SDS (p/v) sob uma diferenga de potencial de 200 V durante cerca de 40 minutos.

3.11.38. Transferéncia para suporte sélido

O gel de poliacrilamida foi transferido para cassete de transferéncia (componente
do aparelho de transferéncia utilizado “Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer cell”,
Bio Rad) colocando-se sobre papel de filtro espesso (Trans-blot paper, Bio Rad) e
sob uma membrana de nitrocelulose (Bio Rad) cortada a medida exacta do gel.
Colocou-se novo papel de filtro sobre a membrana e o conjunto assim montado foi
colocado no aparelho de transferéncia com tampao composto por 25 mM Tris base,
192 mM glicina, 0,1% SDS (p/v) e 20% metanol (v/v), previamente arrefecido a 8 °C.
Aplicou-se uma voltagem de 30 V para transferéncia durante a noite ou de 100 V
para transferéncia rapida de 1h, com refrigeracdo. Terminada a transferéncia, a
membrana foi corada em solugcdo Ponceau-S (Schleicher and Schuell) até se
visualizarem os marcadores de peso molecular. Retirou-se 0 excesso de corante
com agua e cortou-se a por¢cao da membrana com os marcadores, guardando-se
entre papel de filtro. O gel foi corado por imersdo em solugdo corante (azul de
coomassie R250 (Merck) 0,2% (p/v), metanol 50% (v/v), acido acético 10% (v/v)) por
um tempo nao inferior a 2h, com agitacao constante, de forma a confirmar a eficacia
da transferéncia. Para remover 0 excesso de corante colocou-se o gel numa solucao
de metanol 5% (v/v), acido acético 7,5% (v/v), juntamente com um pequeno pedaco

de esponja para absorver o corante.
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3.11.4. Deteccao de proteinas

As membranas foram transferidas para tubos de 50 ml (Nunc) e bloqueadas em
15 ml de solugéo de TBS (25 mM Tris base, 137 mM NaCl, pH 7,6) com 0,1% Tween
20 (v/v) e 5% leite magro em pé (p/v), em rotacdo constante, a temperatura
ambiente durante 2h ou durante a noite a 4 °C. Seguiram-se 3 lavagens de 5
minutos em rotacao com solucdo TBS com 0,1% Tween (TBS/T) (cerca de 10 ml) e
adicdo de um volume de cerca de 6 ml de nova solucao de TBS/T/5% leite magro
com o anticorpo primario pretendido: contra caspase-3 a 1:1000 (v/v) (9662, Cell
Signaling Technology), contra proteina viral 4-CL a 1:750 (v/v) (soro obtido em
coelho cedido gentilmente por Yolanda Revilla, CBMSO — Madrid). A hibridacao
decorreu durante a noite a 4 °C com os tubos em rotacao. Para remogao do excesso
de anticorpo ndo ligado lavaram-se as membranas 3 vezes 10 minutos em 15 ml
TBS/T, ao que se seguiu a incubagcdo com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (soro policlonal de cabra contra imunoglobulinas de coelho — P 0448,
Dako) diluido 1:50000 em TBS/T/5% leite magro, durante 1-2h a temperatura
ambiente em rotacdo. Apdés novas lavagens como anteriormente, para a deteccao
dos anticorpos ligados adicionou-se a superficie da membrana um substrato
quimioluminescente (West Femto — Pierce) segundo instrucbes do fabricante.
Envolveu-se de seguida a membrana em pelicula aderente e expbs-se sob chapa de
autorradiografia (Kodak) em cassete protegida da luz. A revelacao foi realizada em
revelador automatico. As bandas reveladas em autorradiografia foram quantificadas
por andlise de densitometria através do programa de andlise de imagem
“ImageMaster TotalLab” v1.00 (Amersham Pharmacia Biotech).

3.12. Analise estatistica de resultados

A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através do teste Anova
para medicoes repetidas, com pds-teste de Tukey, e do teste t emparelhado (paired
t-test). No caso em que nao foi possivel obter amostras emparelhadas foi referido no
respectivo texto o tipo de teste estatistico utilizado. Antes de qualquer analise, os
dados foram transformados nos seus logaritmos (Y=Logip) para uma aproximacao
maxima a distribuicdo normal. Utilizou-se o software Instat Graphpad v.3.
considerando-se estatisticamente significativas diferencas em que p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1.Avaliacdo de parametros da infeccdo com L60 e NHV em culturas de

macréfagos de suino

Os nossos estudos tiveram como objectivo comparar o efeito da infecgcéo in vitro
pelos isolados de VPSA de diferente viruléncia, L60 de alta viruléncia, e NHV de
baixa viruléncia, nos mecanismos de morte celular de macréfagos de suino. Para tal,
compararam-se em primeiro lugar alguns aspectos relativos a infeccdo com ambos
os isolados em culturas primarias de macréfagos, nomeadamente a propédsito da
capacidade de producao de progenia viral e do numero de células infectadas em
cultura.

Para identificar possiveis diferencas ao nivel da capacidade de replicacao viral
nas células hospedeiras, quantificou-se a progenia viral libertada de células
infectadas em paralelo com cada isolado viral a uma MOI 5, utilizada em rotina do
laboratério para infec¢do de culturas de macréfagos e posterior isolamento de virus.
As 18h poés-infeccdo (Pl) o sobrenadante das culturas foi colhido e titulado, mais
uma vez em paralelo, de forma a comparar a quantidade de virus acumulado no
meio de cultura. Como representado na Figura 15, ndo se encontrou uma diferenca
significativa nos titulos virais resultantes de infeccao por L60 ou NHV em culturas de

macréfagos de suino.
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Figura 15. Titulos virais no sobrenadante de culturas de macréfagos de suino apés 18h de
infeccdo com MOI 5 de L60 e NHV.

Os resultados representam a média de quatro ensaios independentes + erro padrdo, com
infec¢des realizadas em paralelo em células com origem no mesmo suino a cada ensaio.
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O numero de células infectadas em cultura foi determinado em duas fases
diferentes da infeccdo, nas quais a maioria dos nossos estudos mais adiante
reportados decorreram: as 8h PI, correspondendo uma fase precoce do ciclo viral
em que a replicagcdo do DNA viral esta em curso, e as 18h PI, fase tardia que
permite a conclusdo da replicacdo e morfogénese virais. Estudos preliminares
mostraram nao haver uma diferenca significativa no nimero de células infectadas
com MOI 5 ou 3 de ambos os isolados, pelo que se passou a utilizar uma MOI 3,
permitindo uma poupancga significativa de virus. Adicionalmente, MOls semelhantes
ou mesmo inferiores foram utilizadas por outros autores em estudos no ambito da
modulacdo de apoptose por VPSA (Hurtado et al, 2004, Neilan et al., 1997a,
Ramiro-lbanez et al., 1996). Apdés 8h e 18h de infeccdo determinou-se a
percentagem de células infectadas nas culturas através de imunofluorescéncia (Fig.
16, A). Os resultados obtidos revelaram que esta percentagem nao difere
significativamente entre os dois isolados virais em ambas as fases de infeccao (Fig.
16, B).

A B

8h 18h

% células infectadas

L60 NHV L60 NHV

Figura 16. Quantificacdo de macréfagos infectados em culturas inoculadas com L60 e NHV,
a tempos precoce (8h) e tardio (18h) de infeccdo com MOI 3.

A. Observagao através de microscopia de fluorescéncia: visualizagao do n® total de células
através de coloragcdo com Hoechst 33258 (1.) e visualizacao das células infectadas através
de imunofluorescéncia com soro anti-VPSA conjugado com FITC (2.), numa cultura as 18h
Pl. B. Percentagem de células infectadas. Os dados representam as médias de 4 ensaios +
erro padrao, tendo sido contadas um minimo de 200 células por cada infecgédo. As infecgcoes
foram realizadas em paralelo em culturas de macréfagos com origem no mesmo suino a
cada ensaio.
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Verificou-se no entanto uma baixa percentagem de infecgéo a tempo precoce, de
cerca de 31 % das células em cultura, que aumentou a tempo tardio para, em média,
68 %. Em estudos de outros autores, utilizando uma MOI muito superior (MOI 10)
aquela por nés utilizada para infeccdo de macréfagos de suino, obtidos em
condicbes semelhantes, verificou-se que mesmo apds 24h, uma proporcao
significativa das células permaneceu resistente a infeccao (entre 30 a 60%)
(McCullough et al., 1999). Os autores relacionaram esta observagédo com o facto de
os macrofagos nas culturas primarias apresentarem estadios variaveis de
diferenciacao. Deste modo, tendo em consideracdo que a utilizagdo de MOIs muito
superiores nao garante uma maior proporcdo de células infectadas nas nossas

condicdes de cultura, os nossos estudos foram prosseguidos com a MOI 3.
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4.2 Efeito da infeccdo por L60 e NHV no desencadeamento de morte celular em

macréfagos de suino
4.2.1. Sobrevivéncia celular ao longo da infeccao

Numa primeira aproximacédo aos estudos de morte celular apds infeccdo com
VPSA de diferente viruléncia, comparamos a viabilidade de culturas de macroéfagos
ao longo da infecgdo com cada um dos isolados virais em estudo. Assim, aos
tempos precoce (8h), tardio (18h) e muito tardio (40h) PIl, determindmos por
comparacdo com culturas nao infectadas realizadas em paralelo, o grau de
sobrevivéncia das células a cada infeccdo, através da sua capacidade para
metabolizarem um composto especifico (MTS). As 18h Pl observou-se um
decréscimo na viabilidade das células infectadas, de nivel semelhante para ambas
as infeccdes, que ndo foi contudo muito expressivo (Fig. 17). As 40h Pl observou-se
ja um decréscimo consideravel na viabilidade celular, mais pronunciado na infeccao
com L60. A infeccdo pelo isolado de alta viruléncia parece ter um efeito mais
deletério para as células hospedeiras, apenas evidente no entanto numa fase muito

tardia de infecgéo.
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Figura 17. Determinacao da viabilidade celular em infec¢gdo com L60 e NHV a varios tempos
pés-infecgao (PI).

Os resultados representam a média + erro padrao de 6 ensaios independentes as 8h e 18h
e 4 ensaios as 40h. A cada ensaio os resultados corresponderam a razao entre valores
obtidos em culturas infectadas e em culturas controlo ndo infectadas (Inf / Ctrl), realizadas
em paralelo a cada ensaio com células provenientes do mesmo suino. * p <0,05.
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4.2.2. Pesquisa de indicadores de apoptose em culturas infectadas

4.2.2.1. Parametros qualitativos indicadores de apoptose

A inducéo de apoptose na célula hospedeira natural da infeccdo, o macréfago de
suino, por isolados de VPSA altamente virulentos, quer in vivo quer in vitro, foi
anteriormente descrita por outros autores (Neilan et al., 1997a, Ramiro-lbanez et al.,
1996, Salguero et al., 2005). Com o intuito de verificar se a morte celular observada
na infecgdo com os isolados de diferente viruléncia em estudo seria resultante de
inducao de apoptose, extraiu-se DNA de culturas infectadas e ndo infectadas como
controlo, a diferentes tempos de infeccdo ou cultura. Para obtengdo de um controlo
positivo de apoptose, culturas realizadas em paralelo foram tratadas com os
quimicos CHX ou STS, que se verificou serem indutores de apoptose eficazes no
nosso sistema celular (ver 4.3.1). As amostras de DNA obtidas nas diferentes
condi¢des foram submetidas a electroforese para visualizacdo do seu padrdo de
migracao (Fig.18).

Ao tempo precoce de 8h Pl ndo se observou uma inducdo clara de apoptose,
apresentando as células infectadas e células controlo um padrdo semelhante de
migracao do DNA, ao contrario do padrdo em escada claramente visivel nas células
tratadas com CHX ou STS, resultante de fragmentacao internucleossémica (FIN) do
DNA (Fig. 18, A). Num dos ensaios representados as 8h PI, observou-se um ligeiro
padrdao de migracdo em escada nas células controlo, presente no entanto com
intensidade semelhante nas células infectadas do mesmo ensaio [Fig. 18, A, 8h (1)].
Este resultard de alguma apoptose basal, de expressao variavel e inerente a estas
culturas primarias, que se verificou em alguns dos ensaios realizados. Noutros
ensaios independentes realizados a0 mesmo tempo de infeccdo ndo se observou
qualquer padrao apoptoético nas células controlo [Fig. 18, A, 8h (2)]. Aos tempos
tardios de 16h ou 24h observou-se ja um padrdao de migracdo do DNA em escada
em ambas as infecgbes (Fig. 18, B). A morte celular observada como descrito
previamente em 4.2.1., resultara assim, pelo menos em grande parte, do
desencadeamento de apoptose nas células hospedeiras, induzida nao s6 pelo
isolado de alta viruléncia mas também pelo de baixa viruléncia.

Nas electroforeses de DNAs extraidos com um dos kits utilizados para estes
estudos, o “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche), observou-se a presenca de
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uma banda mais intensa na regido dos 1000 pb [Fig. 18, A 8h (2), B, C]. Verificou-se
no entanto que esta banda corresponde a RNA (provavelmente o ribossomal 18S),
purificado em conjunto com o DNA através deste kit, uma vez que o tratamento com
RNase A de amostras em que era visivel esta banda levou ao seu desaparecimento
(Fig. 18, C).

A B

8h (1) 8h (2) 16h 24h
C CHX L60 NHV M1 M2 C_STS L60NHV M3 C STS L60 NHV M3 C STS LO NHV

Figura 18. Visualizacdo do padrdo de migracdao em electroforese de DNA extraido de
culturas de macrofagos a diferentes tempos de infecgao (L60 e NHV) ou cultura (C).

A cada ensaio, numa das culturas foi induzida apoptose com CHX (10ug/ml durante 8h) ou
STS (0,5 uM durante 8h, 0,25 uM durante 16h ou 24h), para obtencéo de controlos positivos
de apoptose com padrao de migragdo do DNA em escada. A. Tempo precoce de infecg¢ao.
Estao representados dois ensaios independentes em que o DNA foi extraido com dois kits
diferentes, o “Suicide-Track DNA ladder isolation kit” (Oncogene) (1) e o “High Pure Viral
Nucleic Acid Kit” (Roche) (2), o kit utilizado nas extrac¢des subsequentes e que purifica RNA
em conjunto com DNA. B. Tempos tardios de infecgdo. C. DNA de culturas controlo,
extraido com o kit “High Pure Viral Nucleic Acid Kit” (Roche), em dois ensaios
independentes (C1 e C2), antes e apo6s tratamento com RNase A para verificar a origem da
banda que surge na regidao de 1000 pb. M1 — marcador de pesos moleculares de DNA
fornecido com o kit “Suicide-Track DNA ladder isolation kit” (Oncogene); M2 e M3 — “DNA
Molecular Weight Marker” VI e IV respectivamente (Roche).
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Avaliou-se ainda o efeito dos isolados em estudo no desencadeamento de
apoptose em culturas infectadas através da visualizagdo da morfologia nuclear por
microscopia de fluorescéncia, recorrendo-se ao fluorocromo de DNA Hoescht 33258.
Em culturas controlo n&o infectadas e infectadas com cada um dos isolados virais,
realizadas em paralelo, identificaram-se a tempos precoce e tardio de infec¢do (8h e
18h respectivamente) as células apoptéticas e as células ndo apoptéticas (Fig. 19,
A).

Nestes ensaios detectou-se as 8h um aumento de células apoptoticas nas
culturas infectadas, em comparacao com culturas controlo (Fig 19, A e B). Observou-
se ainda maior significancia em infeccao por NHV, embora a diferenca relativamente
a L60 fosse minima (Fig 19, B). Mais tardiamente na infec¢do, as 18h PI, a
percentagem de células em apoptose aumentou, ndo se detectando qualquer
diferenca estatistica entre as infeccées por L60 e NHV. No entanto, uma vez que é
possivel a ocorréncia de subjectividade na interpretacdo das imagens através da
metodologia utilizada, que também nao permite a avaliacao da extensao dos danos
de apoptose nas células em estudo, recorreu-se a metodologias quantitativas de
parametros bioquimicos indicadores de apoptose, como se reporta seguidamente.
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Figura 19. Avaliagdo de apoptose através da observacao da morfologia nuclear em culturas
infectadas com L60 e NHV e controlo néo infectadas (C) a tempo precoce (8h) e tardio (18h)

da infeccao.

A. Observagao dos nucleos corados com Hoescht 33258 por microscopia de fluorescéncia;
B. Percentagem de células apoptéticas. Os dados representam a média de 6 e 7 ensaios
independentes + erro padrdo, as 8h e 18h respectivamente. Infecgées e controlo foram

realizadas em paralelo, em células com origem no mesmo suino a cada ensaio.

*p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001.
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4.2.2.2. Quantificacdo de indicadores bioquimicos de apoptose:
actividade de caspase-3 e fragmentacdo internucleossémica de
DNA

A activacao de caspases efectoras como caspase-3 e FIN de DNA, constituem o
culminar das vias de sinalizacdo apoptética, extrinseca ou de receptores
membranares, e intrinseca ou mitocondrial (Fan et al., 2005). Ambas foram utilizadas
para comparar os niveis de apoptose ao longo da infeccdo em macréfagos pelos
isolados de VPSA em estudo. A actividade de caspase-3 foi determinada em
extractos proteicos celulares através da sua capacidade de clivagem do substrato
especifico DEVD-pNA. A acumulagdo de oligonucleossomas de DNA nos
citoplasmas celulares, resultantes de FIN, foi quantificada por técnica de “sandwich”
ELISA utilizando anticorpos especificos contra histonas e DNA ap0és lise das células.

A titulo preliminar pesquisou-se nas infecgdes por L60 e NHV a ocorréncia de lise
celular apés 8h ou 18h de infecgao, através da quantificagao de oligonucleossomas
de DNA nos sobrenadantes destas culturas, e nos de culturas ndo infectadas
realizadas em paralelo como controlo. A este propdsito, ndo se observaram
diferencas entre culturas infectadas e nao infectadas, pelo que o VPSA nao parece
conduzir a lise das células nos periodos de infec¢do estudados, em acordo com uma
inducao de morte celular por apoptose como descrito nos resultados anteriores.

Detectou-se a tempo precoce de infeccdo um aumento, embora subtil, de
actividade de caspase-3 em ambas as infeccées, comparativamente com células
controlo nao infectadas [Fig. 20, A, 1. (8h)]. Ao mesmo tempo pés-infeccao,
observou-se um aumento igualmente subtil na FIN de DNA em infeccdo com L60,
mas com NHV este aumento foi mais expressivo [Fig. 20, B (8h)]. A tempo tardio de
infeccdo, os niveis de actividade de caspase-3 aumentaram apenas ligeiramente em
infeccdo com L60, ao contrario de infeccdo com NHV, em que ocorreu um aumento
expressivo deste parametro de apoptose [Fig. 20, A, 1. (18h)]. Detectou-se ainda
claramente em Western blot, o fragmento activo de caspase-3 nas células infectadas
por NHV as 18h PI, mas nao por L60 [Fig. 20, A, 2. (18h)], pelo que nesta ultima
infeccdo, a inibicdo da actividade de caspase-3 parece ocorrer ao nivel do
processamento proteolitico da procaspase em enzima activa. Por outro lado, a FIN
de DNA aumentou em ambas as infeccbes a tempo tardio, e apesar de ser

ligeiramente superior em infeccdo com NHV, resultando numa diferenga
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estatisticamente significativa, esta diferenga parece ser pouco expressiva [Fig. 20, B
(18h)]. Apesar da inibicao da actividade de caspase-3 ao longo da infeccao com L60
comparativamente a infeccao por NHV, ndo se observou uma correspondente

diminuigéo da FIN do DNA em culturas infectadas por L60.
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Figura 20. Quantificacdo de apoptose em culturas infectadas com L60 e NHV, as 8h e 18h
Pl, por comparagé@o com culturas controlo néo infectadas (C) realizadas em paralelo.

A. Caspase-3 em extractos proteicos celulares: quantificagdo da actividade enzimatica (1) e
visualizacdo por Western blot, do fragmento activo (p17/19) resultante de clivagem
proteolitica de procaspase-3 (p35) (2). B. Quantificagdo de oligonucleossomas
citoplasmaticos de DNA por ELISA. Os resultados nos gréficos representam a média de 5 a
8 ensaios independentes * erro padrdo. A cada ensaio os resultados corresponderam a
razéo entre valores obtidos em culturas infectadas e em culturas controlo n&o infectadas (Inf
/ Ctrl). O resultado de Western blot é representativo de 3 ensaios independentes realizados.
Infeccdes e controlo foram realizados em paralelo em células com origem no mesmo suino a
cada ensaio. * p <0,05.
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4.2.2.3. Determinagéo da relevancia de caspases no desencadeamento

de apoptose e morte celular a tempo tardio de infeccao

Com o objectivo de averiguar a importancia de caspases no processo de morte
celular por apoptose induzida pelas infec¢cdes em estudo, recorreu-se ao inibidor
geral e irreversivel de caspases zVAD-fmk (Ekert et al., 1999). O zVAD-fmk foi
preliminarmente testado como inibidor de caspases em macréfagos de suino nas
concentragdes de 50 uM (recomendada pelo fornecedor) e 100 uM. Ambas as
concentragdes diminuiram os niveis de actividade de caspase-3 de culturas tratadas
com CHX como indutor de apoptose, para niveis semelhantes ou ligeiramente
inferiores aos de uma cultura controlo ndo tratada realizada em paralelo (Fig. 21).
Passou assim a utilizar-se a concentracao de 50 uM zVAD-fmk, que se verificou ser

eficaz na inibicdo de caspase-3 no nosso modelo celular.
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Figura 21. Efeito do inibidor de caspases zZVAD-fmk nos niveis de actividade de caspase-3
em macréfagos de suino tratados para indugao de apoptose com CHX.

O composto zVAD-fmk (zVAD) foi adicionado as culturas nas concentragbes de 50 pM
[zVAD(1)] e 100 uM [zVAD(2)], seguido da adicao de 10 ug/ml CHX. Culturas sem qualquer
tratamento (C) e tratadas apenas com CHX foram também utilizadas como controlos
negativo e positivo de apoptose respectivamente. Apos 8h de incubagao determinou-se a
actividade enzimatica de caspase-3 nas varias condigdes.

Culturas nao infectadas e infectadas com L60 ou com NHV, foram tratadas com
zVAD-fmk no inicio de cada cultura/infeccéo, pesquisando-se mais uma vez 0s
niveis de actividade de caspase-3 e FIN de DNA apés 18h de incubacdo. Tal como
esperado, observou-se uma clara inibicdo da actividade de caspase-3 apds
tratamentos com zVAD-fmk em culturas infectadas (Fig. 22). Curiosamente, esta
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inibicdo foi notdéria também numa cultura controlo tratada paralelamente com este
inibidor, parecendo indicar uma activacao de niveis basais de caspase-3, talvez
como resultado do envelhecimento progressivo dos macrofagos em cultura primaria.
Por outro lado, a activacdo de caspases, nhomeadamente caspase-3, foi relatada
como sendo um processo que ocorre durante a diferenciacdo de mondcitos
humanos em macrofagos induzida por M-CSF, sem que ao mesmo tempo seja
desencadeada apoptose (Sordet et al., 2002). E possivel que nas culturas primarias
de macréfagos de suino utilizadas nos nossos estudos 0 mesmo ocorra, uma vez

que sao constituidas por células diferenciadas por aderéncia ao suporte de cultura.
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Figura 22. Efeito do inibidor de caspases zVAD-fmk, nos niveis de actividade de caspase-3
em macréfagos de suino nao infectados ou infectados com L60 e NHV durante 18h.

O zVAD-fmk (zVAD) foi adicionado na concentragdo de 50 uM no inicio da cultura (C) ou
infeccoes (L60, NHV). Culturas sem tratamento, infectadas ou ndo, foram realizadas em
paralelo. Ap6s 18h de incubagéo, os niveis de actividade de caspase-3 foram determinados
nas varias condigdes.

Concordantemente, ndo se observou diminuicao dos niveis de FIN com a adicao
de zVAD-fmk a culturas controlo (Fig. 23, A, grafico C), o que parece indicar que a
actividade de caspase-3 observada nao induzird apoptose, podendo resultar do
processo de diferenciacao das células.

Em células infectadas, quer por L60 quer por NHV, o tratamento com zVAD-fmk
levou a uma reducado pouco expressiva da FIN de DNA, ficando esta sempre a niveis
claramente superiores aos de células controlo avaliadas em paralelo (Fig. 23, A,
graficos L60 e NHV). Resultado semelhante foi obtido ao comparar o padrao de
migracao do DNA em electroforese (Fig. 23, B). A FIN do DNA, claramente visivel a
tempo tardio de infeccao, ocorreu mesmo na presenca de zVAD-fmk, sugerindo que
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este acontecimento tardio do processo apoptético é induzido, pelo menos
parcialmente, de modo independente da actividade de caspases.
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Figura 23. Efeito da inibicdo de caspases, por zVAD-fmk durante 18h de cultura (C) ou
infeccdo (L60 e NHV), na FIN de DNA.

A. Quantificagdo de oligonucleossomas citoplasmaticos de DNA por ELISA. Os resultados
representam as médias + erro padréao de 3 ensaios independentes em cada condi¢cao de
infeccdo. A cada ensaio os resultados corresponderam a razdo entre valores obtidos em
culturas tratadas (Trat) e/ou infectadas (Inf), e ndo tratadas nao infectadas como controlo
(Ctrl); B. Padrao de migragédo em electroforese do DNA extraido de culturas nas varias
condigcdes de infeccao e/ou tratamento. Culturas nado tratadas e tratadas (infectadas ou nao)
foram realizadas em paralelo com células do mesmo suino a cada ensaio.

Curiosamente, o zZVAD inibiu visivelmente a degradagédo de RNA, correspondente
a banda nitida observavel na metade inferior do gel de electroforese (Fig. 23, B),
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sugerindo um papel das caspases na degradacdo do RNA celular durante o
processo de apoptose.

Em correlacdo com os resultados verificados a propésito de apoptose, a
viabilidade das células em culturas infectadas a tempo tardio de infeccao diminuiu
mesmo na presenga do inibidor zZVAD-fmk, para niveis semelhantes aos de culturas
ndo tratadas (Fig. 24). O mesmo ocorreu ao tempo muito tardio de 40h, incluido
neste estudo porque se verificou anteriormente que a este tempo ocorria uma

acentuada reducao da viabilidade das culturas infectadas (ver Fig.17).

[—— I
1.00 7 [_=_=_ J ]
=g HH

“iahilidade celular
iTrat efau inf rCirl)
o o
[ n
n -

0.0a

o
=8
=)

ZVAD + - o+ -+ + -

+
1
+

Figura 24. Efeito da inibicdo de caspases por zVAD-fmk durante 18h e 40h de cultura (C) ou
infeccdo com L60 e NHV, na viabilidade celular.

Os resultados representam as médias * erro padrao de 4 ensaios independentes a cada
tempo estudado. A cada ensaio os resultados corresponderam a razao entre valores obtidos
em culturas tratadas (Trat) e/ou infectadas (Inf), e ndo tratadas nao infectadas como controlo
(Ctrl). Culturas ndo tratadas e tratadas com zVAD-fmk (zVAD), infectadas ou nao, foram
realizadas em paralelo com células do mesmo suino a cada ensaio.
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4.2.2.4. Ocorréncia de apoptose em células infectadas e ndo infectadas
de culturas inoculadas com L60 e NHV

Como se observou anteriormente em 4.1, a inoculacdo de -culturas de
macréfagos com os isolados virais em estudo a uma MOI 3, ndo provoca infeccao na
totalidade das células, quer a tempo precoce quer tardio, sendo semelhante a
percentagem de células infectadas com um e outro isolado a cada tempo estudado.
A percentagem de células positivas por imunofluorescéncia aumenta de cerca de
32% para cerca de 68% das 8h para as 18h PIl, em ambas as infec¢ées (Fig. 16, B).
Os resultados anteriores mostram também um aumento de FIN caracteristica de
apoptose ao longo das infeccoes com L60 e NHV. Porém, uma vez que numa
mesma cultura inoculada existem duas subpopulagdes celulares, células infectadas
e nao infectadas, pretendeu-se determinar se 0 aumento de apoptose seria atribuivel
a uma destas subpopulacées. De facto, a infeccao por VPSA in vivo induz apoptose
em populagdes linfocitarias na vizinhangca de macréfagos infectados, o que foi
atribuido a libertacao de factores apoptogénicos das células infectadas aos quais os
linfécitos serdo sensiveis (Carrasco et al., 1996a, Gomez-Villamandos et al., 1995a,
Gomez del Moral et al., 1999, Oura et al., 1998, Salguero et al., 2005). No entanto,
macrofagos nao infectados poderdo também ser sensiveis a estes factores
libertados de células com replicacao viral activa. Com o intuito de esclarecer este
aspecto da infeccdo por VPSA, identificaram-se em culturas de macréfagos
inoculadas em paralelo com L60 ou NHV, as células infectadas através de
imunofluorescéncia especifica para VPSA (Fig. 25, A, ii), e observou-se em paralelo
a morfologia nuclear destas e das células ndo infectadas da mesma cultura, através
do fluorocromo de DNA Hoescht 33258 (Fig. 25, A, i). Quando da observacao
microscépica destas preparacodes, este corante permitiu também visualizar o local de
replicacdo de DNA viral nas células infectadas, geralmente na proximidade do
nucleo. Para efeitos de comparacdo, analisou-se também a proporcao de células
apoptoéticas em culturas nao infectadas, realizadas em paralelo como controlo.

O resultado da determinacao do numero de células apoptéticas em culturas
controlo e em cada uma das subpopulacdes — células infectadas e nao infectadas —
presentes nas culturas inoculadas, esta patente na figura 25 B. Na tabela 3 estao
representadas as percentagens de apoptose dentro de cada subpopulagao,
considerada separadamente.
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Relativamente as subpopulacdes infectadas, as 8h Pl em média 36% (com L60)
e 35% (com NHV) das células mostraram um fenétipo apoptético, aumentando para
43% (com L60) e 49% (com NHV) as 18h PI, sem que as diferencas entre infeccao
por L60 e NHV resultassem significativas (Tabela 3). Considerando as
subpopulacdes ndo infectadas das mesmas culturas, verificou-se um ligeiro aumento
na percentagem de células apoptéticas as 8h PI, quando comparado com culturas
controlo ndo infectadas, resultando estatisticamente significativo na infeccédo por
NHV (Tabela 3). As 18h PI, o nimero de células néo infectadas em apoptose tornou-
se mais expressivo, com maior relevancia nas culturas inoculadas com L60, onde
das 8h para as 18h se verificou um aumento de 21,6% para 35,6% em média,
enquanto com NHV o aumento foi de 23,8% para 30,5% (Tabela 3).

Estes resultados indicam que a apoptose observada nos nossos estudos provém
de ambas células infectadas e ndo infectadas de uma mesma cultura inoculada. No
entanto, considerando o total da cultura, as 8h Pl a proporcao de células néo
infectadas apoptéticas &€ semelhante a percentagem de apoptose basal em culturas
controlo (Fig. 25, B, 8h). As 18h PI, embora o aumento na propor¢do de células
apoptoéticas entre subpopulagdes ndo infectadas resultasse mais claro, a este tempo
estas subpopula¢des constituem uma menor propor¢ao da cultura (Fig. 25, B, 18h),
pelo que as células em apoptose dentro destas contribuem relativamente pouco para
a percentagem de apoptose total da cultura. A apoptose quantificada durante as
infecgcbes por L60 e NHV no nosso modelo de estudo, sera assim devida,

maioritariamente, ao efeito da infeccao viral nas células hospedeiras em cultura.

Figura 25. Avaliagdo de apoptose através da morfologia nuclear, em subpopulagbes de
células infectadas e néo infectadas, de culturas inoculadas com L60 e NHV.

A. Visualizacao das células por microscopia de fluorescéncia as 8h e 18h de cultura (C) ou
infeccao (L60, NHV): i. ndcleos corados com Hoechst 33258; ii. células infectadas
detectadas com soros anti-VPSA conjugados com FITC. As setas amarelas sinalizam
exemplos de células ndo infectadas em apoptose; setas vermelhas sinalizam exemplos de
células infectadas em apoptose. B. Percentagem de células normais versus apoptoticas, em
culturas controlo (C) e em subpopulagdes infectadas (Inf) e ndo infectadas (N Inf) de uma
mesma cultura inoculada com L60 ou NHV. Os resultados representam a média * erro
padrdo de 4 e 3 ensaios independentes as 8h e 18h PI respectivamente, com culturas
infectadas e controlo realizadas em paralelo com células com origem no mesmo suino.
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Figura 25 (continuagéo):
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Tabela 3. Percentagens de células em apoptose em culturas controlo nao infectadas (C), e
em subpopulagdes de células infectadas e ndo infectadas de culturas inoculadas com L60 e

NHV.

Células apoptoéticas (%)
Tempo de c Inoculacdao com L60 Inoculacao com NHV
incubacao Infectadas N3o infectadas Infectadas N3o infectadas
8h 15,5+0,5 36,3+5,5 21,6 £ 2,7 35,3+5,3 23,8 + 4,7d
18h 18,0+1,7 429 + 3,6 35,6 £ 2,9%° 48,7 + 8,4 30,5 0,4b

As células infectadas foram detectadas através de prova de imunofluorescéncia com soros
especificos anti-VPSA. A apoptose foi avaliada por visualizagdo da morfologia nuclear através do
corante de DNA Hoescht 33258. Os valores representam as médias * erro padrdo de 4 e 3 ensaios
independentes realizados as 8h e 18h Pl respectivamente. A cada ensaio, culturas infectadas e
controlo foram realizadas em paralelo com células com origem no mesmo suino.

& significativamente diferente de controlo as 18h, p <0,01;

bsignificativamente diferente de controlo as 18h, p <0,05;

¢ significativamente diferente de células inoculadas com L60, ndo infectadas, as 8h, p=0,02;

4 significativamente diferente de controlo as 8h, p <0,05.
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4.3.Efeito da infeccdo por L60 e NHV no desencadeamento de apoptose

induzida exogenamente em culturas de macréfagos

E conhecida a existéncia no genoma do VPSA de genes descritos como
inibidores de apoptose. No entanto, é ainda desconhecido se a infeccdo do
macréfago por VPSA inibe a apoptose quando esta é induzida exogenamente, a
semelhanca de outros virus complexos de DNA como os herpesvirus HSV-1, HSV-2
e VDA (Aubert et al, 1999, Geenen et al, 2005, Hata et al, 1999). Para tal,
testaram-se diferentes indutores de apoptose em macréfagos de suino, com o intuito
de avaliar posteriormente a capacidade protectora de VPSA contra esta inducéo de

apoptose nas suas células hospedeiras.

4.3.1. Pesquisa de indutores de apoptose em macréfagos de suino.

43.11. TNF—-ae CHX

O TNF-a é uma citocina com varios efeitos biol6gicos nas células alvo, mediados
pela sua ligacéo a dois tipos de receptores da superficie celular, TNF-R1 e TNF-R2,
através dos quais € induzida sinalizacao intracelular que se ira traduzir em regulacao
da inflamacao, resposta imune, diferenciacédo e apoptose (Aggarwal, 2003, Wajant et
al.,, 2003). O TNF-R1 medeia a inducao de apoptose, referida em varios tipos
celulares incluindo macrofagos (Brodbeck et al., 2002). No entanto, a sinalizacao
induzida por TNF-a leva também a uma activagdo do factor de transcricao NFkB,
que entre outras accdes promove a sobrevivéncia celular, pelo que na maioria das
células o efeito apoptotico induzido por TNF-a é obtido apenas quando é bloqueado
NFkB ou a sintese proteica (Chu et al.,, 1997, Kucharczak et al., 2003). A CHX é
precisamente um inibidor da sintese proteica, induzindo apoptose por si s6 em
varios tipos celulares, nomeadamente macréfagos (Lemaire et al., 1999, Lewis et al.,
1995, Lu & Mellgren, 1996, Tang et al., 1999). Existem no entanto células resistentes
a sua accao apoptotica, nomeadamente as de linha celular continua Vero
(Carrascosa et al., 2002). Deste modo, testou-se a inducao de apoptose com ambos
TNF—a e CHX, em conjunto e separadamente.

Por comparagdo com células controlo ndo tratadas, nunca se observou

claramente FIN tipica de apoptose induzida por TNF-oo em nenhum dos tempos ou
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concentragdes pesquisadas (Fig. 26), apesar de as concentracbes de TNF—a
utilizadas terem sido relativamente elevadas comparativamente as descritas por
outros autores para inducdo de apoptose em macrofagos humanos (Brodbeck et al.,
2002).

TNF-a(ng/ml) M 100 200 0 100 200 O 100 200 O

Figura 26. Padrdo de migracdo em electroforese de DNA extraido de culturas de
macrofagos tratados com TNF—a a diferentes concentragbes e tempos de incubagéo.

Foram analisados em pogos paralelos, amostras de DNA de dois ensaios independentes.
Foi ainda submetido a electroforese um controlo positivo de apoptose (+), constituido por
DNA de células apoptéticas fornecido com o kit utilizado para extraccdo do DNA (“Suicide-
Track DNA ladder isolation kit”, Oncogene). M: marcador de pesos moleculares fornecido
com o Kkit.

Quando se testou a incubacao das células com TNF-a em conjunto com CHX
(100 ng/ml e 5 pug/ml respectivamente), apds 16h observou-se claramente apoptose,
surgindo um padrdo de migragdo do DNA em escada (Fig. 27). No entanto, a
incubacao com 10 pug/ml CHX por si s6 teve o mesmo efeito, pelo que se abandonou
a utilizagdo do TNF-a. A sobrevivéncia de macréfagos de suino em cultura primaria
parece assim depender da sintese de novas proteinas ao longo do tempo,
provavelmente codificadas por genes de sobrevivéncia.
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Figura 27. Padrdo de migracdo em electroforese de DNA extraido de culturas de
macrofagos apés 16h de incubagdo com: 1- meio de cultura; 2- meio de cultura com 200
ng/ml TNF-a; 3- 10 pg/ml CHX; 4- 100 ng/ml TNF-o + 5 pg/ml CHX.

M: marcador de pesos moleculares fornecido com o kit de extraccdo de DNA (“Suicide-Track
DNA ladder isolation kit”, Oncogene).

Verificou-se ainda que a CHX na concentragédo de 10 ug/ml é eficaz na inducao
de apoptose num curto espacgo de tempo, induzindo apés apenas 3h de tratamento
niveis apreciaveis de FIN de DNA (Fig. 28, A, 3h), actividade de caspase-3 (Fig. 28,
B) e condensacéao e/ou fragmentacao da cromatina nuclear (Fig. 28, C). A inducao
de apoptose com 3h de tratamento foi conveniente para que em ensaios posteriores,
a tempos precoces de infeccdo com L60 e NHV (como descrito em 4.3.2.1), se
permitisse a expressao de proteinas virais potencialmente protectoras de apoptose
durante as primeiras horas de infecgéo.

Observaram-se ainda niveis de lise celular (quantificacdo de oligonucleossomas
de DNA libertados no sobrenadante da cultura) muito reduzidos, mesmo ap6s 7h de
tratamento com CHX (Fig. 28, A, 7h), confirmando-se a indugcédo de apoptose e nao
de lise celular com este tratamento. Passou assim a utilizar-se a concentragdo de 10
ug/ml CHX para inducdo de apoptose em culturas primarias de macréfagos de

suino.
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Figura 28. Apoptose em culturas de macréfagos tratadas com 10 ug/ml CHX.

A. Quantificacdo de oligonucleossomas de DNA através de ELISA, aos tempos de
tratamento indicados. Os resultados as 3h de tratamento representam a média de 2 ensaios
independentes + erro padrdo. As 7h de tratamento compararam-se os niveis de lise celular
(oligonucleossomas no sobrenadante da cultura) e apoptose (oligonucleossomas no
citoplasma apés lise das células) numa mesma cultura. B. Quantificagdo da actividade de
caspase-3 ap6s 3h de tratamento. Os resultados representam a média de 3 ensaios
independentes * erro padrdo. C. Observacdo da morfologia nuclear, através do fluorocromo
de DNA Hoescht 33258 sob microscopia de fluorescéncia, em culturas nao tratadas (1.) e
tratadas durante 3h (2.).

43.1.2. STS

A STS é um alcaléide microbiano isolado de Streptomyces staurosporeus e
constitui um potente inibidor de cinases proteicas (Ruegg & Burgess, 1989). Embora
ndo seja ainda totalmente conhecido o seu mecanismo de actuagdo na via de
sinalizacao de morte celular, € um indutor eficaz de apoptose em variados sistemas
celulares, independentemente do estado de diferenciacdo, fase do ciclo celular e
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sintese macromolecular (Bertrand et al., 1994). Foram inclusivamente descritos
importantes mecanismos do processo apoptético em células tratadas com
staurosporina, como a actividade de caspases e a accao inibitéria de Bcl-2 neste
processo (Estoppey et al., 1997, Jacobsen et al., 1996). Na inducao de apoptose por
staurosporina alguns autores apontam como determinante o seu efeito inibit6rio
sobre a familia de cinases proteicas PKC (“protein kinase C”) (Kobayashi et al.,
1997, Qiao et al., 1996). Estas actuam na transducdo de sinais de receptores
membranares para o ndcleo, estando envolvidas em proliferagcdo celular e
resisténcia a drogas anti-tumorais e apoptose (Hofmann, 2001, Hofmann, 2004).
Mais especificamente, membros da familia PKC tém sido implicados em inactivagao
das proteinas pré-apoptoticas Bad e Bax, por fosforilacdo em residuos de serina
especificos (Hurbin et al., 2005). No entanto, em culturas primarias de timdcitos de
rato e hepatdcitos de murino, nas quais a staurosporina induz apoptose, a inibicao
de PKC por si s6 nao é suficiente para indu¢do de apoptose (Feng & Kaplowitz,
2002, Harkin et al., 1998), pelo que estas proteinas poderdao nao ter um papel fulcral
na via de inducao de apoptose por staurosporina em todos os tipos celulares. Outro
modo de actuacao descrito para a STS foi a inibicdo das cinases de IkB, IKKa e
IKKB, com a consequente inibicado de NFkB (Peet & Li, 1999), que por sua vez, induz
a sintese de varias proteinas anti-apoptéticas como Bcl-x., A1, A20 e inibidoras de
caspases da familia IAP (Barkett & Gilmore, 1999). A jusante destas vias de
sinalizagdo, a via mitocondrial tem sido referida como central no mecanismo de
inducao de apoptose por STS, com libertacdo de citocromo ¢ (Bossy-Wetzel et al.,
1998) e activacao de caspases como caspase-3 (Bossy-Wetzel et al., 1998, Feng &
Kaplowitz, 2002, Jacobsen et al., 1996, Stepczynska et al., 2001, Yue et al., 1998).

Com base na literatura acima referida, para testar a STS na indug¢édo de apoptose
em macrofagos de suino, culturas primarias foram tratadas com concentracdes
crescentes deste quimico (0,05; 0,1; 0,25; 0,5 uM) ou nao tratadas como controlo.
Ao fim de 7h, pesquisou-se a inducdo de apoptose através de visualizacdo do
padrdao de migracao do DNA destas culturas em electroforese. Observou-se um
efeito crescente de fragmentacao internucleossémica do DNA em correlacdo com
uma concentracdo crescente de STS (Fig 29, A). Observou-se também o
desaparecimento progressivo da banda correspondente a RNA, o que podera estar
relacionado com a crescente degradagao dos percursores celulares.
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Figura 29. Apoptose em culturas de macréfagos tratados com STS.

A. Visualizacdo através de electroforese do padrdao de migracao de DNA extraido apds 7h
de cultura (C), tratamento com 10 pg/ml CHX como controlo positivo de inducédo de
apoptose, e com concentracdes crescentes de STS: 0,05; 0,1; 0,25 e 0,5uM. B.
Quantificacao de oligonucleossomas de DNA através de ELISA apds 3h de tratamento com
1 uM STS. Compararam-se os niveis de lise celular (oligonucleossomas no sobrenadante da
cultura) e apoptose (oligonucleossomas no citoplasma apés lise das células) na mesma
cultura (média de 3 ensaios independentes + erro padrdo). C. Quantificacdo da actividade
de caspase-3 apds 3h de tratamento com 1 uM STS (média de 2 ensaios independentes +
erro padrao). D. Observacdo da morfologia nuclear em culturas controlo (1.) e tratadas
durante 3h com 1 pM STS (2.), através do fluorocromo de DNA Hoescht 33258, sob
microscopia de fluorescéncia.

Todavia, verificou-se que a STS é também eficaz na indugdo de apoptose em
apenas 3h de tratamento, com uma concentragcdo de 1 pM, como foi possivel
determinar através de quantificacdo de oligonucleossomas de DNA no citoplasma
das células por ELISA (Fig. 29, B), actividade de caspase-3 (Fig. 29, C) e também
por visualizagdo da morfologia dos nucleos corados com Hoescht 33258 (Fig. 29, D).
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N&o se observaram ainda niveis de lise celular apreciaveis com este tratamento (Fig.
29, B), passando a utilizar-se a concentragdo de 1 uM STS para inducdo de
apoptose, durante um periodo de 3h de modo semelhante a CHX como atras
descrito.

4.3.1.3. Privacao de soro

A privacdo de soro tem sido descrita como indutora de apoptose nos mais
variados modelos celulares, como por exemplo condrocitos e cardiomidcitos de rato
(Chao et al., 2002, Zermeno et al., 2006), células endoteliais humanas (Date et al.,
2005), linha celular de macrofagos RAW 264.7 de murino (Wei et al.,, 2006) ou
células da granulosa de suino (Peng et al., 1998). Em praticamente todos os
estudos, apesar de as caspases iniciadoras do processo parecerem variar
consoante o modelo celular, a referéncia a intervencao de caspase-3 como caspase
efectora é uma constante.

Confirmou-se que também neste sistema celular a privacdo de soro induz
apoptose visivel ap6s 8h ou 18h de cultura, tempos posteriormente utilizados para
pesquisar niveis de apoptose com células infectadas (tempos precoce e tardio de
infeccao respectivamente), como verificado pelo aumento de FIN de DNA (Fig. 30,
A), actividade de caspase-3 (Fig. 30, B) e condensacdo e/ou fragmentacdo da
cromatina celular (Fig. 30, C), nas células cultivadas na auséncia de SFB no meio de
cultura.
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Figura 30. Apoptose em culturas de macréfagos com privacao de soro fetal bovino (SFB)
apods 8 e 18h de cultura.
A. Quantificagdo de oligonucleossomas de DNA no citoplasma celular através de ELISA
(média * erro padrdao de 3 ensaios independentes as 8h e as 18h). B. Quantificacdo de
actividade de caspase-3 (média * erro padrao de 2 e 3 ensaios independentes realizados as
8h e 18h respectivamente). C. Observacao da morfologia nuclear das células em cultura
através do fluorocromo de DNA Hoescht 33258, sob microscopia de fluorescéncia.
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4.3.2. Determinacao dos niveis de apoptose em células infectadas e tratadas
para inducao exdgena de apoptose

Uma vez determinadas condicdes eficazes para induzir apoptose em macréfagos
de suino, pesquisou-se a capacidade do VPSA para proteger da apoptose quando
esta é induzida exogenamente nas suas células hospedeiras, tendo em conta que
apesar da presenga no seu genoma de genes putativamente inibidores de apoptose,
a funcionalidade destes nunca foi comprovada em macréfagos infectados.
Pretendeu-se também determinar se os isolados virais utilizados neste estudo
exibem diferentes capacidades inibitorias de apoptose, e ainda, se existem
diferencas entre fases diferentes do ciclo de infecgao.

4.3.2.1. Inducao de apoptose com CHX

Como se verificou anteriormente, a inibicdo da sintese proteica em culturas de
macréfagos de suino por CHX conduz a apoptose. No entanto, a semelhanca das
proteinas celulares, a CHX inibira também a producdo das proprias proteinas virais,
em virtude de o virus depender da maquinaria celular para a sua transducao
proteica. O gene viral 5-HL, inibidor de apoptose e homélogo de bcl-2, esta descrito
como sendo de transcricdo precoce, encontrando-se a proteina viral nas células
hospedeiras a partir das 3h de infec¢ao (Afonso et al., 1996, Neilan et al., 1993). Por
outro lado, o outro gene viral referido como inibidor de apoptose e homdlogo de iap,
4-CL, esta descrito como sendo de transcricdo tardia, sendo a proteina
consequentemente produzida apos o inicio da replicacao viral (Chacon et al., 1995),
que tem inicio por volta das 6h de infeccao.

Para estudar um possivel efeito protector de proteinas de VPSA em diferentes
fases de infeccao, adicionou-se CHX aos seguintes tempos PI: as 4h, para permitir a
producdo de proteinas virais precoces como 5-HL; as 7h, logo apds o inicio da
replicacédo viral; e as 15h, tempo tardio de infeccdo. Culturas nao infectadas foram
realizadas em paralelo e tratadas de modo semelhante com CHX, ou deixadas por
tratar como controlo. Apdés um periodo adicional de 3h de incubacdao com CHX,
perfazendo um total de 7h, 10h e 18h em cultura, quantificou-se a actividade de
caspase-3 e a FIN de DNA (Fig. 31).
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Observou-se um decréscimo estatisticamente significativo de actividade de
caspase-3 em infeccdo por L60 as 10h, em comparagdo com células apenas
tratadas com CHX (Fig. 31, A), apesar de a todos os tempos estudados se ter
verificado uma tendéncia para um decréscimo deste parédmetro nas células
infectadas.

Nos niveis de FIN de DNA ndo se verificaram diferencas estatisticamente
significativas entre células tratadas na presenca ou auséncia de infec¢do, a nenhum
dos tempos pesquisados (Fig. 31, B). Contudo, ao contrario do tratamento das 4-7h
(com quantificacao de FIN as 7h), no tratamento das 7-10h (quantificacdo de FIN as
10h) observou-se uma tendéncia para niveis inferiores de fragmentagdo de DNA nas
células infectadas com ambos os isolados, que deixa de ser visivel mais uma vez na
quantificacao as 18h. Embora o efeito ndo seja muito evidente, a expressao proteica
entre o inicio da infecgdo e as 7h Pl parece ter algum efeito protector em ambas as
infec¢des, uma vez que quando esta expressao é interrompida pela adicao de CHX
mais cedo, as 4h de infeccdo, os niveis de FIN de DNA sao tendencialmente mais
elevados.

Mais uma vez, ndo se observou uma correlacdo directa entre actividade de
caspase-3 e fragmentacao do DNA celular, nas células infectadas tratadas. Apesar
de ao longo das infeccOoes a actividade de caspases nunca ser superior a
encontrada em células controlo tratadas, o mesmo nao se verificou ao nivel da
fragmentacao do DNA.

Apesar de ndao se observar nas nossas condi¢cdes de estudo um claro efeito
protector por VPSA, é interessante verificar que também nado existe uma
exacerbacdo da apoptose na presenga de um factor de stress adicional como a
CHX, uma vez que se verificou que a prépria infeccdo induz apoptose nas células
hospedeiras.
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Figura 31. Quantificacdo de apoptose apds tratamento com CHX em culturas infectadas
com L60 e NHV, por comparacao com culturas nédo infectadas tratadas do mesmo modo.

A CHX foi adicionada as 4h, 7h e 15h de cultura/infeccdo. Apés um periodo adicional de 3h
de incubacao, quantificou-se as 7h, 10h e 18h, a actividade de caspase-3 (A) e os
oligonucleossomas citoplasmaticos de DNA por ELISA (B).

Os resultados representam a média + desvio padrao de 3 ensaios independentesem Ae 5 a
6 ensaios em B. A cada ensaio, os resultados corresponderam a razao entre valores obtidos
em culturas infectadas tratadas (Inf trat), e apenas tratadas (Trat). Culturas tratadas,
infectadas ou nédo, foram realizadas em paralelo utilizando células com origem no mesmo
suino a cada ensaio.

2 Significativamente diferente de néo infectado tratado com CHX, p<0,05.

Estudou-se ainda a viabilidade celular das culturas infectadas ap6s tratamento
com CHX. Nao se tendo observado um efeito expressivo de proteccao de apoptose
a nenhum dos tempos pesquisados, estudou-se a viabilidade das células apenas
aos tempos de 8h (com adicdo de CHX as 5h) e 18h (com adicdo de CHX as 15h).
Esta resultou semelhante nas células néo infectadas e infectadas as 8h (Fig. 32, 8h).
A tempo tardio pelo contrario, observou-se uma diminuicdo da viabilidade nas
células infectadas (Fig. 32, 18h), que se podera relacionar com o facto de nesta fase

as infecgbes por si proprias induzirem niveis mais expressivos de apoptose do que
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as 8h PI, como descrito em 4.2. Nao se observou ainda a propésito de viabilidade
celular na presenca de CHX como indutor de apoptose, qualquer diferenca
significativa entre infeccdes com os isolados de diferente viruléncia (Fig. 32, 8h e
18h).
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Figura 32. Viabilidade celular em culturas ndo infectadas e infectadas com L60 e NHV apds
tratamento com CHX.

A CHX foi adicionada as 5h e 15h de cultura/infec¢do. Ap6s um periodo adicional de 3h de
incubagao, determinou-se as 8h e 18h a viabilidade celular nas diferentes condigées.
Culturas néo tratadas e nao infectadas foram realizadas em paralelo como controlo. Os
resultados representam a média + desvio padrdo de 4 e 5 ensaios independentes as 8h e
18h respectivamente, e resultam da razdo entre valores obtidos em culturas tratadas,
infectadas ou nao (Trat), e culturas controlo ndo tratadas nao infectadas (Ctrl). Infeccoes
e/ou tratamento e controlo foram realizados em paralelo, utilizando células com origem no
mesmo suino a cada ensaio.

2 Significativamente diferente de CHX, p<0,01.

4.3.2.2. Inducéo de apoptose com STS

Como se determinou em 4.3.1.2., a presenca de STS numa concentracao de 1
UM em culturas de macréfagos de suino induz apoptose visivel apés 3h de
tratamento. Para verificar se 0 VPSA tem capacidade de inibir apoptose induzida por
STS nas suas células hospedeiras, esta foi adicionada a culturas nao infectadas e
infectadas as 5h e 15h de cultura ou infeccdo. Apds uma incubacgao adicional de 3h,
num total de 8h e 18h de cultura, quantificaram-se a actividade de caspase-3 e 0s
oligonucleossomas de DNA nos citoplasmas celulares nas diferentes condicées. Os
mesmos indicadores de apoptose foram quantificados em culturas nao tratadas e

nao infectadas, realizadas em paralelo como controlo.
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Nao se observaram diferencgas significativas entre células tratadas nao infectadas
e infectadas, a proposito de ambos os indicadores de apoptose, a qualquer dos
tempos pés-infeccao pesquisados (Fig. 33). Apesar de nao se observar diminuicao
dos niveis de apoptose induzida por STS na presenca de infeccao, também nao

ocorreu uma exacerbacgao desta, a semelhanca do observado com CHX.
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Figura 33. Quantificacdo de apoptose apds tratamento com STS em culturas infectadas
com L60 e NHV, por comparagéo com culturas ndo infectadas tratadas do mesmo modo.

A STS foi adicionada as 5h e 15h de cultura/infeccao. Apds 3h de tratamento, as 8h e 18h
quantificou-se a actividade de caspase-3 (A) e os oligonucleossomas de DNA nos
citoplasmas celulares por ELISA (B). Os resultados correspondem as meédias = desvio
padrdo de 4 a 5 ensaios independentes as 8h e 18h. A cada ensaio, os resultados
corresponderam a razao entre valores obtidos em culturas infectadas tratadas (Inf trat), e
apenas tratadas (Trat). Culturas tratadas, infectadas ou nao, foram realizadas em paralelo
utilizando células com origem no mesmo suino a cada ensaio.

O estudo da viabilidade celular apés tratamentos com STS revelou um aumento
ligeiro mas estatisticamente significativo, na viabilidade das células infectadas por
L60 as 8h PI, em comparagao com células nao infectadas (Fig. 34, 8h). Em infecgao
por NHV também nao se observou menor viabilidade apds tratamento com STS em
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comparagdo com células n&o infectadas e tratadas. Ainda, ao contrario do que se
observou com CHX, o tratamento com STS a tempo tardio de infec¢gdo ndo induziu
um decréscimo significativo na viabilidade das células infectadas, em comparacao

com células ndo infectadas (Fig. 34, 18h).
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Figura 34. Viabilidade celular em culturas nado infectadas e infectadas com L60 e NHV apés
tratamento com STS.

A STS foi adicionada as 5h e 15h de cultura/infecgéo, prosseguindo-se a incubagao por um
periodo adicional de 3h. Apds um periodo total de 8h e 18h de cultura, a viabilidade celular
foi determinada nas diferentes condicées. Culturas nao tratadas e nao infectadas foram
realizadas em paralelo como controlo. Os resultados representam a média + desvio padrao
de 4 ensaios independentes as 8h e 18h, e resultam da razdo entre valores obtidos em
culturas tratadas, infectadas ou ndo (Trat), e culturas controlo nio tratadas néo infectadas
(Ctrl). Infeccbes e/ou tratamento e controlo foram realizados em paralelo, utilizando células
com origem no mesmo suino a cada ensaio.

& Significativamente diferente de STS, p<0,05.

4.3.2.3. Inducao de apoptose por privacdo de soro

Para verificar se a infecgcdo por VPSA tem capacidade de inibir a indugcédo de
apoptose pelo tratamento de privacao de soro (PS), os indicadores de apoptose
actividade de caspase-3 e formacéao de oligonucleossomas de DNA foram mais uma
vez quantificados em culturas de macréfagos nao infectadas e infectadas, cultivadas
na auséncia de SFB no meio de cultura durante 8h e 18h de incubacéo.

Os resultados obtidos ndo mostraram diferengas significativas entre células
infectadas e nao infectadas relativamente aos niveis de apoptose desencadeados
por este tratamento (Fig. 35, A e B), pelo que também nesta situacao, a infeccao por
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qualquer dos isolados de VPSA em estudo ndo parece ter capacidade para inibir a

apoptose induzida exogenamente nas suas células hospedeiras.
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Figura 35. Quantificacdo de apoptose apds tratamento de privagdo de soro, em culturas
infectadas com L60 e NHV, por comparacdo com culturas nao infectadas tratadas do
mesmo modo.

ApGs 8h e 18h de cultura/infeccao com privagao de soro (PS), quantificou-se a actividade de
caspase-3 (A) e os oligonucleossomas citoplasmaticos de DNA por ELISA (B) nas diferentes
condigcdes. Os resultados representam as médias = desvio padrédo de 2 e 3 ensaios
independentes em A as 8h e 18h respectivamente, e 5 e 4 ensaios em B as 8h e 18h
respectivamente. A cada ensaio, os resultados corresponderam a razao entre valores
obtidos em culturas infectadas tratadas (Inf trat), e apenas tratadas (Trat). Culturas tratadas,
infectadas ou nao, foram realizadas em paralelo utilizando células com origem no mesmo
suino a cada ensaio.
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4.4 .Mecanismos virais reguladores da morte celular na célula hospedeira: estudo
da expressdo dos genes virais potencialmente envolvidos em inibicdo de
apoptose — 5-HL (homélogo de bcl-2) e 4-CL (homdblogo de iap)

4.4.1. Sequenciacao de 4-CL e 5-HL nos isolados virais em estudo

Uma vez que a sequéncia de 5-HL é ainda desconhecida em ambos os isolados
virais em estudo, e a sequéncia de 4-CL é conhecida para L60 (acesso Genbank
U91736) mas nao para NHV, propusemo-nos sequenciar estes genes em ambos
L60 e NHV para verificar se existem diferencas a este nivel entre os isolados. Para
tal, foi extraido DNA de macréfagos infectados com L60 e com NHV, a partir do qual
foram amplificadas por PCR sequéncias gendmicas virais contendo os genes alvo.
Para 5-HL foram utilizados oligdmeros que amplificaram uma sequéncia desde 280
pb a montante até 79 pb a jusante dos coddes de iniciacdo e de terminacao da
tradugado respectivamente, com localizagao sobre as sequéncias codificantes dos
genes A137R e A859L que flanqueiam A179L (Fig. 36), resultando na amplificacdo
de 899 pb no total. A regido do genoma contendo a sequéncia de 4-CL foi
amplificada desde 129 pb a montante até 218 pb a jusante dos coddes de iniciacao
e terminacao da traducao respectivamente, através de oligdémeros com localizacao
numa regiao intergénica e sobre o gene adjacente A542R (Fig. 36), resultando numa

sequéncia de 1022 pb no total.
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Figura 36. Visualizagdo grafica da regido gendmica do isolado Ba71V compreendida entre
os nucleétidos 27300 e 37880, onde se localizam os genes 4-CL (A224L) e 5-HL (A179L).
Adaptado da base de dados NCBI, acesso NC_001659. As setas indicam a orientagdo da
transcricdo para cada gene: a cinza representam sequéncia do gene e a rosa a sua
sequéncia codificante.
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Apés clonagem dos segmentos amplificados e sua sequenciacao, as sequéncias
consenso obtidas foram alinhadas e comparadas com as correspondentes
conhecidas a data para alguns isolados de VPSA de diferentes origens: africanos,
europeus, e Ba71V adaptado a células de linha continua Vero.

Verificou-se que as sequéncias de 5-HL de L60 e de NHV sao semelhantes entre
si (Fig. 37), e semelhantes a sequéncia do isolado adaptado a células de linha
continua Vero, Ba71V, e a de um isolado de campo portugués nao virulento e nao
hemadsorvente OURT 88/3, obtendo-se consenso em praticamente toda a zona
sequenciada. Apenas foi detectada na sequéncia de NHV a delec¢édo de um residuo
de adenosina 192 pb a montante do codao de iniciacao ATG (Fig. 37, posicéo 88), a
semelhanca do isolado OURT 88/3, numa zona nao codificante rica em adeninas e
timinas. Nestas zonas poderao existir motivos de ligacao a factores de regulacao da
expressao, nomeadamente “tataboxs”. Existe de facto um destes motivos potenciais
na zona da deleccgéo, constituido por TTTAAA (identificado na proteina Wap de rato,
que também existe no suino) (Lubon & Hennighausen, 1987), que assim estara
ausente em NHV. Foi no entanto referido que no VPSA, as sequéncias promotoras
constituidas por sequéncias ricas em As e Ts, parecem localizar-se a curta distancia
dos locais de inicio da transcricdo, a semelhanca dos poxvirus (Almazan et al.,
1992). A transcricao tem geralmente inicio também a curta distancia do codao de
iniciacdo da traducdo (Almazan et al.,, 1992, Almazan et al., 1993, Chacon et al.,
1995, Galindo et al., 2000b, Martins et al., 1994, Rodriguez et al., 1996, Yanez et al.,
1993). Em NHV, a distancia de 192 pb que separa a delec¢do do codao de iniciacao
da traducgéo de 5-HL é longa, pelo que é improvavel que esta regido corresponda a
uma sequéncia promotora.

De modo interessante, o alinhamento da regido contendo 5-HL nos isolados
europeus e num isolado patogénico de Africa Ocidental, o Benin 97/1, revelou uma
Unica substituicdo nucleotidica de uma Citosina por uma Timina na sequéncia
codificante do isolado do Benin, 165 pb a jusante de ATG (posicao 465 da figura 37),
levando a substituicado de um residuo de treonina por um de isoleucina na sequéncia
aminoacidica. Pelo contrario, a comparagdo com um outro isolado patogénico
africano da Africa Oriental, Malawi Lil-20, revelou muitas diferencas ao longo de toda
a sequéncia analisada, nomeadamente insercdo de varios nuclebtidos a cerca de
100 pb a montante de ATG, e varias substituicdes nucleotidicas, inclusivamente ao
longo da sequéncia codificante (Fig. 37). Esta observagao parece reflectir uma maior
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proximidade dos isolados portugueses com isolados de Africa ocidental, de acordo
com uma possivel origem da PSA na Europa a partir desta regido de Africa (Bastos
et al., 2003, Blasco et al., 1989a, Nix et al., 2006).

Figura 37. Alinhamento das sequéncias consenso obtidas por sequenciacdo de 5-HL em
L60 e NHV (cons5HL_L60 e cons5HL_NHV), com as sequéncias nucleotidicas
correspondentes conhecidas de isolados de VPSA de diferentes origens.

Ba71V: isolado adaptado a células de linha continua Vero (acesso GenBank NC_001659;
genoma: 36591-37489, cadeia complementar reversa); OURT 88/3, isolado de campo nao
patogénico, portugués (acesso GenBank AM712240; genoma: 38736-39633, cadeia
complementar reversa); Benin 97/1, isolado patogénico do Benin, Africa Sub-Saariana
Ocidental (acesso GenBank AM712239; genoma: 47916-48814, cadeia complementar
reversa); Malawi Lil-20, isolado patogénico do Malawi, Africa Sub-Saariana Oriental (acesso
GenBank L09548; sequéncia codificante parcial: 1-793 bases, cadeia complementar
reversa). As posigbes 1-20 e 900-919 correspondem aos locais de hibridagdo dos
oligbmeros utilizados para amplificagao da regido por PCR sobre DNA de L60 e NHV Em
301 e 838 localizam-se os coddes de iniciagao e terminagéo da transcrigdo respectivamente.
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1 10 20 30 40 50 1] 70 80 2 1] 100
| 1
Ba71¥ |TTTEETEETEETEEHETTTgETHHEHHETEETTEEHTTETHEHETTETHTHEHTHTHHHTTETHHHTETTTHHHTEEETTHTTTTHHHTEHETTETTTEE
consSHL_LGO TAAGARCTGCTTCCATTGTACAGTTGTATACATATARATTCTAARTCTTTARATGGCTTATTTTARATGACTTCTTTGE
consSHL_HHY  TTTCCTCCTGGTCGAGTTTGGTARGAARCTGCTTCCATTGTACAGTTGTATACATATAARATTCTARATCTTTAAATGGCTTATTTTAR=-TGACTTCTTTGE
DURT_88/3 TTTCCTCCTGGTCGAGTTTGGTARGAACTGCTTCCATTGTACAGTTGTATACATATAAATTCTAARATCTTTARATGGCTTATTTTAA-TGACTTCTTTGE
Benin TTTCCTCCTGGTCGAGTTTGGTAAGAACTGCTTCCATTGTACAGTTGTATACATATARATTCTARATCTTTAARATGGCTTATTTTAARTGACTTCTTTGE
Halawi_b5=-HL
Consensus Libtccbocbpgbogagbbbgptaagaactecibocatbgtacagtigtatacatataaatbecbaaatecbbbaaabggctbatibbaa,bpactbocbbbec

101 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

| 1

Ba71¥ GGCTGCTCGTTTCCAACCAATGTTGGGATAARAATATTTCTTARCATATAGGTTGCTATACGTGGCCTAACATTTGTTGTATACARCACAGTCG————-=
cons5HL_L60 GGCTGCTCGTTTCCAACCARTGTTGGGATARAARTATTTCTTAACATATAGGTTGCTATACGTGGCCTAACATTTGTTGTATACAACACAGTCG-———-~
cons5SHL_HHY GGCTGCTCGTTTCCAACCARTGTTGGGATARAARTATTTCTTAACATATAGGT TGCTATACGTGGCCTAACATTTGTTGTATACAACACAGTCG=——==~
OURT_88/3 GGCTGCTCGTTTCCARCCAATGTTGGGATARARATATTTCTTARCATATAGGTTGCTATACGTGGCCTARCATTTGTTGTATACAACACAGTCG-
Benin GGCTGCTCGTTTCCAACCAATGTTGGGATAARAATATTTCTTARCATATAGGTTGCTATACGTGGCCTAACATTTGTTGTATACARCACAGTCG————--
Halawi_5-HL GGTTGCTATACGTGGCCTAACATTTGTTGTATATARCATTATATATAACA
Consensus ggcbgcbogbibccaaccaatgbbopgataaaaatatbbebbaacatataGGTTGCTATACGTGGCCTAACATTTGTTGTATACAACACagTCe . v e

201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

| 1

Ba7l¥ —=—=—=———=TGTCACAATTGTAT—=——- CACARTTGTATCACARTTGTATCGCAATTGTGATARCAT TGARACC TAAATARAARAATATAGGGTGCCGLT
consSHL_LGO ~CACARTTGTATCACAATTGTATCGCARTTGTGATARCATTGARACCTAAATAARARARTATAGGGTGCCGCT
consSHL _HHY =CACARTTGTATCACAATTGTATCGCARTTGTGATARCATTGARACCTAAATAARARARTATAGGGTGCCGCT
OURT_88/3 -———————-TGTCACAATTGTAT=-——-- CACARTTGTATCACARTTGTATCGCAATTGTGATARCAT TGARACC TAAATARAARAATATAGGGTGCCGLT
Benin --—-—-——-TGTCACAATTGTAT—-———- CACAATTGTATCACARTTGTATCGCARTTGTGATARCAT TGARACCTARATARARARARTATAGGGTGCCGLT
Halawi_5-HL TTGTATATATARCAACATTGTATATACACACAATTGTGCTACAARTTGTGGGACAATCGTGATARCATTGARACCTARATARARARARTATAGGGTGCCGLT
CONSENSUS  ....+4...12LCACAATTGTAT, ., . .CACAATTGTatcACARTTGTatcgCARTEGTGATARCAT TGARACCTARATAARRARARTATAGGGTGCCGLT

30 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

1

Ba7l¥ AGGGAGAAGAGTTAATATATCATARTATCATTARTGAARTACTAGTGGGTTATATTARATATTACATTARTGATATTTCAGAGCATGAGCTTAGLL
consSHL_LGO AGGGAGARGAGTTAATATATCATARTATCAT TARTGAAARTACTAGTGGGTTATATTARATATTACATTAATGATATTTCAGAGCATGAGCTTAGCC
consSHL_HHY AGGGAGAAGAGTTAATATATCATARTATCAT TARTGAAARTACTAGTGGGTTATATTARATATTACATTAATGATATTTCAGAGCATGAGCTTAGCC
OURT_88/3 AGGGAGAAGAGTTAATATATCATARTATCATTARTGAARTACTAGTGGGTTATATTARATATTACATTARTGATATTTCAGAGCATGAGCTTAGLL
Benin AGGGAGAAGAGTTAATATATCATARTATCAT TARTGAAARTACTAGTGGGTTATATTARATATTACATTAATGATATTTCAGAGCATGAGCTTAGCC
Halawi_5-HL AGGGAGAAGAGCTAATATATCATARTATCAT TARTGAAARTACTCGTGGGGTATATTARATATTACATGAATGATATTTCAGAGCATGARCTTAGCC
Consensus AGGGAGAAGAGE TRATATATCATARTATCATTARTGAARTACTaGTGGGE TATATTARATATTACATLAATGATATTTCAGAGCATGAgCTTAGCC

401 410 420 430 440 450 4560 470 480 430 500

| 1

Ba71¥ CATATCAACAACAAATARAARAARTTTTARCCTATTATGATGAGTGTTTGARCARACAGGTTACARTTACCTTTTCTCTTACGAGTGTCCARGARATTAR
consSHL_L60 CATATCARCAACARATARARARARTTTTARCCTATTATGATGAGTGTTTGAACARACAGGTTACARTTACCTTTTCTCTTACGAGTGTCCARGARATTAA
consSHL_HHY CATATCARCAACARATARARARARTTTTARCCTATTATGATGAGTGTTTGAACARACAGGTTACARTTACCTTTTCTCTTACGAGTGTCCAARGARATTAA
DURT_88/3 CATATCARCAACARATARARARARTTTTARCCTATTATGATGAGTGTTTGAACARACAGGTTACARTTACCTTTTCTCTTACGAGTGTCCAARGARATTAA
Benin CATATCAACAACAAATARAARAARTTTTARCCTATTATGATGAGTGTTTGAARCARACAGGTTATARTTACCTTTTCTCTTACGAGTGTCCARGARATTAR
Halawi_5-HL CGTACCAGCAACARATTAARRARAATTTTARCCTATTATGACGARTGTTTGAACARACAGGTTACCATTACCTTTTCTCTTACGAARTGCCCARGARATTAA
Consensus CaTALCAaCAACARATaAARARARTTTTARCCTATTATGALGAgTGTTTGAACARACAGGTTAcaRTTACCTTTTCTCTTACGAg TGLCCAARGARATTAA

501 510 520 530 540 550 560 570 580 530 600

| 1

Ba71¥ AACCCAGTTTACTGGGGTTGTGACTGAGCTGTTTARGGATCTTATCAACTGGGGTAGAATTTGTGGATTTATCGTCTTTTCTGCCARGATGGCARAGTAT
consHHL_L60 AACCCAGTTTACTGGGGTTGTGACTGAGCTGTTTARGGATCTTATCAACTGGGGTAGAATTTGTGGATTTATCGTCTTTTCTGCCARGATGGCARAGTAT
consSHL_HHY AACCCAGTTTACTGGGGTTGTGACTGAGCTGTTTARGGATCTTATCAACTGGGGTAGAATTTGTGGATTTATCGTCTTTTCTGCCARGATGGCARAGTAT
DURT_88/3 RAACCCAGTTTACTGGGGTTGTGACTGAGCTGTTTARGGATCTTATCAACTGGGGTAGAATTTGTGGATTTATCGTCTTTTCTGCCARGATGGCARAGTAT
Benin RAACCCAGTTTACTGGGGTTGTGACTGAGCTGTTTARGGATCTTATCAACTGGGGTAGAATTTGTGGATTTATCGTCTTTTCTGCCARGATGGCARAGTAT
Halawi_5-HL RAACCCAGTTTACTGGGGTTGTGACTGAGTTGTTTARGGATCTTATCAACTGGGGTAGAATTTGTGGATTTATCGTCTTTTCTGCCAGGATGGCARAGTAT
Consensus  ARCCCAGTTTACTGGGGTTGTGACTGAGeTGTTTARGGATCTTATCARCTGGGGTAGAATTTGTGGATTTATCGTCTTTTCTGCCAaGATGGCARAGTAT

601 610 620 630 640 650 (3] 670 680 630 700

| 1

Ba71¥ TGCARAGACGCCARTAARCCATCTGGAGTCCACGGTGATCACTACGGCATACARCTTCATGARACACARCCTACTACCCTGGATGATTTCCCACGGCGGTC
consbHL_L60  TGCAARGACGCCAARTARCCATCTGGAGTCCACGGTGATCACTACGGCATACARCTTCATGARACACARCCTACTACCCTGGATGATTTCCCACGGLGGTC
consSHL_HHY TGCAAAGACGCCARTAACCATCTGGAGTCCACGGTGATCACTACGGCATACARCTTCATGARACACARCCTACTACCCTGGATGATTTCCCACGGLGGTC
DURT_88/3 TGCAAAGACGCCARTAACCATCTGGAGTCCACGGTGATCACTACGGCATACARCTTCATGARACACARCCTACTACCCTGGATGATTTCCCACGGLGGTC
Benin TGCAAAGACGCCAATAACCATCTGGAGTCCACGGTGATCACTACGGCATACARCTTCATGAARCACAACCTACTACCCTGGATGATTTCCCACGGCGGTC
Halawi_5-HL TGCAAAGATGCCARTAACCATCTGGAGTCCACGGTGATCACTACGGCATACARCTTCATGARACACARCCTACTACCATGGATGATTTCCCACGGLGGTC
Consensus TGCAAAGAcGCCARTAACCATCTGGAGTCCACGGTGATCACTACGGCATACARCTTCATGARACACARCCTACTACCcTGGATGATTTCCCACGGCGGTC

7o 710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

| 1

Ba71¥ RAAGAGGAGTTTTTGGCTTTCTCTCTACACAGTGACATGTATTCCGTGATTTTTARTATTAARTATTTCTTATCTARATTTTGTAATCACATGTTTTTCAG
consBHL_L60 ARGAGGAGTTTTTGGCTTTCTCTCTACACAGTGACATGTATTCCGTGATTTTTARTATTAAARTATTTCTTATCTAARTTTTGTARTCACATGTTTTTCAG
consSHL_HHY AAGAGGAGTTTTTGGCTTTCTCTCTACACAGTGACATGTATTCCGTGATTTTTARTATTAARRTATTTCTTATCTAAATTTTGTAARTCACATGTTTTTCAG
DURT_88/3 AAGAGGAGTTTTTGGCTTTCTCTCTACACAGTGACATGTATTCCGTGATTTTTARTATTAARRTATTTCTTATCTAAATTTTGTARTCACATGTTTTTCAG
Benin RAAGAGGAGTTTTTGGCTTTCTCTCTACACAGTGACATGTATTCCGTGATTTTTARTATTARATATTTCTTATCTAAATTTTGTAATCACATGTTTTTCAG
Halawi_5-HL AAGAGGAGTTTTTGGCTTTCTCTCTACACAGTGACATTTATTCCGTGATTTTTAARTATTAARRTATTTCTTATCTAAATTTTGTAARTCACATGTTTTTARG
Consensus  ARGAGGAGTTTTTGGCTTTCTCTCTACACAGTGACATgTATTCCGTGATTTTTARTATTAARRTATTTCTTATCTAAATTTTGTAARTCACATGTTTTTCAG

—.
801 810 g20 830 840 850 860 870 880 890 900
1

Ba71¥ ATCCTGTGTACAGTTATTAAGAAACTGCAATTTGATATACATGTGCGCAGGATTTTACGTGGCGGTTCATCCCTGGCTGGAGGCCCARTCCTTACAT,
consSHL_LGB0 ATCCTGTGTACAGTTATTAAGAAARCTGCARTTTGATATAGCATGTGCGCAGGATTTTACGTGGCGGTTCATCCCTGGCTGGAGGCCCARTCCTTACATAA
consBSHL_HHY ATCCTGTGTACAGTTATTARGAAACTGCARTTTGATATAHCATGTGCGCAGGATTTTACGTGGCGGTTCATCCCTGGCTGGAGGCCCARTCCTTACATAA
OURT_B8/3 ATCCTGTGTACAGTTATTARGARACTGCAATTTGATHTAGCATGTGCGCAGGATTTTACGTGGCGGTTCATCCCTGGCTGGAGGCCCARTCCTTACATAA
Benin ATCCTGTGTACAGTTATTAAGAAACTGCAATTTGATATACATGTGCGCAGGATTTTACGTGGCGGTTCATCCCTGGCTGGAGGCCCARTCCTTACATAA
Halawi_5-HL ATCCTGTGTACAGTTATTAAGAAACTGCARTTTGATATACATGTACGCGGGGTTTTACGTGGCGGTTCATCCCTGGCTGGAGACCCARTCCTTACATAA
Consensus ATCCTGTGTACAGTTATTAARGARACTGCAATTTGATHTAGCATGTgCGCaGGaTTTTACGTGGCGGTTCATCCCTGGCTGGAGgCCCARTCCTTACATAA

901 910 914
[ — ]

Ba7ly¥ |HETTEEEEHEHEHEEHHH9
consHHL _LEO

consSHL_NHY AGTTGGGCACACAGGAAAC
DURT_88/3 AGTTGGGCACACAGGAAAC
Benin AGTTGGGCACACAGGAAAC
Halawi_5-HL AGTTGGGCACACAGGAARLC
Consensus AGTTGGGCACACAGGAAAC
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Verificou-se que também o 4-CL é semelhante ao nivel da sequéncia codificante,
em L60 e NHV, em Ba71V, e nos isolados de campo portugués OURT 88/3, e
espanhois E70 e E75 (Fig. 38). Na regiao de 80-90 pb a montante do codao de
iniciacdo da traducdo (posicao 40-50 da figura 38), detectaram-se algumas
substituicdes nucleotidicas comparando L60 e NHV, iguais nos isolados NHV e
OURT 88/3. No entanto, a distancia ao codao de iniciacdo e o facto de esta zona
que nao apresentar semelhancas 6bvias com potenciais sequéncias reguladoras da
transcricdo, parece indicar apenas variacado numa regiao intergénica que nao se
reflectira na proteina expressa.

No alinhamento das sequéncias dos isolados europeus com a sequéncia do
isolado do Benin, observou-se, mais uma vez, uma semelhanca de praticamente
100% ao longo de toda a sequéncia nucleotidica analisada, ocorrendo algumas
substituicdes nucleotidicas apenas em zonas nado codificantes. Pelo contrario, o
isolado do Malawi mostrou de novo muitas diferencas, nomeadamente, referindo as
mais evidentes: varias substituicdes nucleotidicas ao longo da sequéncia codificante
do gene e também fora desta, deleccdo de varios nucleétidos imediatamente a
montante do codao de iniciagdo da tradug¢do, numa zona rica em As e Ts, e insercao
de varios nucleotidos a cerca de 130 bases a jusante do codao de terminacao da
traducao (Fig. 38).

Figura 38. Alinhamento das sequéncias consenso obtidas por sequenciacao de 4-CL em
L60 e NHV (cons4CL_L60 e cons4CL_NHV), com sequéncias correspondentes conhecidas
de isolados de VPSA de diferentes origens.

Lis60-4CLp27: sequéncia codificante de 4-CL previamente publicada para L60 (acesso
GenBank U91736); E75-4CLp27: sequéncia codificante de 4-CL no isolado espanhol E75
(acesso GenBank U91734); Ba71V: isolado adaptado a células de linha continua Vero
(acesso GenBank NC_001659; genoma: 28902-29923, cadeia complementar reversa);
OURT 88/3: isolado de campo portugués avirulento (acesso GenBank AM712240; genoma:
31058-32078 pb, cadeia complementar reversa); E70: isolado de campo espanhol (acesso
GenBank AF327841; genoma: 17153-18175 pb, cadeia complementar reversa); Benin 97/1:
isolado patogénico do Benin, Africa Sub-Saariana Ocidental (acesso GenBank AM712239;
genoma: 41258-40237, cadeia complementar reversa); Malawi Lil20/1: isolado patogénico
do Malawi, Africa Sub-Saariana Oriental (acesso GenBank AF327842; genoma: 11137-
12160, cadeia complementar reversa). As posigoes 1-24 e 1018-1038 correspondem aos
locais de hibridacao dos oligbmeros utilizados para amplificacao da regiao por PCR sobre
DNA de L60 e NHV. Em 131 e 803 localizam-se os coddes de iniciacao e terminacao da
transcricao respectivamente.
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1 10 20 30 40 50 60 70 g0 90 100

| 1
Ba71¥ | CTTTATGAGARCCTACCTTCTTCYTATART TAGARAAATARAGCCTGCGGC TCAGCTTTCAATTGAGGATGATCATTACAARTGTTTGTAATTTTTTTT=

LisB0=-4ACLp27
cons<dCL_LB0O
cons<dCL_HHY

OURT_88/3
E75=-4ACLp27
Benin

E70
Halawi_d4-CL
Consensus

Ba71¥
Li=B0-4ACLp27
cons<dCL_LB0O
consdCL_HHY
OURT_88/3
E75=-4ACLp27
Benin

E70
Halawi_d4-CL
Consensus

Ba71¥
Li=G0-4ACLp27
cons<dCL_LB0O
consdCL_HHY
OURT_88/3
E75=-4ACLp27
Benin

E70
Halawi_d-CL
Consensus

Ba71¥
Li=G0-4ACLp27
cons<dCL_LB0O
consdCL_HHY
OURT_88/3
E75=dCLp27
Benin

E70
Halawi_d4-CL
Consensus

Ba71y
Li=G0-4ACLp27
consdCL_LB0O
consdCL_HHY
OURT_88/3
E75-4ACLp27
Benin

E70
Halawi_d4-CL
Consensus

Ba71y
Li=G0-4ACLp27
consdCL_LE0O
consdCL_HHY
OURT_88/3
E75-4ACLp27
Benin

E70
Halawi_d4-CL
Consensus

Ba71y
Li=G0-4ACLp27
consdCL_LE0O
consdCL_HHY
OURT_88/3
E75-4ACLp27
Benin

E70
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CAARTGTTTGTARTTTTTTIT=
CTTTATGAGAACCTACCTTCTTCGTATART TAGARAARTAARGCCTGCAGCTCAGCTTTCAAT TGAGGATGATCATTACAAATGTTTGTAATTTTTTTT-
CTTTATGAGAACCTACCTTCTTCGTATART TAGARAARTAARGTCTACARCTCAGCTTTCAAT TGAGGATGATCATTACARATGTTTGTARTTTTTTTIT-
CTTTATGAGAACCTACCTTCTTCGTATAATTAGAARAARTAARGTCTACAARCTCAGCTTTCAATTGAGGATGATCATTACARATGTTTGTAATTTTTTTT-

CAARTGTTTGTARTTTTTITIT=
CTTTATGAGAACCTACCTTCTTCGTATAAT TAGAARARTAARGCCTGCAGCTCAGCTTTCAATTGAGGATGATCATTACARATGTTTGTAATTTTTTTT-
CTTTATGAGAACCTACCTTCTTCGTATART TAGARAARTAARGCCTGCAGCTCAGCTTTCAAT TGAGGATGATCATTACARATGTTTGTARTTTTTTTIT-
CTTTATGAGAACCTATGTTCTTTATGTTATTAGAARARTAARGCC TACAARCTCAGCCATCTATTGAGGATGATCATTACARATGTTTGTARTTTTTTTTT
ctttat.gagaacctaccttetbogtat.aattagaaaaataaageet . ca,ct.ecagetbbcaattbgaggatgatcabbaCARATGTTTGTAATTTTTTTT.

—
101 110 120 130 140 150 160 170 180 130 200
| 1
ATATTATATATAARGARTTTARAATTATGA| TTTCCTARARTAAARTACAARTAGATCCATACATCTCTTTGCGATTATTTGARGTAARAARCCTARATATG
ATATTATATATARGARTTTAARATTATGA| TTTCCTARAARTAARTACAATAGATCCATACATCTCTTTGCGATTATTTGARGTAARAARCCTARATATG
ATATTATATATAARGARTTTARAATTATGA| TTTCCTARARTAAARTACAARTAGATCCATACATCTCTTTGCGATTATTTGARGTAARAARCCTARATATG
ATATTATATATARGARTTTAARATTATGA| TTCCTAARATAARATACARTAGATCCATACATCTCTTTGCGATTATTTGARGTARARCCTARATATG
ATATTATATATAARGARTTTARAATTATGA| TTCCTAARATAARATACARTAGATCCATACATCTCTTTGCGATTATTTGARGTARARCCTARATATG
ATATTATATATARGARTTTAARRATTATGA TTCCTAARATAARATACARTAGATCCATACATCTCTTTGCGATTATTTGARGTARARCCTARATATG
ATATTATATATAAGARTTTARARTTATGA TTCCTRAARATAAATACAATAGATCCATACATCTCTTTGCGATTATT TGAAGTAARACCTAAATATG
ATATTATATATARGARTTTAARATTATGA| TTCCTAARATAARATACARTAGATCCATACATCTCTTTGCGATTATTTGARGTARARCCTARATATG
ATATTATATATARGARTT——=———~— ATGA ATCCTAAAATAAATACGATAGATACATATATCTCTTTACGATTATTTGARGTCAARCCTARATATG
ATATTATATATAARGART Tt.aaaatLATGA LTCCTAARATAARATACaATAGATcCATACATCTCTTTgCGATTATTTGARGTaAARCCTARATATG

201 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
! 1
TAGGCTATAGCTCCATAGATGCACGAARATCAARGCT TCGCARTCCATGGCATARARART TATGAAARRTTTTCGARTGCCGGATTTTTCTATACATCCCC
TAGGCTATAGC TCCATAGATGCACGARATCARRGCTTCGCARTCCATGGCATARAAARTTATGAARRATTTTCGARTGCCGGATTTTTCTATACATCCCC
TAGGCTATAGCTCCATAGATGCACGAARATCAARGCT TCGCARTCCATGGCATARARARTTATGAAARRTTTTCGARTGCCGGATTTTTCTATACATCCCC
TAGGCTATAGCTCCATAGATGCACGARATCAAAGCTTCGCARTCCATGGCATARARART TATGAARRRTTTTCGARTGCCGGRTTTTTCTATACATCCCC
TAGGCTATAGCTCCATAGATGCACGAARATCAARGCT TCGCARTCCATGGCATARARARTTATGAAARRTTTTCGARTGCCGGATTTTTCTATACATCCCC
TAGGCTATAGCTCCATAGATGCACGARATCAAAGCTTCGCARTCCATGGCATARARART TATGAARRRTTTTCGARTGCCGGRTTTTTCTATACATCCCC
TAGGCTATAGCTCCATAGATGCACGAARATCAARGCT TCGCARTCCATGGCATARARARTTATGAAARRTTTTCGARTGCCGGATTTTTCTATACATCCCC
TAGGCTATAGCTCCATAGATGCACGARATCAARGCTTCGCARTCCATGGCATARARART TATGAARRRTTTTCGARTGCCGGRTTTTTCTATACATCCCC
TAGGCTATAGCTCCGTGGATGCACGARACARARGCTTTGCARTCCACGACATARARART TATGARAAGTTTTCTARTGCCGGATTATTCTATACATCCCL
TAGGCTATAGCTCCaTaGATGCACGARAL cAAAGCT TeGCARTCCALGgCATARARARTTATGAAARATTTTCgARTGCCGGRATTLTTCTATACATCCCC

301 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
| 1
CACTGAARTARCATGCTACTGTTGCGGARTGARRTTTTGTARTTGGTTATATGARAAGCACCCTTTACAGGTGCATGLCTTTTGGAGTAGARACTGCGGC
CACTGAARTARCATGCTACTGTTGCGGARTGARATTTTGTARTTGGTTATATGARAAGCACCCTTTACAGGTGCATGGCTTTTGGAGTAGARACTGLGGE
CACTGAARTARCATGCTACTGTTGCGGARTGAARRTTTTGTARTTGGTTATATGARAAGCACCCTTTACAGGTGCATGGCTTTTGGAGTAGARACTGCGGC
CACTGAARTARCATGCTACTGTTGCGGARTGARATTTTGTARTTGGTTATATGARAAGCACCCTTTACAGGTGCATGGCTTTTGGAGTAGARACTGLGGE
CACTGAAATARCATGCTACTGTTGCGGARTGARRTTTTGTARTTGGTTATATGARAAGCACCCTTTACAGGTGCATGGCTTTTGGAGTAGARACTGCGGC
CACTGAAATARCATGCTACTGTTGCGGARTGARRTTTTGTARTTGGTTATATGARAAGCACCCTTTACAGGTGCATGGCTTTTGGAGTAGARACTGCGGC
CACTGAAATARCATGCTACTGTTGCGGARTGARRTTTTGTARTTGGTTATATGARAAGCACCCTTTACAGGTGCATGGCTTTTGGAGTAGARACTGCGGC
CACTGAAATARCATGCTACTGTTGCGGARTGARARTTTTGTARTTGGTTATATGARAAGCACCCTTTACAGGTGCATGGCT TTTGGAGTAGARACTGCGGC
CACTGAAATARCATGCTACTGTTGCGGARTGARRTTTTGTARTTGGATATATGARAAGCACCCTTTACAGGTGCATGGCTTCTGGAGCAGARACTGTGGC
CACTGAAATARCATGCTACTGTTGCGGARTGARRTTTTGTARTTGGE TATATGARRAGCACCCTTTACAGGTGCATGGCT TE TGGAGEAGARACT GeGGL

401 d10 420 430 440 450 460 a7 480 490 500
! 1
TTTATGCGTGCARCCTTGGGCATTATAGGACT TAARARRATGAT TGATAGCTATARCGACTATTATARCARTGAAGTTTTTGTARAACACARRARTAGGG
TTTATGCGTGCARCCTTGGGCATTATAGGACTTARRARAATGATTGATAGC TATARCGACTATTATAARCAATGARGTTTTTGTARAACACARAARTAGGG
TTTATGCGTGCARCCTTGRGCATTATAGGACT TAARAARATGAT TGATAGCTATARCGACTATTATARCARTGAAGTTTTTGTARAACACARRARTAGGG
TTTATGCGTGCARCCTTGGGCATTATAGGACTTARRARAATGATTGATAGC TATARCGACTATTATAARCAATGARGTTTTTGTARAACACARAARTAGGG
TTTATGCGTGCARCCTTGGGCATTATAGGACT TAARAARATGATTGATAGCTATARCGACTATTATARCARTGAAGTTTTTGTARAACACARARARTAGGG
TTTATGCGTGCARCCTTGGGCATTATAGGACTTARRARAATGATTGATAGC TATARCGACTATTATAARCAATGARGTTTTTGTARAACACARAARTAGGG
TTTATGCGTGCARCCTTGGGCATTATAGGACT TAARAARATGATTGATAGCTATARCGACTATTATARCAARTGAAGTTTTTGTARAACACARRARTAGGG
TTTATGCGTGCARCCTTGGGCATTATAGGACT TAARAARRATGAT TGATAGCTATARCGACTATTATARCARTGAAGTTTTTGTARAACACARRARTAGGG
TTTATGCGTGCARCCTTGGGCATTATAGGACT TAARAARATGATTGATAGTTATARTGACTATTTTACCARTGAAGTTTCTGTARAACACARRARTAGAG
TTTATGCGTGCAACCTTGGGCATTATAGGACTTAARAARATGAT TGATAG: TATARCGACTATTaTAaCARTGAAGTTTL. TGTARAACACARRARTAG2G

501 510 520 530 540 550 560 570 580 530 600
| 1
TTTATACCCACARRAGAT TAGAARGATATGGGTTTTTCCARGCCCTTTATGCGATTTATTTTGGCARATGCTTTTATTCCTCCTTATCGARARTACATTCA
TTTATACCCACARAAGATTAGARGATATGGGTTTTTCCAAGCCCTTTATGCGATTTATTTTGGCARRTGCTTTTATTCCTCCTTATCGAARRTACATTCA
TTTATACCCACARRAGAT TAGAARGATATGGGTTTTTCCARGCCCTTTATGCGATTTATTTTGGCARATGCTTTTATTCCTCCTTATCGARARTACATTCA
TTTATACCCACARAAGATTAGARGATATGGGTTTTTCCAAGCCCTTTATGCGATTTATTTTGGCARRTGCTTTTATTCCTCCTTATCGAARRTACATTCA
TTTATACCCACAARAGAT TAGARGATATGGGTTTTTCCARGCCCTTTATGCGATTTATTTTGGCAARTGCTTTTATTCCTCCTTATCGAAARTACATTCA
TTTATACCCACARAAGATTAGARGATATGGGTTTTTCCAAGCCCTTTATGCGATTTATTTTGGCARRTGCTTTTATTCCTCCTTATCGAARRTACATTCA
TTTATACCCACAARAGAT TAGARGATATGGGTTTTTCCARGCCCTTTATGCGATTTATTTTGGCAARTGCTTTTATTCCTCCTTATCGARARTACATTCA
TTTATACCCACARAAGAT TAGAARGATATGGGTTTTTCCAAGCCCTTTATGCGATTTATTTTGGCARATGCTTTTATTCCTCCTTATCGARARTACATTCA
TTTACACCCACAARAGGT TAGARGATATGGGTTTTTCCARGTCTTTTATGCGATTTATTTTGGCAAATGCTTTCATGCCTCCTTATCGARARTATATTCA
TTTALACCCACAARAGaATTAGARGATATGGGTTTTTCCAAGCCcTTTATGCGATTTATTTTGGCARATGCTTTLATLCCTCCTTATCGARARTACATTCA

601 610 620 630 640 650 G610 670 680 630 F00
| 1
TAAGATCATTTTARATGAAAGATATTTTACTTTTARATTTGCGGCTCACTTACTTTCCTTTCATARAGT TRAATCTTGATAATCARACARCATATTGTATG
TAAGATCATTTTARATGAARGATATTTTACTTTTARATTTGCGGCTCACTTACTTTCCTTTCATARRGTTARTCTTGATAATCARACARCATATTGTATG
TAAGATCATTTTARATGAAAGATATTTTACTTTTARATTTGCGGCTCACTTACTTTCCTTTCATARAGT TRAATCTTGATAATCARACARCATATTGTATG
TAAGATCATTTTARATGAARGATATTTTACTTTTARATTTGCGGCTCACTTACTTTCCTTTCATARRGTTARTCTTGATAATCARACARCATATTGTATG
TAAGATCATTTTARATGAAAGATATTTTACTTTTARATTTGCGGCTCACTTACTTTCCTTTCATARAGT TRAATCTTGATAATCARACARCATATTGTATG
TAAGATCATTTTARATGAARGATATTTTACTTTTARATTTGCGGCTCACTTACTTTCCTTTCATARRGTTARTCTTGATAATCARACARCATATTGTATG
TAAGATCATTTTARATGAAAGATATTTTACTTTTARATTTGCGGCTCACTTACTTTCCTTTCATAARGTTAATCTTGATAATCARACARCATATTGTATG
TAAGATCATTTTARATGAARGATATTTTACTTTTARATTTGCGGCTCACTTACTTTCCTTTCATARRGTTARTCTTGATAATCARACARCATATTGTATG
TAAGATTATTTTARATGAAAGATATTTTACTTTTARATTTGTAGCTTACCTGCTTTCCTTTCATAARGTTAATCTTGATAACCARATARCATATTGTATG
TAAGATATTTTARATGARAGATATTTTACTTTTARATT TGegGCTeACETaCTTTCCTTTCATARAGT TAATCTTGATAALCARACARCATATTGTATG
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Figura 38 (continuacgao):
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F01 10 F20 730 740 750 760 70 780 730 800
| 1
ACATGTGGTATTGARCCART TARRARAGATGARAATTTCTGCAATGCATGCARARCACTTAATTATARACACTATARRACACTGAARTTTTAGTGTCAAAC
ACATGTGGTATTGARCCAATTARRARAGATGARRAT TTCTGCAATGCATGCARAARCACTTAATTATARACACTATARARCACTGAATTTTAGTGTCAARAC
ACATGTGGTATTGAACCAATTARRARAGATGARARTTTCTGCAATGCATGCARARCACTTAATTATARACACTATARARCACTGAATTTTAGTGTCARAC
ACATGTGGTATTGARCCAATTARRARAGATGARRAT TTCTGCAATGCATGCARAARCACTTAATTATARACACTATARARCACTGAATTTTAGTGTCAARAC
ACATGTGGTATTGAACCAATTARRARAGATGARARTTTCTGCAATGCATGCARARCACTTAATTATARACACTATARARCACTGAATTTTAGTGTCARAC
ACATGTGGTATTGARCCAATTARRARAGATGARRAT TTCTGCAATGCATGCARAARCACTTAATTATARACACTATARARCACTGAATTTTAGTGTCAARAC
ACATGTGGTATTGAACCAATTARRARAGATGARARTTTCTGCAATGCATGCARARCACTTAATTATARACACTATARARCACTGAATTTTAGTGTCARAC
ACATGTGGTATTGAACCAATTARRARAGATGAARRAT TTCTGCAATGCATGCARARCACTTAATTATARACACTATARARCACTGAATTTTAGTGTCAARAC
ACATGTGGTATTGAACARATTARTARAGATGARARTTTCTGCAATGCATGCARACCACTTAATTATARACACTATARARTACTGAATTTTAGTGTCARAC
ACATGTGGTATTGAACcARTTARaARAGATGARRATTTCTGCAATGCATGCARAACACTTAATTATARACACTATARARCACTGAATTTTAGTGTCARAC

go® 810
|

1
ACARAARAAR-GATGAGTTTATGGGGATARACARATA-CTTTTTTTTCGATGGTTTCARTGACTARTGATARACCARATGTAGT TTAARCCGAR

g20 830 840 850 860 870 880 830 900

ACAAAARAAR-GATGAGTTTATGGGGATARRCARATA-CTTTTTTTTCGATGGTTTCARTGACTARTGATARACCARATGTAGT TTAARCCGAR
ACARAAARAR-GATGAGTTTATGGGGATARACARRTAC-TTTTTTTTCGATGGTTTCARTGACTAATGATARACCARATGTAGTTTRARCCGAR
ACARAARAAR-GATGAGTTTATGGGGATARACARATAC—-TTTTTTTCGATGGTTTCARTGACTARTGATARACCARATGTAGTTTAARCCGAR

ACAAAARAAR-GATGAGT TTATGGGGATARACAARTA-CTTTTTTTTCGATGGTTTCARTGACTAATGATARACCAAARTGTAGT TTAARCCGAR
ACAAAAARARAGATGAGT TTATGGGGATARACAARTA-CTTTTTTTTCGATGGTTTCARTGACTAATGATARACCAAATGTAGT TTAARCCGAA
ACAARAAAAR---TGAGTTTATGAGGATARACAARRTAGCTTTTTTTTCGATGATTTCARTGAATCATGATARACCAAATGTGGT TTAAGCCAAA
pacaaaaadaa,.gabgagbbbabgpggataaacaaata,cbbbbbbbbcgatggbibbcaat gactaat gat aaaccaaatgbagbitbaaaccgaa

901 910 J20 930 940 950 960 970 980 930 1000
| I
TTTAGTTTAARCCGGATTTAGTTTARACCA============= TTTCTCCTTGTTGTAACCATTTTARATCTACATARACCTCAGCATCTTTTARAGAAT
TTTAGTTTARACCGGATTTAGTTTARACCA-———————————- TTTCTCCTTGTTGTAACCATTTTARATCTACATARACCTCAGCATCTTTTARAGAAT
TTTAGTTTAAARCCGGATTTAGT TTARACCA=--—~ ===TTTCTCCTTGTTGTAACCATTTTARATCTACATARACCTCAGCATCTTTTARAGART
TTTAGTTTAARCCGGATTTAGTTTARACCA-———————————- TTTCTCCTTGTTGTARCCATTTTARATCTACATARACCTCAGCATCTTTTARAGAAT
TTTAGTTTAARCCGGATTTAGTTTARACCA-———————————— TTTCTCCTTGTTGTARCCATTTTARATCTACATARACCTCAGCATCTTTTARAGAAT
TTTAGTTTAARCCGGATTTAGTTTARACCA========—==—— TTTCTCCTTGTTGTAACCATTTTAARRTCTACATARACCTCAGCATCTTTTARAGAAT

TGTAGTTTAAGCCAARTGTGGTTTAAARACARATGTGGTTTAATTCTCTTCTTGTTGTARCCATTTTAAATCTACATARAGCTCAGCATTCTTCARAGART
ttbagbtbtaaaccggatbbagbbbaaacca,.svesessess..bbbcboccbbgbbgbaaccaktbbbasabctacataaaccbcagecatcbbbbaaagaakt

1001 1010 1020 1030 1038

| |
AGGCTTCACGARTTTCRTCCTCGGTTATATTTCCCCT

AGGCTTCACGAATTTCTTCCTCGGTTATATTTCCCCTG
AGGCTTCACGARTTTCTTCCTCGGTTATATTTCCCCTG
AGGCTTCACGARTTTCTTCCTCGGTTATATTTCCCCTG

AGGCTTCACGAATTTCTTCCTCGGTTATATTTCCCCTG
AGGCTTCACGAATTTCTTCCTCGGTTATATTTCCCCTG
AGGCTTCGCTAATTTCTTCCTCGGTTATATCTCC

aggpcbtbicacgaatbbcbbocbopgibatatbbococochy
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4.4.2. Quantificacdo da expressao em mRNA de 5-HL e 4-CL ao longo das
infeccdes

Com o objectivo de avaliar a expressdao dos genes de VPSA apontados como
inibidores da apoptose, foram desenvolvidos ensaios de PCR em tempo real ou PCR
quantitativo (QPCR), para comparar os niveis de mRNA de cada gene nas células
hospedeiras a varios tempos ao longo de 16h de infeccao.

A técnica de gPCR é relativamente recente e traduz-se por uma grande
sensibilidade na deteccdo de genes pouco expressos, verificando-se também uma
precisdo na quantificacdo muito superior a técnica convencional de RT-PCR,
geralmente considerada semi-quantitativa. Esta baseia-se na quantidade de
amplificados acumulados apés um numero fixo de ciclos, muitas vezes dificil de
determinar de forma a ndo esgotar os componentes da reac¢do, ou a evitar a
acumulacao de factores inibitérios como pirofosfatos e perda de actividade
polimerasica (Gause & Adamovicz, 1994). Em gPCR a quantificagcdo baseia-se no
ciclo ao qual é detectada amplificacdo acima do nivel basal, baseando-se numa
emissdo de fluorescéncia por moléculas intercaladoras de DNA ou sondas,
proporcional ao numero de sequéncias alvo amplificadas. Quanto maior o n® de
cbpias da sequéncia alvo numa amostra de cDNA mais precocemente € detectado
um aumento significativo de fluorescéncia.

Para utilizar a técnica de gqPCR no nosso sistema, foram desenhados oligdmeros
especificos para amplificacdo de sequéncias correspondentes a transcritos dos
genes virais 5-HL e 4-CL em cDNA, e também de genes constitutivos de suino. A
expressao destes Ultimos, ao ser quantificada nas mesmas amostras de cDNA,
permite obter um controlo interno da qualidade e quantidade do mRNA original,
como se refere adiante. As sequéncias correspondentes ao mRNA dos genes alvo,
foram quantificadas recorrendo-se a tecnologia de “Sybr Green” e a construcédo de
rectas padrdo com DNAs de concentracdo conhecida, para uma quantificacao
absoluta, como se expde seguidamente.
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4.4.2.1. Desenho de oligbmeros e definicdo das condi¢cdes Optimas de
PCR quantitativo

Foram desenhados oligdmeros especificos para as sequéncias codificantes dos
genes virais 5-HL (oligbmeros 5HL) e 4-CL (oligdmeros 4CL) e também para os
genes constitutivos de suino HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1)
(oligbmeros HPR), GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
(oligobmeros GAP), e ciclofilina A (oligobmeros CIC), tal como descrito em materiais e
métodos, de forma a obter amplificados em cDNA com tamanhos aproximados que
permitissem eficiéncias de amplificacdo semelhantes em gPCR.

Os oligbmeros para genes constitutivos foram desenhados para se localizarem
em zonas de jungao exao-exao e/ou em diferentes exdes, uma pratica que previne a
amplificacdo a partir de potencial DNA contaminante, ou que resulta num produto de
amplificacdo de maior dimenséo.

Foi obtida amplificacao apenas a partir de cDNA e ndo amplificagdo em DNA com
os oligémeros HPR e GAP, confirmada através de PCR sobre aliquotas de DNA e
cDNA obtidas a partir de macréfagos de suino (Fig. 39). Para termo de comparacéao
e para confirmar se a aliquota de DNA utilizada era amplificavel, utilizou-se
paralelamente o par de oligdmeros CIC, tendo como alvo de hibridagdo exdes
diferentes separados por um intrdo, pelo que em DNA existe amplificacdo de uma
sequéncia mais longa que inclui o intrdo. Curiosamente, este par de oligbmeros
amplificou também em DNA uma sequéncia de tamanho aproximado a amplificada
em cDNA (Fig. 39). Uma vez que esta descrito um pseudogene para a ciclofilina de
suino (Acesso GenBank AF543683), admitimos, sem embargo de outras
explicacdes, que esta amplificacdo possa corresponder a um segundo pseudogene
da ciclofilina ainda nao identificado. Por este motivo, os oligbmeros para a ciclofilina
A nao foram utilizados nos estudos subsequentes de gPCR.
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CIC HPR GAP

M1 2 3456 1 23 456 12 345 6

Y Gl L%
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Figura 39. Visualizacao por electroforese do resultado de PCR sobre DNA e cDNA de
macréfagos de suino, com oligdbmeros desenhados para quantificagcdo da expressao de
genes constitutivos em qPCR.

O par de oligbmeros CIC tem como alvo a sequéncia do gene da ciclofilina A, localizando-se
em exo0es diferentes separados por um intrdo. O par HPR tem como alvo a sequéncia de
HPRTT1, localizando-se ambos oligdbmeros forward e reverse em zonas de jun¢ao exao-exao.
GAP tem como alvo GAPDH, localizando-se o oligémero forward sobre zona de jungéo
exao-exao e o reverse num exao diferente. A amplificacdo foi sobre aliquotas de: DNA de
macroéfagos (1); diluicdes seriadas de cDNA de macrofagos 1:40 (2), 1:400 (3), 1:4000 (4);
DNA extraido de virus L60 purificado (5); agua (6). M: marcador de pesos moleculares (VI,
Roche).

Os oligdmeros 5HL, 4CL, HPR e GAP foram utilizados para obtencao de DNA de
concentracdo conhecida (DNA standard) para a construcao de rectas padrdo. Para
tal, foram amplificados por PCR com cada par de oligobmeros, produtos especificos a
partir de cDNA de células infectadas (Fig. 40), ao que se seguiu a sua purificagéo e

determinacao da concentragcdo em numero de moléculas.

M GAP HPR SHL 4CL

394 —
298 —
234220~
154 —

Figura 40. Visualizagdo em electroforese de produtos de amplificacdo por PCR, a partir de
cDNA, com os oligémeros GAP, HPR, 5HL e 4CL, para utilizagdo como DNA standard em
gPCR.

M: marcador de pesos moleculares (VI, Roche).

De cada DNA standard assim obtido, foram realizadas diluicdes seriadas da
ordem de 1:5 e estas utilizadas para optimizar as condi¢ées de gPCR (concentragéao

de oligbmeros forward e reverse e temperaturas de ligacdo e polimerizagdo), de
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forma a obter produtos especificos e eficiéncias de amplificacao préximas de 100%.
As eficiéncias foram calculadas através dos declives das rectas resultantes dos Ct
(“cycle threshold”) para cada diluicdo standard, construidas pelo software do
aparelho utilizado (7300 System — Applied Biosystems) (Fig. 41). As condi¢cdes em
que se obteve uma eficiéncia de amplificacao igual ou superior a 95% para cada par
de oligbmeros, que foram consideradas éptimas, estdo representadas na tabela 4
(todos os oligémeros funcionaram optimamente nas mesmas condi¢cées). Obtiveram-
se ainda coeficientes de regressdo nas rectas padrao (R2) sempre superiores a
0,998 (Fig. 41).

A especificidade de cada amplificacao foi verificada através da observagcdo das
curvas de dissociacao produzidas pela elevacao lenta da temperatura no final da
corrida de gqPCR (Fig. 42). Quando ¢é atingida a temperatura de melting (T,) do DNA
de dupla cadeia produzido durante a amplificacdo, o aparelho de PCR em tempo
real grava a diminuicdo de fluorescéncia emitida pelo Sybr Green | resultante da
desnaturacdo do DNA, pelo que quando existem produtos de amplificacdo nao
especificos numa mesma reacgcao € observada mais do que uma Ty, resultante de
amplificados de diferentes tamanhos. Confirmou-se ainda por electroforese a
obtencdo de produtos uUnicos de amplificagdo, com o tamanho esperado, nas

condi¢Oes de amplificagdo optimizadas (Fig. 43).
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Figura 41. Rectas padrao construidas pelo software do aparelho de qPCR, resultantes da amplificacdo, nas condi¢cdes optimizadas, de DNA
standard com cada um dos oligémeros: A — HPR, B — GAP, C — 5HL, D — 4CL.
Em abcissas estao representados os logaritmos das concentragdes (em n® de copias) e em ordenadas o Ct (de “cycle threshold”).
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Figura 42. Curvas de dissociagao dos produtos amplificados por gPCR a partir de DNA standard, nas condi¢des optimizadas de amplificagao
com os oligémeros: A — HPR; B — GAP; C — 5HL; D — 4CL.
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Figura 43. Electroforese de produtos de amplificacao por gPCR sobre diluicbes seriadas de
DNA standard, nas condi¢des optimizadas, com os diferentes oligébmeros HPR, GAP, 5HL e
4CL.

Em cada diluigcao existia o seguinte n® de moléculas da sequéncia alvo: 1 — 200 000; 2 — 40
000; 3 — 8 000; 4 — 1 600; 5 — 320; 6 — 64; 7 — 0. M: marcador de pesos moleculares
(“HyperLadder II”, Bioline).

Para que a quantificacdo em cDNA fosse correctamente inferida das rectas
padrao, construidas com DNA standard, verificou-se igualmente a eficiéncia de
amplificacdo de cada par de oligdbmeros sobre cDNA. Para tal, foram feitas dilui¢des
seriadas da ordem de 1:2 de cDNA contendo as sequéncias alvo, e estas foram
submetidas a qPCR nas condi¢des previamente optimizadas para DNA standard. As
diluicbes de cDNA foram de 1:2 em vez de 1:5 a semelhanca do DNA standard para
que a deteccdo de amplificacdo nao tivesse inicio em ciclos muito tardios para as
diluicbes mais altas. Para que o software construisse rectas padrao, atribuiu-se
ainda a cada primeira diluicio um numero de cépias ficticio, uma vez que as
sequéncias alvo na amostra de cDNA utilizada ndo tinham sido ainda quantificadas.
Obtiveram-se deste modo rectas padrao (Fig. 44) cujo declive permitiu calcular a
eficiéncia da amplificagéo a partir de cDNA. Confirmaram-se eficiéncias semelhantes
as obtidas com DNA standard (Tabela 4), e uma vez mais, elevados coeficientes de
regressdo nas rectas padrao (R220,994) (Fig. 44). As curvas de dissociacao
mostraram igualmente amplificacdes especificas e T,s semelhantes aos obtidos em
DNA standard para cada produto amplificado (Fig. 45), e a visualizacdo dos produtos

de amplificagédo por electroforese confirmou a sua especificidade (Fig. 46).
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Figura 44. Curvas padrao resultantes da amplificacdo por gPCR, nas condigbes optimizadas, de diluigdes seriadas 1:2 de cDNA, com cada um
dos oligbmeros: A — HPR, B — GAP, C—5HL, D — 4CL.
Em abcissas estao representados os logaritmos das concentragdes (n® de copias ficticio) e em ordenadas o Ct (de “cycle threshold”).
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Figura 45. Curvas de dissociagado dos produtos amplificados por gPCR a partir de cDNA, nas condi¢des optimizadas de amplificagdo com DNA
standard com os oligémeros: A — HPR; B — GAP; C — 5HL; D — 4CL.
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Figura 46. Electroforese de produtos de amplificagao por gqPCR sobre diluigbes seriadas de
cDNA, nas condi¢bes optimizadas para DNA standard, com os diferentes oligobmeros HPR,
GAP, 5HL e 4CL.

Atribuiu-se a cada diluicdo o seguinte n? de moléculas (ficticio) da sequéncia alvo: HPR —
200 (1), 100 (2), 50 (3), 25 (4), 12,5 (5), 0 (6); GAP — 2000 (1), 1000 (2), 500 (3), 250 (4),
125 (5), 0 (6); SHL — 250 (1), 125 (2), 62,5 (3), 31,25 (4), 0 (5); 4CL — 6000 (1), 3000 (2),
1500 (3), 750 (4), 0 (5). M: marcador de pesos moleculares (“HyperLadder 117, Bioline).

Tabela 4. Condicdes optimizadas de amplificacado em gPCR com os diferentes oligobmeros e
respectivas eficiéncias sobre DNA standard e cDNA.

. Forward / Reverse Condigdes de Eficiéncia de amplificacao (%)
Oligébmero
(nM) qPCR DNA standard cDNA
S5HL 500/500 1x: 95 °C 2’ 45" 95 98
4CL 500/500 40x: 95 °C 15” 98 102
57 °C 15”

HPR 500/500 60 °C 45~ 97 98
GAP 500/500 96 105

Uma vez estabelecidas as condicbes éptimas de amplificacdo para cada par de
oligbmeros, tanto a partir de DNA standard como de cDNA, procedeu-se a
quantificagdo do numero de copias de cada sequéncia alvo, na forma de cDNA, aos
diferentes tempos de infeccao ou cultura, através da construcdo de rectas padrao
para cada gene paralelamente na mesma reaccao de qPCR.
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4.4.2.2. Expressédo de genes constitutivos de suino e verificacdo da sua

validade como controlos enddégenos no modelo em estudo

A expressao de genes constitutivos é utilizada como controlo endégeno ou factor
de normalizacdo da quantificacao da expressao génica por qPCR, de forma a corrigir
variacdes entre amostras resultantes de erros ou problemas experimentais como por
exemplo: diferente n? de células utilizadas no ensaio, erro de quantificacdo do RNA a
ser utilizado em RT-PCR, diferentes viabilidades celulares na altura da colheita das
amostras, ou diferentes eficiéncias de conversdo de RNA em cDNA. No entanto,
dependendo das condi¢cdes experimentais, a expressdo dos chamados genes
constitutivos pode ser sujeita a regulagao, tornando-os inviaveis como factores de
normalizacdo em estudos de gPCR (Dheda et al., 2005, Huggett et al., 2005). Por
este motivo, varios autores tém vindo a referir a importancia da validagdo de genes
constitutivos como referéncia para cada modelo experimental, desenvolvendo
software para comparacdo da expressao de inumeros genes paralelamente e
seleccdo dos mais estaveis nas condicdes experimentais especificas de estudo
(Andersen et al., 2004, Huggett et al., 2005, Pfaffl et al., 2004, Vandesompele et al.,
2002). Porém, os custos inerentes a tal processo de seleccao através da
comparacao de multiplos genes sao elevados e o processo laborioso, e implicam
ainda gasto de quantidades elevadas de amostra, um factor limitante em muitos
ensaios. Adicionalmente, mesmo que sejam seleccionados desta forma varios
genes, a resolucao do ensaio € sempre dependente da variabilidade dos genes de
referéncia no sistema experimental em estudo (Huggett et al., 2005).

Para o nosso modelo de estudo seleccionaram-se para avaliacao dois genes
considerados constitutivos, GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) e
HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1), com base em estudos prévios
realizados por outros autores em macréfagos e diferentes tecidos de suino (Foss et
al., 1998). Estes verificaram que GAPDH é expresso a niveis que tornam o seu
MRNA facilmente detectavel, mesmo através de metodologias relativamente pouco
sensiveis como Northern blot com RNA total, tornando-o adequado como controlo de
genes de expressao abundante. GAPDH apresentou ainda menor variabilidade nos
diferentes tecidos estudados, ou em macréfagos sujeitos a tratamentos de 2, 6 e 22h
com lipopolissacéarido, concanavalina A, PMA ou PMA e ionéforo, do que outro gene
constitutivo de expressao semelhante, a $-actina. O mRNA de HPRT por outro lado,
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foi detectado apenas através de metodologias altamente sensiveis, como Northern
blot com RNA poliadenilado ou RT-PCR, apontando-o como ideal para controlo da
expressao de genes pouco expressos. Adicionalmente, a sua expressao mostrou ser
ainda mais estavel em macréfagos sujeitos aos diferentes tratamentos que a de
GAPDH. ldealmente, o nosso objectivo seria o de utilizar ambos GAPDH e HPRT
para normalizacao dos resultados de expressao de 5-HL e 4-CL, uma vez que a
utilizacdo de mais do que um gene de referéncia é considerada uma abordagem
adequada em estudos de gPCR (Vandesompele et al., 2002).

Para avaliar a estabilidade de expressdao de GAPDH e HPRT no nosso modelo
experimental, comparamos por qPCR a sua expressao em células infectadas com
L60, NHV e nao infectadas (controlo), aos diferentes tempos de cultura ou infec¢cao
de 1,5h, 4h, 8h, 12h e 16h (Fig. 47).
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Figura 47. Quantificagdo por qPCR da expressao dos genes constitutivos GAPDH e HPRT,
em amostras de cDNA de células controlo nédo infectadas (C) e infectadas com L60 ou NHV,
a diferentes tempos pos-infeccao ou cultura.

Os dados representam as médias + desvio padrdo de 5 ensaios independentes. A cada
ensaio, culturas controlo e infectadas foram realizadas em paralelo com células com origem
no mesmo suino (amostras emparelhadas), a excepg¢ao de controlo as 8h, em que o n° de
ensaios foi de 3. A andlise estatistica realizada para cada tempo foi a de Anova para
medigbes repetidas com poés-teste Tuckey, excepto para as 8h, em que utilizou Anova
normal com pos-teste Tuckey para comparar C, L60 e NHV, e teste t emparelhado para
comparar L60 e NHV.

2 significativamente diferente de C ao mesmto tempo; ° significativamente diferente de L60
ao mesmo tempo; ° diferenca significativa entre L60 e NHV (p=0,0072).
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Quando se compararam as expressoes a cada tempo, verificaram-se para HPRT
diferengas estatisticamente significativas, as 4 e 12h, entre células controlo e
infectadas por NHV, e também entre infectadas com L60 e NHV, as 8h e 12h. Nao
se obtiveram diferencas estatisticamente significativas, a nenhum tempo
pesquisado, entre a expressao de HPRT em células controlo e em células infectadas
por L60, ao contrario do que aconteceu com NHV. A infeccdo por NHV parece assim
diminuir a expressdo de HPRT a tempos intermédios do seu ciclo infeccioso, entre
as 4 e as 12h de infeccdo. Pelo contrario, na expressdao de GAPDH nao se
obtiveram diferengas estatisticamente significativas, nem entre células controlo e
infectadas, nem entre infectadas, pelo que a expressao de GAPDH parece ser mais
estavel que a de HPRT no nosso modelo experimental de infeccdo. De notar, uma
vez que 0s nossos estudos se baseiam numa comparacdo da expressao de genes
virais entre células infectadas com dois isolados de diferente viruléncia, € fulcral que
nao existam diferencas significativas de expressdo, entre ambas infecgdes,
relativamente ao gene a ser utilizado como referéncia enddégena para normalizagao.
Este foi o caso para GAPDH mas nao para HPRT, pelo que se considerou apenas 0
primeiro para os nossos estudos de expresséo.

Observou-se para ambos 0s genes uma diminuicdo da expressao aos tempos
mais tardios de cultura e infeccao, principalmente as 16h. Este facto podera estar
relacionado com o envelhecimento das células em cultura, e portanto, com
diminuicdo da sua viabilidade, reflectindo-se na expressao de genes constitutivos.
Apesar disso, uma vez que nao se verificaram diferencas significativas na expressao
de GAPDH entre ambas infeccdes, a nenhum tempo pés-infeccao pesquisado,

consideramos este gene valido para 0s nossos objectivos de estudo.
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4.4.2.3. Comparacao dos niveis de expressao de 5-HL e 4-CL ao longo
da infeccdo com L60 e NHV

Os resultados obtidos por quantificacdo absoluta em numero de moléculas
correspondentes ao mRNA dos genes virais 5-HL e 4-CL, presentes nas amostras
de cDNA aos varios tempos pos-infeccdo, foram normalizados com o numero de
moléculas presentes nas mesmas amostras do gene escolhido como referéncia,
GAPDH (Fig. 48).

A transcricao de ambos 5-HL e 4-CL surgiu muito precocemente apds a entrada
do virus nas células, a 1,5h PIl, aumentando claramente ao longo da infeccao até as
16h Pl. O 4-CL foi descrito previamente por outros autores como sendo de
expressao tardia durante o ciclo infeccioso em células de linha continua Vero com
VPSA adaptado (Chacon et al, 1995). No entanto, em macrofagos detectamos
transcricdo deste gene muito precocemente apés infecgdo. A 1,5h Pl observou-se
ainda uma expressao mais elevada de ambos os genes virais em infeccdo com L60

(3 a 6 vezes para 5-HL e 2 a 6 vezes para 4-CL).
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Figura 48. Expressdao em mRNA dos genes virais 5-HL (A) e 4-CL (B) a diferentes horas
pos-infeccao (PI) com L60 e NHV.

O n® de moléculas dos transcritos virais, presentes em cada amostra de cDNA, foi dividido
pelo n® de moléculas presentes na mesma amostra para o gene constitutivo de referéncia,
GAPDH, para normalizagdo. Os dados representam a média + erro padrdo de 5 ensaios
independentes, com infeccdes realizadas em paralelo com células com origem no mesmo
suino a cada ensaio. **p=0,0014, *p= 0,015.
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4.4.3. Andlise da transcricdo de 4-CL ao longo do ciclo infeccioso por
Northern blot

Uma vez que se detectou por gqPCR uma transcricdo nao esperada muito
precoce do gene viral 4-CL em macréfagos infectados, pretendeu-se confirmar este
resultado também ao nivel da visualizagdo do seu mRNA em Northern blot. Para tal,
foi utilizado RNA total extraido de culturas de macréfagos infectados em paralelo
com L60 e NHV, aos diferentes tempos de infeccdo muito precoce (1,5h) precoce
(8h) e tardia (16h). Como controlo de hibridacdo ndo especifica foi também extraido
RNA de culturas nao infectadas. O mRNA de 4-CL foi detectado através de uma
sonda de RNA complementar, marcada com biotina, obtida por transcricao in vitro a
partir de um plasmidio com a sequéncia de 4-CL clonada entre promotores de RNA
polimerases, como descrito em materiais e métodos. A sonda resultante, de cerca
de 855 bases, inclui cerca de 100 pb finais da sequéncia do gene A542R adjacente
a 4-CL (com orientacdo de transcricdo oposta), prolongando-se ao longo da
sequéncia de 4-CL, desde o seu final até cerca de 100 pb a jusante do ATG.

Confirmou-se a existéncia de transcritos de 4-CL muito precocemente em
infeccdo de macréfagos com ambos os isolados L60 e NHV, a 1,5h PI, cuja

abundancia aumenta claramente ao longo do tempo de infecgcao (Fig. 49).
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Figura 49. Autorradiografia de Northern blot para detecgdo de transcritos de 4-CL a
diferentes tempos pés-infeccdo com L60 e NHV, através de uma sonda de RNA
complementar marcada com biotina.

Utilizou-se RNA total de macréfagos infectados com L60 (L) e NHV (N) durante 1,5h, 8h e
16h, e RNA total de macréfagos de controlo nao infectados (C) com 16h de cultura. Do lado
esquerdo da figura estao representadas as posi¢des e n® de bases das bandas do marcador
de pesos moleculares de RNA utilizado (Promega).
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Foram observados 3 transcritos de dimensdes diferentes, com cerca de 700,
1000 e 1500 bases. O transcrito de 1500 bases foi no entanto observado apenas em
infeccdo com NHV, estando presente a todos os tempos ao longo da infeccdo. O
transcrito de 700 bases observou-se claramente apenas as 8h e 16h Pl em ambas
infecgbes (Fig. 49).

Com o objectivo de confirmar a especificidade de hibridacdo da sonda de RNA
utilizada, em virtude de a sua sequéncia ser bastante longa e incluir regides que nao
fazem parte do mRNA de 4-CL, nomeadamente uma pequena sequéncia de 75
nucleétidos proveniente do plasmidio de clonagem, recorreu-se a uma segunda
sonda marcada com biotina, desta vez de DNA, obtida através de amplificagdo por
PCR de uma regidao de 270 pb da sequéncia codificante de 4-CL. Escolheu-se para
este estudo o tempo de 16h PIl, em que todos os tipos de transcritos estavam melhor
representados. Apesar da menor sensibilidade deste tipo de sonda
comparativamente a sondas de RNA, detectaram-se os mesmos tipos de transcritos
em macrofagos infectados com L60 e NHV (Fig. 50), confirmando-se assim a
especificidade dos resultados obtidos anteriormente.
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Figura 50. Autorradiografia de Northern blot para detecgéo de transcritos de 4-CL as 16h de
infeccdo com L60 e NHV, através de uma sonda de DNA especifica para a sequéncia
codificante marcada com biotina.

Para Northern blot utilizou-se RNA total de macréfagos nao infectados (C) e infectados em
paralelo durante 16h com L60 (L) e NHV (N).

Estudos prévios de outros autores acerca da transcricdo do gene 4-CL em

modelo de infeccdo de células de linha continua Vero (Chacon et al, 1995),

mostraram por Northern blot a existéncia de dois transcritos a tempo tardio de
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infeccdo de 1300 e 750 bases, cujo inicio de transcricdo, localizado por “primer
extension”, se situa 21 a 24 nucleétidos a montante do cod&o de iniciagdo da ORF.
Os mesmos autores atribuiram a terminacao da transcricdo a presenca de dois
motivos de 7 a 8 residuos consecutivos de timidilato localizados 38 e 407 pb a
jusante do codao de terminacédo da ORF (Fig. 51), motivos que constituem em VPSA
um sinal para terminagdo de mRNAs tanto precoces como tardios (Almazan et al.,
1992, Almazan et al., 1993).

No nosso estudo através de Northern blot apenas nos foi possivel determinar um
tamanho aproximado dos transcritos, calculado a partir das distancias de migracao
dos fragmentos de RNA do marcador de pesos moleculares, como descrito em
materiais e métodos. Os transcritos de 700 e 1000 bases estdo suficientemente
préximos do descrito para a transcricao deste gene em modelo Vero (Fig. 51), com
inicio 24 a 21 pb a montante do codao de iniciacdo da traducdao e término na
primeira ou segunda das sequéncias de 7 a 8Ts a jusante do codao de terminacao.
O transcrito adicional detectado apenas em NHV, de cerca de 1500 bases, é
consistente com a transcricdo a terminar numa terceira sequéncia de 7Ts a uma
distdncia de 845 pb do coddao de terminacdo, perfazendo um total de
aproximadamente 1500 bases (Fig. 51). O motivo da existéncia deste terceiro
transcrito em infeccdo com NHV e o seu significado para a expresséao do gene 4-CL

neste isolado viral € desconhecido.

-24 -21 +1 67500 38pb
tatatataagaatttaaaattatgaa - cess TTTTTTTTannssnsnns TTTTTTT ausunnnannnas TTTTTTT
L 737 pb
o 1106 pb
e 1552 pb

Figura 51. Representagdo esquematica dos locais descritos para iniciacao e terminagdo da
transcricao de 4-CL/A224L.

As distancias até aos locais de terminagao, representadas por setas a preto, foram descritas
por Chacon et al. (1995). A azul esta representada a possivel terminagado do transcrito de
1500 bases detectado em infecgdo com NHV. A tracejado estao representadas as distancias
do codao de terminacao de 4-CL até cada um dos trés motivos de politimidilato a jusante da
OREF (rectangulo cinzento).
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4.4.4. Estudo da expressao da proteina viral 4-CL ao longo das infeccdes

A expressdao de 4-CL foi estudada em extractos proteicos de culturas de
macréfagos, as 1,5h, 4h, 8h e 16h de infeccdo em paralelo com L60 e NHV, através
da técnica de Western blot. A presenca da proteina 4-CL de 27 kDa nas células
infectadas foi detectada claramente apenas aos tempos de 8h e 16h Pl com ambos
os isolados virais (Fig. 52). Apesar de se ter detectado mRNA especifico deste gene
a tempos mais precoces de infeccdo como referido anteriormente, 0s Nnossos
resultados sugerem que o inicio da produgédo da proteina ocorrera entre as 4h e 8h
PI.

66,2 —

31—

21,5 —

Figura 52. Autorradiografia de Western blot para anélise da expressao da proteina viral 4-
CL em macréfagos infectados com L60 (L) ou NHV (N) a diferentes tempos de infecgéo.
Extractos proteicos de culturas controlo nao infectadas (C) com 16h, bem como a proteina
4-CL/A224L (de 27 kDa), foram também utilizados para confirmacao da especificidade das
bandas detectadas. Do lado esquerdo da figura estdo representadas as localizagbes e
pesos moleculares de algumas das bandas do marcador de pesos moleculares de proteina
utilizado (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range - BIO RAD).

A quantificacdo das bandas obtidas em Western blot revelou em todos os
ensaios realizados uma maior expressao da proteina em infeccdo com L60,
comparativamente com NHV, sendo em média 2 vezes superior as 8h Pl e 1,6 vezes
superior as 16h PI (Tabela 5). Observou-se também um aumento dos niveis de 4-CL
das 8h para as 16h: 1,2 a 1,3 vezes em infeccdo com L60 e 2,3 a 2,9 vezes em
infeccdo com NHV (em 3 ensaios independentes, realizados com células com
origem no mesmo suino ao longo de 16h de infeccao).

Para efeitos de comparacao da expressdao em mRNA com a producéo efectiva da
proteina viral, alguns dos extractos proteicos celulares utilizados nestes ensaios
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tiveram origem em culturas em que se quantificaram igualmente os niveis de mRNA
de 4-CL. Em dois destes ensaios, obtiveram-se niveis inferiores de mRNA do gene
4-CL em células infectadas com L60 comparativamente com NHV, tanto as 8h PI
como as 16h Pl (Tabela 6). A esta menor expressao ao nivel de mRNA néo
correspondeu no entanto uma menor expressao de proteina, tendo-se verificado
pelo contrario a existéncia de mais proteina em infeccdo com L60. Estes resultados
parecem indicar que pelo menos no caso deste gene viral, a expressdo de mRNA
nao se reflecte na producao de proteina viral, ocorrendo alguma forma de regulagao

da sua expressao ao nivel pos-transcricional.

Tabela 5. Comparagao da quantidade de proteina viral 4-CL produzida em macrofagos
infectados em paralelo com L60 e NHV apds 8h e 16h de infeccéo.

Tempo | Razéo de proteina 4-CL:
L60 / NHV
8h 2+0,5
16h 1,6 £0,2

Bandas especificas de 4-CL, detectadas por Western blot, foram quantificadas por densitometria. Os
dados representam a média t erro-padrdo de 4 e 5 ensaios independentes as 8h e 16h PI
respectivamente.

Tabela 6. Comparacao dos niveis de expressdo do gene 4-CL, ao nivel de mRNA e de
proteina, em células infectadas em paralelo com L60 e NHV, ap6s 8h e 16h de infecgao.

Razao de expressao de 4-CL: L60 / NHV
mRNA proteina
dentificacdo | g 16h 8h 16h
1 1,96 0,98 3,4 1,4
2" 0,67 0,36 1,9 1,2
3" 0,64 0,28 1,6 1,5

Em cada um dos 3 ensaios independentes, as quantificagdes foram realizadas a partir de RNA e
proteina obtidos em simultdneo das mesmas células.

* Ensaios em que se verificou uma correlagao negativa entre a quantidade de mRNA e a quantidade
de proteina presente nas células.
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5. DISCUSSAO

O mecanismo de apoptose é utilizado pelos organismos multicelulares para
eliminarem células que por diferentes razées se tornaram desnecessarias ou
potencialmente perigosas devido, entre outras, a mutagdes ou infeccoes por virus.
Muitos virus, especialmente os grandes virus de DNA com ciclos de replicacao
longos e complexos, desenvolveram ao longo da evolugao estratégias para inibir o
desencadear de apoptose nas células hospedeiras, de forma a que estas se
mantenham viaveis até que consigam replicar-se. Poxvirus, adenovirus e
herpesvirus por exemplo codificam varios genes anti-apoptoéticos que inibem este
mecanismo na célula (Koyama et al., 2000). Tal como os exemplos anteriores,
também o VPSA possui no seu genoma genes putativamente inibidores de
apoptose, 5-HL e 4-CL, homéblogos de bcl-2 e de iap respectivamente (Chacon et al.,
1995, Neilan et al, 1993, Yanez et al., 1995), cuja accao anti-apoptética foi
comprovada através de ensaios de expressdo destes genes em células de linha
induzidas a morrer por apoptose (Afonso et al., 1996, Brun et al., 1996, Nogal et al.,
2001, Revilla et al.,, 1997). Em modelo de infec¢cdo por VPSA em células Vero,
apesar de se ter verificado que o sinal indutor de apoptose surge logo apés entrada
de virus na célula, durante a descapsidacéao viral no citoplasma (Carrascosa et al.,
2002), indicadores de apoptose como actividade de caspases, presenca de
citocromo ¢ no citoplasma e fragmentagdo internucleossémica de DNA, sao
claramente detectados apenas a tempos em que a replicacao viral estd em vias de
ser concluida, entre as 12-16h de infeccao (Carrascosa et al., 2002, Hernaez et al.,
2004, Hurtado et al., 2004, Nogal et al., 2001).

O estudo de mecanismos de morte celular em macréfagos de suino infectados
por VPSA de diferente viruléncia revela-se de extrema importancia por diferentes
razdes. Na sua maioria e até a data, estes estudos tém sido conduzidos em modelo
de infecgao in vitro de células de linha continua Vero com VPSA adaptado. Este
sistema, embora permita a caracterizacdo de mecanismos relevantes sobre a
interaccdo do agente com uma célula hospedeira, ndo equivale ao sistema de
infeccdo de macrofagos de suino, as células alvo preferenciais da infecgao natural
pelo VPSA, e que foram utilizadas nos nossos estudos. A infec¢do em macrofagos

reveste-se da maior importancia porque sao células do sistema imunitario com um
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papel relevante na resposta inata e no delineamento da resposta imunolégica do
hospedeiro, através da apresentacdo de antigénios e secrecdo de
imunomoduladores como citocinas e quimiocinas entre outros. No entanto, sdo ainda
desconhecidos muitos aspectos do efeito da infeccdo por isolados de VPSA de
diferente viruléncia nos mecanismos de morte celular em macréfagos, o que pode
ter implicagbes relevantes no desencadeamento de respostas imunitarias na
infec¢ao natural.

Ao contrario da infeccdo com isolados altamente virulentos em que 0s suinos
exibem quadros clinicos fatais, na infeccdo com isolados de VPSA de baixa
viruléncia os animais sobrevivem geralmente com formas de doencga crénica ou
inaparente, e sobrevivem a re-infecgao posterior com isolados virulentos homaélogos
(Leitao et al., 2001, Mebus & Dardiri, 1980), conseguindo portanto estabelecer uma
resposta imunitaria eficaz contra o agente. Desconhecem-se no entanto quais 0s
factores virais ou do hospedeiro responsaveis pelos diferentes resultados de
infeccdo com isolados de diferente viruléncia.

Em organismos superiores o resultado de uma infeccdo viral é determinado
maioritariamente pela resposta do sistema imunitario e pelos recursos virais para
interferir com esta. Adicionalmente a apoptose que € despoletada em células alvo do
hospedeiro como resultado directo da infecgao, também células do sistema
imunitario como LCTs e células NK, ao reconhecerem células infectadas, induzem a
sua morte por apoptose (Aubert & Jerome, 2003). Esta pode ser induzida através da
libertacdo de perforina e granzimas ou alternativamente pela interac¢do de ligandos
apoptogénicos a superficie de LCTs, (ex. FasL), com receptores de morte a
superficie das células alvo (Adrain et al., 2005, Trapani & Smyth, 2002). Varios
estudos dao fortes indicagdes de que LCT e células NK tém um papel importante no
combate a infeccdo por VPSA, uma vez que a sua accado é desencadeada em
animais infectados com isolados de baixa viruléncia que sobrevivem a re-infeccao
com isolados altamente virulentos homdlogos (Leitao et al., 2001, Martins et al.,
1988, Martins et al., 1993, Oura et al., 2005). Também ao nivel da accao destas
células do sistema imunitario, a capacidade de inibicdo de apoptose na célula
hospedeira podera constituir uma importante ferramenta de evaséo viral.

Para melhor caracterizar a modulacdo de apoptose por VPSA e a sua
importancia para a patogenia da PSA e/ou para a evasao viral, propusemo-nos

estudar diferentes aspectos daquele mecanismo em macréfagos de suino, durante
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infeccdo in vitro em paralelo com dois isolados de diferente viruléncia: o isolado
altamente virulento, L60, e o isolado de baixa viruléncia ndo hemadsorvente, NHV.
Os nossos estudos incidiram num periodo de tempo de infeccdo que permite ao
virus completar o seu ciclo de vida nas células hospedeiras, no decurso de 18h
aproximadamente, tendo-se pesquisado a ocorréncia de apoptose em duas fases
diferentes da infecgéo: fase precoce, enquanto decorre a replicagdo do DNA viral (8h
Pl), e fase tardia, em que a replicagao e morfogénese viral estardo concluidas (18h
PI).

A inoculacao de culturas primarias de macréfagos de suino em paralelo com L60
e NHV né&o revelou diferencas significativas no n® de células infectadas, nem as 8h
nem as 18h Pl com cada um dos isolados. Igualmente, os titulos de progenia viral
obtidos ao fim de 18h horas de infeccdo foram semelhantes. Estas observagdes
permitem considerar que os resultados de estudos utilizando este modelo de
infeccdo nao serdo influenciados por diferentes capacidades infecciosas ou
replicativas dos dois isolados nas células hospedeiras até as 18h de infeccéo in
vitro.

Os estudos realizados para determinar a eficacia da infecgédo por ambos os virus
através de provas de imunofluorescéncia, sugerem um aumento para sensivelmente
o dobro no numero de células infectadas ao longo do tempo de infecgéo (cerca de
31% para 68% em média), apesar de as infec¢des terem sido sincronizadas no seu
inicio. Este aumento das 8h para as 18h Pl poderd resultar da infeccdo se
desenvolver a ritmos diferentes em distintos macréfagos duma mesma cultura. De
facto, foi sugerido por outros autores que a susceptibilidade a infeccao por VPSA
nos macréfagos presentes numa mesma cultura varia consoante os seus diferentes
fendtipos e actividades, e estes diferem ainda entre culturas obtidas de diferentes
animais (McCullough et al., 1993). Segundo estes autores, células CD44", da
linhagem mieloide (DH59 positivas), ndo inflamatérias e apresentando baixa
actividade fagocitica, sdo mais susceptiveis a infeccao. As culturas primarias de
macréfagos utilizadas nos nossos estudos foram obtidas a partir de sangue
periférico de animais “outbread”, sendo também provavelmente constituidas por
populacées heterogéneas de macréfagos. Por outro lado, esta descrito que a
gemulacao de novos virides de células infectadas por VPSA pode ser observada a
partir das 10h PIl, embora este acontecimento possa variar no tempo consoante o
isolado viral (Brookes et al., 1996, Pan et al., 1980). E portanto plausivel que o
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aumento de células infectadas observado nas nossas condigdes de estudo das 8h
para as 18h, resulte de novas infeccdes a partir da progenia viral entretanto formada,
e/ou do desenvolvimento da infeccdo num maior nimero de células.

Ao tempo precoce de 8h, com cerca de 31% de macréfagos infectados, ndo se
observou qualquer diminuicdo da viabilidade celular, por comparagao com culturas
controlo ndo infectadas realizadas em paralelo. Ao tempo tardio de 18h de infeccao
a viabilidade celular sofreu um decréscimo, que foi no entanto pouco pronunciado
(10-15%) e semelhante em ambas as infeccbes, apesar da percentagem de células
infectadas em cultura a este tempo tardio ser substancialmente superior, em média
68%. Ao tempo muito tardio de 40h o decréscimo da viabilidade foi acentuado,
principalmente na infeccao por L60, que provocou uma diminuicdo de cerca de 60%,
enquanto NHV induziu uma diminuicdo de cerca de 40%. O diferente grau de
viruléncia dos isolados ndo se parece assim reflectir numa morte diferencial das
células hospedeiras in vitro a nao ser em tempos muito tardios da infeccao.

Procurou-se averiguar de seguida se a morte celular induzida a tempos tardios
seria devida ao desencadeamento de apoptose. As 18h ou 24h Pl observou-se FIN
do DNA das culturas infectadas tanto com L60 como com NHV, revelada por um
padrdo de migracdo em electroforese do DNA “em escada”. Este resultado foi
confirmado pela visualizacdo da morfologia nuclear das células em cultura. As 18h
PI, uma clara percentagem de células apresentaram nlcleos picnoticos e/ou
fragmentados (em média 38% e 42% em infeccdo com L60 e NHV respectivamente)
em comparacao com células de culturas nao infectadas (contendo cerca de 18% de
ndcleos picnéticos), sem que se detectasse através desta metodologia uma
diferengca significativa entre infeccdo com L60 ou NHV. Estas observagdes
confirmaram que ambos os isolados induzem morte por apoptose em culturas de
macrofagos a tempo tardio de infecgdo. Apesar da morte celular ser detectavel
apenas a tempos tardios, as 8h Pl observou-se um aumento do n® de nucleos
picnéticos em ambas as infeccdes (em média 25% e 27% de nucleos picnéticos em
infeccdo com L60 e NHV respectivamente, 17% em culturas controlo).

Metodologias quantitativas de parametros bioquimicos de apoptose - actividade
de caspase-3 e acumulacao de oligonucleossomas de DNA resultantes de FIN nos
citoplasmas celulares - permitiram determinar com maior rigor diferengas nos niveis
de apoptose induzidos por L60 ou NHV em macroéfagos. Verificamos que ao longo
da infecgdo por L60, embora se detectasse um aumento ligeiro da actividade de
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caspase-3 logo as 8h Pl (em média 1,4 vezes o valor no controlo ndo infectado),
esta actividade ndo aumentou significativamente as 18h Pl (passando a 1,6 vezes o
controlo), um resultado ainda mais expressivo se considerarmos que neste periodo
de tempo o n? de células infectadas nas culturas duplicou. Pelo contrario, em
infeccdo com NHV ocorreu um aumento significativo da actividade desta caspase ao
longo da infeccdo (passando das 8h para as 18h, em média, de 1,5 para 3 vezes o
valor do controlo). Concordantemente, apenas em extractos celulares de culturas
infectadas por NHV durante 18h se detectou uma quantidade significativa do
fragmento activo de caspase-3 por Western blot. Este resultado sugere que no
decurso da infeccao por L60, a inibicdo da actividade desta caspase efectora do
processo apoptético ocorre ao nivel do processamento proteolitico da procaspase-3.
Relativamente a FIN de DNA, as 8h Pl observaram-se niveis superiores nas culturas
infectadas por NHV comparativamente a infeccdo por L60 (relativamente aos niveis
de culturas controlo, 1,8 vezes em NHV e 1,4 vezes em L60, em média). As 18h PI
no entanto, os niveis de FIN induzidos por ambos os isolados foram aproximados
(em média 2,1 vezes em infeccao por L60 e 2,3 vezes em infeccao por NHV), apesar
da inibicdo da actividade de caspase-3 ao longo da infec¢ao por L60.

A FIN de DNA, um acontecimento tardio na via de execucdo apoptética, é
geralmente desencadeada na sequéncia da activacdo de caspase-3. No entanto, o
bloqueio da actividade de caspases através de inibidores especificos revelou a
existéncia de programas alternativos para a inducédo de morte celular (Vandenabeele
et al., 2006). Tém surgido na literatura evidéncias de execucdo de apoptose
independente da actividade de caspases em varios sistemas celulares e sob
diferentes estimulos (Belmokhtar et al., 2003, Lockshin & Zakeri, 2004, O'Connell et
al., 2006). Moléculas apoptogénicas libertadas da mitocéndria durante a inducéo de
apoptose, como AIF ou EndoG, tém a capacidade de directamente induzir os
aspectos apoptéticos de condensacdo da cromatina e degradacdo do DNA, ou
clivagem internucleossémica deste, respectivamente (Li et al.,, 2001, Modjtahedi et
al., 2006, Saelens et al., 2004). Nos nossos estudos, a adicdo do inibidor geral e
irreversivel de caspases, zVAD-fmk, a culturas de macrofagos ao longo de infeccao
com L60 ou NHV, resultou numa inibicao significativa da actividade de caspase-3 as
18h PI, mas nao da FIN de DNA ao mesmo tempo pés-infeccéo. Igualmente, ndo se
observou um aumento da viabilidade celular as 18h ou 40h PI com este tratamento.

Estes resultados parecem indicar que a apoptose continua a ser executada a
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tempos tardios de infeccdo por L60 ou NHV mesmo com a actividade de caspases
inibida ao longo da infeccdo, sendo aparentemente, pelo menos parcialmente,
independente destas proteases.

Eventualmente, todas as células que sofrem infeccao por virus acabam por
morrer, mas a morte por apoptose e subsequente fagocitose por outras células
previne o processo inflamatoério que se produz se a infeccédo provocar a lise da célula
hospedeira, com a consequente “chamada de atencdao” de células do sistema
imunitario para a presenca de virus. Deste modo, o desencadeamento de apoptose
podera ndo ser um entrave a propagacao viral, pelo contrario, desde que o virus
tenha tempo de replicar e produzir nova progenia antes da morte da célula, ou do
comprometimento das vias sintéticas celulares essenciais a sua multiplicacao.
Existem relatos de virus animais como HSV-1 (“herpes simplex virus type 17),
poliovirus e VSV (“vesicular stomatitis virus”), que conseguem replicar com alguma
eficiéncia apesar de as suas células hospedeiras entrarem claramente em apoptose
(Koyama et al., 2000). Igualmente no caso do VPSA, Vallee et al. (2001) relataram
que durante infeccdo de células endoteliais de suino com um isolado altamente
virulento, Malawi Lil-20, este conseguiu replicar-se eficazmente apesar de as células
infectadas entrarem precocemente em apoptose, as 4h Pl. Apesar de tudo, a
presenca de multiplos genes anti-apoptéticos na generalidade dos virus animais
complexos confirma a sua necessidade de controlar a apoptose da célula
hospedeira, pelo que esta tera um efeito deletério em alguma fase do ciclo de vida
viral (Koyama et al., 2000).

No nosso modelo de estudo, o isolado L60 inibiu a activacdo de caspase-3 ao
longo de 18h de infeccdo em culturas de macrofagos, e induziu niveis mais baixos
de FIN no DNA a tempo precoce de infeccdo, comparativamente com NHV. Estes
resultados sugerem uma repressdao mais forte do desencadeamento precoce de
apoptose nas células hospedeiras pelo isolado altamente virulento. De facto, as 8h
de infeccdo o VPSA necessita da integridade da célula hospedeira para completar o
seu ciclo de vida, uma vez que nesta fase o DNA viral se encontra em activa
replicagdo. Por outro lado, passadas 18h de infeccdo é esperado que pelo menos
numa parte significativa das células infectadas em cultura, os virus tenham
completado a sua replicagcdo e morfogénese, pelo que nesta fase, a apoptose na
célula hospedeira ndo sera limitativa para a producdo de progenia viral. In vivo

podera mesmo contribuir para que o virus iluda os mecanismos de defesa do
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hospedeiro, em virtude de ndo serem desencadeados processos inflamatérios pela
morte das células infectadas, prolongando a “invisibilidade” da infeccdo. Tém
inclusivamente surgido varias evidéncias de que a fagocitose de células apoptoéticas
especificamente por macréfagos, provoca nestes uma inibicdo de respostas proé-
inflamatérias, libertacdo de citocinas como TGF-B, IL-10 e outras moléculas anti-
inflamatérias (Cocco & Ucker, 2001, Fadok et al., 1998, Huynh et al., 2002, Tassiulas
et al., 2007, Voll et al., 1997) e inibicdo da resposta de activacdo na presenca de
INF-y (Tassiulas et al., 2007). Na infeccdo com Trypanosoma cruzi, que a
semelhanca do VPSA se desenvolve em macréfagos e induz intensa apoptose
linfocitaria, foi relatado que a fagocitose de linfocitos apoptoéticos por macréfagos
infectados aumentou varias ordens de grandeza o crescimento do parasita quer in
vitro quer in vivo (Freire-de-Lima et al., 2000). O aumento da multiplicacao de T.
cruzi nos macréofagos foi precedido de um aumento da producéo por parte destes de
percursores anti-inflamatérios como prostaglandinas e TGF-B, sendo para tal
necessaria a ligacao a linfécitos apoptéticos através do receptor da vitronectina
(VNR) a superficie dos macréfagos. Estes estudos sugerem um novo e interessante
papel da apoptose na imunosupressao e evasao de agentes patogénicos ao sistema
imunitario. As semelhancas entre a infeccdo por VPSA e a infeccao por T. cruzi,
relativamente ao tipo de célula infectada e ao efeito apoptogénico sobre linfocitos,
permite equacionar se também na infeccdo in vivo por VPSA virulento se
desenvolvem 0s mesmos mecanismos imunosupressores, devido a fagocitose de
células apoptéticas por macrofagos. Igualmente, é plausivel que a morte por
apoptose dos proprios macréfagos hospedeiros da infeccdo e sua fagocitose por
outros macrofagos da vizinhanga iniba a resposta inflamatéria destes ultimos, tal
como a fagocitose de linfécitos apoptdticos. E tentador especular que exista
inclusive um mecanismo alternativo durante a infeccdo por VPSA que assegure que
as células hospedeiras morram através de apoptose apds a conclusao do ciclo viral.
O facto de nos nossos estudos a inibicao da actividade de caspases por zVAD-fmk
durante infeccdo por L60 ou NHV néo ter conduzido a uma clara diminuicdo da FIN
caracteristica de apoptose ou a um aumento da sobrevivéncia das células a tempos
tardios de infec¢do, ndo é contraria a tal hipétese.

Os nossos estudos mostraram que a inoculacado com ambos os isolados L60 ou
NHV a uma MOI 3, ndo resulta em infeccdo da totalidade dos macrofagos em
cultura. Procedeu-se entdo a determinacao da incidéncia de apoptose em cada uma
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das subpopulagdes, macrofagos infectados e nao infectados, presentes numa
mesma cultura, e assim verificar qual a sua contribuicao relativa para a apoptose
observada ao longo de ambas as infeccées. A morfologia nuclear das células foi
avaliada através do corante de DNA Hoechst, distinguindo-se as células infectadas e
nao infectadas através de prova de imunofluorescéncia com soros especificos anti-
VPSA. Entre as subpopulagcbes infectadas, observou-se uma percentagem
significativa de células com nucleos picnéticos logo as 8h Pl (de cerca de 35-36%),
que no entanto ndo aumentou significativamente as 18h Pl (passando em média a
43% em infeccdo com L60, 49% com NHV). A andlise das subpopulacées néo
infectadas das mesmas culturas, revelou uma percentagem expressiva de ndcleos
picnéticos e/ou fragmentados as 18h Pl (em média 35,6% e 30,5% em inoculacao
com L60 e NHV respectivamente, 18% em culturas controlo ndo infectadas). Esta
observacdo sugere que também os macréfagos ndo infectados na vizinhanca de
outros infectados poderéao sofrer indugédo de apoptose, podendo ser susceptiveis a
factores apoptogénicos libertados de células com replicacdo viral activa, a
semelhanca do que € observado em populagdes linfocitarias durante infec¢des in
vivo. Nestas circunstancias, a apoptose detectada nas infecgdes in vitro com L60 e
NHV resulta de ambas as subpopulagdes em cultura, macréfagos infectados e nao
infectados. Apesar da proporcao de células ndo infectadas em apoptose nas culturas
inoculadas ser sempre baixa, particularmente tendo em consideracao o nivel basal
de apoptose observada em culturas controlo ndo inoculadas, seria interessante
estudar os mecanismos que lhe estdo subjacentes. A libertacdo de citocinas pré-
inflamatérias, nomeadamente TNF-a, IL-1a e IL-1B, por macréfagos infectados, foi
apontada como a causa da apoptose em linfocitos in vivo (Salguero et al., 2005).
VerificdAmos nos nossos estudos in vitro que a citocina TNF-a ndo induziu apoptose
em macrofagos de suino, tal como referido mais adiante, pelo que € possivel que
outros factores apoptogénicos estejam implicados. Na inoculacdo por L60 verificou-
se um aumento mais expressivo no numero células nao infectadas com morfologia
nuclear apoptética, das 8h para as 18h PI, passando em média de 22% para 36%,
enquanto na inoculagdo com NHV o aumento foi de 24% para 31% em média. Neste
modelo de infeccao in vitro, a apoptose parece ser mais intensa entre macréfagos
nao infectados de culturas inoculadas com L60, comparativamente a NHV. A
verificar-se in vivo, uma tal inducao de apoptose em macréfagos na vizinhanca de

outros macrofagos com replicacdo viral activa constituiria uma estratégia
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interessante de evasao viral, pela diminuicdo da capacidade de resposta inflamatéria
do hospedeiro. Por outro lado, esta observacéao indica que a deteccao de diferengas
entre L60 e NHV relativamente aos niveis de apoptose induzidos nos macréfagos a
tempo tardio de infeccdo in vitro podera ser dificultada. As metodologias
quantitativas utilizadas para determinagédo de actividade de caspase-3, FIN de DNA
e viabilidade celular, foram realizadas no conjunto total de macréfagos em cultura,
infectados e ndo infectados. Se em inoculacdo por L60 a apoptose for mais
fortemente induzida nas subpopulagdes nao infectadas, mesmo que este isolado
exer¢ca um efeito protector mais efectivo nas suas células hospedeiras, este ficara
diluido no conjunto total das células em cultura. Este facto podera ter contribuido
para a ndo deteccao de diferengas evidentes na FIN de DNA e viabilidade celular
entre ambas infeccdes ao tempo tardio de 18h.

Apesar do modelo de infeccdo in vitro utilizado ter sugerido um controlo de
apoptose mais efectivo a tempo precoce de infeccdo pelo isolado L60, em
comparagdo com o isolado NHV, as 18h Pl ndo se detectou um maior titulo de
progenia viral nas culturas infectadas por L60, embora isto possa vir a ocorrer a
tempos mais tardios de infeccdo ndo estudados. Na infeccdo in vivo existirdo
factores a limitar a propagacao do NHV, como a intervengédo do sistema imunitario
do animal. O NHV é ndo hemadsorvente devido a mutagbes em ambos os genes
implicados neste fenédmeno, EP402R/8DR e EP153R/8CR (Duarte, 2000), genes
que adicionalmente poderao ter fungdes ao nivel da imunosupressao e inibicao de
apoptose respectivamente (Dixon et al., 2004, Hurtado et al., 2004). Ainda, estudos
realizados por Duarte (2000), revelaram uma delecgdo na regiao variavel esquerda
do genoma de NHV, que levou a perda de varios genes das FMG 360 e 530. Estes
genes parecem ser determinantes para a viruléncia (Neilan et al., 2002) e inibir a
resposta a IFN tipo | (Afonso et al., 2004), factores que in vivo poderao estar na base
do controlo da propagacao do NHV mas que in vitro obviamente nao se produzem.
Contudo, o que se observou em termos da modulagao de apoptose exercida por L60
a tempo precoce da infecgdo in vitro podera traduzir-se em vantagens adicionais

para a propagacao deste isolado no organismo.

De forma a estudar um possivel papel protector de apoptose pelas infeccoes com
L60 e NHV nas células hospedeiras, testaram-se indutores exdégenos de apoptose
em culturas primarias de macréfagos, nomeadamente CHX, inibidor da sintese
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proteica, e STS, inibidora de proteinas cinases e indutora de apoptose na
generalidade de sistemas celulares. Ambos se mostraram eficazes na indugéo
rapida de niveis mensuraveis de apoptose (actividade de caspase-3, formacao de
oligonucleossomas resultantes de FIN do DNA e condensacdo/fragmentacdo da
cromatina nuclear) ap6s 3h de tratamento nas concentracées de 10 pg/ml CHX e 1
UM STS. A privagdo de soro ao longo de 8h e 18h de cultura induziu igualmente
apoptose neste sistema celular. Testou-se ainda a citocina pré-inflamatéria TNF-a de
suino, sugerida como podendo ser responsavel pela apoptose induzida em linfocitos
durante infec¢édo in vivo por VPSA (Carrasco et al., 1996a, Gomez-Villamandos et
al., 1995a, Oura et al., 1998, Ramiro-lbanez et al, 1996). Ao contrario dos
tratamentos com STS ou CHX, ndo se observou FIN no DNA obtido de macroéfagos
de suino tratados com TNF-a, apesar de as concentracdes utilizadas terem sido
relativamente elevadas comparativamente as descritas para indu¢cdo de apoptose
por esta citocina noutros tipos celulares, inclusive em macréfagos humanos
(Brodbeck et al., 2002). Este resultado estd no entanto de acordo com o
conhecimento actual de que a ligacao de TNF-a ao seu receptor TNF-R1 a
superficie celular induz activacdo ndao sé da via de sinalizagdo apoptética
intracelular, mas também paralelamente da via de sobrevivéncia induzida pelos
factores de transcrigdo da familia Rel/NFkB (Bubici et al., 2004, Papa et al., 2006). A
inducao de apoptose sob accao de TNF—a, nomeadamente em macréfagos, parece
ocorrer apenas se nas células estiver inibida a via NFkB (Liu et al., 2004) ou
alternativamente a transcricdo ou traducgéo, impedindo a expressdo de genes de
sobrevivéncia induzidos por NFkB. O macro6fago constitui uma das principais fontes
da citocina TNF-a, sendo portanto provavel que possua mecanismos de resisténcia
a sua acgao apoptoética. Estudos a propédsito da diferenciagdo de macrofagos
humanos induzida por ésteres de forbol ou aderéncia a plastico, mostraram que
neste processo ocorre uma translocacao de elevados niveis de NFkB para o nucleo,
essencial para a sobrevivéncia celular, constituindo um marcador dos macrofagos
diferenciados (Pennington et al., 2001). Seria interessante verificar se semelhante
translocacao nuclear de NFkB ocorre nos macréfagos de suino diferenciados por
aderéncia a plastico que constituem o sistema celular utilizado, e também nos
macréfagos de suinos in vivo, uma vez que o VPSA possui um gene homélogo de
kB, A238L/5-EL, implicado no controlo da actividade transcricional de NFkB durante
a infeccao (Powell et al., 1996, Revilla et al., 1998, Tait et al., 2000).
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Culturas de macro6fagos infectadas por L60 ou NHV e posteriormente tratadas a
varios tempos pos-infeccdo para inducdo de apoptose através de CHX, STS ou
privacao de soro, ndo revelaram grosso modo uma inibicdo evidente de apoptose ou
aumento da viabilidade celular, comparativamente com culturas nao infectadas
tratadas do mesmo modo em paralelo. Apenas na infec¢gdo por L60 se observou
pontualmente um decréscimo estatisticamente significativo da actividade de
caspase-3 as 10h Pl em tratamento com CHX, e um aumento da viabilidade celular
as 8h Pl em de tratamento com STS. No entanto, nunca se observou um decréscimo
simultaneo de ambos os indicadores de apoptose quantificados, actividade de
caspase-3 e FIN de DNA, e aumento da sobrevivéncia celular apés os diferentes
tratamentos. Apesar disso, estas observacdes em fases precoces da infeccao estao
de acordo com uma modulacdo mais efectiva da apoptose nesta fase por L60 em
comparacao com NHV, na sequéncia dos resultados descritos anteriormente.

Uma observagéo interessante resultou do tratamento com o inibidor da sintese
proteica CHX em dois periodos diferentes de infeccao precoce, das 4h as 7h e das
7h as 10h. No tratamento das 4-7h observou-se uma tendéncia para inducado de
niveis de FIN de DNA superiores aos observados no tratamento das 7-10h. Esta
observacdo parece indicar que ao longo de 7h de infeccdo serao produzidas
proteinas com algum papel protector de apoptose ou alternativamente estas
acumular-se-ao na célula atingindo um limiar que oferece protecg¢éo efectiva ao fim
de 7h mas ndo de 4h de infecgcdo. Podera ser este o caso nomeadamente da
homéloga viral de bcl-2, 5-HL, cuja presenca em células infectadas pode ser
detectada a partir das 3h Pl (Afonso et al., 1996, Neilan et al., 1993).

Apesar de nao se ter observado uma proteccdo clara de apoptose durante
infeccdo por L60 ou NHV nas células hospedeiras quando esta foi induzida
exogenamente, também ndo se observou uma exacerbacado desta, quer a tempos
precoces quer tardios de infeccao, apesar de a infec¢ao por si sé induzir niveis de
apoptose significativos a tempo tardio. Seria de esperar que a actuacado de dois
factores de stress em simultaneo sobre as células, a infeccao e o tratamento indutor
de apoptose, provocassem um aumento claro dos niveis de apoptose em
comparacao com o tratamento apenas, principalmente as 18h de infeccao. De modo
interessante tal ndo se verificou. De referir que os tratamentos indutores de
apoptose realizados ndo induziram niveis de actividade de caspase-3 ou FIN de
DNA que nos parecessem extremos, caso em que possivelmente seria dificil
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observar o efeito cumulativo de um estimulo adicional. Os aumentos induzidos nos
indicadores bioquimicos de apoptose foram no minimo duas e maximo seis vezes 0s
quantificados em células controlo ndo tratadas. Apenas no tratamento com CHX
entre as 15-18h de infeccdo se observou um decréscimo estatisticamente
significativo na viabilidade celular em ambas as infec¢des, que apesar de tudo néo
foi pronunciado. Estes resultados parecem confirmar que no periodo de 18h de
infeccdo o VPSA nao tem um efeito muito danoso para os macréfagos de suino,
apesar de a este tempo uma parte significativa das células em cultura estar
infectada (= 70%), suportando o desenvolvimento de mecanismos protectores de
morte da célula hospedeira pelo VPSA. Esta proteccao poderd no entanto ndo ser
suficientemente forte para ser evidenciada durante a indugdo exdégena de apoptose
pelos indutores utilizados nos nossos estudos (CHX, STS ou PS). Alternativamente,
os factores/proteinas virais de proteccédo poderado actuar a um nivel da via apoptética
que nao permita o seu bloqueio apds desencadeamento por estes indutores. Este
sera 0 caso se por exemplo a sua accdo inibitéria ocorrer numa etapa da via

apoptoética localizada a montante dos pontos de actuagao da CHX, STS ou PS.

Com a finalidade de esclarecer os mecanismos subjacentes a uma eventual
proteccao de apoptose na célula hospedeira, exercida pelos isolados de VPSA em
estudo, determinou-se a expressdao dos genes virais putativamente inibidores de
apoptose - 5-HL homélogo de bcl-2 e 4-CL homdélogo de iap - ao longo da infeccao,
com o intuito de correlacionar a sua expressao com a modulagcao de apoptose. Para
tal, foram quantificados através de gPCR, os niveis de mMRNA para cada gene viral a
varios tempos ao longo da infeccdo em macrofagos (1,5h, 4h, 8h, 12h, 16h),
utilizando-se como referéncia o mRNA do gene constitutivo GAPDH, presente nas
mesmas células, que se verificou ser uma referéncia valida como controlo enddgeno
no nosso modelo de estudo. Detectou-se mMRNA de ambos 5-HL e 4-CL muito
precocemente, logo a 1,5h apds ambas infecgdes, embora com niveis relativamente
baixos que aumentaram nitidamente ao longo de 16h. A 1,5h, os niveis de mRNA de
ambos o0s genes foram significativamente superiores em infecgdo por L60
comparativamente com NHV (3-5 vezes para 5-HL, 2-6 vezes para 4-CL).
Posteriormente a este tempo deixou de haver diferencas significativas, apesar de as
16h Pl se ter observado uma tendéncia para maior abundancia de transcritos de
ambos os genes em infeccdo por NHV. As regides nucleotidicas dos genomas de

148



Discussao

L60 e NHV contendo 5-HL e 4-CL foram sequenciadas, resultando idénticas entre si
e a sequéncia conhecida do isolado Ba71V, pelo que as diferencas de expressao
detectadas nao resultarao de alteracoes ao nivel das sequéncias dos genes nos dois
isolados virais.

Enquanto a expressédo de 5-HL é conhecida como precoce durante infecgcdo em
macréfagos suino, sendo a proteina viral detectada entre as 3-5h de infeccao
(Afonso et al.,, 1996, Neilan et al., 1993), a expressao de 4-CL (A224L) foi descrita
como tardia em modelo de infeccéo de células Vero com VPSA adaptado (Chacon et
al., 1995), ndo se observando producdo da proteina antes da ocorréncia de
replicacdo do DNA viral. Chacén et al. (1995) referiram no entanto a deteccao por
Northern blot de transcritos de tamanho superior a 1400 bases, a tempo muito
precoce e precoce da infeccdo (em RNA total obtido de culturas infectadas na
presenca do inibidor de sintese proteica CHX e do inibidor da replicacdo de DNA Ara
C respectivamente), para os quais nao detectaram inicios de transcricao por “primer
extension”, atribuindo-os a ligacdo inespecifica da sonda. No nosso modelo de
infeccdo em macréfagos de suino, o 4-CL é claramente transcrito muito
precocemente apds a entrada dos virus nas células, e com niveis apreciaveis, uma
vez que os seus niveis de mRNA ao longo da infeccdo foram da mesma ordem de
grandeza ou superiores, aos do gene constitutivo de referéncia GAPDH, que é de
expressao abundante em macro6fagos de suino (Foss et al., 1998). Adicionalmente, a
expressao de mRNA de 4-CL foi sempre mais abundante que a de 5-HL a qualquer
tempo de infecgéo, especialmente a 1,5 PI, em que a diferenca foi de muitas ordens
de grandeza nos varios ensaios realizados (9-25 vezes superior em infec¢ao por L60
e 12-34 vezes superior em infec¢ao por NHV).

A producéo de transcritos especificos a 1,5h de infecgao foi confirmada através
da sua deteccao em Northern blot com uma sonda de RNA especifica para a
sequéncia de mRNA de 4-CL. A este tempo, na infeccdo por NHV detectaram-se
dois transcritos, de cerca de 1000 e 1500 bases, enquanto na infeccdo por L60
apenas se detectou um transcrito de 1000 bases. Mais tarde na infeccédo, aos
tempos estudados de 8h e 16h, foi detectado um outro transcrito menor, com cerca
de 700 bases, presente ao mesmo tempo que o transcrito de 1000 bases na
infeccao por L60, e os de 1000 e 1500 bases na infec¢ao por NHV. O tamanho dos
transcritos observados €& consistente com o inicio da transcricdo 21 a 24 pb a
montante do codao de iniciacdo da traducdo, como descrito por Chacén et al.
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(1995), e término num de trés motivos de 7-8 residuos de timidilato consecutivos
existentes a jusante do codao de terminacdo da traducao (Fig. 53), resultando na
transcricdo de sequéncias com aproximadamente 740, 1100 ou 1550 bases. Estes
motivos sdo geralmente observados em regides intergénicas do genoma do VPSA,
coincidindo com o local de terminacdo da transcricdo de genes virais precoces e
tardios (Almazan et al, 1992, Almazan et al., 1993). No entanto, estudos da
transcricdo de alguns genes de VPSA mostraram que por vezes a transcricao
ultrapassa estes locais, resultando em transcritos “readthrough” com sequéncias de
genes consecutivos (Almazan et al.,, 1992, Galindo et al., 2000a, Galindo et al.,
2000b). 1400 pb a montante do codao de iniciagdo de 4-CL existe uma ORF com a
mesma orientacao de transcricdo mas em grelha de leitura diferente, correspondente
a um gene homologo de timidilato cinase, A240L (Fig. 53), que da origem em células
Vero infectadas a um transcrito muito precoce com cerca de 1000 bases (Yanez et
al., 1993). No entanto, se a transcricao muito precoce de 4-CL estivesse incluida no
mRNA de A240L, observar-se-ia um transcrito com um tamanho superior aos
encontrados nos nossos estudos, com um minimo de cerca de 2100 bases (com o
inicio de transcricao de A240L e término no primeiro motivo de residuos de timidilato

a jusante do codao de terminacao da traducao de 4-CL).

1 170101
5 3
27500 I\
31500
v A542R 8T T A104R ALISR
: : A224L it A240L
moTT 8T 7/9AT

Figura 53. Organizagéo relativa das “ORFs” que flanqueiam A224L (4-CL) ao longo do
genoma de Ba71V.

Encontram-se representadas na sequéncia as posi¢cdes aproximadas de motivos com =7
residuos de timidilato, apontados como locais de terminacdo da transcricdo de genes de
VPSA.

Adicionalmente, ndo existem motivos de terminagédo constituidos por 7 ou mais
residuos de timidilato dentro da sequéncia codificante de 4-CL, pelo que nao parece
provavel que a transcrigdo de A240L termine dentro desta.
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Presentemente s&o escassos 0s conhecimentos acerca do controlo transcricional
de diferentes classes temporais de genes de VPSA. Cada gene parece ser alvo de
regulacao independente, tendo a sua transcricdo geralmente inicio a uma curta
distancia do codao de inicio da traducao (Almazan et al., 1992, Almazan et al., 1993,
Chacon et al., 1995, Galindo et al., 2000b, Martins et al., 1994, Rodriguez et al.,
1996, Yanez et al, 1993). Em genes de expressao tardia, a presenca de uma
sequéncia TATA a curta distancia do inicio da transcricido parece assinalar a
sequéncia promotora (Garcia-Escudero & Vinuela, 2000), estando igualmente
presente uma destas sequéncias no local onde se inicia a transcricdo de A224L
(Chacon et al., 1995). Porém, para genes virais precoces nao sao ainda conhecidas
sequéncias de consenso de promotores. Foi sugerido que sequéncias ricas em A-T,
geralmente presentes a curta distdncia dos locais de iniciacdo da transcricdo de
genes precoces de VPSA, poderao constituir sequéncias promotoras a semelhanca
do que acontece em poxvirus (Almazan et al., 1992). Igualmente a montante de 4-
CL existem alguns locais com este tipo de sequéncias. O gene da DNA polimerase
de VPSA por exemplo, é transcrito em ambas fases precoce e tardia de infecgao,
possuindo em cada caso um local diferente para o inicio da transcricao (Martins et
al., 1994), pelo que nao é inverosimil que no caso do 4-CL existam locais
alternativos de inicio da transcricdo que resultem nas diferentes espécies de
transcritos observados. Serdo necessarios mais estudos para determinar se os
diferentes transcritos observados para o gene A224L/4-CL resultardo de locais
alternativos de iniciacdo ou de terminacao da transcricao.

Apesar da transcricdo muito precoce de 4-CL, ndo se detectou a proteina viral
nas células a 1,5h ou 4h de infeccdo em Western blot. Apenas as 8h PI foi
claramente detectada, pelo que sera produzida entre as 4h e as 8h de infeccéo,
possivelmente apos ter inicio a replicacao viral, tal como descrito por Chacon et al.
(1995). A deteccao de proteina as 8h coincidiu ainda com a detecg¢do do transcrito
menor, de cerca de 700 bases em Northern blot, sendo possivel que a traducao de
proteina se inicie a partir deste transcrito em especial, € ndo dos outros produzidos a
tempos mais precoces. Existe um gene préximo de A224L, localizado para a
esquerda no genoma de Ba71V e com orientacdo de transcricdo para a direita, o
A542R (ver Fig. 53), pertencente a familia multigénica 505/530 (Rodriguez et al.,
1994b, Yozawa et al., 1994). Em modelo de infeccdo de células Vero este gene é

transcrito muito precocemente na infec¢ao, sendo detectado um transcrito de cerca
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de 2,1 Kb apenas em células infectadas na presenca de CHX, mas nao na presenca
de Ara C ou a tempo tardio de infeccao (Rodriguez et al., 1994b). A sua expressao
parece ser assim inibida a partir do momento em que sao produzidas proteinas virais
precoces na célula, denotando uma forte regulacao transcricional. Curiosamente, de
acordo com o tamanho observado deste transcrito (= 2,1 Kb) e 0 seu inicio de
transcricdo 6-7 pb a montante do cod&o de inicio da tradugdo como descrito pelos
autores, a transcricao de A542R parece terminar numa sequéncia de 7Ts existente
dentro da sequéncia do gene A224L (ver Fig. 53), desse modo perfazendo uma
sequéncia com cerca de 2,1 kb. Contudo, os autores referiram como local de
terminacao possivel uma outra sequéncia de 8Ts (correspondendo a 8As na cadeia
codificante de A224L) localizada imediatamente a jusante da terminacdo de A224L,
perfazendo um total de cerca de 1,7 kb. A transcricdo muito precoce de 4-CL e
A542R em simultdneo podera dar origem a mRNAs com extremidades 3’
complementares, e portanto, a algum mecanismo de interferéncia que nao permita a
traducao em proteina a partir do mRNA precoce de 4-CL, que desaparecera apds
inibicdo da transcricio de A542R. A comprovar-se, este seria um novo e
interessante mecanismo de regulacao entre diferentes genes de VPSA.
Independentemente da transcricdo, a proteina 4-CL esta claramente presente em
macréfagos em tempos precoces da infeccdo, antes das 8h, enquanto decorre a
replicacao viral e sera importante inibir o desencadeamento de apoptose na célula
hospedeira, persistindo ao longo da infeccdo uma vez que também é detectada
claramente as 16h Pl. A ambos os tempos, 8h e 16h, detectou-se mais proteina 4-
CL em infeccdo com L60 do que com NHV (em média 2 vezes as 8h e 1,6 vezes as
16h). Confirmou-se em Western blot que a proteina 4-CL produzida no nosso
modelo de infeccdo tem o mesmo tamanho que a do isolado Ba71V (A224L), cedida
por outro grupo de investigacdo. A proteina 4-CL de L60 e NHV serd portanto
semelhante a proteina de Ba71V, que se verificou ter um efeito inibitério da
apoptose induzida por staurosporina ou TNF-a e CHX em ensaios de transfecgao
em células Vero, ou pela propria infeccao viral, em ensaios de comparacao entre
infeccdo com virus parental e delectado em A224L (Nogal et al., 2001). A A224L
parece actuar ao nivel da inibicdo da actividade de caspase-3, tal como outras IAPs
(Nogal et al., 2001), e ainda activar a via de NFkB (Rodriguez et al., 2002). Esta
capacidade adicional de 4-CL para induzir activacao do factor de transcricao NFkB

podera constituir mais uma ferramenta para a inibicdo de apoptose na célula
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hospedeira, uma vez que entre outras ac¢des, NFkB induz a transcricdo de varios
genes anti-apoptoéticos, nomeadamente das familias bcl-2 e iap (Kucharczak et al.,
2003). A maior expressao da proteina 4-CL homdloga de IAPs em infecgéao por L60
comparativamente a NHV, podera conferir igualmente a este nivel uma vantagem ao
isolado de alta viruléncia na modulacdo de apoptose. Adicionalmente, em NHV
encontra-se mutado o gene 8CR/EP153R (Duarte, 2000), homélogo de lectinas
animais tipo C, implicado também em inibicdo de apoptose em modelo de infeccao
de células Vero (Galindo et al., 2000a, Hurtado et al., 2004). A proteina EP153R é
expressa precocemente, a partir das 6h Pl em células Vero, pelo que a nao
funcionalidade deste gene em NHV podera contribuir para os niveis superiores de
FIN de DNA, quantificados a tempo precoce de infeccdo com este isolado em
macréfagos de suino, comparativamente a L60.

Durante a infecgédo por L60 detectou-se sempre maior quantidade de proteina 4-
CL que na infeccao por NHV, mesmo naqueles ensaios em que os niveis de mRNA,
quantificados nas mesmas células em que se detectou a proteina, foram claramente
inferiores. Este resultado é indicativo de uma regulacdo pés-transcricional da
expressao de 4-CL, que até a data constituira a primeira observacdo deste tipo
relativamente a genes de VPSA. Uma analise de expressado simplesmente ao nivel
da transcricdo é comprovadamente insuficiente para fazer inferéncias acerca do
efeito protector de apoptose deste gene na célula hospedeira, € 0 mesmo podera
acontecer para outros genes virais com outras fungdes.

Nao nos foi possivel dispor de anticorpos especificos para a proteina 5-HL, pelo
que nao confirmamos se 0s niveis superiores de transcricdo deste gene a tempo
muito precoce da infeccédo por L60 (1,5h), comparativamente a infec¢ao por NHV, se
traduzem igualmente em maior producao de proteina nas células a tempo precoce.
No entanto, a 5-HL € detectada a partir das 3h de infeccdo em macrofagos (Afonso
et al., 1996, Neilan et al., 1993), e como tal é traduzida muito precocemente, pelo
gue nao parece provavel uma regulagdo pés-transcricional do seu mRNA nesta fase
da infeccdo. E portanto verosimil que a tempo muito precoce 5-HL seja mais
expressa nas células infectadas pelo isolado de alta viruléncia L60 do que pelo de
baixa viruléncia NHV. Outro gene viral expresso muito precocemente é o A238L/5-
EL inibidor de NFkB (Powell et al., 1996, Revilla et al., 1998), encontrando-se a
proteina nas células desde fase precoce até tardia da infeccado em células Vero
(Revilla et al., 1998). A sequéncia deste gene € idéntica nos dois isolados L60 e
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NHYV, tendo sido relatada as 6h de infecgcdo em macr6fagos uma maior expressao ao
nivel de mRNA em NHV comparativamente com L60 (em média 1,22 vezes superior)
(Gil et al., 2003). Através deste gene, o VPSA inibira a expressao de citocinas pro-
inflamatdrias na dependéncia de NFkB nas células hospedeiras, e desse modo, o
desencadeamento de respostas imunitarias a infeccdo. Em contrapartida, a via de
sobrevivéncia induzida em paralelo por NFkB ficara comprometida. A expresséo de
proteinas virais inibidoras de apoptose ao longo da infeccéo, 5-HL a tempo muito
precoce, acompanhada de 4-CL a tempo ligeiramente mais tardio, podera
contrabalancar o potencial efeito pré-apoptético da inibicado de NFkB.

A caracterizacdo de mecanismos de morte celular em macréfagos infectados por
isolados de diferente viruléncia, podera ajudar a compreender a patogenia da PSA.
O grau de viruléncia dos diferentes isolados de VPSA esta certamente relacionado
com a sua capacidade em manipular as fungdes da célula hospedeira,
nomeadamente ao nivel de mecanismos de morte celular. Os nossos estudos
sugerem uma maior repressao da via de apoptose a tempo precoce de infec¢ao in
vitro pelo isolado de alta viruléncia L60, o que podera ser necessario para prevenir a
morte da célula hospedeira antes de o seu ciclo viral estar concluido. Por outro lado,
na infecgao pelo isolado de baixa viruléncia NHV podera nao haver necessidade de
reprimir a via de apoptose tao fortemente como L60 para conseguir replicar-se
eficazmente neste sistema. A suportar esta hipotese esta a observacao de que
ambos os isolados produzem titulos de progenia viral semelhantes apés 18h de
infeccao in vitro. A diferente modulacdo de apoptose por estes dois isolados de
VPSA podera ter como objectivo maximizar a multiplicagcdo de virus na célula
hospedeira, ao mesmo tempo que a morte desta por apoptose nao € inibida, ou é
mesmo incentivada a tempo tardio, o que pode, como descrito acima, inibir a
resposta inflamatéria in vivo, com vantagem para a progressao da infeccao viral.

Os nossos estudos poderdo contribuir para o melhor esclarecimento dos
mecanismos de viruléncia de VPSA.
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