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A Delecéo

RESUMO

O Virus da Febre amarela (YFV) causa doenca com consideravel morbidade e
mortalidade nas regides tropicais. Diversos virus possuem estratégias para a alteracao
dos processos celulares. Mecanismos de splicing celulares sdo essenciais para
diversificar a expressdo dos genes e podem aumentar seu potencial de gerar proteinas.
A replicagdo de YFV e as interagdes entre proteinas virais e celulares ndo séo

totalmente conhecidas. A proteina celular hSlu7 possui sinal de localizagdo nuclear e



tem um papel importante nas reacdes cataliticas do segundo passo do splicing. Estudos
demonstram que sob infeccdo de YFV hSlu7 transloca para o citoplasma. A
translocacdo de proteinas entre o citoplasma e o nucleo pode representar um mecanismo
viral da regulacdo da expressdo génica. Este estudo teve como objetivo a caracterizagdo
da interacdo entre a proteina hSlu7 e NS5 viral, bem como estudar os efeitos de
interacOes sobre os mecanismos de splicing alternativo ap6s a infeccdo de YFV.

Para identificar interacdo de NS5 de YFV com hSlu7 foi realizado ensaio de co-
imunoprecipitacdo. Para verificar alteracdo de splicing celular foram utilizados
replicons pEGFP-ADAR, pll12-IL7R, pEFGP-FGFR2, bem como a alteracdo de
isoformas de XBP-1 end6genos. Os resultados indicam que NS5 de YFV interage com
proteina hSIu7 e que sua interacdo pode influenciar no metabolismo RNA celular. YFV
demonstrou exercer modulacdo no splicing celular, a avaliacdo de replicons sugerem
que em splicing dependente de hSlu7, bem como a independente ocorre uma regulagéo
viral atuando sobre sitios de splicing fraco e que a interacdo hSIu7-NS5 pode alterar
direta e indiretamente a regulagdo trans-acting.

Palavras-Chave: Flavivirus, splicing alternativo, interacdo proteina, proteina nao
estrutural NS5.

ABSTRACT

Yellow fever virus (YFV) causes disease with significant morbidity and mortality in
tropical regions. Several viral strategies are avail for recruitment and alteration of the
biochemical cellular processes. Cellular splicing mechanisms are essential to diversify
the gene expression and increase it’s proteomic potential. Replication of YFV and the
interactions between viral and cellular proteins are unknown. The cellular protein

hSlu7 has an nuclear localization and an important role in the second catalytic reaction



step of the alternative splicing. In our study group demonstrated that under YFV
infection hSlu7 translocates to the cytoplasm. The translocation of proteins between
nucleus and cytoplasm may represent a viral mechanism of cellular gene expression
regulation, interference in the protein availability of the alternative splicing and viral
replication control. This study aimed to characterize the interaction between the viral
protein hSlu7 and NS5, as well as studying the effects of interactions on the
mechanisms of alternative splicing after YFV infection. To identify interaction with
YFV NS5 hSlu7 was conducted co-immunoprecipitation assay. To verify changes in
cellular splicing replicons were used pEGFP-ADAR, PI12-IL7R, pEFGP-FGFR2 as
well as the change of isoforms of XBP-1 endogenous.The results indicated that YFV
NS5 protein interacts with hSlu7 and that their interaction may influence cellular
metabolism RNA. YFV perform modulation on cellular splicing, the evaluation of
replicons suggest that in hSlu7 splicing dependent and independent regulation occurs
viral acting on weak splice sites and that the interaction hSlu7-NS5 can change
directly or indirectly to regulate trans- acting.

Keywords: Flavivirus, alternative splicing, protein-protein interaction, protein
nonstructural NS5



1. INTRODUCAO

1.1 Flavivirus

Os Flavivirus sdo virus que pertencem a um género da familia Flaviviridae, que
englobam outros géneros o Hepacivirus, Pegivirus e Pestevirus (ICTV, 2014). Apesar
de suas particularidades, estes géneros compartilham ndo apenas similaridades
morfolégicas, mas, também, estratégias de replicagdo e organizacdo do genoma
(LINDENBACH, et al. 2007).

Os géneros Hepacivirus e Pegivirus possuem distribuicdo global e estima-se que
infeccbes por HCV e GBV-C contaminem de 2 a 5% da populacdo mundial
(STAPLETON et al. 2011, KOOPOR et al. 2013). Ja os Pestivirus sdo causadores de
diversas doencas em animais, entre eles, os virus de Diarréia Bovina Viral (BVDV-1 e
2), Peste Suina Classica (CSFV) e HoBi-like ou BVDV-3 considerado virus emergente
deste gurpo (THIEL et al. 2005; BAUERMANN et al. 2013).

O género Flavivirus compreende mais de 60 virus distribuidos mundialmente,
dos quais, 43 sdo importantes agentes patogénicos humanos, gerando grandes impactos
econdmicos, sociais e de saude publica (MURPHY et al. 1995, FERNADEZ-GARCIA
et al. 2009).

Além disso, permanecem como uma constante e crescente preocupacdo em
relagdo a reemergéncias virais e surgimento de novos virus. Neste contexto, destacam-
se o virus Zika considerado emergente na Africa e o virus West Nile (WNV) nas
Américas (TAPPE et al. 2014, HADLER et al. 2014).

Com base na epidemiologia, antigénica e critérios filogenéticos, os Flavivirus
podem ser divididos em quatro grupos, um possuem transmissao por vetores artropode-
mosquitos, um grupo por artrépode-carrapatos e o Ultimo por vetores ndo conhecidos,
além dos flavivirus exclusivos de insetos (GOULD e GRITSUN, 2008).

O grupo de virus transmitidos por artropodes é o maior e mais representativo
causador de doenca em humanos, também conhecida, como arboviroses. Os arbovirus
sdo virus transmitidos a hospedeiros vertebrados suscetiveis a artropodes hematofagos
infectados, podendo causar febres hemorrégicas, doenca encefélica grave e doenca
febril, com consideravel morbidade e mortalidade (SCARAMAZZINO et al. 2001,
FIGUEIREDO, 2008).



No Brasil foram isolados onze flavivirus, entre eles os quatro sorotipos de
Dengue, Bussuquara, Cacipacoré, Iguape, 1lhéus, Rocio, encefalite de Saint Louis (SLE)
e Febre Amarela. Além destes, ha evidéncias da circulacdo do WNV no pais.

Pauvolid-Correa, et al (2011) relataram a deteccdo de anticorpos neutralizantes
obtidos de equinos amostrados na regido do Pantanal do Mato-Grosso do Sul.
Recentemente, a evidéncia soroldgica da atividade WNV em equinos e galinhas foi
relatada no Pantanal brasileiro e somente em equinos na Paraiba, regido nordeste do pais
(MELANDRI et al. 2012; SILVA, et al. 2013). No entanto, é necessario isolar o virus

em animais, vetores ou humanos para confirmar sua presenca no pais (ARAUJO, 2011).

1.2 Febre Amarela

A Febre Amarela é uma doenca infecciosa aguda, ndo contagiosa, cujo agente
etiolégico é um virus envelopado chamado Yellow Fever Virus (YFV) (LINDENBACH
e RICE, 2001).

Existem sete genotipos do YFV circulando no mundo: cinco genétipos em
diferentes regides da Africa (genGtipo Africano Ocidental, Central, Africano Oeste,
gendtipo do Leste, gendtipo Angola) e dois na América do Sul (gendtipo | e Il da
América do Sul) (BARRET, 2010,).

O virus é endémico em regibes tropicais da Africa e da América Latina, com
uma populacdo total de mais de 900 milhGes de pessoas. Na América Tropical, além do
Brasil, sdo relatados casos em oito paises: na Colémbia, Peru, Bolivia, Venezuela,
Equador, Paraguai, Argentina e ocasionalmente, na Guiana Francesa (WHO, 2013).

Na Africa, onde ocorre maior disseminacdo, a Febre Amarela permanece
endémica em 34 paises e é responsavel por cerca de 90% de todos os casos notificados a
Organizacdo Mundial da Saude (VASCONCELOS, 2002).

H& uma estimativa de 200.000 casos de Febre Amarela por ano, causando
30.000 mortes, em todo o mundo. O nimero de casos da doenca tem aumentado ao
longo das ultimas duas décadas, devido ao declinio da populacdo imunizada, o
desmatamento, a urbanizagdo, a circulacdo da populacdo e alteragdes climaticas (WHO,
2013).

O reservatério natural deste virus sdo primatas ndo-humanos que habitam
florestas tropicais, apresentando como vetor principal mosquitos da familia Culicidae,

(DEGALLIER, et al. 1992). Existem trés tipos de ciclo de transmissio: silvestre,



intermediario e urbano. Todos os trés ciclos existentes na Africa. Ja4 na América do Sul,
apenas ocorrem o ciclo silvestre e urbano (HANLEY, et al. 2013).

No ciclo silvestre, varias espécies de mosquitos sdo responsaveis pela
transmisséo, sendo que no Brasil os géneros Haemagogus e Sabethes sdo 0s principais
vetores. O ciclo é mantido por primatas do género: Alouatta, Callithrix, Rhesus, Cebus,
entre outros. O homem é infectado quando entra em contato com vetor de transmissao
em areas florestais ou periflorestais. No ciclo urbano, o homem € o hospedeiro
amplificador e a transmissdo ocorre diretamente ao homem pela picada do mosquito
Aedes aegypti (ARAUJO, et al. 2010).

No Brasil, a Febre Amarela urbana permanece erradicada desde 1942, quando
foi registrada pela Gltima vez, em Sena Madureira, no estado do Acre. No entanto, a
febre amarela silvestre existe de forma endémica e epidémica e, em varios casos, muito
deles fatais, séo notificados anualmente (BATISTA et al. 2001).

De 2000 a 2010 foram registrados 324 casos de Febre Amarela silvestre,
totalizando uma letalidade de 47,8%, com picos de incidéncia nos anos 2003, 59 casos,
e 2008 com dois surtos em populacbes ndo vacinadas, resultando em 21 casos
confirmados, com nove mortes (letalidade, 43%) na regido sul do estado do Rio Grande
do Sul e 28 casos com 11 dbitos (39%) no estado de S&o Paulo (ROMANO, et al 2014).

O Ministério da Saude continua recomendar a vacinagdo contra a febre amarela
a cada 10 anos, em areas consideradas de risco, embora seja dada prioridade a vacinagédo
primaria de pessoas ndo vacinadas anteriormente nestas areas. Devido as notificagdes de
epizootias, populagdo ndo vacinada em &reas consideradas sem risco, casos de febre
amarela silvestre, entre outros fatores, permanece o risco de reintroducdo da doenca no
ciclo urbano (ROMANO, et al. 2014).

1.3 Replicagéo do virus da Febre Amarela

O virus da Febre Amarela possui 0 genoma constituido de RNA de fita simples,
polaridade positiva, com aproximadamente 11 kilobases de comprimento e apresenta
um cap na posi¢do 5 e auséncia de poli-A na posi¢ao 3° (Figura 1). O virion mede 25-
40nm de diametro e é circundado por envoltorio de natureza lipoproteica. A particula
integra (virion mais envelope) mede entre 40-50nm (MONATH, 2001).

O genoma possui uma Unica fase aberta de leitura (ORF), flanqueadas por duas

regides ndo traduzidas (UTR) nas extremidades 5’ e 3°, contendo aproximadamente 100

3



e 500 nucleotideos, respectivamente. Estas regifes possuem estruturas secundarias
conservadas que dao origem a estruturas de stem-loop (SL), que conferem estabilidade
ao genoma e promove a circularizagdo dos terminais 5’ ¢ 3’, fornecendo sinais
importantes para a regulacdo e expressdo das proteinas virais (MARKOFF, 2003;
BOLLATI, et al. 2010).

A regido ORF do RNA viral expressa uma poliproteina que é processada por
proteases virais e celulares, em trés proteinas estruturais (prM, E e C) e sete ndo-
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Rice et al., 1985).

5 UTR ORF IUTR
CaDISTRUCTURALl NONSTRUCTURAL }—"
. ¢ ¢ 74 b L

@lprM E 1 2A 3 I 4B 5
B j 2K

2Aa

Figura 1: Representacdo de poliproteina de YFV. Trés proteinas virais estruturais, C, capsideo;
prM, precursor da proteina de membrana M; E, envelope; e as sete proteinas ndo-estruturais,
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Fonte KUMMER, 2006.

As proteinas estruturais codificam a formacdo de estrutura basica da particula
viral; a proteina prM codifica o precursor da proteina da membrana M, a proteina E da
origem ao envelope, enquanto a proteina C codifica a formacdo do capsideo viral. A
proteina E é responsavel pela ligacdo do virus na célula mediada por receptor, bem
como pela fusdo com a membrana endossomal, sendo o maior determinante antigénico
viral (LINDENBACH, et al. 2007).

A proteina C forma o nucleocapsideo viral e em sua regido C-terminal apresenta
um dominio hidrofébico importante para a translocacdo ao reticulo endoplasmatico
(RE), atuando como sequéncia sinal para o deslocamento da proteina prM (precursora
da proteina M), (CHAMBERS et al. 1990, MONATH, 2001.)

A proteina M é formada a partir do processamento de sua precursora prM,
clivada no Complexo de Golgi, sendo uma proteina de membrana de particulas virais

maduras.



Ja as proteinas ndo-estruturais sao responsaveis pelas atividades reguladoras e de
expressdo do virus incluindo replicagdo, viruléncia e patogenicidade. A proteina NS1
participa da replicacdo do RNA viral e pode ser encontrada associada a superficie
celular e no meio extracelular de células infectadas de mamiferos. No meio extracelular
esta fortemente associada com a inducdo de resposta imune humoral. Esta proteina tanto
forma um complexo com vias de complementos (Cls e C4), quanto promove a
clivagem de C4 e C4b (FLAMAND et al. 1999; AVIRUTNAN et al. 2010).

A NS2A participa na replicagdo viral e pode estar associada a inibicdo de
interferon. NS2B forma um complexo estdvel com a proteina NS3, agindo como um co-
fator para a atividade serino-protease (KNIPE, 2007).

A proteina NS3 é uma proteina multifuncional, pois tem atividade de serino-
protease na sua por¢cdo N-terminal, RNA-helicase na regido C-terminal e, atividade de
triofosfatase. As proteinas NS4A e B sdo hidrofdbicas, associadas & membrana. Estudos
indicam interacdo NS4A com NS1 e formagdo de complexos com NS2B e NS3, com
funcBes importantes na replicacdo do RNA (LINDENBACH, et al. 2007).

A proteina NS5 é a maior das proteinas virais, apresentando peso molecular de
100 KDa e é altamente conservada entre os Flavivirus. Apresenta atividade de RNA
polimerase dependente de RNA (RNA-dependent RNA polymerase — RdRP) na regido
C-terminal e atividade de metiltransferase na porcdo N-terminal que esta envolvida na
metilagdo da estrutura cap 5° do RNA (REED et al., 1998; KNIPE, 2007).

A replicacdo viral inicia-se com a entrada da particula viral mediada por receptor
e adsor¢do subsequente na célula hospedeira por endocitose (Figura 2). Apds a fusdo do
virion a membrana da célula hospedeira, 0 RNA ¢ liberado no citoplasma e traduzido
em uma poliproteina (VAN DER SCHAAR et al., 2008).

Diversos receptores vém sendo identificados para Flavivirus como GRP78,
HSP70, Heparan-Sulfato (CHEN et al. 1999, REYES-DEL VALLE et al. 2005).
Sommer, (2012) descreveu a participacdo de familia de proteina G acoplada ao receptor
guinase (GRK2 e GRK4) na entrada de YFV.
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Figura 2: Ciclo replicativo dos Flavivirus. (1) Entrada viral por endocitose
mediada por receptor, (2) Acidificacdo: diminuicdo do pH endossomal, fusdo de
membranas, (3) Liberacdo do RNA viral, (4) Poliproteina viral formando complexos
replicativos nas membranas do reticulo endoplasmatico, (5) Formacdo de RNA viral
intermediério, fita negativa serve de molde para producdo de RNA polaridade positiva,
(6) Formacdo de vesicula brotando do reticulo endoplasmatico, (7) Os virions sdo
encaminhados para o complexo de Golgi, onde sofreram maturacéo, (8) O virus maduro

é liberado por exocitose. (Fonte: Fernandez-Garcia et al. 2009)

A replicacdo do RNA acontece no citoplasma em complexos de replicacédo
associados a membranas perinucleares, a partir da sintese de um RNA intermediario de
polaridade negativa, o qual serve de molde para producdo de RNA viral (GARDNER e
RYMN, 2010). Além do RNA gendmico (RNAg), Flavivirus produzem RNA
subgendmico (sfRNA) formado a partir da degradacdo incompleta de RNAg de regido
3’UTR mediada por enzima exonuclease XRN1 (PASTORINO et al. 2010).

A maturacgdo do virus ocorre em membranas intracelulares e os virions brotam a
partir do reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi, dentro de vesiculas

citoplasmaticas, as quais se fundem com a membrana plasmatica liberando as novas



particulas virais ao meio extracelular por exocitose (FERNANDEZ-GARCIA et al.
2009).

1.4 Processamento de RNA

Em ceélulas eucaridticas, a molécula de RNA produzida por transcri¢éo sofre um
processamento constituido por modificacbes covalentes em suas extremidades e
remocao de sequéncias de introns, que sdo descartados do transcrito de RNA pelo
processo de splicing. introns sdo sequencias ndo-codificantes presentes no DNA que
intercalam os éxons, que sdo regides codificadoras.

O processamento ocorre assim que 0 transcrito estd sendo formado: a
extremidade 5' recebe a adicdo de um capeamento e a 3' uma cauda poli-A
(poliadenilacéo). Estas modificacdes sao importantes para a célula distinguir o mRNA
de outros tipos de RNAs, bem como, se a molécula foi devidamente processada
(BLACK, 2003).

Depois do processamento e da retirada dos introns catalisados no precursor de
pre-mRNA, o0 mMRNA maduro associado com proteinas é exportado do nucleo para ser
traduzido em proteina no citoplasma (ALBERTS et al. 2001).

Os introns foram descobertos no final da década de 70 baseados na comparagdo de
sua presenca no DNA e na auséncia no RNA mensageiro, produto da transcricdo do
DNA. Poucos genes de DNA bacteriano, archae e bacteriéfagos contém introns, sendo
mais comuns em eucariotos. Geralmente nestes organismos, estas regides sdo mais
longas que os éxons, entretanto, 0 nimero, tamanho e distribuicdo podem variar nos
organismos (DEUTSCH e LONG, 1999; AST, 2004).

Até o inicio da década de 90, ndo se atribuiam fungdes aos introns. No entanto,
sabe-se que RNAs ndo-codificantes consistem de um grupo diverso de curtas moléculas,
incluindo miRNAs, siRNAs e estdo envolvidas em um gama de processos de regulacéo
dentro do nucleo e citoplasma (ZAMORE e RALEY, 2005; CARNICI et al. 2008).
Diversos estudos tém correlacionado positivamente o niumero de RNA nédo-codificante
com a complexidade dos organismos (AMARAL e MATTICK, 2008).

Os introns de RNA também podem exercer fungédo catalitica e realizar o auto-
splicing. Esta classe de introns é dividida em introns de grupo | e Il. O primeiro grupo
¢ caracterizado por uma estrutura secundaria altamente conservada e pelo seu

mecanismo de excisdo em que os introns catalizam diretamente as duas reacdes de



transesterificacdo, e estd presente nos genes do rRNA nuclear de protozoario (CECH e
BASS, 1986).

O intron do grupo Il também é autocatalitico e possui mecanismo de excisdo
semelhante aos introns que sdo removidos por maquinaria de ribonucleoproteinas, o
spliceossomo (Figura 3). S&o encontrados em alguns genes rRNA, tRNA de
mitocdndrias, cloroplastos, genomas de fungos, plantas, protistas, anelideo e
bacteriofagos (LAMBOWITZ e ZIMMERLY 2004; TORO et al. 2007; VALLE'S et
al. 2008).

Devido as caracteristicas dos introns do grupo Il, incluindo o seu auto-splicing e o
fato de que alguns se dividem em dois ou mais segmentos funcionalmente reassociados,
estudos sugerem que o spliceossomo e o retrotransposon em eucariotos evoluiram deste
grupo (KEATING, et al. 2010; LAMBOWITZ e ZIMMERLY, 2010).

: ~Pre-mRNA
Group Il intron U snBRNAs in spliceosome

Figura 3: Comparagdo das estruturas secundarias de auto-splicing do grupo Il com de
ribonucleoproteinas presentes no spliceossoma. (a) Intros do grupo Il e estruturas secundarias
(b). Maquinaria do spliceossoma a primeira reagdo de transesterificacdo é indicado por setas

pretas, a segunda reacdo, por setas azuis. Fonte: Sharp, 1991, Science 254:663.

1.5 Mecanismo de Splicing
Eucariotos superiores desenvolveram mecanismos complexos e altamente
dindmicos para catalisar o splicing. Este evento, dependendo do organismo, pode
requerer a participacdo de mais de 200 proteinas (WILL e LUHEMANN 2006).
As principais moléculas catalizadoras do mecanismo de splicing sdo cinco
pequenas moléculas de RNA nuclear, snRNAs, (Ul, U2, U4, U5 e U6) que séo
associadas com subunidades protéicas para formar pequenas ribonucleoproteinas

(snRNPs) que formam o cerne do spliceossomo (NILSEN, 2003).



A correta excisdo de introns do pré-mRNA é essencial para a tradugdo do
mRNA maduro em proteinas. Portanto, erros ou mutacdes que alteram os sitios de
splicing sdo frequentemente a causa de diversas doencas. Krawczak, et al (1992)
apontam que aproximadamente 15% das mutacdes que causam doencas genéticas
afetam o splicing do pré-mRNA.

Outra caracteristica importante do splicing € a flexibilidade. Alguns éxons
sofrem o splicing constitutivamente, ou seja, eles estdo presentes em cada mMRNA
produzido a partir de wuma dado pré-mRNA, enquanto que, alguns
tém alteracdes na utilizagdo do sitio de splicing, para gerar formas variaveis de mRNA,
(MATLIN et al. 2005; BLENCOWE, 2006).

O splicing alternativo é predominante em eucariotos superiores e aumenta o
nimero de proteinas expressas a partir de um Unico gene, sendo um importante
mecanismo para gerar diversidade proteica (NILSEN e GRAVELEY, 2010).

Dois tipos de spliceossomo coexistem na maioria dos eucariotos: o spliceossomo
catalizado pelas snRNAs (U1, U2, U4, U5, U6), também conhecido como spliceossomo
depentende de U2, e, um menos abundante, o spliceossomo dependente de U12
(PATEL e STEITZ, 2003).

Este spliceossomo de frequéncia menor possui classe de introns que ndo
possuem regido com sequéncias consenso. A excisao é catalisada por quatro SnRNPs,
Ull, Ul2, Udatac e Ubatac, que sdo diferentes mas funcionalmente andlogos aos
snRNAs da maquinaria de splicing dependente de U2 (HALL e PADGETT, 1994;
VALADKHAN, 2010).

Introns de tipo U12 sdo encontrados em plantas e em metazoérios incluindo
vertebrados, insetos e cnidarios (BERGE et al. 1998). Embora existam poucos desses
introns no genoma das espécies citadas, a sua persisténcia durante praticamente toda a
evolucdo de metazoarios indica que possuem origem antiga e importante fungéo celular
(PATEL e STEITZ, 2003).

1.6 Spliceossomo
A montagem do spliceossomo requer diversas redes de interag0es ordenadas de
RNA-RNA e RNA-proteinas com importantes mudancas estruturais durante sua

ativacdo catalitica (BROW, 2002). Trés pontos séo criticos para o inicio da montagem



do spliceossomo: o sitio 5', o ponto de ramificagdo e o sitio 3' presentes em cada intron.
Estes representam sinais de reconhecimento dos snRNAs, através de pareamento de
bases, para a delimitacdo da montagem da maquinaria (WILLe LUHRMANN, 2007).

Inicialmente, o complexo U1 snRNP ¢é associado com o sitio 5' de splicing, bem
como fatores ndo-snRNPs. Em metazoérios, estes incluem a U2AF e a SF1 que
interagem com polipirimidina e o ponto de ramificacdo no sitio 3' do splicing (Figura
4) (KONARSKA, et al. 2006).

Em seguida, a molécula U2 snRNP associa-se ao ponto de ramificacao,
formando um complexo. Apds a ligacdo estavel de Ul e U2 ao pré-mRNA, sdo
recrutados para os sitio 5' as sSnRNPs U4, U5, U6, que estdo pareadas formando um
complexo tri-snRNP.

Apds associacdo do tri-snRNP, ocorrem diversos rearranjos que desestabilizam a
interagdo U4/U6, incluindo o deslocamento U1 na extremidade do sitio 5' por U6. Nesta
etapa, a Ul e U4 sdo liberadas da maquinaria do spliceossomo.

Além disso, uma rede de emparelhamento extensa de base é formada entre U6 e
U2, que justapde ao sitio 5' e 0 ponto de ramificacdo para o primeiro passo de splicing.
Participam também nesta etapa as proteinas, Prp28, Brr2 e Snull4, que catalizam a
estabilizacdo dos rearranjos de RNA-RNA e RNA-proteinas e o correto pareamento de
bases. Também, realizam o acoplamento da energia de hidrélise do ATP a maquinaria
do spliceossomo (WILLe LUHRMANN, 2011).

Na sequéncia catalitica, a proteina Prp2 da familia RNA helicase gera um
complexo que catalisa o primeiro dos dois passos de splicing. Isto produz um novo
complexo, que, por sua vez, catalisa o segundo passo de splicing envolvendo o ataque
nucleofilico na juncédo 3' do 'splicing pelo 3'OH do exon 5 ' liberado no primeiro passo.

Em seguida, a proteina Prp16/H-ATPase promove mudancas necessarias para o
segundo passo. E proposto que a Prpl6 desempenhe um papel central na transicio
conformacional do primeiro passo para o segundo, funcionando como um marcador
temporal entre as etapas do splicing (NILSEN e GRAVELEY, 2010).

Participam também, ap6s a Prpl6, as proteinas Prpl8, e Prp22 auxiliando o
alinhamento dos grupos reativos responsaveis pela segunda etapa (SMITH et al. 2008).
A Prp22 também & necessaria para a liberagdo dos introns a partir do pré- mRNA
(SCHWER, 2008). Nesta etapa também participa a proteina hSlu7 que atua da escolha
de sitos de splicing 3' porém, nao é essencial para o splicing . (CHUA e REED, 1999).
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Apbs a catalise da segunda etapa do splicing, os complexos tri-snRPNPs (U2,

U5 e U6) permanecem unidos aos introns excisados do pré-mRNA. Os éxons se unem,

formando o mMRNA maduro.
A Prp43 é recrutada para catalisar a dissociac¢do do spliceossomo e liberacao das

snRNAs que ficardo disponiveis para participarem de novos ciclos de splicing (TSAI et

ai. 2007).
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Figura 4: O ciclo de spliceossomo. O pré-mRNA é mostrado em preto, e a localizagdo do

ponto de ramificagdo € marcada por um A. Os exons sdo mostradas como retangulos solidos e o

introns € representado por uma linha fina. O spliceossoma complexos e SnRNPs sdo mostradas

em cinza. Os principais passos de ciclo spliceossomo, catalise, montagem, desmontagem e
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reciclagem estdo marcados na gréfico. As principais etapas de reviséo de spliceossoma ciclo séo

marcados por sinais de rel6gio. Fonte: Valdkhan e Jaladat, 2010.

1.7 Splicing X Virus

Diversos virus que infectam as células eucarioticas tém evoluido para explorar
splicing de RNA como forma de diversificar sua expressdo génica e, assim, aumentar
seu potencial protedmico, bem como utilizar o splicing como um mecanismo de
regulacao pos-transcricional de seus genes.

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) utiliza numerosos sitios de splicing 5' e 3'
de uma forma temporal para gerar um namero estimado de 40 mRNAs diferentes em
uma célula infectada (PURCELLI e MARTIN, 1993; SCHWARTZ et al. 1990).

Em papilomavirus, o splicing de RNA alternativo esta associado com o ciclo de
vida do virus e depende da diferenciacdo do estado de queratindcitos do hospedeiro
(ZENG, 2004).

O virus Epstein-Barr (EBV) codifica uma proteina nuclear durante o ciclo litico
essencial para sua replicacdo. A SM é uma proteina que se liga a RNA e aumenta a
expressdo de genes de EBV através da estabilizacdo do mRNA e facilitando a
exportacdo nuclear. Além disso, influencia no splicing celular do hospedeiro (VERMA,
etal. 2010).

O herpes virus simplex tipo 1 (HSV-1) codifica proteina ICP27, um regulador
multifuncional da expressdo do gene durante a infeccdo. A ICP27 é altamente
conservada em herpesvirus, com pelo menos 30% de identidade de aminoacidos entre a
familia Herpesviridae (CHEN, et al. 2005). Diversas interacdes entre ICP27 e proteinas
celulares tém sido descritas, incluindo fatores de splicing, proteinas de exportacdo e
RNA polimerase Il (SANDRI-GOLDIN, 2008; SMITH, 2005). A ICP27 também tem
sido associada a funcBes no citoplasma interagindo com poliribossomos, fatores de
traducdo elF3, elF4G e proteina de ligacdo poli(A), sugerindo um papel importante na
traducdo do mRNA viral (FONTAINE-RODRIGUEZ e KNIPE, 2008; LARRALDE et
al. 2006).

Outro fator importante na evolugdo de virus é a tendéncia de desenvolver
mecanismos para controlar ou desativar o transporte nucleo-citoplasmatico de células

hospedeiras, através do Complexo Poro Nuclear (NPC). Varios virus podem interferir
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em vias de importacdo ou de exportacdo nuclear, interagindo ou degradando receptores
do transporte celular (PETERSEN, etal. 2001; PARK, et al. 2010).

Malik et al (2012) descreveu a interacdo direta da proteina ICP27 de HSV-1
com receptor Nup62 do Complexo Poro Nuclear, inibindo vias de transporte de
exportacdo nucleo-citoplasma do hospedeiro. A Nup62 esta localizado no centro do
NPC e geralmente € alvo para muitos virus (FONTOURA, et al. 2005).

Em Flavivirus as fungdes de todas as proteinas virais ainda nao foram totalmente
estabelecidas. Sabe-se que as proteinas estruturais sdo incorporadas ao virion durante a
maturacdo e liberagcdo viral e as proteinas ndo-estruturais sdo responsaveis pela
replicacdo nas células infectadas, bem como envolvidas em mecanismos antivirais
(MONATH, 2001; COSTA et al. 2013).

A proteina ndo-estrutural NS5 de Flavivirus € uma das proteinas mais
importantes do complexo de replicagdo e podem interagir com um amplo grupo de
proteinas do hospedeiro para a replicacdo do virus. Estudos recentes demonstraram a
interacdo de proteinas virais com proteinas celulares envolvidas na splicing (LE
BRETON et al. 2011, MAIRIANG et al, 2013).

NS5 é também identificada no nucleo de células infectadas por alguns
Flavivirus, incluindo YFV e DENV, demonstrando que NS5 pode apresentar fungdes no
nucleo celular, como a interacdo e a modificacdo de proteinas e fungbes celulares
(RAWLINSON et al. 2007).

Madrid, 2007 identificou interacdo de NS5 de YFV com a proteina hSlu7,
também foram detectadas as interacbes com as proteinas SNF5, p54, elF3, MIF, entre
outras, que estdo envolvidas na remodelacdo de cromatina, fator de transcricdo
multifuncional, fator de traducdo e regulacdo de resposta imune e inflamatoria,
respectivamente.

A proteina hSlu7 esta envolvida com processos de splicing alternativo e é
importante para o segunda etapa catalitica do spliceossomo (CHUA e REED, 1999).
Esta proteina de localizacdo nuclear transloca para o citoplasma apos a infeccdo de YFV
(GAVIOLLLI, 2011).

BRONZONI et al (2011) identificou interacdo de NS5-U1A, uma proteina
envolvida na primeira etapa catalitica do splicing celular e poliadenilagéo.

Em ensaio de duplo hibrido, foi observado uma gama de proteinas humanas
interagindo com proteinas virais NS3 e NS5, entre elas proteinas do complexo
ribonucleico HNRNPF,e HNRPH3 (LE BRETON et al. 2011).
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InteracGes de proteinas virais e celulares, interferéncia na fosforilacdo proteica e
alteracdo em vias de transducdo de sinal podem atuar direta e indiretamente em
mecanismo de regulacdo de sitio de splicing, promovendo mudancas no quadro de
leitura e possiveis alteracGes em proteinas celulares. Apesar de identificados diversas

interacbes ndo ha descritos na literatura para Flavivirus o impacto destas no splicing
celular.
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2. JUSTIFICATIVA

A Febre Amarela é uma doenca com relevante taxa de letalidade e representa
um problema de salde publica. Nao existe tratamento especifico para a doenca, apenas
tratamento suporte ao paciente para as manifestacdes da doenca e suas complicagoes.

Além disso, diversas combinacdes de fatores estdo associados com o
ressurgimento da Febre Amarela: epizootias recentes; a exposicdo de uma populacdo
susceptivel humana ndo imunizada; condi¢cBes favoraveis para a alta densidade e
expansdo de vetores; surgimento de uma nova linhagem genética e circulacdo de
pessoas.

Estudos da biologia e do comportamento viral sobre o controle exercido pelo
virus na maquinaria celular do hospedeiro sdo extremamente importantes, uma vez que,
a replicacdo dos Flavivirus ainda ndo é completamente compreendido.

Diversas interacdes entre o RNA viral, proteinas virais estruturais e nao
estruturais e proteinas celulares indicam que estas podem causar efeitos na sinalizacdo
celular sobre o controle de splicing alternativo, transporte nicleo citoplasma e controle
de respostas imunoldgicas.

Assim, uma abrangente compreensdo dos mecanismos em que 0s Vvirus podem
mediar ou exercer sinalizacao para regular splicing celular sdo importantes e oferecem

novos insights sobre a biologia do virus de Febre Amarela e sua patogenicidade.
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3. OBJETIVO

Avaliar o efeito da infeccdo de YFV-17DD na modulacdo de splicing celular

alternativo dependente de hSlu7.

3.1 Objetivos especificos

Confirmar interacdo de NS5 de YFV com proteina celular hSlu7 por

imunoprecipitagéo;

Verificar a influencia da infeccao por YF na expressdo de genes reporters de
splicing (IL7r, ADAR2, FGFR2 e XBP-1);

Verificar o papel de superxpressao de hSlu7 na replicacdo viral.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Células e virus

As células Embrionérias Humanas de Rim (Hek-293T), carcinoma hepatocelular
humanas (HepG2) e células de rim de Macaca mulatta LLCMK?2 foram cultivadas em
Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino
(FBS), 100U/ml de penicilina, e 100U/ml de estreptomicina. Células Vero E6 foram
cultivadas em meio essencial minimo (MEM) contendo 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB), 100U/ml de penicilina, e 100U/ml de estreptomicina. As células foram mantidas
a 37 °C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. O Virus da Febre
Amarela cepa 17DD (Fiocruz, Brasil) foi multiplicado em células C6/36. Para tanto, a
monocamada celular com aproximadamente 90% de confluéncia, foi infectada com
YFV 17DD por 1 hora a 28 °C e, posteriormente, incubada por sete dias com meio de
matunencdo Leibovitz-15 acrescido de 1% SFB. ApOs periodo de incubacdo, o
sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -80 °C para a determinacéo de titulo viral.

O titulo viral foi em linhagem celular Vero E6 por método de formacéo de placa
de lise e os valores foram expressos em Unidades Formadoras de Placa por mL
(PFU/mL).

4.2 Co-imunoprecipitacéo

Co-imunoprecipitacdo da pEGFP-hSIu7 com a proteina viral ndo-estrutural NS5,
foi realizado conforme metodologia descrita por Chua e colaboradores (2004), com
algumas modificagbes. Células Hek-293T foram cultivadas em placa de 6 wells e
transfectados com 4 ug do plasmideo pEGFP-hSIu7 utilizando TurboFect (Fermentas),
de acordo com recomendacdo do fabricante. Ap6s 24 horas de cultivo, as células foram
infectadas com MOI de 5 de YFV, por 1 hora, a 37°C, 5% de CO, e posterior adi¢do de
meio de manutencdo. Ap6s 24 horas as células foram lavadas com PBS 1X, e
ressuspendidas e incubadas em tampéo de Lise NP-40 (50 Mm Tris, pH 7.4, 250 mM
NaCl, 5mM EDTA, 50 mM NaF, 1ImM NaszVOa, 1% Nonidet P40, 0.02% NaNs, 1 mM
PMSF e inibidor de protease) por 30 mim a 4°C. Os debris celulares foram removidos
por centrifugacdo a 12.000g, durante 10 mim, a 4 °C e o extrato celular submetido a
precipitacdo.O lisado celular foi incubado com dynabeads Protein G (Invitrogen)
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ligadas ao anti-GFP produzido em camundongo, concentracdo 1:1000, segundo
recomendacdo do fabricante . O precipitado imune foi separado em gel 12 % SDS-
PAGE, a 100 V por aproximadamente 3 horas em cuba vertical/ Amersham
Biosciences) e identificados por Western Blot. As proteinas separadas no gel foram
transferidas para membrana de nitrocelulose PVDF, em 25 V, 300 mA por 1:40 h. A
membrana permaneceu em solugéo de bloqueio (PBS 7,4 acrescidos de 0,1% de Tween-
20 e 10% de leite em pd) sob agitacdo branda por 1 h em temperatura ambiente. Foi
realizado um WB com anticorpo primario anti-GFP, diluicdo 1:1000 (Sigma),
produzido em camundongo e outro WB com anticorpo primario anti-NS5 de YFV
(gentilmente cedido pelo Dr. Charles Rice, Rockfeller) na dilui¢gdo 1:1000 produzido em
coelho. Os anticorpos primarios foram incubados overnight a 4 °C. Ap0s incubacédo as
membransa foram submetidas a trés lavagens de 5 minutos, com PBS 1X, acrescido de
0,3 % de Tween, e em seguidas incubadas com anticorpo secundéario (anti-camundongo
e anti-coelho com as membranas respectivas) conjugado a peroxidase em solugdo de
bloqueio, a temperatura ambiente por 1 hora. Apo6s incubacdo as membranas foram
submetidas a revelacdo com reagente quimioluminescente (ECL Plus Western Blotting

Detection Reagents, Amersham. GE Healthcare).

4.3 Ensaio de splicing alternativo de replicon pEGFP-C3-ADAR?2

Inicialmente o plasmideo pEGFP-C3-ADAR2 cedido gentilmente por Dr. Gil
Ast, Sackler School of Medicine, Tel Aviv University, Israel, foi transformado em E.
coli cepa DH5a por técnica celular quimiocompetente utilizando Cloreto de Calcio e
choque térmico. A cultura transformada foi semeada em placas contendo meio LB
solido, com o antibi6tico kanamicina e incubada por 16 horas a 37°C. As col6nias
resistentes a kanamicina foram selecionadas e inoculadas em meio LB liquido contendo
antibidtico citado para expanséo clonal. A cultura foi centrifugada a 7.500g, por 15
minutos e o pellet foi utilizado para extracdo de DNA plasmidial, segundo protocolo em
in house ou por kit QIAGEN Plasmid Maxi, de acordo com instruc@es do fabricante. O
DNA plasmidial obtido foi quantificado por espectofotbmetro e em seguida,
sequenciados para confirmacao.

Células Hek-293T foram tripisinizadas e semeadas em aproximadamente 1,0
«10° em placas de 6 pocos. Quando a monocamada atingiu 60% de confluéncia, as
células foram transfectadas com Lipofectamine 2000 (Invitrogen) na razdo de 1:2 (DNA

plamidial: lipofectamina) em meio DEMEM sem soro, segundo recomendacdes do
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fabricante. Apds 24 horas, po¢os em duplicata foram infectadas com YFV 17DD, MOI
de 5. Células transfectadas sem infecgdo representaram o controle negativo e células
transfectadas submetidas a estresse por irradiagdo UV-C 0.3 J cm o controle positivo.
A extracdo de RNA total utilizando reagente trizol foi realizada 6h e 12h apds
infeccdo e quantificado por espectrofotometro. A partir de lug/mL de RNA foi
realizado tratamento com 1U DNasel previamente & transcrigdo reversa. O cDNA foi
sintetizado usando Oligo(dt) e Kit Superscript Il Firt Strand (Invitrogen). Para
verificacdo relativa dos niveis de expressdo de isoformas de mRNA ADAR2 foi
realizado Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), Kit PCR SuperMix. Os produtos de
PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 2% juntamente com o controle
enddgeno a-Tubulina e analisados por programa de imagem Kodac Molecular Imaging
Software. A porcentagem de exclusdo do exon 8 foi calculada conforme formula: °C

(excluséo / (exclusdo+inclusdo) X100.

4.4 Avaliacdo do efeito da superexpressao transiente de hSlu7 na replicacéo

do virus da Febre Amarela em cultura celular

4.4.1 Superexpressao de hSlu7

A superexpresséo transiente de pEGFP-hSIu7 foi realizada em células Hek-293T
cultivadas em placas de 6 pogos, com aproximadamente 60 % de confluéncia a
monocamada foi transfectada com plasmideo pEGFP-hSIu7 em concentracdes
crescentes de 0,5 ug/mL a 4,0 ug/mL (Figura 5), apés 24 horas as células foram
infectadas com YFV17DD MOI de 5. Apos adsorcdo do virus (1 hora), o meio de
cultura foi retirado e a monocamada foi lavada com PBS1x e adicionados meio DMEM
com 1 % de SFB. Células infectadas sem transfeccdo e transfectadas com plasmideo
pEGFP vazio representaram controles positivo e negativo, respectivamente. O
plasmideo pUC21a foi transfectado junto para equivaléncia molar. O sobrenadante foi
recolhido apds 24 horas de infeccdo para deteccdo de RNA viral por gRT-PCR. As
ceélulas foram lisadas com tampdo NP-40 para verificar a expressdao da proteina. O
lisado celular foi recolhido, centrifugado para retirada de debris, a 12000g, por 10
minutos, a 4 °C, dosados por método de Bradford. Em seguida, eluidos em SDS loading
buffer (Tris-HCI 0,125 M, SDS 4%, glicerol 20%, 2-beta, mercaptoetanol 10% e azul de
bromofenol 0,001 M). As amostras foram aplicadas em gel SDS-PAGE 10% , a 120 V
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por 2 horas esubmetidas a WB com anticorpo primario policlonal anti-hSlu7 (Abcan)
produzido em camundongo, diluido 1:500 e anticorpo secundario conjugado a

peroxidase, 1:1000.

pPpEGFP-hSlu7 pUC2la Total
0,5 ug 3,5ug 4,0 ug
1,0 ug 3,0ug 4,0 ug
2,0ug 2,0ug 4,0ug
3,0ug 1,0ug 4,0 ug
4,0 ug 0 4,0 ug

Figura 5: Concentracdo de plasmideos transfectados
Para andlise da superexpressao de hSlu7 na replicacio
de YFV.

4.4.2 gRT-PCR para avaliagdo da replicacdo de YFV

O RNA viral foi extraido a partir de 140 uL do sobrenadante recolhido do
ensaio de superexpressao de hSlu7 pelo Qiamp Viral RNA Kit (Qiagen), de acordo com
recomendacdes do fabricante.

As reacOes foram realizadas com Kit SuperScriptllI® Platinum® Syber Green
One-Step gRT-PCR (Invitrogen), contendo, 5 uL de RNA, 0,5 uL de SuperScriptlll
Planitum Taq Mix, 12,5 uL de SYBR Green, 0,5 uL ROX, 1 uL de primer NS5YFSEQ
1663F (5-TTGAACTACATGAGCCCACATC-3) e NSHYFSEQ1828R  (5'-
CATAAGTCACTACCTGCCCG-3") a 10uM cada, e adgua para completar volume total
de 25 uL. As reagOes foram realizadas em StepOnePlus Tempo Real PCR System
(Applied Biosystem) utilizando MicroAmp Fast Optical 48 Well Reaction Plate,
submetidas a 50°C por 20 min, 95°C por 5 min, seguidas de 40 ciclos: 95°C por 3 seg,
60° e adicionado curva de melting. A curva padréo foi realizada com a amostra vacinal
de YFV 17 DD contendo 10%, 103 10° 10’ PFU/mL. Foram realizados ensaios em
triplicata e analisados por teste ANOVA Prism 8.0.

20



4.5 Ensaio de splicing alternativo de XBP-1

Células Hek-293T foram cultivadas em placas de 6 pocos por 24 horas para
atingirem confluéncia de 60 %, em seguida, infectadas com YFV 17DD, MOI de 5. O
RNA total foi extraido com trizol, de acordo com instrugdes do fabricante, 6h, 12h, 24h,
48h e 72h, apos infeccdo e quantificado por espectrofotdbmetro. A partir de lug/mL de
RNA foi realizado tratamento com 1U DNasel previamente a transcri¢do reversa. O
cDNA foi sintetizado usando Oligo(dt) e Kit Superscript Il Firt Strand (Invitrogen).
Para verificagdo relativa dos niveis de expressdo de isoformas endégenas da proteina
XBP-1 (XBPu-1/ XBPs-1) foi realizado Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR), Kit
PCR SuperMixer, com primer especificos. Células ndo infectadas e a expressao génica
constitutiva de 3-Actina foram utilizadas como controle.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 3,5% e
a expressdo das isoformas quantificadas utilizando programa de imagem Kodac

Molecular Imaging Software.

4.6 Ensaio de alteracao de splicing de replicon de IL7R

Os plamideos foram gentilmente cedidos por Dr. Mariano A. Garcia-Blanco,
Duke University: pl-12 codifica isoforma s-ILR7 considerado plasmideo controle, e pl-
ILR7 codificando duas isoformas r-ILR7 e s-ILR7. Células Hek-293T foram
tripsinizadas e cultivadas em placas de 6 pocos por 24h, para atingirem confluéncia de
60%. A transfeccdo dos plasmideos foi realizada com reagente TurboFect (Fermentas)
na razéo de 1:2 (6 ug DNA plasmidial: 12 ul de reagente de transfeccdo). Apds 24h, as
células foram infectadas com YFV 17DD, MOI de 5. O RNA total foi extraido
utilizando trizol, apds 24h, e quantificado por espectrofotdémetro. Em seguida, foi
realizado tratamento com DNase e sintese de cDNA como descritos no item 4.2.

Para reacdo de PCR foram utilizados 2 uL de cDNA, adicionadas de primers
forward (T7) e reverse (Sp6), em concentragdo de 20 pmol, respectivamente. A
expressao génica de células ndo infectadas, assim como, do gene constitutivo 3-Actina
foi utilizada como controle.

Para verificacdo de isoformas os produtos de PCR foram analisados por

eletroforese em gel de poliacrilamida 5% e impregnados com nitrato de prata. A
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expressdo dos transcritos foi quantificada utilizando programa de imagem Kodac
Molecular Imaging Software.

4.7 Ensaio de splicing alternativo de Receptor 2 de Fator de Crescimento

de Fibroblasto FGFR2

Os plamideos, gentilmente cedidos por Dr. Mariano Garcia-Blanco, Duke
University, pEGFP-N1-pGllicl> e pGFP-N1-pGAA seguiram o mesmo plano de
trabalho, citados no item 4.3.

Para avaliacdo deste ensaio foram produzidas células estaveis, que
correspondem a expressdo constitutiva do plasmideo. HepG2 e LLCMK2 foram
cultivadas em placa de 6 pogos em concentracdo de 1,5 x10° células por cavidade, para
atingirem confluéncia de 60%. Ap6s 24 horas, as ceélulas foram transfectadas com
reagente TurboFect na proporcdo 2:1 (DNA: reagente de transfeccdo), seguindo
recomendacdes do fabricante. Apds 48 horas de transfec¢do, o meio de cultura foi
substituido por DEMEM suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) e 500
ug/mL de Geneticina (G418-Sigma) para selecdo contendo replicon, células nédo
transfectadas também foram tratadas com meio contendo G418. Apds a morte do grupo
controle, as células selecionadas foram expandidas em garrafas com meio suplementado
a 10%SFB e 125 ug/mL de G418. Posteriormente congeladas e armazenadas em
nitrogénio liquido.

Para analise de fluorescéncia em FACSCalibur, células HepG2 e LLCMK2
estaveis foram cultivadas em placas de 6 pogos com e sem infeccdo (YFV, MOI 5).
Células sem o replicon e estaveis com o plasmideo vazio (pEGFP-N1) foram utilizadas
como controles para avaliacdo de autofluorescéncia e ajustes de voltagem e controle do
ensaio, respectivamente.

As células foram ressuspensas em 500 uL de tripsina, acrescentado mesmo
volume de SFB10%, centrifugadas por 1000g, lavadas em PBS 1X, submetidas a nova
centrifugacdo e adicionados 2 mL de PBS 1X e levadas para analise de fluorescéncia.
As amostras foram padronizadas para aquisi¢cdes de 50.000 células por amostra.

22



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Co-imunoprecipitacdo de hSlu7 e NS5 de YFV

Os resultados indicam que NS5 de YFV pode interagir com hSlu7 em células de
mamiferos. A figura 6 mostra eficiente imunoprecipitacdo de hSlu7-GFP com beads conjugadas
com anti-GFP e analisados por Western blotting com anti-GFP e anti-NS5.

A proteina ndo estrutural NS5 de YFV foi precipitada nas células transfectadas com
hSlu7-GFP e infectadas, e ndo detactada na ausencia desta proteina fusionada (pEGFP).
Similarmente, NS5 n&o foi imunuprecipitada contendo somente hSlu7-GFP.

hSlu7
YFV hSlu7 pEGFP Mock YFV

' 100 kDa
B

Figura 6: Co-imunoprecipitacdo utilizando dynabeads conjugadas com anti-GFP para
imunoprecipitar pEGFP-hSIu7 e NS5 de YFV em células Hek-293T. As proteinas
coimunoprecipitadas foram analisadas por WB 24 horas apés infec¢do. (A) Lisados celulares
imunoprecipitados com anti-GFP e WB anti-GFP. (B) Lisados celulares imunoprecipitados com
anti-GFP e WB anti-NS5. hSlu7+YFV: células transfectadas com pEGFP-hSIu7 e infectadas,
hSlu7: controle positivo, pEGFP: controle negativo, YFV: células sem transfeccéo e infectadas.

Estes dados confirmam ensaio anteriormente realizado por screening de duplo-
hibrido em levedura. Neste estudo, além da identificacdo de hSlu7 como parceira
interativa de dominio RdRp de NS5, foram identificadas mais 32 proteinas celulares,
grande parte relacionadas com o metabolismo de RNA (Dissertacdo MADRID, 2007.).

A busca por interacdes entre proteinas virais e do hospedeiro podem gerar dados
relevantes para melhor compreensdo da dindmica da replicacdo viral, bem como a
modulacdo celular mediada pelo virus. Flavivirus evoluiram para diversas interagdes
moleculares com fatores de celulas hospedeiras que sdo provaveis para elucidar as

diferengas na patogénese de infecgdes virais. Pesquisas com iRNA revelaram que mais
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de 300 proteinas do hospedeiro afetam o resultado de infecgdo por WNV (KRISHNAN
et al. 2008).

Estudos utilizando sistema de duplo hibrido em levedura identificaram novas
interacdes proteina hospedeiro - Dengue. Khadka et al (2011) detectaram 139 proteinas
sendo 105 do figado humano, sugerindo que fatores do hospedeiro podem ser
importantes para o ciclo de vida do virus da Dengue. Le Breton et al (2011) identificou
108 intera¢cdes envolvendo proteinas humanas e as proteinas NS3 e NS5 de sorotipo 2.

Outro estudo realizou screening de proteinas virais com proteinas de mosquito
gerando dados importantes na identificacdo e compreenséo da interacédo entre os quatro
sorotipos de Dengue e seu hospedeiro fornecendo alvos candidatos a desenho de drogas
e estratégias de controle do vetor (MAIRIANG, et al. 2013).

Moraes e colaboradores (2013) identificaram interacdo de NS5 de YFV com
fator de traducdo eucariotico 3, subunidade L (elF3L), e determinaram relevante papel
na replicagéo viral.

IFN do tipo 1 séo a primeira linha de defesa a infeccdo viral produzidos pelos
mecanismos de resposta inata humana, e portanto, muitos virus tém como alvo estas
moléculas para estabelecer uma infeccdo eficiente no hospedeiro. A interacdo ja bem
caracterizada de NS5 com via de transdutor de sinal e ativador de transcrigdo 2 (STAT-
2) leva a sua degradacdo e desempenha um papel importante no bloqueio e producao de
IFN contribuindo para evasdo a imunidade e patogénese do virus da Dengue (ASHOUR
et al. 2009; MORRISON et al 2012; GREEN et al. 2014). Proteinas ndo-estruturais
NS2A, NS4A , NS4B também apresentaram bloqueio de via de sinalizacdo de JAK /
STAT, reduzindo a fosforilacdo e a translocacdo nuclear de STAT1, o componente
chave do IFN tipo | via de transducdo de sinal interferindo na inducéo e ativacdo de
genes estimuladores de interferon (ISG) (MUNOZ-JORDAN, 2003).

Portanto, a identificacdo das interacdes de hSlu7-NS5 abrem possibilidades para

investigacdo de estudos funcionais.
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5.2 Avaliacao splicing alternativo de pEGFP-C3-ADAR2

Para verificar se a interagcdo de NS5 de YFV com hSlu7 causa impacto no
splicing celular foi utilizado replicon da proteina ADAR2 contendo trés éxons e regido
de afinidade para hSlu7 (Figura 7).

s o (Exon7 [
(o7 )y (s )—(was )

[ Exon7 I Exon9 ]

ITTTTGAGACGAG

Figura 7: Representacdo esquematica do mini-gene ADAR2 e o possivel splicing alternativo
gerado pela regulagdo da proteina hSlu7.

A proteina hSIu7 possui localiza¢do nuclear e atua na selecéo de diferentes 3’ss
durante a segunda reacao do splicing. Estudos indicam que submetidas a estresse essa
proteina migra para o citoplasma alterando sua concentragdo nuclear e sugerindo papel
na modulag&o no splicing celular (SHOMRON et al. 2005,).

Em um estudo anterior de nosso grupo (GAVIOLLI, 2011) foi demonstrado que
a infeccdo por YF17D altera a localizacdo subcelular de hSlu7, fazendo com que esta
proteina se relocalize no citoplasma. O que levou a hipétese de que a infec¢do por YF
seria capaz de alterar o splicing dependente de hSlu7.

Os resultados apontam para a modulacdo de splicing celular. Na figura 8, é
possivel observar que a infeccdo por YF17D alterou o splicing para a exclusdo de exon
8 aumentando a intensidade de banda de 600pb. Os dados sugerem que em splicing

dependente de hSlu7 ocorre uma regulacdo viral atuando sobre sitios de splicing 3’

fraco.
& 5 ¢85 Lo $5 45
‘95' & $§‘° T S & v§ <?§
Adar 2 69Opb
600pb
R-Tubulina
145pb

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose de 2% representando transcritos do mini-gene

ADARZ2. Células Hek-293T transfectadas sem infeccéo representam o controle células expostas
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ao estresse (irradiagdo UV-0.3 J cm?) o controle positivo e B- Tubulina foi utilizado como

controle enddgeno.

Na figura 9, ensaios em triplicata foram analisados e a média de excluséo do
exon 8 apresentou um aumento em sua expressdo, principalmente em 12h apds infeccéo.
E possivel que tanto a interagdo NS5-hSlu7 quanto a translocagdo para o citoplasma
possam influenciar na disponibilidade da proteina, conduzindo a diferentes selecdes de

3’ss e assim gerar diferentes padroes de mMRNAS.

70

60

) 1

40 l

30

m6h
12h

% Exclusfio exon 8

20

10

Controle uv YFV

Figura 9: Analise da porcentagem da média em triplicata da exclusdo exon 8 na transcrigdo do
mini-gene ADAR 2. Controle negativo: células transfectadas sem infeccéo, controle positivo:
celulas tratadas com UV.

A hSlu7 possui trés dominios funcionais, um sinal de localizacdo nuclear
(NLS), um motivo dedo-zinco e uma regido rica em Lisina. Os dominios NLS e dedo de
zinco se sobrepfem para manter a proteina no nucleo impedindo sua exportagdo via
CRML1. A translocagdo de hSlu7 é dependente de cascata N-terminal Jun-quinase (JNK)
(SHOMRON et al, 2004).

A proteina NS5 de alguns Flavivirus utilizam a mesma via de exportacéo
nuclear de hSlu7. Rawlinson et al 2009 determinaram que a acumulagéo nuclear de NS5

durante a infeccdo, devido a inibicdo CRML1, alterou a producéo de virus e diminuicéo
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da inducdo do antiviral interleucina 8 (IL-8). A translocagdo de proteinas entre o nucleo
e o citoplasma em eucariotos fornece poderoso mecanismo de regulagdo da expressdo
génica.

Outro ponto importante é a alteracdo da isoforma de Adenosina Desaminases
agindo em RNA 2 (ADAR?2). Esta proteina catalisa a edi¢cdo de Adenosina para Inosina
em RNA dupla fita. Esta é lida como Guanina pelos processos celulares, gerando
alteracdes nos codons de leitura, instabilidade no RNA, ou ainda um novo local de
splicing (GEORGE, et al 2011).

ADAR?2 enddgeno possui 15 exons que sofrem eventos de splicing alternativo
dando origem a isoformas com atividades funcionais diferenciadas. Splicing alternativo
envolvido com exon 5a em humanos reduzem atividade da enzima in vitro, no entanto,
em camundongos este evento adiciona extensdo de 30 nucleotidios gerando isoforma
com alta atividade de edicdo (RUETER et al. 1999).

A expressdao de ADAR2 é ubiqua em varios tecidos, mas, em abundancia no
cérebro e é diferencialmente transcrito em estagios de desenvolvimento fetal, neonatos e
adultos (KAWAHARA, et al. 2005). Isto sugere que em um contexto de infeccdo viral
fatores intrinsecos do hospedeiro podem influenciar na patogénese viral.

Pesquisas tem descrito que em infecgdes virais ADAR exerce papel
diferenciado, tanto como um antiviral, quanto proviral (SAMUEL, 2011). Atividade
proviral foi descrita em Hepatite Delta virus, HIV-tipol, Vesicular estomatite virus e
Epstein-Barr virus. Nestes estudos € demonstrado que ADAR1 é responsavel por
aumentar a replicacdo viral por dois mecanismos: edicdo de RNA e inibi¢do de proteina
quinase (PKR) (GANDY, et al. 2007; 1IZASA, et al. 2010; LI e SAMUEL, 2010).

O contrério é observado em Hepatite C virus (HCV) em que a edicdo de A para |
reduz a expressdo de proteinas virais diretamente através de mutacdo de sequéncias

y = mp =

ISGS, levando a uma atividade antiviral (SAMUEL, 2011).
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5.3 Superexpressao de hSlu7 e ensaio de gRT-PCR

O efeito da superexpressao de hSlu7 na replicacdo de YFV estd indicada na
figura 10a. A carga viral diminui significativamente comparada ao controle (p=0,001).
No entanto, é observado que a inibicdo da replicacéo viral também ocorreu na expressao
do plasmideo vazio em células infectadas. A superexpressdo foi confirmada por WB
(Figura 10b).

A
8-
o g‘"
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o)) SRR
(o)
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o@
B 0,5ug 1,0ug 20ug  3.,0ug 4,0ug
GAPDH 37 kDa

Figura 10: gRT-PCR para avaliacdo da superexpressdo de pEGFP-hSIu7 na replicagéo viral.

Células Hek-293t foram transfectadas com pEGFP-hSIu7 em concentragfes progressivas e
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infectadas com MOI de 5. O sobrenadante foi recolhido 24 ap6s infecgdo para quantificacéo de

carga viral.

A fim de avaliar se a inibicdo da replicacdo viral é devido a influéncia da
transfeccdo ou da proteina hSlu7 novas analises comparando o grupo de amostras de

superexpressdo da proteina com o grupo controle negativo seréo realizados.

5.4 Avaliacédo de splicing alternativo de XBP-1/IRE1-a

A proteina XBP-1 é uma das trés vias sinalizacdo de Unfold Protein Response
(UPR) mediada por enzima inositol quinase exigida-1 (IREl-a). A IREl-a sofre
dimerizacdo e autofosforilacdo resultando em atividade de endoribonuclease que cliva e
altera o quadro de leitura da proteina XBP-1 resultando em duas isoformas XBPu-1 e
XBPs-1(MIMURA et al 2012). Sob condi¢des normais, XBP1 existe como uma
isoforma unspliced (XBPu-1) ja XBPs-1 é a isoforma que sofreu splicing (YOSHIDA,
et al, 2001).

XBP1 splicing é essencial para a sobrevivéncia da célula sob condicdo de
estresse. No entanto, o estresse RE em longo prazo induz apoptose. A transcricdo da
proteina XBP-1 é uma resposta adaptativa que regula a transcricdo de genes
responsaveis pela degradacéo e pelo dobramento de proteinas.

A avaliacdo da expressdo génica de isoformas de mMRNAs da proteina
transcription factor X-box-binding protein 1 (XBP-1) estd demonstrada na figura 11. A
modulacdo em resposta a infecgdo viral por YFV apresentou uma inclusdo progressiva

de XBPs-1 em relacdo ao tempo de infec¢do (Figura 12).
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 3,5 % com isoformas de mRNAs de XBP-1
enddgenos detectados por RT-PCR. Isoforma XBPu-1 foi observado como uma banda de
152 pb e XBPs-1 com 126 pb. Células Hek-293T sem infeccdo representam controle, 6 a 29
72 horas células infectadas com YFV17DD.
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Figura 12: Porcentagem de isoformas de XBP-1. Células Hek-293T foram infectadas com
YFV17DD e o RNA total foi extraido e avaliados por RT-PCR de XBP-1 enddgenos. Os
produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 3,5 % e quantificados por
Kodac Molecular Imaging Software. Células sem infeccdo foram utilizadas como controle,

extracdo de RNA total em 24 horas.

Ensaios em triplicata com calculo de desvio padrdo confirmaram o aumento da
isoforma XBPs-1. A partir de 12h a 72h pos- infeccdo, a transcricdo da isoforma

permaneceu aproximadamente o dobro em relagdo a amostra controle (Figura 13).
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Figura 13: Andlise de ensaio em triplicada de porcentagem de inclusdo de XBPs-1. RNA total

extraido e isoformas de MRNAs de XBP-1 enddgenos foram avaliados por RT-PCR.

A expressdo da isoforma XBPs-1 esta relacionada com uma forte ativacdo de
p58IPK, GRP78 e outras chaperonas. Ja a isoforma XBPu-1, parece ser transcrita em
niveis elevados em fase de recuperacdo ap0s estresse cronico, como também tem sido
implicada como um regulador fator de transcricdo 6 (ATF6) (YOSHIDA et al 2001;
HOSOI et al 2012).

Portanto, a infeccdo por YFV em células Hek-293t aumentou a regulagdo de
transcricdo de genes envolvidos no alivio de estresse do RE. Estes dados sédo
importantes, uma vez que, as células infectadas por Flavivirus apresentam alteracfes
morfoldgicas de proliferacdo e hipertrofia das membranas do RE. As trés proteinas
virais prM, E e NS1 sdo glicosiladas no RE e as proteinas ndo estruturais, NS2a, NS2B,
NS4A, NS4B estdo associadas a essa membrana (BURKE & MONATH, 2001).

Diversas pesquisas apontam para a importancia da UPR e magquinaria de
degradacdo do RE (ERAD) na patogenese viral, pois, além de causar extensa
remodelacgdo, os virus de RNA, requerem ativa sintese de membrana para promover a
infeccdo (WAHYU INDRA DUWI et al. 2013).

De acordo com Sriburi et al 2007, a via de XBP1 € necessaria para a biogénese
RE. A superexpressao de XBP1s levou a biossintese de niveis elevados de fosfolipidios
de membrana e expansdo de RE. Pesquisas relacionam outras vias de UPR
independentes de XBP1 coma ativadoras de transcricdo de fosfolipideos, como por
exemplo, via ATF6a (BOMMIASAMY et al. 2009).
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Além disso, muitos virus se beneficiam associando-se a chaperonas localizadas
no RE para contribuir no movimento intercelular e replicacdo do virus. Diversas
proteinas como a calreticulina, maquinaria ubiquitina e proteassoma 26S sdo mais
comumente identificados componentes da UPR e maquinas ERAD que também podem
influenciar e regular a infeccéo viral (VERCHOT, 2014).

Em Flavivirus a via XBP-1/IRE1 parece ter diferentes formas de ativacgio e
regulacao especifica para cada virus. As sinalizacGes de estresse no RE em infec¢do de
JEV induzem apoptose (SU et al, 2002).

Ativacdo de XBP-1 na infec¢do de DEN-2 e JEV apresentou indugéo das vias de
UPR e regulacdo de genes trans-acting ERdj4, EDEM e p58, envolvidos da ERAD.
Neste estudo a proteina NS2B de DEN-2 e ndo de JEV foi um potente indutor da via
XBP-1 (YU, et al. 2006).

Em HCV proteinas do envelope (E1 e E2), NS5 e membrana foram
caracterizadas como indutoras da via, no entanto, a expressdo do gene EDEM ¢é
reprimida. Também foi identificado estresse do RE via mecanismo deplecdo de Ca*
(BENALI-FURET, 2005).

Além de funcionar como um transdutor de tensdo do RE, XBP1 também esta
envolvida em outros processos fisioldgicos ou patoldgicos (LEE, 2008; KASER, 2008).
Zeng et al. 2009 descreveram a participacdo desta proteina na manutencdo e
proliferacdo de células endoteliais. Neste estudo as duas isoformas foram altamente
expressas em areas de aterosclerose, mas nao em regides lineares da parede do vaso.

No presente estudo foi caracterizado inducéo da via de XBP-1/IRE-1 em células
Hek-293t infectadas com YFV, com forte transcri¢do de isoforma XBPs-1 a partir de 12
horas apds infeccdo até 72 horas. Estes dados sugestionam que o virus pode utilizar

sinalizacdo celular para beneficiar e aliviar o estresse no RE e evitar apoptose.

5.5 Avaliacdo de splicing alternativo de replicon pl12-IL7R

Para avaliar alteracdo de splicing celular de receptor de interleucin-7 (IL7R)
apos infeccdo viral foi utilizado o plasmideo pl-12IL7R. Este tem em sua construcéo 3
exons codificando duas isoformas, uma com inclusdo do exon 6 referente ao dominio
que codifica receptor ligado a membrana (r-IL7R), e outro que exclui exon 6

codificando receptor solavel (s-IL7R), sem dominio transmembranar. Além disso, a
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construcdo do plasmideo, figura 14, possui sinal de poliadenilacdo intrénica (IPA) que
influencia no sitio de escolha da maquinaria do splicing celular com participacdo da
proteina complexo especifico de clivagem de poliadenilacdo (CPSF1) EVSYUKOVA et
al. 2013).

1
Exon 5 — IPA ———— Exon6 Exon7

Figura 14: Representacdo esquemdtica da construgdo do mine-gene de IL7R. Sinal de
poliadenilacdo poli (A) estd presente no intron, bem como sinal de clivagem. A proteina
complexo especifico de clivagem de poliadenilagdo (CPSF1) pode interagir com regido

intrénica e interferir com a maquinaria do spliceossoma.

Ensaios demonstraram que na presenca de infeccdo viral foi verificado

modulacdo para a exclusdo do exon 6, (Figura 15).

r-IL7R

s-IL7R

Figura 15: Ensaio Receptor Interleucina-7. Células transfectadas com plasmideo pl12 sem

infecgdo e 24 horas apds infeccdo: Gel de poliacrilamida 10% com coloragéo de nitrato de prata.
Isoforma rIL7R de receptor ligado @ membrana (inclusdo de exon 6.) Isoforma sIL7R de
receptor soltvel (exclusdo de exon 6).

O splicing alternativo para o acréscimo de isoforma s-IL7R pode evidenciar que
proteinas virais atuam direta ou indiretamente em elementos cis/trans-acting na

regulagdo de splicing celular.
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Pesquisas tem estabelecido a alta frequéncia entre eventos de poliadenilagdo
intrébnicos com fracos sitios de splicing 5 ' (TIAN et al, 2007). Evsykova et al. 2013
estabeleceram dois mecanismos para explicar efeito de CPSF1. O primeiro estaria
ligado a eventos de poliadenilacdo competindo com U1snRNP. O segundo a montagem
de complexo CPSF1, sem necessariamente ocorrer a clivagem, poderia interferir com
ligacdo do complexo de spliceossoma (KAIDA et al 2010; BERG, et al 2012).

A interacdo de NS5 de YFV com U1A ja foi caracterizada e portanto, a infeccédo
viral pode ter interferéncia no mecanismo de montagem do spliceossoma, bem como
nos eventos de poliadenilagdo alterando sitios de splicing e gerando formas alternativas
de proteinas celulares.

IL7R sdo expressos em linhagens de células linfoides T e estdo envolvidos em
processos de manutencdo e desenvolvimento celular (SAMMICHELL, et al. 2011). Seu
ligante a interleucina- 7 é uma citosina envolvida nos processos de homeostase e
inducdo de expressdo de proteinas anti-apoptoticas. A ativacdo de IL7/IL7R regulam
significativamente gene Bcl-2 prevenindo apoptose e regulando negativamente Bax,
potencialmente via p53 in vitro (LIU, 2014).

Apesar de ambas isoformas terem afinidade elevada para se ligar a IL7
(GOODWIN et al, 1990; ROSE et al. 2009) a diminuicdo da inclusdo do exon 6 e o
aumento concomitante sIL7R poderiam levar a disfuncdo imunolégica (MELLS et al
2011).

Mckay et al. 2008 estabeleceu relacdo entre 0 aumento da expressdo de sIL7R
em pacientes com Esclerose Multipla. O decréscimo de expressdo de rIL7R em células
T (CD8") nestes pacientes tornaram mais suscetiveis a infeccdes virais. Varios virus tém
sido implicados do desenvolvimento de Esclerose Multipla, e em infeccBes virais
crénicas (LUNEMANN et al. 2007; MULLER, et al. 2009).

Estudos mostraram que os niveis de expressao de IL7R diminuiram na infeccdo
pelo HIV e que esta reducgéo foi ainda maior em pacientes com avancado progressao da
doenca. Outro fato importante é que a infeccdo alterou a expressdo do receptor
independente da carga viral (ROSE et al. 2009; CRAWLEY et al. 2010).

Interacdes entre IL7R e receptor de celulas B progenitoras sdo descritas em
moldar a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo de células B compartilhando vias
de sinalizagdo MAPK/Erk3 que participam da divisdo celular (RETH e NIELSEN,
2014).
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A caracterizacdo do splicing de IL7R, sob a influéncia da infeccéo viral, podem
levantar dados relevantes para o estabelecimento de uma conex&o entre alteracdo de

sinalizacdo celular, resposta do sistema imune e patogénese viral.

5.6 Avaliacao de splicing alternativo em pEGFP-FGFR2

Para caracterizacdo de splicing alternativo de fibroblast growth factor
receptor2(FGFR2) foram utilizados dois plasmideos: a construcdo pGllic?, contém o
exon Illc enddgeno flanqueando por segmentos intronicos e pGlliic®4, com exon llic e

segmentos intronicos deletados (Figura 16).

FGFR2
Q.
v &

S
b, s BN 0000~ @

""" ||
llla (exon7) Illb (exon 8 lllc (exon exon 10
9)
pGliicl? o o

pGllicla2
cMvim

Figura 16: Representacdo esquematica das construcOes reporteres de splicing alternativo.
Plasmideo pGlllic?, possui exon lllc e regides de sequéncia de ativacdo de intron 2 (1AS2) e
regido de silenciamento e ativacdo intronica (ISAR), representados por caixas pretas. A
exclusdo do exon Illc leva a expressdo da EGFP, enquanto a inclusédo Illc interrompe a estrutura
de leitura EGFP, levando a uma baixa ou ausente expressdo de EGFP. O plamideo, pGllicIPP,

possui IAS2 e ISAR deletados. Fonte: Somarelli, et al. 2013.

Avaliacdo de fluorescéncia das células HepG2 e LLCMK2 estaveis
demonstraram alteracdo no splicing celular do replicon de pEGP-FGFR2. A média de
fluorescéncia de células infectadas com YFV comparadas com néo infectadas de pGllic?
apresentaram diminuicdo (Figura 17). Isto indica que a incluséo do exon lllc levou a

interrupcdo do quadro de leitura da EGFP diminuindo a fluorescéncia. Enquanto que

35



células sem infeccdo apresentaram exclusdo do exon Ilic e, portanto, uma maior

fluorescéncia. Em pGllIcIP®, com IAS2 e ISAR deletados, ndo foram observadas alteragdes.

Msem YFV

100
90

70

MEDIA DE FLUORESCENCIA
oy

pallic2 palllc DD

LLCMKZ

com YFV

60
40
30
20 I
10
0

pGlllc2 pGlllcDD

hepG2

Figura 17: Média de fluorescéncia estimada por citometria de fluxo. Células HepG2 e

LLMCK?2 estaveis, na presenga e auséncia de infecgdo por YFV.

Na figura 18 (A-C), é possivel observar sobreposicdo de histogramas e

significativa reducdo de fluorescéncia em replicons pGlilc?2 com infeccdo comparadas

com grupo controle sem infeccdo (p=0,001 teste Kolmogorov-Smirnov). Analise de

replicon com regides de controle de splicing deletados ndo apresentaram alteracbes

significativas (Figura 18 B-D).
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Figura 18: Sobreposicdo de Histograma. (A, B) Células estaveis LLMCK2. (A), pGllic? com
regides de controle, histograma em preto: células sem infeccdo, linha cinza: com infeccdo. (B)
pGIIIcI®® com regides de controle deletadas. (C, D) Células estaveis HepG2. (C) pGllic%c
histograma cinza: células sem infeccéo, histograma preto: células com infeccéo. (D) pGIlicI®P .

com regides de controle deletadas A aquisi¢do de 50.000 células.

Dot plot de aquisi¢des de outro ensaio de células estaveis LLMCK2 estdo demonstrados
na figura 19, é observado que ndo ocorrem alteracdo no grupo controle pEGFP. A (a,b) ap6s a
infeccdo viral. No entanto em B grupo pGllic 2 (a,b) é possivel observar a diminuicdo da
frequencia de eventos de 39,2 para 17,5 em céluas infectadas indicando inclusao de exom Illc.
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Figura 19: Dot plot de 50.000 eventos células estaveis LLMCK?2. (A), controle
plasmideo pGFP. (B), pGllic 2, com regides controle presentes, (C), pGllic PP ISAR e

ISS, deletados. Letras minusculas (a) sem infeccdo, (b) com infeccao.

A caracterizacgdo de eventos de splicing tem levado ao desenvolvimento de uma
série de construcdo reporter baseado em fluorescéncia, que de forma reprodutivel, possa
mimetizar o padrdo de splicing endégeno (OLTEAN et al. 2008, TAKEUCHI et al.
2010)

Portanto, os plasmideos utilizados neste estudo, permitem avaliar a importancia
da sequéncia de ativacdo de intron 2 (IAS2) e regido de silenciamento e ativacdo
intrénica (ISAR) e possiveis alteracfes ocasionadas por interacdo de proteinas virais
com proteinas envolvidas no recrutamento dessas regifes e no processamento de
MRNA.

As isoformas FGFR2 Illb e Illc possuem diferenca de afinidade de até 1000
vezes pelo seu ligante (DELL e WILLIAMS, 1992).

O splicing alternativo de FGFR2 pode variar de acordo com origem celular.

Célula epitelial é esperado que regulem a inclusdo do exon Illb e exclua Illc, enquanto
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que células mesenquimais a regulacdo apresenta-se de forma oposta (TURNER e
GROSE, 2010; SOMARELLL, et al. 2013).

Diversos estudos tém associado a regulacdo de splicing alterado de FGFR-2—
I11b/111C como possiveis marcadores de cancer e sindromes genéticas. A superexpressao
de FGFR2-IlIc tem sido associada com processos de carcinogenese. (MAI, et al. 2010;
KELLEHER, et al. 2013; PENG, et al. 2014).

No contexto viral foi descrito o papel da proteina de envelope E5 de papiloma
virus tipo 16 alterando a regulacdo de fator de crescimento de queratindcitos
(KGFR/FGFR2b) (PURPURA, et al. 2013). Li et al (2013) mostraram splicing
alternativo de FGFR2 associado com infeccdo viral, cirrose, recorréncia e tamanho de
tumor. Indicando este como marcador de carcinoma hepatocelular.

Splicing de FGFR2IIIb depende da combinacdo de efeitos de sitio de splicing
fracos com regides controle, exonic splicing silencer (ESS), intronic splicing silencer
(ISS), intronic element control (ICE) e sitio de ligacdo para proteina polypyrimidine
tract binding (PTB) (CARTENS, et al. 2000, WAGNER e GARCIA-BLANCO, 2002).

A caracterizacdo de splicing alternativo in vivo de FGFR2IlIb em diferentes
tecidos: coracdo, cérebro e olhos o silenciamento do exon Illb foi dependente de ISSs
enquanto que, na pele, o splicing foi independente de ISSs (BONANO et al. 2006).
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6.0 CONCLUSAO

No presente estudo, a interagdo de hSlu7 foi confirmado em ensaio ex vivo com
NS5 de YFV em culturas de células de mamifero.

Os resultados sugerem que a superexpressdo da proteina hSlu7 influencia na
replicacéo viral.

A transcricdo de replicon de ADAR2 apresentou modulagdo para splicing
dependente de hSlu7 na presenca de infeccdo de YF17D, sugestionando que a
translocacdo de hSlu7 para o citoplasma pode influenciar a concentra¢do nuclear e na
escolha de sitios de splicing 3'.

Os resultados de splicing alternativos nos replicons de ILR7 e FGFR2, ap0s
infeccdo, podem indicar que a regulacdo viral atua sobre sitios de splicing fracos e que
possiveis interacBes virais possam alterar direta e indiretamente a regulacdo trans-
acting.

A infeccdo por YFV17D provocou splicing alternativo de XBP-1.
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