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EPIGRAFE

ALL | REALLY WANT - ALANIS MORISSETTE

Do | stress you out?

My sweater is on backwards and inside
out

And you say: "how appropriate!"

| don't want to dissect everything today
| don't mean to pick you apart, you see
But | can't help it

And there | go, jumping before the gun-
shot has gone off

Slap me with a splintered ruler

And it would knock me to the floor if |
wasn't there already

If only I could hunt the hunter

And all | really want is some patience
A way to calm the angry voice
And all | really want is deliverance

Do | wear you out?

You must wonder why I'm relentless and
all strung out

I'm consumed by the chill of solitary

I'm like Estella
| like to reel it in and then spit it out
I'm frustrated by your apathy

And | am frightened by the corrupted
ways of this land

If only I could meet the Maker

And | am fascinated by the spiritual man
| am humbled by his humble nature

And what | wouldn't give to find a
soulmate

Someone else to catch this drift

And what | wouldn't give to meet a
kindred

Enough about me

Let's talk about you for a minute
Enough about you

Let's talk about life for a while
The conflicts, the craziness

And the sound of pretenses falling
All around, all around

Why am | so petrified of silence?

Here, can you handle this?

Did you think about your bills, your ex,
your deadlines?

Or when you think you're gonna die?

Or did you long for the next distraction?

And all I need now is intellectual
intercourse

A soul to dig the hole much deeper

And | have no concept of time, other
than it is flying

If only I could kill the killer

And all | really want is some peace, man
A place to find a common ground
And all | really want is a wave-length

And all | really want is some comfort
A way to get my hands untied
And all I really want is some justice



RESUMO

RESUMO

A proteina MxA humana é membro da superfamilia de GTPases dinaminas. De
maneira geral, as chamadas proteinas Mx estdo presentes na grande maioria dos
organismos vertebrados, estudados até o momento, e possuem dois dominios
estruturais, chamados GTPase e CID-GED (stalk), além da capacidade de homo-
oligomerizacdo e associacdo com membranas intracelulares. Além disso, as proteinas
Mx sdo produzidas unicamente apos a sensibilizacdo celular por interferons do tipo | e
lll. Entre as propriedades funcionais de MxA, destaca-se a sua vasta atividade contra
diferentes virus de RNA e DNA, incluindo o virus influenza e membros da familia dos
buniavirus. Além disso, o silenciamento génico de MxA esta associado ao fenétipo de
imortalizacao celular em uma série de neoplasias. Assim, MxA desperta o interesse por
ser uma das proteinas chave nas respostas mediadas por interferons e por estar
envolvida no controle da proliferagéo celular. Recentemente, por meio de rastreamento
de duplo-hibrido, utilizando uma biblioteca de cDNA preparada a partir de cérebro fetal
humano, foi possivel mostrar que MxA interage com fatores envolvidos no processo de
SUMOilacao de proteinas e na formagéo de corpusculos nucleares denominados PML-
NB e com uma série de proteinas relacionadas com o controle da transcricdo e
apoptose. Neste estudo, foi investigada a interagdo entre MxA e as proteinas
envolvidas nos processo de SUMOilacdo. Assim, foi possivel confirmar a interacédo
fisica entre a proteina MxA e os ligantes Ubc9 e SUMO1, por ensaios de co-
imunoprecipitacdo. A seguir, através de ensaios de duplo-hibrido, foi possivel
determinar que a regido EIL (E67-interacting Loop) de SUMO1 e o dominio CID-GED
de MxA estdo envolvidos na interacdo entre essas proteinas e que esta interacéo
independe de sequéncias SIM (SUMO-interacting motif) presentes em MxA. Ainda, foi
possivel determinar que Ubc9 interage diretamente com o dominio GTPase de MxA e
que a homo-oligomerizacdo de MxA € importante para a sua interacdo com Ubc9 e
SUMOL. Foi demonstrado também, pela primeira vez, que a proteina MxA é alvo da
modificacdo pos-traducional promovida pelas proteinas SUMO1, SUMO2 e SUMO3.
Finalmente, foi possivel demonstrar que o residuo de lisina presente na posicao 48 da
sequéncia de MxA é um sitio aceptor da SUMOilacdo e que o mutante nesse residuo
de amino&cido (MxAkasr) Ndo perde a capacidade de inibir a replicacdo do Virus da
Estomatite Vesicular (VSV). Os padrdes de SUMOilacdo de MxA também nao foram
modificados pelo virus VSV. Os resultados obtidos evidenciam o envolvimento de MxA
com a maquinaria de SUMOilag&o.

Palavras-chave: MxA, Interferon, SUMO, Ubc9, SUMOQilagao e Atividade Antiviral.



ABSTRACT

ABSTRACT

The human MxA protein is a member of the superfamily of GTPases dynamins.
The so called Mx proteins are present in the majority of the vertebrate organisms
investigated so far and contain two structural domains, named GTPase and CID-GED
(stalk), besides the capabilities of homo-oligomerization and association with
intracellular membranes. Moreover, the Mx proteins are strictly produced upon cell
sensibilization with type | and Il interferons. The vast antiviral activity against RNA and
DNA viruses, including the Influenza virus and members of the bunyaviridae family, is
among the functional properties of MxA. Moreover, MX1 epigenetic silencing is
associated with cellular immortalization in neoplasias. Therefore, the study of MxA is of
great interest as it is a key component of the Interferon-mediated pathways and cell
proliferation control. Recentely, in a two-hybrid screen using a fetal brain cDNA library,
it was possible to reveal that MxA interacts with proteins related to the post-translational
modification process named SUMOylation and to the assemble of the nuclear bodies
named PML-NBs and with proteins implicated in the control of transcription and
apoptose. In this study, it was investigated the interaction between MxA and the
components of the protein SUMOylation pathway. It was possible to confirm the
physical interaction between MxA and Ubc9 and SUMO1, using co-immunopreciptation
assay. Then, using the yeast two-hybrid system, it was possible to determine that the
EIL (E67-interacting loop) region on SUMO1 interacts with the CID-GED domain of MxA
without the requirement of the SIM sequences (SUMO-interacting motif) present in
MxA. Moreover, it was determined that Ubc9 interacts with the GTPase domain of MxA
and that MxA homo-oligomerization is important for its interaction with SUMO1 and
Ubc9. Also, we were able to demonstrate for the first time that the protein MxA
undergoes SUMOylation by SUMO1, SUMO2 and SUMOZ3. Finally, it was possible to
demonstrate that the lysine residue on the position 48 in the MxA amino acid sequence
Is an acceptor site of the SUMOylation and that the mutant in this residue (MxAkasr)
retains its antiviral activity against the Vesicular Stomatitis Virus (VSV). The VSV virus
did not modify the SUMOylation pattern of MxA. The results obtained so far reveal the
involvement of MxA with the machinery of protein SUMOylation.

Key-Words: MxA, Interferon, SUMO, Ubc9, SUMOylation and Antiviral Activity.
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1.INTRODUCAO

INTRODUCAO

1.1. A descoberta da proteina MxA

A proteina MxA é codificada pelo gene MX1 (paraorthomyxovirus resistance gene
1), também chamado de IFI78 (Interferon-inducible protein p78), induzido por dois tipos
de interferons (IFNs). Assim, a proteina MxA atua como mediador da imunidade inata,
levando a resisténcia a virus de RNA e DNA (BROMBERG, 2002; CALO et al., 2003;
BRAND et al., 2005; HALLER et al., 2007a).

O gene MX1 foi descoberto em estudos de resisténcia ao virus da influenza
realizados em camundongos, 0sS quais mostraram que 0S animais isogénicos que
apresentavam resisténcia ao virus da influenza carregavam uma copia funcional do
gene MX1, contido no cromossomo 16, ao passo que aqueles animais suscetiveis a
infeccdo apresentavam dele¢bes e/ou mutacdes que tornavam o gene MX1 inativo
(LINDENMANN, 1962; HORISBERGER et al., 1983; STAEHELI et al., 1988).

A partir desses estudos iniciais, foram indentificados em camundongo e humanos
novos genes codificadores das chamadas proteinas Mx, além de proteinas similares
em outros organismos vertebrados e invertebrados (HALLER e WEBER, 2009). As
proteinas Mx sdo expressas por diversos tipos celulares, especialmente hepatdcitos,
células endoteliais e do sistema imunoldgico, incluindo células mononucleares de
sangue periférico (PBMC), células dendriticas plasmacitéides (pCD) e células mieldides
(FERNANDEZ et al., 1999).

Um fato importante é que o gene MX1 ndo pode ser induzido pela infeccao viral
sem que haja a correta producdo de tipos especificos de IFNs, ao contrario do que
ocorre com outros genes estimulados por IFNs, como por exemplo 1ISG56, que pode
ser produzido pela infegéo viral, independente da producao desses IFNs (HOLZINGER
et al., 2007).

1.2. Aspectos estruturais de MxA

As proteinas Mx sdo membros da superfamilia de GTPases dinaminas (HALLER
et al., 2007a). MxA é estruturalmente organizada no dominio GTPase e no dominio
central de interacdo (CID, Central interactive domain), em sua por¢cdo N-terminal, e
dominio efetor de GTPase (GED, GTPase effector domain), em sua por¢do C-terminal.
As proteinas dessa subfamilia compartilham também a capacidade de oligomerizacao
(homo-oligomerizagéo), por meio da sequéncia de auto-associacdo SAS (Self-
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1.INTRODUCAO

Association Sequence) e do dominio GED. A proteina dinamina-1 (Dynl), outro
membro da superfamilia das GTPases dinaminas, possui ainda dois dominios
especificos: dominio pleckestrina (PH, pleckstrin homology domain) e o dominio rico
em prolina (PRD, proline rich domain). A Figura 1 apresenta o0 esquema da
organizacgdo estrutural das proteinas MxA e MxB de humano, Mx1 e Mx2 de murino e
Dinamina-1 (Dynl1) de humano.

O alinhamento das sequéncias das proteinas Mx dos mais diferentes
organismos mostra um grau maior de conservacao na regiao N-terminal, de forma mais
acentuada na regido que compreende o dominio GTPase. A Figura 2A e 2B
apresentam, respectivamente, a anélise da conservacao e a arvore filogenética obtidas
através do alinhamento das sequéncias de aminoacidos de proteinas Mx identificadas
em diferentes animais vertebrados. Por meio destas analises é possivel dizer que as
proteinas Mx podem ser divididas em 5 subgrupos de acordo com sua similariedade,
sao eles: 1 - semelhantes a MxA (A); 2 — semelhante a MxB (B); 3- Mx de aves (C); 4 —
Mx de peixes (D) e 5 — Mx de roedores (E) (HALLER et al., 2007c).

Ainda em relacdo a organizacao estrutural de MxA, foi demonstrado, por meio
de ensaios de cristalizacdo, que a regido correspondente aos dominios CID e GED é
estruturada em seis alfa hélices e quatro “loops”, formando um dominio estrutural Unico
denominado stalk (Figura 3A). Este dominio estrutural € determinante para a correta
formagéao dos oligbmeros de MxA (Figura 3B) (GAO et al., 2010; HALLER et. al., 2010).

A estrutura do oligbmero foi determinada a partir da estrutura terciaria predita e
dados obtidos em ensaios de microscopia eletronica de crio-transmissdo. Assim, foi
proposto que o oligbmero de MxA organiza-se em uma estrutura semelhante a um
anel, com diametro externo de 41 nm e interno de 24 nm. Esta estrutura é formada pela
interacdo entre 16 mondmeros, sendo que o dominio globular GTPase encontra-se na
face externa do complexo e os dominios CID e GED na face interna, coordenando a
interacdo (Figura 3B) (HALLER et al.,, 2010). Em contrapartida, o oligbmero de
Dinamina-1 seria formado pela associacdo de 13-14 mondmeros, gerando uma
estrutura com didmetro externo de 38 nm e interno de 14 nm, onde o dominio GTPase
também estaria voltado para a face externa e os dominios PH e PRD para o interior do
anel (GAO et al., 2010).

Essa capacidade de oligomerizacéo influencia a atividade GTPé&sica de MxA que
€ perdida pelo mutante de oligomerizagdo (L612K). A proteina mutada MxA e12k €
incapaz de formar oligbmeros, ndo possui atividade GTPasica e é degradada em
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1.INTRODUCAO

aproximadamente duas horas, em contraste com a forma selvagem que tem
aproximadamente meia vida de 24 horas (JANZEN et al., 2.000; HALLER et al., 2007).

1.3. A proteina MxA e sua atividade antiviral

A imunidade inata é a primeira linha de defesa natural do corpo contra os ataques
virais, favorecendo o estabelecimento de um estado antiviral na célula infectada
(AKIRA et. al., 2006). Este tipo de imunidade € amplamente baseado na sintese e
secrecdo de IFNs pelas células infectadas, os quais atuam de maneira autocrina e
paracrina no estabelecimento de um estado antiviral (BROMBERG, 2002; CALO et al.,
2003; CHAWLA-SARKAR, 2003; BRAND et al., 2005). A Imunidade inata atua
principalmente nas inflamacgdes/infecgbes agudas, mas também permite a ativagdo da
imunidade adaptativa (AKIRA et. al., 2006). A imunidade intrinseca é uma subclasse de
imunidade inata caracterizada pela expressdo de genes responsaveis pela supressao
viral de modo especiico, direto e imediato (BIENIASZ, et al., 2004; YAN et al., 2012).
Do ponto de vista mecéanico é a imunidade mediada por fatores celulares cuja a
expressdo/producdo € induzida por IFNs. Tais fatores celulares sdo capazes de se
ligarem e/ou inibirem a atuacdo dos componentes virais.

Os IFNs foram descobertos por Isaacs e Lindemann em 1957, por suas
propriedades antivirais (ISAACS and LINDEMANN, 1957). Os IFNs foram classificados
em trés grupos, IFN tipo | (IFN-I), tipo Il (IFN-II) e tipo Ill (IFN-Ill), os quais sao
antigenicamente distintos. Esta classificacdo foi feita com base em sequéncias de
aminoacidos dos IFNs e pelo seu reconhecimento por receptores especificos (ANK et
al., 2006). Nos mamiferos, o IFN-I é uma familia multigénica com pelo menos oito
subtipos (PESTKA et al., 2004). IFN-Il é representado apenas por IFN-y e ndo esta
implicado diretamente na atividade antiviral, mas € um importante imunomodulador
(SCHOENBORN e WILSON, 2007). Em 2003, uma nova familia de IFNs foi
descoberta, IFN-III ou IFN-A (KOTENKO et al., 2003; SHEPPARD et al., 2003).

As respostas desencadeadas por IFN-I e IFN-IlIl representam as primeiras
barreiras a serem vencidas por virus. Mamiferos, em especial, desenvolveram
mecanismos sofisticados de defesa antiviral baseados na deteccdo de produtos virais,
principalmente, o DNA ou RNA viral, que irdo atuar como padrées moleculares
associados a patdogenos PAMPs (do inglés, Pathogen-Associated Molecular Patterns).
Esses mecanismos podem envolver receptores presentes (PRRs) na superficie, no
citoplasma e nos endossomos celulares, como TLR3/7/8 de macrofagos e células
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dendriticas (BLAUSIUS e BEUTLER, 2010), ou proteinas citoplasmaticas, como 2'5-
OAS/RNaselL, PKR, MDA-5 e RIG-I1 em células epiteliais (LOO e GALE, 2011), que
contribuem para a ativacéo de fatores de transcricdo, em especial NF-kB, IRF3 e IRF7,
que levam a producdo de IFNs (CHELBI-ALIX e WIETZERBIN, 2007; GARCIA-
SASTRE, A., 2011) (FIGURA 4).

A maquinaria celular de vertebrados, ap0s a sensibilizacdo celular por IFNs, é
capaz de induzir a expressdo de uma série de genes (>300 genes) por meio da
ativacéo da via JAK/STAT (BROMBERG, 2002; CALO et al., 2003; CHAWLA-SARKAR,
2003; BRAND et al., 2005). Nesta via, a ligacdo de IFNs do tipo | e lll aos receptores
formados pelas proteinas IFNAR1/IFNAR2 e IL-10R2/IFNLR1, respectivamente, leva a
fosforilagdo e interagdo de STAT1 e STATZ2, entre outras. O heterodimero formado
interage fisicamente com IRF9, formando o complexo conhecido como ISG3, que
através da interacdo com o elemento ISRE no DNA, promove a expressédo de MX1 e
de outros genes importantes para a resposta de imunidade inata a virus (AARONSON,
2002; ESPERT, L. et al., 2005; UZE e MONNERON, 2007; SADLER e WILLIAMS,
2008).

A Figura 4 traz um esquema representativo de como células epiteliais, ap6s a
deteccdo de PAMPs virais, ativam os fatores de transcricdo responsaveis pela
producéo de IFNs e, também, o modo como os IFNs, tipo | e Ill, atuam paracrinamente
sobre as células, ativando a expressao de novos genes que produzirdo proteinas com
atividade antiviral ou com capacidade de intensificar a acdo dos IFNs, por via autdcrina.

Assim, os IFN-I e IFN-Ill sdo responséaveis pela producdo de proteinas que
desencadeiam mecanismos de defesa celular a virus, tais como: 1- MxA, cuja funcdo e
mecanismos de a¢cao serdo discutidos a seguir; 2- 2,5’ oligoadenilato sintetase (2'5'-
OAS), que € ativada a partir da interacdo com dsRNA, assumindo sua conformacéo
tetramérica final e levando a formacédo de uma série de curtos fragmentos de 2',5'-
Oligoadelinatos, capazes de induzir a dimerizagdo e ativacdo de RNaseL e,
consequentemente, a degradacdo de dsRNAs virais (SADLER e WILLIANS, 2008;
GARCIA-SASTRE, 2011) e 3- proteina quinase dependente de dsRNA (PKR), ativada
por dsRNAs virais, a qual leva a inibicdo da traducgédo celular pela fosforilacdo de elF2a
(WILLIANS, 1999). Ainda, a ativacéo da via JAK/STAT leva a uma maior producéo dos
fatores de transcricdo necessérios para ativagcdo da transcricAdo dos genes
codificadores para IFNs, entre eles o fator regulatorio de IFNs 7 (IRF7 — Interferon
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regulatory fator), e, consequentemente, a amplificacdo da resposta inicial de forma
autocrina (HALLER et al., 2007a; GARCIA-SATRE, 2011).

Como mediadoras da resposta imune inata desencadeada por IFNs, foi
demonstrada a capacidade das proteinas Mx de inibir a replicacdo viral em diferentes
etapas do ciclo pés-infeccdo (PAVLOVIC et al.,, 1992; MIBAYASHI et al.,, 2002). A
proteina MxA confere resisténcia a diversos virus que pertencem a diferentes familias,
tais como: Orthomyxoviridae, Rhabdoviridae, Togaviridae e todos os membros da
familia Bunyaviridae (orthobunyavirus, hantavirus, phlebovirus) (PAVLOVIC et al.,
1999; ANDERSSON et al., 2004). Outros virus, tais como virus coxsackie B (familia
Picornaviridae) e o virus da hepatite B (familia Hepadnaviridae) também séo sensiveis
a atividade antiviral de MxA (CHIEUX et al., 2001 e GORDIEN et al.,, 2001).
Recentemente, foi descrito um papel para a proteina MxB humana na atividade antiviral
contra o Virus de Imunodeficiéncia Humana (HIV-1), a qual promove a reducao na taxa
de integracao do DNA viral ao DNA humano (GOUJON et al., 2013; LIU et al., 2013).

A proteina Mx1 de camundongos, a qual é encontrada na forma de granulos
nucleares, é capaz de inibir a sintese de RNAs de virus cujo o processo de replicacédo
ocorre no nucleo, como por exemplo o virus da influenza A. O mesmo foi observado
para a proteina MxA humana, de localizagdo citoplasmética, para 0s virus cujo o
processo de replicacdo se da no citoplasma celular, como por exemplo o Virus da
Estomatite Vesicular (VSV, Vesicular Stomatitis Virus) (PAVLOVIC et al., 1992). Porém,
MxA humana também apresenta atividade antiviral contra virus de replicagdo nuclear
(HALLER et al., 2007b; HALLER et al., 2007c). Neste caso, foi demonstrado que MxA
ndo é capaz de inibir a sintese de RNAs virais, mas inibe indiretamente a multiplicacdo
do genoma viral e a sintese de proteinas virais e celulares pela ativacdo do processo
apoptético (PAVLOVIC et al., 1992; MIBAYASHI et al., 2002).

Ainda, sobre os mecanismos antivirais de MxA, foi proposto que monémeros de
MxA, ao encontrarem com ribonucleoproteinas virais (VRNPS) originadas do processo
de infeccdo ou recém sintetizadas, sofrem oligomerizacéo sobre estas VRNPs, fixando-
as na regido perinuclear, junto as membranas do reticulo endoplasmético, impedindo a
ligacdo dos fatores necessarios para a replicacdo citoplasmatica ou para a sua
translocacdo nuclear. As VRNPs fixadas ao reticulo endoplasmatico seriam,
posteriormente, degradadas (HALLER et al., 2007b; HALLER et al., 2007c; HALLER et
al., 2010). Desta forma, para o virus da Influenza A, a oligomerizagdo de MxA é
indispensavel para a atividade antiviral.
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Foi demonstrado também que MxA exibe a capacidade de inibir a sintese de
proteinas virais e celulares e assim promover o processo apoptético (MIBAYASHI et
al., 2002). Neste sentido, foi proposto que MxA é capaz de induzir a apoptose celular
por diferentes mecanismos dependo do estimulo fornecido. Assim, células estaveis
para a producdo de MxA, quando expostas a radiacdo UV, apresentam uma
aceleracdo da inducdo da morte celular por apoptose de modo dependente da
participacdo de proteinas caspases. Em contrapartida, quando submetidas a infeccéo
viral, as mesmas células usariam vias dependentes e independentes de caspases para
induzir a morte celular. Além disso, foi demonstrado que a presenca do dominio
GTPase, mas ndo a ligacdo e/ou hidrélise de GTP, é indispensavel para tal atividade
(NUMAJIRI et al.,, 2006). Mais recentemente, esse mesmo grupo mostrou que MxA
apresenta a capacidade de acelerar a morte celular desencadeada por estresse do
reticulo endoplasmético (NUMAJIRI et al., 2011). Neste estudo, foi demonstrado que
células expressando MxA, quando infectadas pelo virus Influenza A, apresentam uma
maior expressdo dos genes BiP e CHOP, ambos relacionados aos mecanismos de
resposta ao acumulo de proteinas sem a conformacéo correta (UPR, Unfolded Protein
Response), além de demonstrarem que MxA é capaz de interagir com BiP e que a
superexpressao deste é capaz de inibir a resposta causada por MxA.

A Tabela 1 apresenta um resumo das principais isoformas de proteinas Mx
encontradas em vertebrados, a sua localizac&o celular e atividade antiviral relatada. Na
Tabela 1 também é relatado o tipo de material genético encontrado em cada virus e
seu local de replicacdo. Como pode ser observado, a proteina citoplasmatica MxA de
humanos é capaz de inibir virus com replicagdo nuclear e citoplasmatica, 0 que néo
ocorre em nenhum outro organismo testado até o momento, onde a inibigdo ocorre

exclusivamente no compartimento celular onde a proteina se encontra.

1.4. Associacao de MxA com cancer e outras doencas humanas

Varios estudos associaram a alteracdo da expressdo do gene MX1 de humanos
com neoplasias. Neste sentido, foi descrito que a regidao promotora do gene MX1 se
encontra metilada em carcinoma de células de leucemia mieloide aguda (DESMOND et
al., 2007), e que seu silenciamento estd associado a progressdo do cancer e ao
fenotipo de imortalizacdo em células tumorais (KULAEVA et al., 2003; NOSER, 2007).
Além disso, 0 gene MX1 é pouco expresso em carcinoma de prostata, onde sua
expressao foi ligada a inibicdo do fendtipo de motilidade e da invasao celular (SCHULZ
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et al., 2007; MUSHINSKI et al., 2009). Recentemente, foi demonstrado pelo nosso
grupo que o gene MX1 estd silenciado por metilacdo em carcinoma de cabeca e
pescoco (CALMON et al., 2009).

Em outras doencas, foi demonstrado que o aumento nos niveis de expresséo de
MX1 confere uma maior sensibilidade & morte celular induzida por Fas/FasL, irradiacao
UV e infecgao viral (MIBAYASHI et al., 2002). Ainda, a superexpressdo de MX1 em
células de alguns dos grupos de complementagdo da Anemia Fanconi esta relacionada
ao fendtipo caracteristico de inducdo de morte celular na medula 6ssea (LI e
YOUSSOUFIAN, 1997). Esses dados sugerem uma intima associagdo das proteinas
Mx com a apoptose. Assim, o bloqueio ou a baixa expressdo do gene MX1, como
ocorre em diversos tipos de cancer, poderia contribuir para a perpetuagéo do processo
neoplasico pela ndo intensificacdo da apoptose.

1.5. A proteina MxA e seus ligantes celulares

Recentemente, nosso grupo realizou um rastreamento de duplo-hibrido com a
proteina MxA, visando elucidar o papel do silenciamenteo génico causado pela
hipermetilagdo do promotor de seu gene no desenvolvimento e progressdo de
carcinomas de cabeca e pescoco (CALMON et al.,, 2009). Neste caso, 0 ensaio de
duplo-hibrido foi empregado para rastrear possiveis novos ligantes de MxA utilizando
uma biblioteca de cDNAs de cérebro fetal humano (BRANTIS-DE-CARVALHO et al.,
2011). Apés as etapas de rastreamento, confirmacdo das interacdes e remocdo de
falsos negativos, foram identificados 27 ligantes provaveis de MxA.

A andlise de ontologia genética mostrou que esses ligantes estdo principalmente
envolvidos nos processos de regulacdo da transcricdo, da apoptose, controle do ciclo
celular e resposta ao estimulo por danos ao DNA, com destaque para fatores
envolvidos na SUMOilacao de proteinas (Figura 5). Ainda, foram encontradas proteinas
constituintes de PML-NBs (Promyelocytic Leukaemia Protein-Nuclear Bodies).
Interessantemente, a analise ontolégica das proteinas ligantes de MxA é semelhante a
obtida para Mx1 de camundongos, independente da diferenca de localizacao celular
destas duas proteinas (ENGELHARDT et al., 2001; TROST et al., 2000).

Ainda, foi revelado nesse rastreamento de duplo-hibrido com a proteina Mx1 de
camundongos a sua interacdo com proteinas constituintes dos corpusculos nucleares
PML-NBs, entre elas DAXX, SP100, TOPORS, BLM, TDG, FLASH, PIAS1 e as
proteinas da maquinaria de SUMOilag&o de proteinas Uba2 e SUMO1 (ENGELHARDT
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et al., 2001). De forma semelhante, foi mostrado que MxA interage com SUMOL1, Uba2
e PKM/HIPK2 (TROST et al., 2.000, ENGELHARDT et al., 2003).

Ainda, vérias proteinas ligantes de MxA foram identificadas pelas mais diversas
técnicas (LUSSIER et al., 2005; NUMAJIRI et al., 2006b; ENGELHARDT et al., 2001,
TROST et al.,, 2000). Neste aspecto, foi demonstrada a interacao fisica, por duplo-
hibrido e in vitro, entre MxA humana e proteinas da familia TRPC (do inglés, Transient
receptor potential channel) (LUSSIER et al., 2005). Foi demonstrado ainda que a
superexpressdo concomitantemente de MxA e TRPC6, em células HEK293T, leva ao
aumento da atividade de entrada de Ca** nas células. Desta forma, MxA seria uma
nova proteina envolvida nos mecanismos de controle das fungfes celulares atribuidas
a ions célcio, como diferenciagéo, controle do ciclo celular e apoptose.

Adicionalmente a identificacdo destas intera¢gdes, foi demonstrado que oligbmeros
da proteina Mx1 de camundongos agrupam-se em granulos distintos, porém em intimo
contato com os granulos PML-NBs e podem ser visualizados mesmo em células
depletadas da proteina PML (HALLER et al.,, 2007a). Assim, a presenca de Mx1 em
PML-NBs e a formacado de granulos de Mx1 podem estar relacionadas a estruturacao
de PML-NBs, uma vez que Mx1 é capaz de se ligar a uma série de componentes deste
corpusculo.

Assim como as proteinas Mx, muitas das proteinas envolvidas na formacdo dos
PML-NBs séo transcricionalmente induzidas por IFN-I e IFN-IIl. Tal fato é observado
com as proteinas PML e SP100, entre outras, o que aponta para a possibilidade da
atuacdo conjunta destas proteinas no desenvolvimento das respostas antivirais
desencadeadas por IFNs, uma vez que PML e demais proteinas associadas aos PML-
NBs participam de mecanismos primarios e secundarios na defesa celular a infec¢des
virais (HALLER et al., 2007a; DIANOUX et al., 2008; GARCIA-SASTRE, A., 2011).

Varios dos componentes dos PML-NBs sofrem modificagdo por SUMO1 ou
interagem fisicamente com proteinas SUMOiladas por meio da sequéncia de interacédo
com SUMO1 (SIM - do inglés, SUMO-interacting motif), como exemplo a proteina
DAXX. Outro fator interessante € a dependéncia da tripla SUMOilacdo e da presenca
da sequéncia SIM em PML, permitindo a interacdo fisica com os outros constituintes
deste corpusculo e, consequentemente, a formacdo de PML-NBs. Tais corpusculos
estdo envolvidos em uma série de processos celulares tais como apoptose, controle de
expressdo génica, mecanismos de reparo do DNA e resisténcia a virus, o que

demonstra a importancia da SUMOilacao de proteinas e da formagédo dos PML-NBs no
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controle destes processos (LIN, 2006; BERNARDI et al., 2007; HALLER et al., 2007a;
KRIEGHOFF-HENNING e HOFMANN, 2008).

A SUMOila¢do é uma modificagdo pds-traducional que se utiliza das proteinas
SUMO (Small Ubiquitin-like MOdifier). Essas proteinas pertencem a familia das UBLs
(do inglés, Ubiquitin-like proteins) devido a sua similariedade estrutural com a proteina
ubiquitina, embora apresentem uma baixa percentagem de identidade de sequéncia
(18% a 58%) (HOSCHSTRASSER, 2009). A Figura 6A apresenta as estruturas
terciarias das proteinas ubiquitina e SUMO2, com destaque para as regides de maior
conservacgao estrutural e para as lisinas envolvidas nos processos de poli-ubiquitinagao
e poli-SUMOilag&o. Ainda, as interfaces de interagao entre Ubquitina e UIM (Ubiquitin-
interacting motif) e entre SUMO2 e SIM sé&o apresentadas na Figura 6A.

As proteinas SUMO estdo presentes em todos 0Ss organismos eucariotos,
sugerindo papéis funcionais sujeitos a pressdo evolutiva (KOTAJA et al., 2002). O
genoma dos vertebrados contém quatro genes designados SUMO. Estes genes
codificam para as proteinas SUMO1, SUMO2 e SUMO3, que estao presentes em todos
os tipos celulares, e SUMO4 que é encontrado principalmente nos linfonodos, baco e
rins (BOHREN et al., 2004). SUMO 2 e 3 apresentam 86% de indentidade de
sequéncia enquanto que a identidade entre SUMO1 e SUMOZ2/3/4 é de apenas 41%
(Figura 6B) (JOHNSON, 2004). A Tabela 2 apresenta um resumo dos principais
modificadores semelhantes a ubiquitina identificados até o momento. Tais
modificadores apresentam certa semelhanca na cadeia de aminoacidos e nas etapas
enziméticas envolvidas na sua ligacdo a proteina alvo da modificacdo, porém diferem
guanto as enzimas envolvidas no processo de modificacao e na funcao exercida.

A proteina SUMO1 foi inicialmente identificada ha aproximadamente duas
décadas (MAHAJAN et al., 1997). Esta descoberta foi relatada, simultaneamente, por
grupos diferentes que atribuiram diferentes nomes a SUMO1, a saber: PIC1 (do inglés,
PML-Interacting Clone 1) (BODDY et al., 1996), UBL1 (do inglés, Ubiquitin-Like 1)
(SHEN et al., 1996), Sentrin (OKURA et al., 1996) e GMP1 (do inglés, Gap-Modifying
Protein 1) (MATUNIS et al., 1996). Coincidentemente, todas as descri¢des partiram de
rastreamentos de duplo-hibrido mostrando a interagcdo de SUMO com as proteinas
PML, Rad51/52 e FAS/APOL1. Também foi neste momento que ocorreu a deteccdo da
primeira ligagdo covalente de SUMO (MATUNIS et al., 1996). Assim, foi descrito, que
SUMOL1 ligava-se de forma covalente a proteina RanGAP1 (do inglés, Ran GTPase-
activating protein), uma proteina ativadora de GTPases importante na translocacéo

27



1.INTRODUCAO

nuclear, sendo esta modificagdo necessaria para RanGAP se localizar ao nivel dos
complexos do poro nuclear. As proteinas SUMO2, 3 e 4 foram identificados logo apés,
assim como, as enzimas envolvidas no processo de ligacao covalente a proteina alvo.

A via de modificagdo pelas proteinas SUMO inicia-se pela expressdo de SUMO1
e seus paralogos SUMO2, SUMO3 e SUMO4, na forma de um proteina precursora, a
qual é processada para expor a sequéncia de aminoacidos FQxXxTGG em sua porgao
C-terminal. Tal processamento enzimatico é necessdario para sua correta ativacdo e
conjugacdo. Os residuos de glicina desta regido, equivalentes aos de ISG15 e
Ubiquitina, sdo adenilados e conjugados por meio de ligacdes tioéster a residuos de
cisteina de duas enzimas: 1- uma enzima de ativacdo de SUMO, formada pelo
heterodimero Aosl/Uba2 (El-ativacdo) e 2- uma enzima de conjugacdo denominada
Ubc9 (E2-conjugase). Além destas, algumas proteinas apresentam a capacidade de
catalisar e determinar a especificidade da SUMOilacdo, sem que sejam ligadas a
SUMO por meio de cisteinas. Essas proteinas sdo conhecidas como enzimas de
ligacdo (E3-ligases) e portam em sua estrutura um dominio dominado RING. Por fim, a
proteina SUMO, ligada a Ubc9 (E2-conjugase), é transferida para um residuo de lisina
na proteina alvo. Este processo é reversivel pela atuacdo de proteases SUMO-
especificas denominadas SENP ou Ulp.

Ainda, a formacéo de cadeias de poliSUMO foram descritas para as proteinas
SUMO2 e SUMOS3, as quais apresentam sequéncias consenso de SUMOilacdo. Ja
SUMO1 nédo é capaz de formar tais cadeias e atua como terminador da
poliSUMOilagdo. Todas essas enzimas modificadoras contém alta homologia de
sequéncia e estrutura com as enzimas envolvidas na via de Ubiquitinacéo e I1SGilacao
(MEULMEESTER e MELCHIOR, 2008; YUAN e KRUG, 2001; ZHAO et al, 2004; ZHAO
et al., 2005; SADLER e WILLIANS, 2008; PRAEFCKE et al., 2012). A Figura 7A
apresenta de forma esquematica as etapas da SUMOilacdo de proteinas.

A SUMOilacéo de proteinas ainda pode ser predita pela presenca de sequéncias
consenso para SUMOilacao, a qual, assim como para Ubiquitina e ISG15, envolvem a
presenca de uma lisina aceptora normalmente seguida de residuos de aminoacidos
hidrofébicos e carregados negativamente. A sequéncia consenso para SUMOilacéo é:
WKXE/D, onde W é um aminoéacido hidrofébico, K é a lisina aceptora, x € qualquer
aminoacido e E/D é um residuo de glutamato ou aspartato. Porém, com o avancgo no
conhecimento desta via de modificacdo pds-traducional, novas sequéncias consenso
foram reveladas (MEULMEESTER e MELCHIOR, 2008; JURGEN DOHMEN, 2004; DA
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SILVA-FERRADA et al.,, 2012; PRAEFCKE et al.,, 2012). As Figuras 7B e 7C
apresentam, respectivamente, as diferentes sequéncias consenso para SUMOilacao e
a prevaléncia de residuos de amino&cidos adjacentes a lisina alvo da modificagéo.

Ainda, SUMO apresenta a capacidade de interagir fisicamente com proteinas
portadoras de sequéncia de interacdo a SUMO (SIM). Assim, de forma bastante clara,
estdo definidas trés sequéncias principais de interagdo fisica as proteinas SUMO, a
saber: SIMa (WWxWACACACcAcAc), SIMb (WWDLT) e SIMr (AcAcACAcAcWYxWW), onde
Y é um aminoacido hidrofdbico, x é qualquer residuo de aminoacido e Ac é um residuo
de aminoacido acido ou um residuo de serina fosforilado (Figura 7D) (PRAEFCKE et
al., 2012).

A SUMOilagéo pode afetar a localizacdo celular, as interacdes entre proteinas, a
estabilidade proteica e a atividade das proteinas alvo. Em um nivel molecular, estas
variaveis podem ocorrer por trés mecanismos diferentes: 1 - a SUMOilacdo pode
esconder sitios de interagdo na proteina alvo, inibindo a interacdo entre esta e seus
parceiros fisicos; 2 - a SUMOilag&do pode criar novos sitios de ligacdo na proteina alvo
e assim facilitar a ligacdo de outras moléculas, como proteinas e DNA e 3 - se a
proteina alvo também contiver uma sequéncia de interagdo fisica a SUMO (SIM), isto
pode levar & mudanca em sua conformacdo e, consequentemente, em sua atividade
(MEULMEESTER e MELCHIOR, 2008).

Embora muitos dos ligantes encontrados para a proteina MxA estejam
relacionados a via de modificacdo pos-traducional por SUMO, ndo ha descricdo na
literatura se as proteinas Mx sdo SUMOiladas ou atuam diretamente na funcdo desta
via. Assim, o entendimento de como MxA se relaciona com seus parceiros fisicos
revelados por duplo-hibrido contribuird significativamente para a elucidacdo do seu
papel no controle da proliferagédo celular e no controle das infec¢des virais.
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FIGURA 1. Esquema da organizacao estrutural da proteina MxA de humanos e de
outros membros da superfamilia de GTPases dinamina.

Comparacédo da organizacdo estrutural das proteinas MxA e MxB de humanos, Mx1 e
Mx2 de camundongos e Dinamina-1 de humanos (Dynl). Os dominios em comum s&o:
(i) dominio GTPase (vermelho), que contém as sequéncias de ligacdo ao GTP
(GXXXXGKS, DXXG e TKXD), assim como a sequéncia de auto-associagao (SAS), (ii)
dominio central de interagdo (CID, amarelo) e (iii) dominio efetor de GTPase (GED,
azul), o qual forma um zipper de leucina. Os dominios CID e GED sao responsaveis
pela formacao de uma estrutura terciaria denominada stalk apresentada nos esquemas
das proteinas MxA e MxB. A proteina MxB apresenta um sitio de inicio de traducéo
alternativo que leva a producdo da isoforma citoplasmatica da proteina. As regides
BSE (do inglés, Bundle Signalling Element) formam a regido intermediaria entre os
dominio GTPase e o Stalk de MxA na estrutura terciaria da proteina. O sinal de
localizacdo nuclear (NLS) esta presente nas proteinas MxB e Mx1l. Os dominios
especificos de Dinamina-1 sdo: dominio pleckstrina (PH, laranja) e dominio rico em
prolina (PRD, verde). (Adaptada e atualizada de HALLER et al., 2007b).

30



1.INTRODUCAO

A Dominio GTPase Dominio Central de Interagdo

< : >< > >

-
0

FIGURA 2. Comparacao de proteinas Mx de diferentes organismos vertebrados.
A. Alinhamento multiplo de sequéncias de proteinas Mx de diferentes vertebrados. Os
dominios GTPase, CID e GED, bem como os sitios de ligacdo de GTP e a sequéncia
de auto-associacdo (SAS) foram definidos seguindo sua posicdo relativa ao
polipeptideo de huMxA. Esse alinhamento aponta para uma maior conservacao da
regido N-terminal desta proteina, sendo a conservacdo mais expressiva na regido das
sequéncias indispensaveis a ligacdo da molécula de GTP (barras vermelhas) e na
regido necessaria para a interacdo entre os dominios GTPase de proteinas Mx
adjacentes (sequéncia de auto-associacdo - SAS). B. Arvore filogenética das proteinas
Mx de diferentes vertebrados. A analise da arvore filogenética das proteinas Mx mostra
gue estas proteinas podem ser agrupadas em cinco grupos distintos, a saber: 1 -
semelhantes a MxA (A); 2 — semelhante a MxB (B); 3- Mx de aves (C); 4 — Mx de
peixes (D) e 5 — Mx de roedores (E). Sequéncias utilizadas no alinhamento e, posterior,
confeccdo da arvore filogenética: Mx de humanos: MxA (huMxA, A33481) e MxB
(huMxB, B33481); Mx de cédes: Mx1 (caMx1, AAF44684) e Mx2 (caMx2, AAF44685);
Mx1 de porcos (poMx1, P27594); Mx1 de bovinos (boMx1, P79135); Mx de ovinos
(ovMx, P33237); Mx de camundongos: Mx1 (muMxl, NP_034976) e Mx2 (muMx2,
NP_038634); Mx de ratos: Mx1 (ratMx1, P18588), Mx2 (ratMx2, P18589) e Mx3 ratos
(ratMx3, P18590); Mx de galinhas (chMx, Q90597); Mx de patos (duMx, P33238); Mx
de salmao do atlantico: Mx1 (asMx1, AAB40994), Mx2 (asMx2, AAB40995) e Mx3
(asMx3, AAB40996) e Mx de linguado (hhMx, AAF66055). A Figura 2B foi adaptada de
HALLER et al., 2007c.
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FIGURA 3. Estrutura da proteina MxA e de seu oligbmero.

A. Representacdo esquematica dos dominios de MxA e da estrutura terciaria da regiao
correspondente aos dominios CID e GED de MxA, demoninado de stalk. O modelo
linear apresenta a regido stalk de MxA e os residuos de aminoacidos envolvidos em
cada estrutura secundaria. As posi¢cdes das alcas e do dominio GTPase (G) estédo
indicadas na estrutura. B. Modelo da estruturacdo do oligdbmero de MxA, onde 16
monomeros interagem gerando uma estrutura em anel. A regido conhecida como stalk
estd presente no interior da estrutura, sendo a principal responsavel pela sua
formacao, enquanto que o dominio GTPase localiza-se em uma posi¢cdo mais externa a
estrutura formada (Adaptada de HALLER et al., 2007a e HALLER et al., 2011).
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FIGURA 4. Mecanismos de inducao da producéo de interferons do tipo | e Il (IFN-I
e IFN-III) por PAMPs e ativagdo da resposta antiviral, incluindo a producéo de
MXxA.

As proteinas sentinelas, TLRs, PKR, RIG-I e MDA-5, conhecidas como receptores de
padrdo de reconhecimento (PRRs), sdo capazes de reconhecer os padrdes
moleculares associados a patégenos - PAMPs (dsRNA e ssRNA), presentes no
citoplasma celular ou em vesiculas endossomais, e iniciar uma cascata sinalizadora
que culminara na ativagdo dos fatores de transcricdo NF-kB e IRF3, levando a
producdo de IFN-I e IFN-IIl (IFN-a/ e IFN-A) que atuam de forma paracrina e,
posteriormente, também autécrina. Os IFN-I e IFN-11I (IFN-a/f e IFN-A) ligam-se a seus
receptores, presentes na superficie celular, e ativam a expressdo de uma série de
genes, através da fosforilagdo consecutiva das proteinas constituintes da via
JAK/STAT de sinalizacdo. Os genes induzidos codificam proteinas que atuam nas vias
de acdo dos IFNs, entre elas, as proteinas Mx, a proteina 2’,5’-oligoadenilato sintetase
e a proteina quinase dependente de dsRNA, além do fator de transcricdo IRF-7 que
atua na amplificacdo do sinal mediado por receptores de PAMPSs, entre outros,
elevando assim a producéo e secrecdo de IFN pelas células. A sinalizagcdo por IFN
sofre inibicdo por feedback mediado pelas proteinas das familias SOCS e PIAS. O
caminho indicado em vermelho (setas) representa a cascata de ativagcdo da producgao
de IFN-I e IFN-Ill apdés o reconhecimento de RNAs virais trifosfatados pela proteinas
RIG-I (Adaptada de HALLER et al., 2007b).
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FIGURA 5. Diagrama de grupos dos ligantes provaveis de MxA de acordo com
dados de ontologia genética.

Os provaveis ligantes de MxA estdo organizados segundo seu envolvimento com 0s
processos de: 1- Regulacdo da transcri¢cao (circulo vermelho), 2- Resposta ao estimulo
por danos ao DNA (circulo preto), 3- Regulacdo da apoptose (circulo verde) e 4-
Controle do ciclo celular (circulo azul). As regides de intersecao representam os clones
envolvidos em mais de um processo. Os genes apresentados em vermelho séo
proteinas constituintes da maquinaria de SUMOilacdo (SUMO1 e Ubc9), proteinas que
participam da SUMOilacdo atuando como E3-ligases (CBX4 e PIAS1) ou proteinas
SUMOiladas (DAXX, Sp100, FLASH, Ubc9, TDG, PIAS1, RelA, CBX4 e PLZF)
(BRANTIS-DE-CARVALHO et al., 2011).
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TABELA 1 — Atividade antiviral das proteinas Mx de diferentes organismos

Espécie Proteina Localizacéo Atividade antiviral ACId.O Replicacéo
Nucleico
Influenza A -ssRNA Nucleo
Influenza B -ssRNA Nucleo
Influenza C -ssRNA Nucleo
Thogoto -ssRNA Nucleo
Parainfluenza Tipo 3 -ssRNA Citoplasma
Febre do Vale Rift -ssRNA Citoplasma
La Crosse -ssRNA Citoplasma
Feé)(e r]gmgrraglca -ssRNA Citoplasma
MxA Citoplasma fimeia-tongo
Humano . .
. Hantavirus -SSRNA Citoplasma
Homo sapiens
Estomatite Vesicular -ssRNA Citoplasma
Febre suina africana dsDNA Citoplasma
Hepatite B dsDNA-RT Nucleo
Rubeola sSRNA Citoplasma
Coxsackievirus sSRNA Citoplasma
Floresta Semliki sSRNA Citoplasma
Doenca Infecciosa Bursal sSRNA Citoplasma
MxB Nucleo/Citoplasma Imunodeficiéncia sSRNA Nucleo
Humana
Influenza A -ssRNA Nucleo
Mx1 Nucleo Influenza B -ssRNA Nucleo
Camundongos
Mus Thogoto -sSSRNA Nucleo
musculous - : :
Estomatite Vesicular -ssRNA Citoplasma
Mx2 Citoplasma
Hantavirus -ssRNA Citoplasma
Influenza A -ssRNA Nucleo
Mx1 Nucleo
Thogoto -ssRNA Nucleo
Rato Estomatite Vesicular -ssRNA Citoplasma
Rattus
novergicus Mx2 Citoplasma La Crosse -ssRNA Citoplasma
Febre do Vale Rift -ssRNA Citoplasma
Mx3 Citoplasma N&o apresenta
Rato do Mx1 Nucleo Influenza A -ssRNA Nucleo
Algodao
Srllgm_odon Estomatite Vesicular -ssRNA Citoplasma
ispidus .
Mx2 Citoplasma
Febre do Vale Rift -ssRNA Citoplasma

Fonte: adaptada de HALLER et al., 2007b.
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FIGURA 6. Comparacdo da estrutura de ubiquitina e SUMO2 e alinhamento
multiplo de SUMOL e seus paralogos SUMO2/3/4.

A. Estrutura terciaria da proteina SUMO2 comparada a da proteina ubiquitina. As
proteinas semelhantes a ubiquitina apresentam uma baixa identidade entre suas
cadeias de aminoacidos e uma grande homologia estrutural. Na Figura encontram-se
evidenciadas as regides UIM (do inglés, Ubiquitin-interacting motif) e SIM (do inglés,
SUMO-interacting motif) presentes nas proteinas que interagem fisicamente com
ubiquitina e SUMOZ2, respectivamente (adapatada de PRAEFCKE et al., 2012). As
lisinas alvo de poli-ubiquitinagéo e poli-SUMOilacao estao destacadas (verde claro) . B.
Alinhamento das sequéncias de SUMO1 e seus paralogos funcionais. As formas
precursoras de SUMOL e seus paralogos funcionais SUMOZ2/3/4 apresentam uma alta
homologia de sequéncia e identidade variada. SUMO1, diferentemente de SUMOZ2/3/4
nao apresenta sequéncia consenso de SUMOilagao (CM, VKTE) para modificagdo por
SUMOilacdo, assim sendo, ndo forma cadeia de poliSUMOilagdo como as demais.
Além disso, as duas regides SIG (SUMO-interacting groove) e EIL (E67-interacting
loop) utilizadas pelas proteinas SUMO para estabelecer interacdo fisica com seus
ligantes estdo em destaque. O ponto de clivagem das proteinas SENP (SUMO/Sentrin-
specific protease), envolvido na maturagdo de SUMO1l e seus paralogos, esta
evidenciado. Entre essas, a capacidade de modificagdo de outras proteinas somente
nao foi demonstrada para SUMO4, a Unica delas a apresentar padrao de expressao
restrito a alguns 6rgaos.
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TABELA 2 - Principais

caracteristicas e funcdes

proteinas semelhantes a

ubiquitina incluindo

suas

Ub

UBLs S. cerevisiae

ID

Ct

El

E2

E3

Protease

M/P Substrato

Funcéo

Ubiquitina Ubiquitina

100

SIM

Ubel
Uba6

> 37

> 600

~80

M/P Milhares

Diversas,
mas a
principal é
degradacao

NEDD8 Rub1

58

SIM

NAE1-
Uba3

Ubc12
(Ube2M

):
Ube2F

~10

CSNS5,
NEDP1

Culinas,
Supressor
M/P es de
? tumor e
Oncoprotei
nas

Regula a
Ubiquitinacé
o de
proteinas
através da
modificagdo
de Culinas
E3 ligases,
ciclo celular

FAU -

36

SIM

TCRa-like,
Bcl-G,
Endofilina
Il

Provavel
fator
imunoregula
tério

1ISG15 -

28
37

SIM

UbellL

UbcH8,
UbcH6

Herch

UBP43

Proteinas
M virais e
préprias

Atividade
antiviral,
imunidade
inata

FAT10 -

27

Uba6

Use2

Use2

Degradacgéo
de proteinas
Ubiquitina-
independent
e

Ufm1 -

23

SIM

Ubab

Ufcl

ufll

UfSP1,
UfsP2

C200rf116

regulacéo
do
desenvolvim
ento de
eritréide e
do
megacarioci
to

SUMO1 Smt3 -

SUMO2

SUMO3

14

13

SIM

SAE1-
AOS2

Ubc9

~15
~15
~15

SENP1-2

SENP1-3,
5-7
SENP1-3,
5-7

Centenas
M/P

M/P

Altera
localizagéo,
interacéo e
conformaca
o

SUMO4 -

12

Atgl2 Atgl2

12

Atg7

Atg10

M Atg5, Atg3

Autofagia e
Homeostase
Mitocondrial

Ub/UBLs = Proteinas semelhante a
ubiquitina

ID = Identidade (%)
Ct = processamento do C-terminal

M/P = Mondmero/Polimero

Fonte: adaptada de VAN DER VEEN e PLOEGH, 2012.
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FIGURA 7. Esquema da modificagdo poés-traducional por proteinas SUMO
(SUMOilacéo) e de suas sequéncias de modificacao e interagéo.

A. SUMOilacdo de proteinas. Esquema representativo da conjugacdo e
desconjugacdo da proteina SUMO1 e seus paralogos as proteinas alvo de
SUMOilacdo. B. Diferentes sequéncias consensos presentes em proteinas alvo de
SUMOilacdo. Sequéncia Consenso (CM), Sequéncia Consenso Invertida (ICM),
Sequéncia de SUMOilagdo dependente de fosforilagdo (PDSM), Sequéncia de
SUMOilacdo dependente de aminoacidos carregados negativamente (NDSM) e
Sequéncia de SUMOilacdo dependente de aminoéacidos hibrofébicos (HCSM). C.
Representacdo WebLogo das sequéncias consenso presentes em proteinas
SUMOiladas, depositadas no banco de dados do Phosphosite
(http://www.phosphosite.org/), mostrando a prevaléncia dos residuos de aminoacidos
adjacentes ao residuo de lisina aceptor da SUMOilacdo. D. Sequéncias consenso de
interacao fisica a proteinas SUMO (SIMa, SIMb e SIMr). Nos painéis B. C. e D., ¥ é
um aminoacido hidrofébico, K é a lisina aceptora, x € qualguer aminoacido, E é um
residuo de glutamato, D de aspartato, L de leucina, T de treonina e Ac € um residuo
de aminoacido acido ou um residuo de serina fosforilada (Adaptada de
MEULMEESTER e MELCHIOR, 2008; DA SILVA-FERRADA et al., 2012; PRAEFCKE
et al., 2012).
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OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Esta tese teve como objetivo geral contribuir para a caracterizagdo funcional de
MXxA.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Obtencéao de anticorpo policlonal anti-MxA (a-pMxA).

Devido a dificuldade de se encontrar um anticorpo comercial anti-MxA, foi
produzido um anticorpo policlonal em coelhos visando a sua utilizagédo na deteccao da

proteina MxA nos experimentos aqui apresentados.

2.2.2. Caracterizacdo de parceiros fisicos de MxA

Como apresentado na Introducdo, durante a realizacdo do nosso projeto de
mestrado foram identificados 27 ligantes fisicos provaveis de MxA, através de
rastreamento de duplo-hibrido. Com o intuito de confirmar as interacbes fisicas
encontradas, foram realizados ensaios de co-imunoprecipitacdo entre MxA e o0s
ligantes relacionados ao processo de SUMOilacdo, SUMO1 e Ubc9. Os parélogos
funcionais de SUMO1, SUMO2 e SUMO3, também foram incluidos no estudo.

2.2.3. Obtencéao e caracterizagdo de mutantes de MxA
Como apresentado na Introducdo, SUMO1 se vale de sequéncias consenso
para estabelecer ligacdo covalente (SUMOilag&o) e ligacao fisica. Assim, softwares de
predicdo foram empregados para a andlise da sequéncia de MxA e mutantes dos
possiveis pontos de modificacdo (ICMs) e interacao (SIM) foram obtidos e analisados
quanto suas caracteristicas de estabilidade, oligomerizacéo e localizacao celular, antes
de seu emprego em alguns dos experimentos aqui relacionados. Em adi¢do, o mutante

monomeérico MxA (MxA_s12«) também foi obtido e analisado.

2.2.4. Mapeamento dos sitios de interacdo fisica entre MxA e SUMO ou Ubc9.
Como apresentado na Introdugdo, a proteina MxA € estruturalmente organizada
em dominio GTPase e dominio central de interagdo (CID), em sua por¢do N-terminal, e
dominio efetor de GTPase (GED), em sua por¢do C-terminal (Figura 1). Ainda, os
dominios CID e GED coordenam sua homo-oligomerizacdo, levando a formacéo de

granulos de Mx1.
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Para mapear o dominio de interacdo envolvido na ligagdo de MxA com os ligantes
confirmados por co-imunoprecipitacdo, foi realizado ensaios de duplo-hibrido com o
dominio GTPase e com a combinacéo dos dominios CID-GED (stalk).

O sistema de duplo-hibrido também foi empregado na verificagdo da interacéo
entre SUMO1 e mutantes das provaveis sequéncias SIM de interacdo a SUMO
presentes em MxA (MxAsmp € MXAsma), @SSim como, na investigacao da interacéo
entre MxA com mutantes de SUMO1/2/3 nas sequéncias SIG (do inglés, SUMO-
Interacting Groove) e EIL (E67-Interacting Loop) (SUMOlks7akson, SUMOlgera,
SUMO2p714 € SUMO3p70H)-

Adicionalmente, o papel da SUMOilacdo de Ubc9 na interacdo com MxA foi
investigado pela obtenc&o do mutante Ubc9ki4r.

2.2.5. Avaliagao de interagao fisica de MxA dependente de oligomerizagao
Como o rastreamento de duplo-hibrido inicial foi realizado com a forma selvagem
da proteina MxA, o mutante monomérico MxA 12k foi utilizado para verificar se a

interacao fisica de MxA com os ligantes confirmados é dependente da oligomerizagéo.

2.2.6. Analise da SUMOilacdo de MxA por SUMO1 ou pelos seus paralogos

Como apresentado na introducdo, ainda ndo € conhecido se MxA sofre
SUMOilacdo ou se esta proteina participa dessa via de modificagdo pos-traducional.
Desta forma, foi avaliado se a proteina MxA é passivel de modificagcdo por SUMO1 ou
pelos seus paralogos, SUMO2 e SUMO3.

2.2.7. Avaliagdo da atividade antiviral das formas mutadas de MxA

Como apresentado na Introducdo, a proteina MxA possui atividade antiviral.
Dessa forma, o efeito das formas mutadas de MxA sobre a replicagdo do virus da
estomatite vesicular (VSV) foi investigado. Adicionalmente, foi investigado se a
infeccdo com este virus poderia afetar a SUMOilagdo de MxA.

41



3 - MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

Os plasmideos, as linhagens de leveduras, os oligonucleotideos e 0s anticorpos

MATERIAL E METODOS

utilizados nesse estudo estédo apresentados, respectivamente, nas tabelas 3 a 6.

TABELA 3 — Plasmideos utilizados neste estudo.

pSV VETOR FUSAO INSERTO Uso* ORIGEM
pCR8 Clonagem Invitrogen
Duplo- (BARTEL E
149 pPACT2 Hibrido FIELDS, 1995)
pBTM116- il (THOMPSON
278 AMP LexA TIF51A Duplo-hibrido et al., 2003)
Duplo- (THOMPSON
558 pACT2 Galda_AD Dys1 Hibrido et al., 2003)
: Duplo- (THOMPSON
940 pACT2 Galda_AD Lial Hibrido et al., 2003)
pBTM116- i (BARTEL E
993 KAN Duplo-hibrido FIELDS, 1995)
997 pCMV6-XL5 MX1wr Mamifero Origene
Brantis et al.,
998 pCR8 MX1wr Clonagem dados nao
publicados.
Brantis et al.,
1004  PBTMLI6- ) (oA HA MX 1wt Duplo-hibrido  dados n&o
KAN )
publicados.
1118 pDEST15 GST Bactéria Invitrogen
1074 pDEST15 GST MX1wr Bactéria Este trabalho
1103 pBLIXI\alG- LexA HA MX1 612k Duplo-hibrido  Este trabalho
1374 pPLTR 6xHIS Ubc9 Mamifero Chelbi-Alix, M.
1375 pcDNAS.1 6XHIS SUMO1 Mamifero Chelbi-Alix, M.
1376 pcDNAS.1 6XHIS SUMO2 Mamifero Chelbi-Alix, M.
1377 pcDNAS.1 6XHIS SUMO3 Mamifero Chelbi-Alix, M.
1380 pcDNAS.1 PMLIII Mamifero Chelbi-Alix, M.
1381 pcDNAS.1 PMLIlla Mamifero Chelbi-Alix, M.
1391 pcDNA3.1 MX1wr Mamifero Este trabalho
1392 pcDNAS.1 MX21sivb Mamifero Este trabalho
1402 pcDNA3.1 MX1 612k Mamifero Este trabalho
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1409
1419
1420

1425

1439

1440

1441

1442

1443

1444

1445

1446

1448

1449

1450

1451

1452

1457

1463

1523

1524

PCDNA3.1 6xHIS
PcDNA3.1

PcDNA3.1

PcDNA3.1

wore S
more S
more S
more S
more S
more S
more S
more S
pBEX&lm_ LexA
pBEX&lm_ LexA
pBEX&lm_ LexA
pBEX&lm_ LexA
pBEX&lm_ LexA
pBEX&lm_ LexA
T
PcDNA3.1

pBEX&lm_ LexA

SUMO2p714
MX1k259r
MX1kagr

MX1kagr/k259R

SUMO1

SUMOlEG7A

SUMO1ks7ak39A

SUMO2

SUMO2p71H

SUMO3

SUMO3p704

Ubc9

MX1simb

MX1ksgr

MX1k259r

MX1kagr/k259R

Ile:'-GTPase

MX1cip-cep

Ubc9kiar
MX1sima

MX1sima

Mamifero
Mamifero
Mamifero

Mamifero

Duplo-
Hibrido

Duplo-
Hibrido

Duplo-
Hibrido

Duplo-
Hibrido

Duplo-
Hibrido

Duplo-
Hibrido

Duplo-
Hibrido

Duplo-
Hibrido
Duplo-hibrido
Duplo-hibrido
Duplo-hibrido
Duplo-hibrido
Duplo-hibrido
Duplo-hibrido

Duplo-
Hibrido

Mamifero

Duplo-hibrido

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho

Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

*Vetor de expressao sao apresentados de acordo com ensaio ou organismo modelo.
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TABELA 4 - Linhagens de leveduras utilizadas neste estudo.

Levedura Descricao Origem
MATa trpl his3 leu2 ade2 LYS2:lexAop(4x)-HIS3

SVL86 URAS::lexAop(8x)-lacZ Clontech
L40 transformada com as constru¢cbes plasmidiais Brantis et al.,

VZL890 pBTM116-KAN-MX1,: e com o vetor plasmidial pACT. dados nao
Controle negativo de auto-ativacado do Duplo-hibrido (-). publicados.
L40 transformada com as construgcbes plasmidiais Brantis et al.,

VZL899 pBTM116-AMP-elF5A (pSV278) e pACT-Dysl (pSV558). dados nao
Controle forte positivo de interacdo do Duplo-hibrido (++). publicados.
L40 transformada com as construgcbes plasmidiais Brantis et al.,

VZL900  pBTM116-AMP-elF5A (pSV278) e pACT-Lial(pVZ940).  dados ndo
Controle fraco positivo de interagdo do Duplo-hibrido (+). publicados.
L40 transformada com as construgbes plasmidiais Brantis et al

VZL901 pBTM116-AMP-elF5A (pSV278) e com o vetor plasmidial dados néo.’
pACT (pSV149). Controle negativo de interacdo do oublicados

Duplo-hibrido (-).
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TABELA 5 - Oligonucleotideos utilizados neste estudo.

VZO Nome Sequéncia Mutacéo Restricdo
TACGACGTACCAGATTACGCTATGGT
623 MX1-HA-F TGTTTCCGAAGTG
CTGGACAGAGTGTGGTTAACCGGGG
624 MX1-R AACTG
699 pACT-F TACCACTACAATGGATG Seq
700 pACT-R CACGATGCACAGTTG Seq
ACGTACGGCCAGCAGAAACAGAAGG
715 MX1, s12k-F CCATGCTGGCAG L612K
CAGCATGGCCTTCTCTTTCTGCTGGC
716 MX1, 612k-R CGTACGTCTG L612K
794 pcDNA3.1-F TAATACGACTCACTAT Seq
795 pcDNA3.1-R CCTCGACTGTGCCTTCT Seq
812 pBTM-F CAGCAGAGCTTCACCATTG Seq
813 pBTM-R ATCATAAGAAATTCGCCCG Seq
1675 BamHI-GA-ATG-6XHIS- CGCGGATCCGACATCATCACCATCAC BamHI
SUMO3F CACATGTCCGAGGAG
1676 Xhol-STOP-SUMO3R g?gGAGCTCACTACCCTCCCGTCTG Xhol
1677 BamHI-GA-ATG-6XHIS- CGCGGATCCGACATCATCACCATCAC BamHI
SUMO2F CACATGGCCGACGAAAAG
1678 Xhol-STOP-SUMO2R CCGGAGCTCACTACCTCCCGTCTGCT Xhol
GTTC
1679 BamHI-GA-ATG-6XHIS- CGCGGATCCGACATCATCACCATCAC BamHI
SUMO1F CACATGTCTGACCAG
1680 Xhol-STOP-SUMO1R ECGGAGCTCACTACCCCCCGTTTGTT Xhol
1681 BamHI-GA-ATG-6XHIS- CGCGGATCCGACATCATCACCATCAC BamHI
UBC9-F CACATGTCGGGGATC
1682 Xhol-STOP-Ubc9-R ECGGAGCTCACTTTATGAGGCGCAAA Xhol
EcoRI-MX1-GTPASE(1- CCGGAATTCATGGTTGTTTCCGAAGT
1685 EcoRl
340) G
EcoRI-STOP-MX1- CCGGAATTCACTGGCAGAGATTTACA
1686 EcoRl
GTPASE(1-340) G
EcoRI-MX1-CID-
1687 GED(341-662) CCGGAATTCGCCCCTGTTAGAAAATC EcoRlI
1688 EcoRI-STOP-MX1-CID- CCGGAATTCACTTGGACAGAGTGTGG ECOR]
GED(341-662) TAAAC
CAGTATGAGGAGAGAGTGCGCCCCT
1689 MX1kasr-F GCATC K48R
1690 MX1easr-R CAGGGGCGCACTCTCTCCTCATACTG KASR
GCTG
1691 MX1ason-F GAACTGAAGACAGAGTTGTGGACGT K259R
GGTG
1692 MX1as0n-R CACGTCCACAACTCTGTCTTCAGTTC K259R
CTTTG
1693 MX Lo F CAGCTCCCGAGATGCCGCGGATGCG SIMb

ACTCTAATAGACCTTCCTG
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1694

1695

1696

1697

1698

1699

1700

1701

1702

1703

1704

1893

1894

MX1gmp-R

chgKl4R'F

U bC9K14R- R

SUMO1ks7akaer-F

SUMO1ks7akaer-R

SUMO1gg7a-F

SUMO1gg7a-R

SUM02D71H-F

SUM02D71H-R

SuU MO3D7QH'F

SUM03D70H-R

MX1gma-F

MX1gma-R

GAAGGTCTATTAGAGTCGCATCCGCG
GCATCTCGGGAGCTGATC

CTCGCCCAGGAGAGGAGAGCATGGA
GGAAAGAC

TTCCTCCATGCTCTCCTCTCCTGGGC
GAGGCTG

GACAGGATAGCAGTGAGATTCACTTC
GCAGTGGCAATGACAACACATCTCAA
GAAACTCAAAG

TGAGTTTCTTGAGATGTGTTGTCATTG
CCACTGCGAAGTGAATCTCACTGCTA
TCCTGTCCAA

GAATTCACTCAGGTTTCTCTTTGCAG
GTCAGAGAATTGCTGATAATCATAC

TGATTATCAGCAATTCTCTGACCTGC
AAAGAGAAACCTGAGTGAATTCATT

ACGGGCAACCAATCAATGAAACACAC
ACACCTGCACAGT

GTGCAGGTGTGTGTGTTTCATTGATT
GGTTGCCCGTCAA

GGGCAGCCAATCAATGAAACTCACAC
TCCAGCACAG

TGCTGGAGTGTGAGTTTCATTGATTG
GCTGCCCGTC

CTGAAGACAAGGTTGCGGCCGCGGT
GCGGAACCTCGTGTT

ACGAGGTTCCGCACCGCGGCCGCAA
CCTTGTCTTCAGTTC

SIMb

K14R

K14R

K37A/K39
A

K37A/K39
A

EG67A

EG67A

D71H

D71H

D70H

D70H

SIMa

SIMa
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TABELA 6 — Anticorpos utilizados neste estudo.

Anticorpo Reatividade Tipo Origem WB IF  Marcagdo Fabricante Codigo
6xHis *kk M Camundongo  5.000 el ok Clontech 631212
6xHis *kk M Camundongo  3.000 200 ok Sigma H1029
6xHis *kk M Camundongo 10.000  *** HRP Sigma A7058
Actina Humano M Camundongo  5.000 200 HRP Sigma A3854

Aleﬁguor Camundongo P Galinha ok 1000 FITC Invitrogen  A21200

Aleﬁguor Coelho P Cabra ok 1000 FITC Invitrogen  A11034

Aleé%IZIuor Camundongo P Galinha ok 1000 ok Invitrogen  A21201

Aleé%IZIuor Coelho P Cabra ok 1000 ok Invitrogen  A11037

tilgG . Sant
antig Camundongo P Galinha 2.500 el HRP ana sc-2055
mouse Cruz
. : Sant
AntilgGrabbit Coelho P Cabra 2.500 ek HRP CarrL]Jza sc-2004
GST *kk P Coelho 5.000 el ok Sigma G7781
LexA *kk P Coelho 2.000 el ok Millipore 06-719
MxA Humano P Coelho 5.000 250 ok Este SVA82
estudo
MxA Humano M Camundongo 500 200 ok OttoHaller ik
PML Humano P Coelho 2.000 400 ok Mounira ok
PML Santa
*k%k *k%k
PG-M3 Humano M Camundongo 1000 100 Cruz
Sant
SuMo1 Humano P Coelho 250 100 % ;:Za $-9060
Sant
SUMO1 Humano M Camundongo 250 100 Fhx Carzza sc-5308

SUMO2/3 Humano P Coelho 250 100 ok Invitrogen 519100

Ubc9 Humano M Camundongo 500 50 ok Abgent  AM1261a

M = monoclonal P = policlonal

WB = Western blot

IF = Imunofluorescéncia Indireta

HRP = Horseradish peroxidase *** N&o se aplica
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Os meios de cultura utilizados neste estudo foram:

- Meio LB - triptona 1%; NaCl 0,5%; extrato de levedura 1% (agar 2% para meio
solido).

- Meio SOB - triptona 2%; extrato de levedura 0,5%; NaCl 10 mM; KCI 2,5 mM;
MgCl; 10 mM; MgSO4 10 mM.

- Meio completo (YPD) - extrato de levedura 1%; peptona 2%; glicose 2% (agar
2% para meio solido).

- Meio sintético (SC) - YNB 0,67% (sem aminoacidos); glicose 2%
suplementado com aminoacidos, uracila ou adenina quando necessario (agar 2% para
meio solido).

- DMEM - Meio Eagle modificado por Dulbecco (Life Technology).

- Opti-MEM — Meio Minino Essencial tamponado com HEPES e bicarbonato de
sodio, contendo Timidina, Piruvato de Sdédio, L-Glutamina e Hipoxantina, além de
fatores de crescimento (Life Technology).

3.2. METODOS

Os métodos listados abaixo estdo de acordo com protocolos padrdo descritos em
manuais de laboratério (AUSUBEL et al., 1995; MANIATIS et at., 1982) ou com aqueles
descritos pelos fabricantes dos produtos utilizados.

3.2.1. Transformacgéo de E. coli

3.2.1.1. Transformacdo quimica

Para obter células bacterianas competentes para transformac¢do, uma cultura
estacionaria de E. coli (DH50) foi diluida em 250 mL de meio SOB liquido e incubada a
37°C até atingir ABSgoonm =0,6. A cultura bacteriana foi resfriada em banho de gelo por
10 minutos e centrifugada a 3.200xg por 10 minutos a 4°C. Posteriormente, 0
precipitado celular formado foi suspenso em 100 mL de solugcéo TB gelada (Pipes 10
mM pH7,0; MnCl, 55 mM; CaCl, 15 mM; KCI 250 mM). As células foram entéo
incubadas por 10 minutos em banho de gelo e centrifugadas a 3.200xg por 10 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e as células foram suspensas em 20 mL de
solugdo TB gelada contendo 1,5 mL de DMSO. Para armazenamento, aliquotas da
suspensdao foram congeladas em nitrogénio liquido e estocadas a -80°C.

A transformacéo de células de E. coli competentes foi realizada através da adicao
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de 50-250 ng de DNA plasmidial ou 10 pL de reacédo de ligacdo em um tubo de
microcentrifuga contendo 100 pL de células competentes descongeladas. Os tubos
foram mantidos em banho de gelo por 30 minutos e, entdo, em banho-maria a 42°C por
2 minutos. A seguir, 1 mL de meio LB liquido foi adicionado ao tubo e este foi incubado
por 1 hora a 37°C. Decorrido o periodo de incubacédo, a cultura foi centrifugada, o
sobrenadante descartado e as células suspensas em 200 pL de meio LB. A suspensao
foi entdo plagueada em meio LB sélido, contendo o antibiotico requerido para selegéo
de transformantes, e, as placas foram incubadas por uma noite a 37°C.

3.2.1.2. Eletroporacéao

Para se obter células bacterianas eletrocompetentes, uma cultura estacionaria de
E. coli (DH5a) foi diluida 1:100 em 1 L de meio LB liquido e incubada a 37°C, sob
agitacdo até atingir ABSeoonm = 1,0. As células foram coletadas por centrifugacdo a
3.200 xg por 20 minutos e lavadas uma vez com 500 mL de agua milli-Q estéril gelada
e duas vezes com 250 mL de agua gelada. Uma nova lavagem foi realizada com 30 mL
de glicerol 20% gelado. As células foram suspensas em 3 mL de glicerol 20% gelado e
armazenadas em aliquotas a -80°C.

Um volume de 2 pL da preparacdo de DNA plasmidial foi adicionado a 40 pL de
células eletrocompetentes e a mistura foi transferida para uma cubeta de eletroporacéo
(0,2 cm) e submetida a um pulso elétrico nas seguintes condi¢des: voltagem 1,7 kV,
resisténcia 200 Q e capacitancia 25 pF. Em seguida, as células foram removidas da
cubeta com 1 mL de meio LB e incubadas a 37°C por 1 hora sob agita¢céo. Finalmente,
as células foram plaqueadas em meio LB, contendo o antibitico requerido para
selecdo dos transformantes. A seguir, as placas foram incubadas a 37°C até a
obtencao de colonias.

3.2.2. Transformacéo de alta eficiéncia de S. cerevisiae

No procedimento de transformacdo de leveduras, uma cultura de interesse em
fase estacionaria foi diluida a 5,0x10° células/mL em 10 mL de meio SC liquido pré-
aquecido e incubada a 30°C até a concentracdo de 2,0x10" células/mL. As células
foram coletadas por centrifugagédo a 3.000xg por 5 minutos e lavadas com agua milli-Q
estéril. O precipitado foi suspenso em 600 pL de solucdo de acetato de litio 2100 mM e
incubado por 15 minutos a 30°C. As células foram novamente coletadas por
centrifugacéo e ao precipitado foram adicionados, na seguinte ordem: 480 pL de 50%
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PEG5.000, 72 puL de 1 M acetato de litio, 100 yL de 2 mg/mL DNA de esperma de
salméo, 1 pg do DNA de interesse e o volume de reagcédo completado para 720 pL com
agua milli-Q estéril. O tubo foi entdo agitado vigorosamente por 1 minuto e incubado a
30°C por 30 minutos. A suspensdo foi incubada a 42°C por 20 minutos, tomando-se
cuidado de inverter o tubo a cada 5 minutos para equilibrio da temperatura. Apés nova
centrifugacédo, as células foram suspensas em 2 mL de 4gua milli-Q estéril, plaqueadas
em meio seletivo e incubadas a 30°C até o aparecimento das col6nias (GIETZ et al.,
2007).

3.2.3. Manipulacéo de linhagens celulares de mamiferos

Neste estudo foram utilizadas trés linhagens celulares, sendo uma linhagem de
gueratinécitos oral, uma de fibroblastos embridnicos proveniente de camundongos e
uma de carcinoma cervical humano.

- Queratindcito normal da cavidade oral (normal human oral keratinocyte — NHOK)
(PARK et al., 1991; GUO et al., 1998): seu cultivo foi realizado em monocamada em
meio para queratindcitos sem soro fetal (Keratinocyte-SFM, GIBCO), suplementado
com 25 pg/mL de extrato de pituitaria bovina (BPE) e 0,2 ng/mL de fator de
crescimento epidermal recombinante (rEGF), 5 pg/mL de gentamicina, a 37°C em
atmosfera 5% de COa,.

- Swiss3T3 (ATCC: CCL-92) (TODARO e GREEN, 1963): linhagem imortalizada
de fibroblastos camundongos. Seu cultivo foi realizado em monocamada em meio MEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina e 10 pg/mL de
gentamicina, a 37°C em atmosfera 5% de CO,. Especificamente neste trabalho foram
utilizadas duas linhagens estaveis derivadas da linhagem original, Swiss3T3_Neo e
Swiss3T3_MXxA, as quais foram cultivadas na presenca de 500ug/mL de Neomicina
(G418).

- HeLa (ATCC: CRM-CCL-2) (GEY et al.,1952): linhagem tumoral isolada de
carcinoma cervical. Seu cultivo foi realizado em monocamada em meio MEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina e 10 pg/mL de
gentamicina, a 37°C em atmosfera 5% de CO..

3.2.3.1. Transfec¢édo de DNA plasmidial em linhagens de mamiferos.
Para a realizacdo do procedimento de transfeccdo de DNA plasmidial em

linhagens celulares, a linhagem de interesse, mantida em meio apropriado, foi
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tripsinizada e plaqueada a uma densidade de 5x10° células/poco, em placas de 6
pocos, ou de 4x10° células/placa (p100), no dia anterior ao procedimento.

O procedimento foi iniciado pela troca do meio de cultura das células por novo
meio pré-aquecido a 37°C, em banho-maria, por 15 minutos. Para a transfec¢cdo em
pocos, foram utilizados 200 uL de uma solucdo 10% de Polietilenoimina (PEI - 1
pg/mL, Sigma) em Opti-MEM pré-aquecido, homogeneizados por agitacdo em vortex e
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. A solugdo de PEI, foram
adicionados 2 pg de DNA plasmidial e a mistura foi homogeneizada por agitacao e
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubagdo, a mistura
PEI/DNA foi adicionada aos pog¢os por gotejamento e homogeneizacdo por agitacao.
No caso de transfeccdo em placa, foram utilizados 1mL da solu¢cdo 10% de PEIl e 18 ug
de DNA plasmidial. O sucesso do procedimento de transfeccdo plasmidial foi
investigado por ensaios de western blot e/ou imunofluorescéncia indireta, obtendo, em

média, 80% de eficiéncia em todos 0s ensaios.

3.2.3.2. Infeccgéo viral de células de mamiferos

Para a realizacdo do procedimento de infecgdo viral pelo virus da estomatite
vesicular (VSV) em linhagens celulares, a linhagem de interesse, mantida em meio
apropriado, foi tripsinizada e plaqueada a uma densidade de 5x10° células/poco em
placas de 6 pocos no dia anterior ao procedimento.

O procedimento foi iniciado pela troca do meio de cultura das células por novo
meio desprovido de soro fetal bovino, pré-aquecido a 37°C, em banho-maria, por 15
minutos. Para cada experimento de infec¢ao foi utilizado um M.O.l. (Multiplicity of
Infection) = 1, julgando que apds 24 horas de crescimento o nimero de células é igual
ao dobro do numero inicial. O procedimento foi incubado em estufa Umida contendo 5%
de CO, a 37°C por 1 hora e entdo o meio foi substituido por novo meio contendo 2%
de soro fetal bovino.

As células infectadas foram mantidas em cultivo por mais 7 ou 11 horas e

utilizadas para a verificagdo da infeccao por ensaio de imunofluorescéncia indireta.

3.2.4. Manipulacao de acidos nucleicos
3.2.4.1. Isolamento de DNA plasmidial de bactéria (mini preparac¢ao)
Uma colénia da bactéria de interesse foi inoculada em 3 mL de meio LB liquido

contendo antibiotico para sele¢édo. O indculo foi incubado a 37°C sob agitagdo por uma
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noite. Apos o crescimento, 1 mL da cultura bacteriana foi centrifugada a 16.000xg por 2
minutos, o sobrenadante descartado e as bactérias suspensas em 200 uL de TE pH8,0
(Tris-HCI 10 mM pH8,0; EDTA 1 mM pH8,0). A suspenséo, foram adicionados 200 pL
da solucdo SDS/NaOH (SDS 1%; NaOH 0,2 M), o conteudo homogeneizado por
inversdo e incubado a 37°C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 150 pL de
acetato de sodio 3 M pH4,8 e a solugdo foi misturada varias vezes por inversdo. Os
tubos foram entdo centrifugados a 16.000xg por 6 minutos, o sobrenadante foi
transferido para novos tubos e 1 mL de isopropanol foi adicionado. Apds serem
misturados por inversdo, os tubos foram incubados a 37°C por 5 minutos e
centrifugados a 16.000xg por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado, o
precipitado lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75% gelado e, apés secagem,
suspendido em 50 pL de TE.

3.2.4.2. Manipulac&o enzimatica de DNA

As reacdes de restricdo, T4 DNA ligase, fosfatase ou outras enzimas
modificadoras de DNA seguiram as especificacdes dos fabricantes New England
Biolabs e Fermentas.

3.2.4.3. Eletroforese de DNA em gel de agarose

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 0,8% em TAE 1X (Tris-
acetato 40 mM pH8,5; EDTA 2 mM). A amostra de DNA, foi adicionado tamp&o de
amostra 5X (Tris-HCI 10 mM pH8,0; EDTA 1 mM pH8,0; azul de bromofenol 0,125%;
xilenocianol 0,125%; glicerol 30%; EDTA 1 mM) e, a seguir, a mistura foi aplicada no
gel contendo 0,5 mg/mL de brometo de etideo. O gel foi submetido a voltagem de 100
V em tampao TAE 1X.

3.2.4.4. Isolamento e purificacdo de fragmentos de DNA de gel de agarose

O fragmento de DNA separado em gel de agarose 0,8% foi visualizado por
coloracdo com brometo de etideo e iluminagdo com luz ultravioleta. O fragmento de
interesse foi cortado do gel e purificado utilizando o kit “QIAquick Gel Extraction”

(Qiagen), conforme recomendacao pelo fabricante.

3.2.4.5. Amplificacdo de DNA por PCR
As reacgOes foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 mL contendo
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aproximadamente 50 ng de DNA molde, 1 uM de cada oligonucleotideo, 2 U de Taq
HiFi DNA polimerase (Invitrogen) e 200 uM de dNTPs, em tampédo adequado, num
volume final de reacdo de 100 pL. A solugéo foi incubada por 3 minutos a 94°C,
seguida de 30 ciclos de incubagdes a 94°C por 30 segundos (desnaturacédo), a 58°C
por 40 segundos (hibridizacdo) e a 72°C por 1 minuto (extensdo). Por ultimo, foi
realizada incubagdo a 72°C por 10 minutos. Quando necessario, as condigbes de
hibridizacdo e extenséo foram variadas de acordo com os oligonucleotideos utilizados
e o fragmento de DNA a ser amplificado. Os produtos da reagéao foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 0,8% e purificados utilizando o kit “QIAquick PCR
Purification” (QIAGEN).

3.2.4.6. Sequenciamento de DNA

A reacdo de sequenciamento foi realizada num volume final de 20 pL com
oligonucleotideos adequados, utilizando a técnica de PCR e o kit “Big Dye Terminator”
(Applied Biosystem). As reacdoes de amplificacdo foram realizadas seguindo as
condigbes: 1 ciclo — 96°C; 25 ciclos — 96°C por 10 segundos, temperatura de
hibridizacdo dos oligos por 5 segundos, 60°C por 4 minutos; 1 ciclo — 60°C por 5
minutos.

O DNA foi precipitado pela adi¢cdo de 2 yL EDTA 125 mM, 2 uL Acetato de Sodio
3 M e 50 pL de etanol absoluto em cada amostra, as quais ficaram cobertas com papel
aluminio para isolamento da luz. As amostras foram incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente e centrifugadas a 3.000xg por 30 minutos a 4°C. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 70 yL de etanol
70%. A suspensao foi centrifugada a 1.650xg por 15 minutos, o sobrenadante foi
descartado e, apos secagem do DNA, as amostras foram ressuspendidas em 10 uL de
formamida. As amostras foram desnaturadas a 96°C por 5 minutos, incubadas no gelo
por 2 minutos, aplicadas em placas de 96 pocgos e colocadas no sequenciador ABI
Prism 3130 (Aplied Biosystems).

3.2.4.7. Mutacéo sitio-dirigida

Para a obtencdo de mutantes através de mutacao sitio-dirigida foi utilizado o kit
“QuickChange Site-Directed Mutagenesis” (Stratagene), de acordo com o0 protocolo
fornecido pelo fabricante. Esse método baseia-se na amplificacdo do plasmideo
contendo o gene de interesse por PCR, utilizando a enzima de alta processividade Pfx
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turbo, e oligonucleotideos contendo a mutagdo deseja, seguido da remocdo do DNA
molde pela acdo endonucleasica da enzima Dpnl e da transformacdo de E. coli
competente.

3.2.5. Clonagem utilizando o sistema Gateway (Invitrogen)

3.2.5.1. Geragéao do clone de entrada

O kit “PCR8/GW/TOPQ” foi utilizado para gerar clones contendo o fragmento de
PCR ligado ao vetor plasmidial pCR8 (Tabela 3). Para a reagéo, o volume de 4 uL do
produto de PCR foi misturado com 1 pL de “salt solution” fornecida no kit e com 1 pL de
“TOPO vector” (pCR8-topoisomerase ) e, posteriormente, a reagcédo incubada por 30
minutos a 25°C. Em seguida, o produto da reacao foi utilizado para transformar E. coli
competente, utilizando o antibiético espectinomicina como marcador de selecdo. O
clone de entrada gerado possui sitios de recombinacdo attL1 e attL2 flanqueando o

fragmento de PCR inserido.

3.2.5.2. Geragéo do clone destino

Para geracdo da construcdo plasmidial para expressdo da proteina de interesse
fusionada a GST, foi utilizado o vetor plasmidial pDEST15, o qual possue os sitios de
recombinacdo attR1 e attR2. A reacdo de recombinagdo entre os sitios attL1/attR1 e
attL2/attR2 foi realizada em tubo de microcentrifuga de 1,5 mL contendo 150 ng da
construcdo plasmidial do clone de entrada (pCR8-Gal4-BDAD ou pCR8-MX1), 150 ng
de pDEST15 ou pDEST17 e 2 yL da enzima “LR Clonase II” (Invitrogen). O volume
final de 10 yL foi ajustado com tampé&o TE (Tris 10 mM e EDTA 1 mM) pH8,0. A reacéo
foi incubada a 25°C por 2 horas. Em seguida, a reagédo foi tratada com 2 ug de
Proteinase K por 10 minutos a 37°C. Por fim, metade do volume total de reacdo foi
utilizada para transformar E. coli competente, utilizando o antibiético ampicilina como

marcador de selecgéo.

3.2.6. Manipulacéo de proteinas

3.2.6.1. Extracdo e quantificacdo de proteinas

Para extracdo de proteinas totais das linhagens de Sacchoromyces cerevisiae,
uma colonia isolada foi inoculada em 5 mL de meio apropriado e cultivada por 16 horas
a 30°C. ApGs crescimento, a cultura foi diluida para ABSgoonm = 0,125 em 50 mL do
mesmo meio e cultivada até ABSesoonm = 0,5. As células foram recuperadas por
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centrifugacdo a 4.000xg por 10 minutos, lavadas uma vez em PBS e lisadas em
tampao de lise (Triton X-100 2%; SDS 1%; NaCl 100mM; Tris-HCI pH8,0 10mM; EDTA
1mM), pelo emprego de contas de vidro e vigorosa agitacao.

Para extracdo de proteinas totais das linhagens celulares de mamiferos, as
células foram cultivadas em meio apropriado até que atingissem 80% de confluéncia e
0 extrato foi obtido pelo emprego do tampéao de lise RIPA (50 mM Tris-HCI (pH 7.9),
150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 0,5 M EDTA, 10% glicerol, 1 mM DTT, 1 mM PMSF e
1X PLAC — Pepstatina, Leupeptina, Aprotinina, Antipaina e Quimostatina 5 mg/mL),
com o auxilio de seringa de insulina e rotacéo a 4°C por 1 h, sendo os debris celulares
separados por centrifugacdo a 1.400 rpm, por periodo de 30 min a 4°C.

Para a determinagdo da concentracdo proteica nos extratos celulares e de
proteinas purificadas foi utilizado o kit “BioRad Protein Assay” (BioRad), baseado no
método de Bradford.

3.2.6.2. Teste de inducdo da producao de proteina recombinante

Uma cultura estacionéria de E. coli transformada com plasmideo de expresséo de
interesse foi diluida 1:100 em 25 mL de meio LB liguido contendo o antibiético
adequado e cultivada a 37°C sob agitacao até ABSgyonm = 0,6. ApOs crescimento, uma
amostra de 400 pL foi retirada da cultura, as células foram coletadas por centrifugacéo
16.000xg por 1 minuto e suspensas em 40 pL de tampao de amostra para proteina. No
restante da cultura foi induzida a expressdo do gene recombinante com 0,2% de L-
Arabinose ou 1 mM de IPTG e 400 pL de amostra foram retirados ap6s 1, 2 e 3 horas
de crescimento. Da mesma forma, as células foram coletadas por centrifugacdo e
suspensas em 60 pL, 80 pL e 110 pyL de tampdo de amostra para proteina,
respectivamente. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE e coloragcdo por
Coomassie Blue.

3.2.6.3. Producédo de proteina recombinante em larga escala

Excetuando-se a adequagéo volumétrica para o aumento de escala, foi utilizado o
mesmo procedimento descrito no teste de indugdo da produgcdo de proteina
recombinante. Foram utilizadas culturas de 1 L de LB liquido contendo o antibiético
adequado. Apos inducéo pelo tempo mais adequado com 0,2% de L-Arabinose ou 1
mM de IPTG, as células foram coletadas, por centrifugacdo, a 5.000xg por 20 minutos,

lavadas com tampéao PBS pH7,4 e congeladas a -80°C.
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3.2.6.4. Purificacdo de proteina em fusdo com cauda de histidinas

As células foram descongeladas em gelo e lisadas em tampéo de lise (tampéao
fosfato 50 mM pH8,0; NaCl 300 mM; imidazol 10 mM; DTT 2 mM; PMSF 2 mM; 1X
PLAC). Para a lise celular, a suspenséao foi submetida & sonicagdo, em gelo, em ciclos
de 4 segundos de sonicacdo e 10 segundos de repouso, durante 2 minutos, numa
amplitude de 60%. O lisado foi entdo centrifugado a 20.000xg por 20 minutos e o
sobrenadante filtrado em filtro de 0,45 pum. O lisado clarificado e filtrado foi submetido a
cromatografia de afinidade, utilizando-se uma coluna de Ni-NTA de 5 mL e o sistema
cromatografico AKTA FPLC (GE Healthcare). O procedimento para purificacdo foi
realizado como descrito pelo fabricante. Resumidamente, apés a aplicagdo da amostra
na coluna, esta foi lavada com tampéao de lavagem (tampéao fosfato 50 mM pH8,0; NaCl
300 mM; imidazol 20 mM). Em seguida, foi feita a eluicdo da proteina de fusdo com um
gradiente de tampao de eluigdo (tampéao fosfato 50 mM pH8,0; NaCl 300 mM; imidazol
250 mM). As fracOes obtidas da cromatografia foram analisadas por SDS-PAGE e
coloragdo por Coomassie Blue. As fragBes contendo a proteina de interesse foram
reunidas e submetidas a didlise, em membrana SpectraPor (Spectrum) com poro de
selecédo de 12-14.000 Da, em 2 L de tampé&o 10 mM Tris-HCL pH 7,5, por uma noite, a
4°C.

3.2.6.5. Purificacdo de proteina em fusdo com GST (Glutationa S-Transferase)

As células foram descongeladas em gelo e lisadas em tampao de lise (Tris-HCI 50
mM pH8,0; DTT 2 mM; EDTA 10 mM; PMSF 2 mM; 1X PLAC). A suspenséao foi
submetida a sonicagdo, clarificada por centrifugacdo e filtrada como descrito
anteriormente. O lisado clarificado e filtrado foi submetido a cromatografia de afinidade,
utilizando-se uma coluna de Glutationa-sepharose GSTrap 5 mL e 0 sistema
cromatografico AKTA FPLC (GE Healthcare). O procedimento para purificacdo foi
realizado como descrito pelo fabricante. Resumidamente, apds a aplicagdo da amostra
na coluna, esta foi lavada com tampao PBS pH7,4 e a proteina de fuséo foi eluida em
tampé&o de eluicdo (Tris-HCI 100 mM pH8,0; glutationa reduzida 10 mM). As fracbes
obtidas da cromatografia foram analisadas por SDS-PAGE e coloragéo por Coomassie
Blue. As fracdes obtidas da cromatografia contendo a proteina foram reunidas e
submetidas a dialise, como descrito anteriormente. Quando necessaria a remogao de
GST, a proteina purificada foi submetida a clivagem por trombina. Para isso, foi

adicionada 0,5 U de trombina por mg de proteina e a reacdo foi incubada a
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temperatura ambiente, por 2 horas, para clivagem. A amostra foi submetida entéo a
uma nova cromatografia de afinidade para a remoc¢édo de GST e purificacdo da proteina

livre.

3.2.6.6. Separacédo de proteinas por SDS-PAGE

Extratos de proteinas (30 a 50 ug) foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida descontinuo (RUSSELL e SAMBROOK, 2001). As amostras em tamp&o
de amostra para proteina (Tris-HCI 40 mM pH6,8; glicerol 8%; SDS 2%; DTT 100 mM;
azul de bromofenol 0,1%) foram incubadas a 96°C por 5 minutos e aplicadas no gel. O
gel foi submetido a voltagem de 150 V em tampao de corrida (Tris-HCI 25 mM; glicina
250 mM; SDS 0,1%). Os ensaios de oligomerizagao foram realizados em condi¢oes
nao desnaturantes (sem DTT e sem fervura) utilizando gel 4-12% Bis-Tris precast
(lifetechnologies) e tampao MES-SDS.

3.2.6.7. Coloracéao de proteinas
O gel de acrilamida foi incubado em solugédo de Coomassie Blue R 0,25% em
metanol 45% e acido acético 10%, por 30 minutos, e descorado em solucédo de etanol

50% e acido acético 10%.

3.2.6.8. Western blot

Apébs separagdo por SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose (Hybond-ECL GE Healthcare), por 1 hora a 100 V em tampéao de
transferéncia (Tris-HCI 12 mM; glicina 125 mM). A transferéncia foi avaliada por
coloragdo com Pounceau S (Pounceau S 1 mg/mL; acido acético 5%) e a membrana
foi blogueada pela incubagcdo com tampao PBST (PBS pH7.,4; 0,25% Tween-20)
contendo 5% de leite desnatado a temperatura ambiente por ao menos 30 minutos.
Apés bloqueio, a membrana foi incubada em PBST contendo 5% de leite desnatado e
0 anticorpo primario de interesse, por 2 horas, a temperatura ambiente, sob agitacédo
branda. Posteriormente, a membrana foi lavada trés vezes por 5 minutos com PBST e
incubada por 1 hora com anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase (Sigma), na
diluicdo de 1:5.000 em PBST contendo 5% de leite desnatado. Apoés trés lavagens de 5
minutos com PBST, a membrana foi tratada com reagentes quimioluminescentes (ECL-
GE Healthcare) e utilizada na exposicéo a filme autorradiogréfico.
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3.2.7. Producéao de anticorpo policlonal em coelhos

As proteinas de interesse foram produzidas em fusdo com GST, purificadas e
utiizadas na imunizacdo de coelhos. Para isso, 300 pg de proteina foram
homogeneizados com o0 mesmo volume de adjuvante completo de Freund e a emulsao
obtida foi inoculada na regido dorsal do coelho, por via intradérmica. Ap6s 21 dias da
primeira inoculacdo, 300 ug de proteina foram homogeneizados com 0 mesmo volume
de adjuvante incompleto de Freund e inoculado na regidao dorsal do coelho, por via
subcutanea. Outras duas inoculac¢des foram realizadas da mesma forma com intervalos
de 21 dias. Decorridos 11 dias das inoculagdes, a partir da segunda inoculacdo, foram
coletados 15 mL de sangue periférico do coelho e o titulo do anticorpo obtido foi
determinado por western blot, utilizando a proteina purificada. Alternativamente, todas

as inoculagdes foram feitas via subcutanea.

3.2.7.1. Purificagao de anticorpo

Um volume total de 2 mL de soro proveniente da ultima sangria dos coelhos
utilizados na producgéo do anticorpo policlonal anti-MxA foi clarificado por centrifugagéo
a 14.000 rpm, por 30 minutos, a 4°C, e adicionados a 18 mL de tampéao de ligagao (20
mM Na,HPO,-7H,0O, NaH,PO, pH 7.0), gelado, contendo 1xPLAC. A solucao
resultante foi filtrada e submetida a cromatografia de afinidade utilizando-se uma
coluna de Proteina G-sepharose 1 mL (Amersham) e o sistema cromatografico AKTA
FPLC (GE Healthcare). O procedimento para purificacdo foi realizado como descrito
pelo fabricante. Resumidamente, apos a aplicacdo da amostra na coluna, esta foi
lavada com tampéo PBS pH7,4 e o anticorpo foi eluido em tamp&o de eluicédo (Glicina
0.1 M pH 27). As fracbes obtidas da cromatografia foram, imediatamente,
neutralizadas pelo emprego de tampéo Tris-HCl 1 M pH 9.0, na proporcao 1:4 (v/v).
Aliquotas de 10 pL de cada fracdo coletada foram analisadas por SDS-PAGE e
coloracdo por “Coomassie Blue”. As fracbes obtidas da cromatografia contendo a
proteina foram reunidas e submetidas a dialise, em tampé&o PBS pH 7.4. O produto da
dialise foi concentrado pelo emprego de centrifugacdo em concentradores de proteina
(Amicon Ultra 2 mL 100K — Millipore) e, ao produto final, foi adicionado glicerol para
uma concentracéo final de 20%.
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3.2.8. Ensaios de interacdo proteina-proteina por duplo-hibrido

Os ensaios de interacdo proteina-proteina por duplo-hibrido foram realizados
empregando o sistema da linhagem L40 (Clontech), o qual é baseado nas
propriedades das proteinas Gal4 de levedura e LexA de procarioto. Este sistema foi o
mesmo utilizado durante o projeto de mestrado para rastrear uma biblioteca de cDNA
de cérebro fetal humano clonada em fusdo com o dominio de ativagédo de Gal4 no vetor
plasmidial pACT2 (LEU2). A linhagem L40 carregada dois genes reporteres do sistema
de duplo-hibrido: HIS3 e lacZ.

3.2.8.1. Andlise de fenétipo de crescimento em meio sem histidina

As linhagens foram crescidas a 30°C em 10 mL de meio seletivo até
aproximadamente 1-2x10" células/mL. Apés centrifugacdo a 3.000xg por 10 minutos e
remocéo do meio de cultura, as células foram suspensas na concentragdo de 5x10’
células/mL. Um volume de 200 uyL da suspensédo foi transferido para um poco de
microplaca e a suspenséao foi diluida seriadamente (1:10), em meio liquido apropriado.
Utilizando um pipetador multicanal, 4 yL da suspensao original e das diluices foram
aplicados nos meios de cultura de interesse SC-leu,-trp (SC -LT) e SC-leu,-trp,-his (SC
—LTH), com ou sem a adicdo de 0,5 mM de 3-aminotriazol (3AT). O composto 3AT é
utilizado como um inibidor competitivo para o produto do gene HIS3 (imidazolglicerol-p-
desidratase), assim, 0o seu emprego aumenta o rigor da analise de interagdo, inibindo
possiveis escapes de expressao do reporter HIS3, possivelmente ocasionados devido
a interacdes inespecificas entre as proteinas de interesse e as proteinas de fusdo do
duplo-hibrido. A seguir, as placas foram incubadas a 30°C até a observacdo de

crescimento.

3.2.8.2. Ensaio de B-galactosidase

As linhagens de interesse foram cultivadas a 30°C em 5 mL de meio seletivo até
aproximadamente 1-2x10" células/mL. Apés centrifugacédo a 3.000xg por 10 minutos e
remocdo do meio de cultura, as células foram ressuspendidas na concentragdo de
2,5x10% células/mL. Um volume de 3 pL da suspensdo foi aplicado sobre uma
membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences) colocada sobre meio sélido YPD
e deixado crescer durante uma noite a 30°C. A membrana foi entdo transferida para
uma nova placa de petri e as células foram lisadas por congelamento durante uma hora

em freezer a -80°C, com as células voltadas para cima. Um papel de filtro (Whatman)

59



3 - MATERIAL E METODOS

foi colocado em uma placa de petri de 100 mm e umidecido com 1,5 mL de Tampéo Z
(NazHPO,4 60 mM, NaH,PO4 40 mM, KCI 10 mM, MgSO, 1 mM pH7,0), adicionado de
X-gal (0,5 mg/mL). A membrana, com as células voltadas para cima, foi colocada sobre
este papel de filtro e incubada a 30°C em camara Umida até o desenvolvimento de

coloracéo azul.

3.2.9. Ensaio de interacdo proteina-proteina por co-imunoprecipitacao

Para cada ensaio de co-imunoprecipitacdo, células da linhagem HelLa foram
plagueadas em um poco de placas de seis pocos e transfectadas com de 2 ug dos
plasmideos codificantes das proteinas de interesse, mantendo a proporcdo de 1:1
entre os plasmideos utilizados. Os extratos celulares totais foram preparados em 200
puL de tampéao apropriado (50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.1%
NP40, 25 mM DTT, 1 mM PMSF e 1x PLAC), dos quais 20 pL foram reservados para
verificagdo da presenca das proteinas de interesse por western blot.

Ao volume restante foram adicionados 800 pL do mesmo tampéo, 20 L de resina
de proteina G-sepharose (50% Slurry) e 1 pg de anticorpo a-6xHis. A mistura foi
incubada por 12-16 horas a 4°C. ApOs incubagdo o complexo imunoprecipatado foi
lavado trés vezes no mesmo tampao e submetido a fervura em tampao de amostra
para proteinas. A presenca de proteinas foi, posteriormente, analisada por western
blot. Triplicatas experimentais foram utilizadas para confirmar os resultados obidos.

Para evitar interacdes inespecificas entre a resina de proteina G-sepharose e as
proteinas do extrato, a resina foi incubada por 1 hora, a temperatura ambiente, no
tampao descrito, acrescido de 1% de soro-albumina bovina (BSA). Quando utilizada a
resina de Agarose-Flag M2 (Sigma-A2220), o DTT foi removido do tampao seguindo

instrucdes do fabricante.

3.2.10. Ensaio de SUMOilacéao

O ensaio de SUMOilagao foi realizado de acordo com a metodologia descrita pela
Dr. Mounira K Chelbi-Alix (GALISSON et al., 2011).

Para a obtencdo dos extratos proteicos, a serem utilizados nos ensaios de
purificacdo, foram utilizadas células da linhagem HelLa, provenientes de uma placa
p100, transfectadas, um dia apGs subcultivo, com os plasmideos codificantes para MxA
(9 ug - pcDNA3.1-MX1) e para a forma madura de SUMOL ou de seus paralogos (6 ug
- pcDNAS3.1-6xHis-SUMO1, pcDNA3.1-6xHis-SUMO2 ou pcDNA3.1-6xHis-SUMO3) e
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cultivadas por 48 horas apoés transfeccéo.

Apos cultivo, as células foram recuperadas mecanicamente em 10 mL de tampéao
PBS gelado, contendo 20 mM de lodoacetamida (IAc) ou N-Etilmaleimida (NEM),
transferidas para um tubo de 15 mL e lavadas por centrifugagcdo a 1.200 rpm por 5
minutos. As células foram ressuspendidas em 10 mL do mesmo tampé&o e uma aliquota
de 1 mL foi retirada para a verificacdo da presenca das proteinas de interesse por
western blot.

As células foram novamente recuperadas por centrifugacdo e lisadas por 20
segundos de sonicacdo branda em 5 mL de tampéo 1 (6 M Guanidina-HCI pH 8.0, 10
mM Tris-HCI, 0,5 M Na,HPO4, 0,5 M NaH,PO4, 20 mM IAc, 5 mM Imidazol e 5 mM 3-
Mercaptoetanol). Os lisados foram centrifugados por 15 minutos, a 4.000 rpm, a 4°C
para a remocao de possiveis restos celulares. As proteinas conjugadas a SUMOL1 e
seus parélogos contendo cauda de 6 histidinas foram recuperadas pela incubagéo dos
lisados com 50 pL resina de Agarose NI-NTA (50% Slurry), previamente lavadas 5
vezes em 1 mL de tampdao 1, por 12-16 horas a 4°C sobre agitacao.

Apbés o processo de incubacdo, a resina foi lavada sucessivamente por
centrifugacéo a 2.000 rpm, por 2 minutos, a 4°C, seguindo 0 esquema: uma vez com 4
mL de tampéo 1 contendo 0,1% de Triton-100; uma vez em 4 mL de tampéo 2 (8 M
Ureia pH 8.0, 10 mM Tris-HCI, 0,5 M Na,HPO4, 0,5 M NaH,PO4, 20 mM IAc, 5 mM [3-
Mercaptoetanol e 0.1% de Triton-100) e trés vezes em 4 mL de tampéo 3 (8 M Ureia
pH 8.0, 10 mM Tris-HCI, 0,5 M Na;HPO4, 0,5 M NaH,PO4, 20 mM IAc, 5 mM -
Mercaptoetanol e 0.1% Triton-100). Ao fim destas etapas, a resina foi transferida para
tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e lavada por mais 4 vezes em 1 mL de tampao 3.

Ao final do processo, as proteinas purificadas foram eluidas da resina pelo uso de
50 pyL de tampdo de amostra de proteina acrescido de 200 mM de imidazol. A
suspensdao foi mantida a temperatura ambiente por 20 minutos e levada a fervura em
banho seco a 95°C por 5 minutos. A resina de agarose foi separada das proteinas
eluidas por centrifugacdo a 13.000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante resultante foi
analisado por western blot. Triplicatas experimentais foram utilizadas para confirmar os

resultados obidos.

3.2.11. Ensaio de imunofluorescéncia indireta
Para cada ensaio de imunofluorescéncia indireta foram utilizadas 3x10° células da

linhagem Hela, as quais foram plagueadas 24 horas antes de sua transfeccao sobre
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laminulas previamente tratadas com poli-D-lisina (Sigma). Apés 48 horas do processo
de transfeccao celular, as células foram lavadas duas vezes em PBS gelado e fixadas
em solucéo 4% de paraformaldeido por 10 minutos a temperatura ambiente. Apés trés
lavagens por 5 minutos em PBS, as células foram permeabilizadas pelo emprego de
PBS acrescido de 0,3% de Triton-100 e incubacdo por 15 minutos a temperatura
ambiente. Para a neutralizagdo e bloqueio de possiveis pontos de ligacéo inespecifica,
as células foram blogueadas pelo emprego de tampao de bloqueio (PBS, 0,3% Triton-
100 e 2% BSA (m/v)).

Uma vez blogueadas, as células foram incubadas por 1 hora, a temperatura
ambiente, com suspensao do anticorpo de interesse em tampdo de bloqueio, e,
posteriormente, lavadas trés vezes por 5 minutos com tampéao PBS. Apés as lavagens,
um novo ciclo de incubacéo por 1 hora foi realizado, desta vez com suspenséo de
anticorpo secundério marcado com fluoroforo (Alexa-fluor 488 ou Alexa-Fluor 594,
Molecular Probe, Inc), contendo 1 pL da solugéo 5 mg/mL de 4'-6-diamidino-2-fenilindol
preparado em dimetilformamida (DAPI - Sigma). Novas lavagens foram realizadas.

O tampdo foi removido da superficie das laminulas e o montante residual do
tampao foi secado por aspiracdo. As laminulas foram montadas sobre laminas usando
vectashield (Vector Laboratory) e seladas pelo emprego de verniz incolor. As proteinas
marcadas foram analisadas em microscépido de fluorescéncia Nikon Eclipse E600,
utilizando lentes objetivas com ampliagdo de 100x, utilizando filtros para os seguintes
comprimentos de onda: Alexa-Fluor 488, absor¢édo 496 nm e emissdo 519 nm; Alexa-
fluor 594, absor¢éo 590 nm e emisséo 617 nm; DAPI, absor¢dao 358 nm e emisséo 461
nm. As imagens capturadas foram processadas pelo emprego do software ImageJ 64,
versao 1.4.

Nos ensaios de co-localizagdo, as proteinas de interesse foram marcadas com
anticorpos primérios gerados em diferentes organismos. A diferenca de fluorescéncia
foi obtida pelo emprego concomitante de anticorpos secundarios marcados, com Alexa-
fluor 488 ou Alexa-Fluor 594, dirigidos contra as IgGs provenientes de organismos
especificos. Triplicatas experimentais foram utilizadas para confirmar os resultados

obidos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Producéo do anticorpo policlonal anti-MxA (a-pMxA)

Para a identificacdo da proteina MxA em ensaios de western blot,
imunofluorescéncia indireta, co-imunoprecipitacdo ou SUMOilagcédo, foi obtido um
anticorpo policlonal anti-MxA em coelhos.

4.1.1. Clonagem do gene MX1 em vetor de expressao

O fragmento de aproximadamente 2.100 bp, correspondente a regido codificadora
do gene MX1, foi obtido por reagcdo de PCR com os oligonucleotideos VZ0623 e
VZ0624, a partir do vetor pCMV6-XL5-MX1 (Origene, pVZ997). Esse fragmento foi
utilizado para a geragéo do clone de entrada no vetor pCR8 (pCR8-MX1, pVZ998), o
qual foi confirmado por diagndstico de restricdo (resultados ndo mostrados).

O clone de entrada obtido foi utilizado para a geracdo do plasmideo de expresséo
de MxA em fusdo com GST. Para tanto, foi realizada uma reacao de recombinacéo LR
com o vetor pDEST15, gerando o plasmideo pDEST15-MX1 (pVZ1074, GST-MxA),
também confirmado por diagnéstico de restricdo (resultados ndo mostrados).

4.1.2. Testes de inducao da producédo da proteina recombinante GST-MxA

Para a realizagdo dos testes de inducdo da producdo da proteina recombinante
de interesse, foi utilizada a linhagem BL21 Al de E. coli transformada com o plasmideo
pVZ1074 (GST-MxA). Essa linhagem possui sistema de expressdo induzivel por
arabinose (Al = arabinose inducible).

Nos testes de inducdo da producdo da proteina recombinante GST-MxA, as
temperaturas de 37°C, 30°C e 25°C foram utilizadas para determinar a melhor
condicao de producgdo das proteinas.

A Figura 8A mostra a producéo da proteina GST-MxA (~100 kDa), apés a indugéo
com 0,2% de L-Arabinose, a 30°C, por um periodo de 1 a 3 horas (canaletas 2 a 4).
Apbés o periodo de 3 horas, foi possivel observar a presenca de uma maior
concentracdo da proteina de interesse na fracdo correspondente ao sobrenadante das
amostras, fracdo soluvel (canaleta 5). Esta condicao foi escolhida para a realizacdo da
producdo em larga escala da proteina.

A proteina de fusdo GST-MxA proveniente de lisado preparativo foi purificada por
cromatografia de afinidade com resina de glutationa-sepharose, dialisada e
concentrada. A Figura 8B apresenta o resultado da purificacdo de GST-MxA, presente
nas fracdes de eluicao da coluna (fracdes 18 a 20).
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4.1.3. Producéo, purificacéo e avaliacao do anticorpo policlonal a-pMxA

A proteina de fusdo GST-MxA, obtida e purificada de bactéria, foi inoculada em
coelhos. Previamente as inoculagbes (Pré-imune - P.l.) e apds 11 dias da segunda
inoculacdo (1° Bleed), da terceira (2° Bleed) e da quarta inoculacdo (3° Bleed), os
animais foram sangrados parcialmente e os soros recuperados. O extrato total da
linhagem L40 contendo o plasmideo pBTM-KAN-MX1, codificando a producdo da
proteina de fusdo LexA-MxA, foi utilizado em ensaios de western blot para testar a
presenca de IgG anti-MxA nos soros obtidos. Foi utilizado com controle, o anticorpo
anti-LexA. A producdo do anticorpo foi testada inicialmente com quatro animais que,
mesmo apos todas as imunizagfes, ndo foram capazes de produzir o anticorpo de
interesse (resultados ndo mostrados).

O procedimento de imunizagdo foi iniciado novamente, agora somente com
inoculacdes intradérmicas. Novamente, 0 mesmo extrato protéico da linhagem L40
produzindo LexA-MxA foi utilizado para checar a producdo do anticorpo. Como
almejado, um dos animais inoculados foi capaz de produzir soro reativo contra MxA
(resultados ndo mostrados).

ApoOs confirmagdo da obtencdo do anticorpo a-pMxA utilizando extrato de
levedura, o mesmo foi testado para sua reatividade contra extrato obtido a partir de
células da linhagem NHOK, previamente tratadas com IFN-I (IFNB-1a), para induzir a
expressao do gene MX1. A Figura 9 apresenta o resultado dos ensaios de western blot
com 5 diluigdes (1:1.000, 1:2.500, 1:5.000, 1:7.500 e 1:10.000) do soro pré-imune
(controle) e dos soros provenientes das trés sangrias do animal. Como pode ser
observado, o anticorpo permitiu a deteccdo de uma banda de aproximadamente 78
kDa, correspondente ao tamanho da proteina MxA. A deteccao ja foi observada com o
soro obtido na primeira sangria e a continuagc&o do processo de imunizacao possibilitou
0 aumento no titulo do anticorpo policlonal a-pMxA produzido.

Uma vez obtido o anticorpo a-pMxA, este foi testado para a detec¢do da proteina
MxA em ensaios de co-imunoprecipitacdo, porém, tais ensaios apresentaram
resultados de dificil analise devido a uma série de bandas inespecificas (resultados néo
mostrados). Assim, visando superar este problema, o anticorpo foi submetido a um
processo de purificacdo e testado em diversos ensaios de deteccao da proteina MxA.

O anticorpo policlonal produzido foi purificado utilizando cromatografia de
afinidade a proteina G-sepharose no sistema cromatografico Akta FPLC (GE
Healthcare). Para tanto, uma amostra de 1 mL do soro obtido de coelho imunizado com
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a proteina de fusdo GST-MxA foi diluida em 19 mL de tampao fosfato 20 mM, filtrado e
aplicado sobre a coluna de proteina G-sepharose. Apos lavagem, o anticorpo ligado a
coluna foi eluido pelo emprego de tampéo glicina 0.1 M pH 2,7 e coletado em amostras
de 800 pL, as quais foram imediatamente neutralizadas pela presenca de 200 pL de
tampé&o Tris-HCI 1 M pH 9,0 nos tubos utilizados na coleta das fracdes.

As fracOes obtidas foram analisadas por SDS-PAGE seguida de coloragao por
Coomassie Blue e os resultados obtidos podem ser verificados na Figura 10. E
possivel detectar uma grande quantidade de proteinas passando diretamente pela
coluna durante o processo de injecdo da amostra (fracdes 1, 2 e 21), assim como €
possivel ver que muitas sdo eliminadas durante o processo de lavagem da coluna
(fracBes 22 a 26). Ainda, é possivel notar que a coluna foi capaz de reter os anticorpos
presentes na amostra de soro utilizada, os quais foram eluidos pelo emprego de
tampao glicina (fragbes 27 a 31). Isso é observado pelas bandas caracteristicas de um
anticorpo analisado por SDS-PAGE, o qual é separado em cadeia leve (~25 kDa),
cadeia pesada (~50 kDa) e uma pequena fragdo de imunoglobulinas que resistiu ao
processo de desnaturacdo (~150 kDa). Assim, o procedimento empregado nha
purificacdo do anticorpo policlonal anti-MxA foi eficaz na remocgédo de proteinas e
componentes diversos do soro e na retengdo de IgGs pela resina de proteina G-
sepharose utilizada.

As fragbes eluidas contendo o anticorpo de interesse foram agrupadas e
dialisadas em tampao PBS pH 7,4, a 4°C, por uma noite, concentradas pelo emprego
de coluna AMICOM com corte de 100 kDa e adicionadas de glicerol para uma
concentracéo final de 20%. O produto resultante da purificagdo foi mantido a -20°C até
0 momento do uso. Esse anticorpo foi empregado em todos os ensaios descritos neste
estudo.

Com o objetivo de avaliar a sua qualidade, o anticorpo produzido e purificado foi
comparado ao anticorpo monoclonal a-mMxA (FLOHR et al., 1999) fornecido
gentilmente pelo Dr. Otto Haller. Nestes experimentos foram utilizados fibroblastos
embridnicos derivados de camundongos defectivos para a produgdo de MxA
(Swiss3T3), contendo construcéo plasmidial integrada que codifica para a producao da
proteina MxA humana (Swiss3T3_MxA) ou somente 0 vetor vazio com sua marca de
selecéo (Swiss3T3_Neo) (PAVLOVIC et al. 1990).

Assim, foram realizados experimentos de imunofluorescéncia indireta e western

blot e os resultados obtidos podem ser visualizados nas Figuras 11A e 11B,
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respectivamente. E possivel afirmar que ambos anticorpos sdo capazes de detectar a
proteina MxA no citoplasma celular, nas diluicdes de 1:250, no caso do anticorpo
policlonal produzido (a-pMxA), e 1:200, no caso do anticorpo monoclonal (a-mMxA).
Ainda, é possivel dizer que o anticorpo policlonal é capaz de detectar uma menor
quantidade da proteina MxA, em ensaios de western blot, utilizando uma diluicdo de
1:5.000 do anticorpo a-pMxA, quando comparado com o anticorpo a-mMxA. Observar
gue o anticorpo monoclonal foi utilizado em uma diluicdo 10x menor (1:500).

Desta forma, conclui-se que o anticorpo policlonal anti-MxA (a-pMxA) produzido
em coelhos neste trabalho € uma ferramenta valiosa no estudo da proteina em
guestdo, podendo ser aplicado em diferentes técnicas com grande sensibilidade e

especificidade.
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FIGURA 8. Avaliagcdo da producéo e purificacéo da proteina de fusdo GST-MxA.

A. Avaliagdo da producdo de GST-MxA. Aliquotas da cultura bacteriana antes
(canaleta 1) e apos inducdo com 0,2% de L-Arabinose (canaletas 2 a 4), a 30°C, foram
analisadas em gel de acrilamida:bis-acrilamida 12%. As canaletas 5 e 6 correspondem,
respectivamente, ao sobrenadante e ao precipitado do teste de solubilidade apos
inducéo por 3 horas. B. Purificagdo de GST-MxA por afinidade a resina de glutationa-
sepharose. As fracdes 2, 7, 11 e 16 correspondem as fracdes descartadas durante as
etapas de ligacdo e lavagem da coluna, e as fragbes 18, 19 e 20 correspondem as
fracOes de eluicdo de GST-MxA da coluna. O padrdo de massa molecular 10 kDa
(Invitrogen) foi utilizado como marcador.
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FIGURA 9. Avaliacdo da producdo e determinacdo do titulo do anticorpo
policlonal anti-MxA (a-pMxA).

Diluicdes crescentes (1:1.000 a 1:10.000) do soro pré-imune e dos soros obtidos nas
diversas sangrias foram utilizadas em ensaio de western blot, empregando 0,5 mg de
extrato proteico total da linhagem NHOK, tratada com IFN-I (IFNB-1a). O soro pré-
imune (P.l.) e os soros obtidos das trés sangrias estao indicados. O padrao de massa
molecular 10 kDa (Invitrogen) foi utilizado como marcador.
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FIGURA 10. Etapas da purificagao do anticorpo policlonal anti-MxA (a-pMxA).

A. Andlise do processo de purificacdo do anticorpo policlonal anti-MxA. SDS-PAGE
corado com Coomassie Blue das fragdes coletadas ao longo do processo de
purificacdo do anticorpo, utilizando coluna de proteina G-sepharose: injecdo da
amostra no sistema (fracbes 1,2 e 21), lavagem da coluna com tampéo PBS pH 7,4
(fracBes 22 a 26) e eluicdo do anticorpo retido na coluna (fragdes 27 a 31). A direita do
painel estdo indicadas as cadeias formadoras de IgGs (leve e pesada), IgGs néo
desnaturadas e o principal constituinte do plasma sanguineo (albumina). O padréao de
massa molecular 10 kDa (Invitrogen) foi utilizado como marcador.
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FIGURA 11. Avaliacao da qualidade do anticorpo policlonal anti-MxA (a-pMxA).
A. Ensaio de imunofluorescéncia indireta para a detec¢cdo de MxA. Células derivadas

da linhagem Swiss3T3 expressando (Swiss3T3_MxA) ou ndo (Swiss3T3_Neo) a
proteina MxA de forma estavel foram submetidas ao ensaio de imunofluorescéncia
indireta com os anticorpos policlonal produzido em coelho (a-pMxA) ou monoclonal
produzido em camundongo (a-mMxA), utilizando as diluicbes 1:250 e 1:200,
respectivamente. O anticorpo secundario empregado foi anti-lgG de coelho ou
camundongo conjugado a Alexa Fluor 488 (fluorescéncia verde). A cromatina celular foi
marcada com DAPI (fluorescéncia azul). O controle negativo de marcacao foi realizado
pelo ndo emprego dos anticorpos anti-MxA (-). As imagens foram combinadas pelo
emprego do software ImageJ (Merged). B. Ensaio de western blot para a deteccao da
proteina MxA. 50 pg do extrato total de proteinas da linhagem Swiss3T3_Neo e 10, 25
e 50 ug do extrato total de proteinas da linhagem Swiss3T3_MxA foram submetidos a
analise por western blot usando os anticorpos a-pMxA (1:5000) e a-mMxA (1:500). O
anticorpo anti-Actina (aoActina) foi utilizado como controle de carregamento dos
extratos.
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4.2 Confirmacgdo da interacdo fisica de MxA com ligantes revelados por
duplo-hibrido

Como comentado na Introdugéo, durante a realizacdo do Mestrado, que deu
origem a este trabalho, o emprego do rastreamento de duplo-hibrido utilizando a
proteina MxA como isca para rastrear uma biblioteca de cDNA de cérebro fetal
humano, possibilitou a identificacdo de 27 ligantes provaveis de MxA, apos a
confirmacdo da expressdo dos genes reporteres HIS3 e lacZ. Neste rastreamento,
foram encontradas nao s6 proteinas ja tidas como ligantes da proteina Mx1 de
camundongos (ENGELHARDT et al.,, 2001), mas também novos ligantes envolvidos
nos mais diferentes processos celulares, tais como: regulacdo da transcrigcéo,
regulacdo da apoptose, controle da proliferacdo celular e resposta aos estimulo de
dano ao DNA (BRANTIS-DE-CARVALHO et al., 2011).

Dos 27 ligantes provaveis de MxA, os clones codificantes para SUMO1 e Ubc9
foram selecionados para investigacoes adicionais, devido ao envolvimento destas
proteinas no processo de SUMOilacdo, que por sua vez, desempenha um importante
papel na formacgdo dos corpusculos PML-NBs, os quais estdo envolvidos em diversos
processos bioldgicos incluindo a apoptose e a atividade antiviral (TROST et al., 2.000;
ENGELHARDT et al., 2001; ENGELHARDT , 2004; GEISS-FRIEDLANDER e
MELCHIOR, 2007; LIN et al., 2006; BERNARDI e PANDOLFI, 2007; HALLER et al.,
2007; KRIEGHOFF-HENNING e HOFMANN, 2008).

4.2.1. Ensaio de interacdo proteina-proteina por co-imunoprecipitacao

Uma vez que os ensaios realizados para a determinacdo da interacédo fisica por
“GST-pulldown” ndo funcionaram (resultados ndo mostrados), decidiu-se empregar a
técnica de co-imunoprecipitacdo, a partir de células humanas co-transfectadas com
plasmideos codificantes para a producdo das proteinas de interesse.

A magquinaria de SUMOilagéo celular envolve um série de outras proteinas, como
as proteinas SUMO2 e SUMO3 que sao paralogos funcionais de SUMO1. Assim,
mesmo ndo estando entre os ligantes provaveis revelados por duplo-hibrido, a
interacdo de MxA com SUMO2 e SUMOS3 também foi ensaiada neste estudo. Esses
experimentos foram realizados durante o estagio de doutorado sanduiche, realizado na
Universidade de Paris V (Descartes), sob a orientagdo da Dra. Mounira K. Chelbi-Alix,
nos periodos de 01/04/2012 a 31/03/2013 e 06/10/2013 a 17/12/2013.

Para tanto, células da linhagem HelLa foram transfectadas com os plasmideos de
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interesse. Os plasmideos utilizados foram: pLTR-6xHis-Ubc9, codificante para a
enzima de conjugacdo E2 em fusdo com cauda de histidinas, os plasmideos
pcDNA3.1-6xHis-SUMO1, pcDNA3.1-6xHis-SUMO2 e pcDNA3.1-6xHis-SUMO3,
codificantes para as formas maduras de SUMO1, SUMO2 e SUMOS3 também em fuséo
com cauda de histidinas, respectivamente, e o plasmideo pcDNA3.1-MxA, codificante
para a proteina MxA. Antes de serem utilizados no ensaio de co-imunoprecipitacao,
parte dos lisados foram submetidos a ensaios de western blot para confirmar a
expressdo das proteinas de interesse, utilizando anticorpo anti-cauda de histidinas (a-
6xHis) ou anti-Ubc9 (a-Ubc9), uma vez que foi impossivel detectar 6xHis-Ubc9 com o
anticorpo a-6xHis nesses ensaios de western blot.

A Figura 12 mostra o0s resultados obtidos no experimento de co-
imunoprecipitacdo, utilizando lisados obtidos de células HelLa co-transfectadas ou néo
com combinagbes diversas das construgdes plasmidiais de interesse, indicadas na
parte superior da Figura 12. E possivel verificar que ha uma forte interacdo entre Ubc9
e MxA. Também é possivel verificar que existe interacdo entre SUMOLl e MxA.
Finalmente, ndo foi possivel detectar interacdo fisica entre a proteina MxA e as
proteinas SUMO2 e SUMOS3. No painel inferior da Figura 12, estdo apresentados os
resultados obtidos dos ensaios de western blot que confirmaram a presenca das
proteinas de interesse nos lisados utilizados nos experimentos de co-
imunoprecipitacdo (input). Como o anticorpo a-Ubc9 permite a detecgéo da proteina de
fusdo 6xHis-Ubc9 e também da proteina Ubc9 enddgena, a proteina Ubc9 foi revelada
em todas as canaletas. Entretanto, uma banda evidente de Ubc9, concentrada pelo
processo de Imunoprecipitacdo, pode ser observada no painel que mostra as proteinas
imunoprecipitadas com o anticorpo a-6xHis (painel do meio).

Com o objetivo de melhor documentar a interacdo fisica de MxA com Ubc9 e
SUMO1, o experimento de co-imunoprecipitacdo foi repetido na presenca de um
controle positivo. Assim, a interagdo de SUMO1 com a isoforma Ill da proteina PML
(PMLII) foi ensaiada em paralelo.

A Figura 13 apresenta os resultados do experimento de co-imunoprecipitacéo.
Como pode ser observado, MxA é comprovadamente co-imunoprecipitada por Ubc9 e
SUMO1, da mesma forma que PMLIII é co-imunoprecipitada por SUMO1. No caso de
PMLIII, ainda foi possivel reconhecer as formas SUMOiladas desta proteina.
Finalmente, também €& possivel observar que a presenca de SUMOL1 interfere na
interacdo entre MxA e Ubc9, o que sugere que uma destas proteinas, mais
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provavelmente SUMOL1, interage com as demais através da mesma regido. Essa
hipotese sera discutida mais adiante.

4.2.2. Ensaio de co-localizagcdo de MxA com Ubc9 e SUMOL1
Além dos ensaios de co-imunoprecipitacdo, a co-localizacdo entre MxA, Ubc9 e
SUMO1 também foi investigada pela técnica de imunofluorescéncia indireta seguida de
microscopia confocal. Para tanto, o mesmo procedimento experimental de cultivo e co-
transfeccéo de células da linhagem HelLa foi empregado. Porém, neste caso, as células
foram cultivadas sobre laminulas de vidro e submetidas ao ensaio de
imunofluorescéncia indireta
A Figura 14 apresenta os resultados obtidos. Como pode ser observado (setas),
existe co-localizagdo entre MxA e Ubc9, assim como entre MxA e SUMO1, no
citoplasma celular. A co-localizacdo de MxA com Ubc9 e SUMO1 corrobora os
resultados de interacdo fisica entre essas proteinas por co-imunoprecipitagdo. No
painel A (Ubc9) e B (SUMOL1) da Figura 14, a localizagdo perinuclear e nuclear das
proteinas Ubc9 e SUMO1 sdo evidentes, tanto quanto a localizacdo
citoplasmatica/perinuclear de MxA. Neste sentido, a regido perinuclear, mais
precisamente as regifes préximas ao poro nuclear, é conhecida como um local de
intensa SUMOilacao, onde proteinas se concentram para serem SUMOiladas e, entao,
translocadas para o nucleo celular (PALANCADE e DOYE, 2008). A presenca de MxA
nesta regido, co-localizada com Ubc9, aumenta a possibiidade de MxA ser
SUMOilada, embora ndo haja descri¢do da translocacao desta proteina para dentro do
nacleo. A SUMOilagédo de MxA serd abordada adiante.
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FIGURA 12. Avaliagéo da interagao fisica entre MxA e proteinas da maquinaria de
SUMOilacéao (SUMO1, SUMO2, SUMOS3 e Ubc9), por co-imunoprecipitacao.

Resina de proteina G-sepharose foi incubada com 1 pg de anticorpo anti-6xHis
(Clontech) e com extrato total de células HelLa previamente transfectadas (+) ou néo (-)
com plasmideos codificantes para as proteinas de interesse. A deteccdo de MxA co-
imunoprecipitada foi realizada com o anticorpo policlonal a-pMxA (painel superior). A
deteccdo das proteinas imunoprecipitadas foi realizada com anticorpo monoclonal de
camundongo anti cauda de histidinas (a-6xHis, painel do meio). Como controle, a
presenca das proteinas de interesse nos lisados utilizados (input) foi investigada
através de ensaios de western blot (painel inferior) (MxA ~78 kDa, 6xHis-Ubc9 ~19 kDa
e 6xHis-SUMO1/2/3 ~11 kDa). A banda correspondente a proteina MxA co-
imunoprecipitada esta indicada por seta. Anticorpos utilizados: a-pMxA (MxA); a-6xHis
Clontech (SUMO1/2/3) e a-Ubc9 Abgent (Ubc9). Nimero amostral = 2.
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FIGURA 13. Confirmagdo da interacdo de MxA com Ubc9 e SUMO1 por co-
imunoprecipitacao.

Resina de proteina G-sepharose foi incubada com 1 pg de anticorpo Anti-6xHis
(Clontech) e com extrato total de células HelLa previamente transfectadas (+) ou néo (-)
com plasmideos codificantes para as proteinas de interesse. A deteccdo de MxA co-
imunoprecipitada foi realizada com o anticorpo policlonal a-pMxA (painel superior). A
deteccdo de PMLIII co-imunoprecipitada foi realizada com o anticorpo policlonal a-PML
(painel superior). A deteccdo das proteinas imunoprecipitadas foi realizada com
anticorpo monoclonal de camundongo anti cauda de histidinas (a-6xHis, painel do
meio). Como controle, a presenca das proteinas de interesse nos lisados utilizados
(input) foi investigada através de ensaios de western blot (painel inferior) (MxA ~78
kDa, 6xHis-Ubc9 ~19 kDa, 6xHis-SUMO1 ~11 kDa e PMLIII ~70 kDa). As bandas
correspondentes as proteinas MxA e PMLIII co-imunoprecipitadas estdo indicadas por
seta. Anticorpos utilizados: a-pMxA (MxA); a-6xHis Clontech (SUMO1/2/3); a-PML
SantaCruz (PMLIII) e a-Ubc9 Abgent (Ubc9). Nimero amostral = 3.
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FIGURA 14. Ensaio de co-localizagdo de MxA com proteinas da maquinaria de
SUMOilagao.

Ensaio de co-localizagao por imunofluorescéncia indireta utilizando células da linhagem
HelLa transfectadas com os plasmideos pcDNA3.1-MxA e pcLTR-6xHis-Ubc9 (A) e
pcDNA3.1-MxA e pcDNA3.1-6xHis-SUMO1 (B). As proteinas de interesse foram
marcadas pelo emprego de anticorpos especificos. A cromatina celular foi marcada
com DAPI (fluorescéncia azul). Como anticorpos secundarios foram utilizados anti-lgG
conjugado a Alexa Fluor 488 (fluorescéncia verde) ou Alexa fluor 594 (fluorescéncia
vermelha). As imagens foram combinadas pelo emprego do software ImageJ (Merged).
Anticorpos utilizados: a-pMxA (MxA), a-SUMO1 (SUMO1) e a-Ubc9 Abgent (Ubc9). Um

aumento de 100x foi utilizado.
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4.3. Obtencéo e caracterizacdo de mutantes de MxA.

Os possiveis sitios de interagdo fisica e/ou SUMOilacdo de MxA foram
identificados na sua sequéncia primaria e mutantes foram obtidos para os ensaios de
interacao proteina-proteina por duplo-hibrido ou ensaios de SUMOilagao in vivo.

4.3.1. Analise da sequéncia primaria de MxA.

ApoGs a confirmagédo da interagdo fisica entre MxA e SUMO1, foram iniciadas
investigagbes para definir o sitio de interacdo entre estas. Neste sentido, como
previamente discutido, SUMOL e seus paralogos estao envolvidos em um processo de
modificacdo poés-traducional denominado SUMOilagdo. Neste processo, como
apresentado na Introdugdo, uma ou mais proteinas SUMO sdo conjugadas a um
residuo de lisina aceptor na proteina alvo (Figura 7). Ainda, SUMOL1 e seus paralogos
sdo capazes de interagir fisicamente com outras proteinas através de uma série de
sequéncias de interagio (SIM — SUMO-Interacting Motifs) (JURGEN DOHMEN, 2004.;
DA SILVA-FERRADA et al., 2012.).

Como também apresentado na Introducdo, estdo definidos trés sequéncias
consenso de interagdo fisica as proteinas SUMO, a saber: SIMa (WYWxWACACACACAC),
SIMb (WWDLT) e SIMr (AcAcAcAcAcYWYxWW) (Figura 7). O emprego de ferramentas de
bioinformatica ou a analise manual da sequéncia priméaria de MxA revelou a presenca
no dominio GTPase de duas provaveis sequéncias consenso de interacdo com SUMO,
uma do tipo SIMb (VPDLT), situada entre os aminoacidos V171-T175, e uma do tipo
SIMa (VVDV), situada entre os aminoéacidos V260-V263.

Ainda, a presenca entre os ligantes provaveis de MxA revelados por duplo-hibrido
de proteinas com funcdo de E3 ligase para o processo de SUMOilacdo (CBX4 e
PIAS1) e a confirmagcdo da interacdo de MxA com SUMO1 e Ubc9, essa ultima
correspondendo a enzima E2 de conjugacéo para o processo de SUMOilacao, levanta
a possibilidade de MxA ser alvo desta modificagdo pos-traducional.

Utilizando-se das mesmas ferramentas de bioinformatica, foi possivel investigar a
sequéncia primaria de MxA para possiveis sitios de SUMOilacdo, ou seja, de
modificacdo covalente. Esses sitios sdo determinados por uma sequéncia consenso
(CM, do inglés: Consensus Motif). Para as proteinas SUMO existem uma série dessas
sequéncias, sendo CM (WKxE/D) e sua forma inversa ICM (E/DxKW) as mais
frequentes (Figura 7). No caso especifico de MxA, foi possivel verificar que duas
sequéncias apresentam uma alta probabilidade de serem alvos da modificagédo por
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SUMO, a saber: ICM1 (EEKV), situada entre os amino&cidos V47-E50, e ICM2 (EDKYV),
situada entre os aminoacidos V258-E261.

A Tabela 7 sumariza os resultados obtidos pela analise da sequéncia de
aminoacidos de MxA, direta ou inversa, nos softwares SUMOplot e SUMOsp. Dentre
todas as sequéncias reveladas pela andlise de bioinformatica, trés sequéncias (SIMa,
ICM1 e ICM2) apresentam uma maior possibilidade de serem os sitios de interagdo ou
modificacdo, pois apresentam um maior valor de “score” e um menor “cut-off”.

A Figura 15A apresenta a conservagao das sequéncias consensuais identificadas
atrives da analise de frequéncia dos aminoacidos, adjacentes ao ponto central das
sequéncias SIM ou da provavel lisina aceptora de SUMOilacdo, realizada pela
ferramenta WebLogo (http://weblogo.berkeley.edu). Como pode ser observado, as

duas regides identificadas apresentam um alto grau de conservagado, fato este
esperado, uma vez que estas se encontram dentro do dominio GTPase e em regides
proximas ao sitios de ligacdo da molécula de GTP. A Figura 15B apresenta a posicéo
das sequéncias consensuais identificadas em relagdo aos dominios de MxA, alteradas
nos mutantes gerados (SIMb, SIMa, K48R e K259R).

Ainda, para determinar a importancia da oligomerizacao de MxA na ligagdo com
seus parceiros fisicos, o mutante MxAs12k, Sem a capacidade de oligomerizacéo
(JANZEN et al.,, 2000), foi também gerado e incluido nos ensaios. Este mutante
também esta apresentado nos painéis A e B da Figura 15, onde é possivel verificar que
esse residuo de aminodacido esta localizado em uma regido de maior variabilidade do

gue as demais regides da proteina MxA apresentadas na Figura 15.

4.3.2. Obtencéo e caracterizacdo dos mutantes de MxA.

A obten¢do dos mutantes de MxA foi realizada através de mutacao sitio-dirigida.
Assim, o plasmideo pcDN3.1-MX1lwr (pVZ1391) foi submetido a uma série de
procedimento de mutagbes por PCR, gerando os plasmideos pcDNA3.1-MX1kssr
(pVZ1420 -  VZO1689,VZO1690),  pcDNA3.1-MXlkser  (pVZ1419  —
VZ01691,VZ01692), pcDNA3.1-MX1simp (PVZ1392 — VZ01693,VZ01694), pcDNA3.1-
MX1lsma (pVZ1523 — VZ01893,VZ01894) e pcDNA3.1-MX1iox (pVZ1402 —
VZ0O715,vZ0716). Ainda, o plasmideo pcDNA3.1-MX1kssr (pVZ1420) foi empregado
na obtencdo do mutante duplo de MX1 pcDNA3.1-MX1kasrik2sor (PVZ1425). Todos 0s

mutantes obtidos foram confirmados por sequenciamento (dados ndo mostrados).
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Uma vez obtidos os mutantes, estes foram submetidos a teste de expressao e a
ensaio de oligomerizacdo. A Figura 16A mostra o0 ensaio de expressdo das formas
mutadas de MxA. Para a realizacdo deste ensaios, células da linhagem HelLa foram
transfectadas com os plasmideos de interesse e cultivadas por diferentes periodos (12,
24 e 48 horas). Extratos totais (50 ug) destas células, obtidos e tratados em condi¢des
desnaturantes, foram submetidos a eletroforese em SDS-PAGE 12% e analisados por
western blot. Neste experimento, a detec¢do da proteina actina foi utilizada como
controle de carregamento dos extratos. Como pode ser observado, todos 0s mutantes
obtidos estdo sendo expressos e no tamanho esperado. Observa-se também que os
mutantes MxAkzsor € MXALs12k SA0 MeNnos estaveis que a proteina MxA selvagem, uma
vez que as quantidades das proteinas observadas em todos os tempos de cultivo séo
significativamente menores. Esse dado ja era conhecido para o mutante MxA s12«, POIS
foi mostrado que esse mutante apresenta um tempo de meia-vida menor em relacdo a
proteina selvagem (JANZEN et al., 2000).

A Figura 16B mostra o resultado obtido para o ensaio de oligomerizagcdo dos
mutantes de MxA submetidos a eletroferose em condi¢gGes ndo desnaturantes. Extratos
totais de células Hela transfectadas com os plasmideos de interesse e cultivadas por
24 horas foram preparados em tampéao de corrida sem agentes desnaturantes e 50 ug
de cada um dos extratos obtidos foram utilizados para a eletroforese em gel Bis-Tris
com gradiente de concentracdo de 4%-12% (Lifetechnologies) e, posteriormente,
analisados por western blot. Como pode ser observado, 0os mutantes MxAkzsor,
MxAkasrik2so0r € MXArei12k  perdem a capacidade de oligomerizacdo por completo,
enquanto os demais mutantes MxAgsimb, MXAsima € MXAksgr mantém a capacidade de
oligomerizacdo, em diferentes intensidades, quando comparados com a forma
selvagem da proteina MxA. Dessa forma, os mutantes MxAkzsor € MXAkasr/ikzsor foram
excluidos das analises posteriores por apresentarem padrbées ndo desejaveis de
expresséo, estabilidade e oligomerizacao.

Apés a andlise da expresséo e oligomerizagdo dos mutantes de MxA, o padrédo de
distribuicdo celular da proteina MxA também foi investigado. Para tanto, células da
linhagem Hela foram, novamente, transfectadas com os plasmideos de interesse e
submetidas ao ensaio de Imunofluorescéncia indireta. Os resultados obtidos estao
apresentados na Figura 17. Neste ensaio é possivel observar que o mutante
monomérico MxA 12k €ncontra-se completamente difuso no citoplasma celular como
anteriormente descrito (JANZEN et al., 2000). O padréo de distribuicao citoplasmética,
com granulacdes, dos demais mutantes pouco difere do padrdao observado para a
proteina MxA selvagem.
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TABELA 7 — Predicao de sitios de ligagdo a SUMO e SUMOilacdo em MxA.

Software Direcionamento Posi¢ao Sequéncia Score Cut-off Tipo
MxA 31 GDATVAQKNPGSVAE 24.34 24.337 SUMOilagéao
MxA 459 RTFETIVKQQIKALE 35.401 35.288 SUMOilagao
MxA 260 GTEDKVVDVVRNLV 7.348 0.17 SIM (SIMa)
MxA 243 DPEGDRTIGILTKPDLVDK  58.13 55.31 SIM
a MxA 73 QDLALPAIAVIGDQSSGKS 58.079 55.31 SIM
s MxA 53 EEKVRPCIDLIDSLRALGYV 57.696 55.31 SIM
o MxA 212 YIQRQETISLVVVPSNVDI  56.789 55.31 SIM
% MxA inv 261 VLNRVVDVVKDETG 7.348 0.17 SIM (SIMa)
> MXA inv 259 NRVVDVVKDETGKDV 45561 15.22 SUMOilagéo (ICM2)
% g MXA inv 48 LDICPRVKEEYQSCL 43.382 15.22 SUMOilagéo (ICM1)
O¢< MxA inv 119 YSVKGRWKDENVLKK 28.155 15.22 SUMOilagao
S % MxA inv 317 ALCPVTAKGEELLDR 18.048 15.22 SUMOilagao
- IR MxA inv 123 EYDQYSVKGRWKDEN 37.285 35.288 SUMOilagao
0p] g MXxA inv 216 AIDVNSPVVVLSITEQRQI  67.777 55.31 SIM
3 MxA inv 21 AVTADGNLLLPHSAAAPDA 61.453 55.31 SIM
g MxA inv 55 GLARLSDILDICPRVKEEY 60.181 55.31 SIM
2 MxA inv 522 IQEMQFHLRILKEGEREQE 58.693 55.31 SIM
= MXxA inv 598 QLMFFQIILPIHSSIRKSA  57.836 55.31 SIM
< MxA inv 75 KGSSQDGIVAIAPLALDQE 57.296 55.31 SIM
MxA inv 178 AVRTIGPLDILTLDPVDRS  56.977 55.31 SIM
MxA inv 378 IDQNFANVKDILFFMKENE 56.589 55.31 SIM
MxA inv 619 SYTDKDQLLQLMAKQLQQG 56.191 55.31 SIM
MxA inv 334 LLPLSKCIHTILESTLKEA  55.527 55.31 SIM
MxA 10 SEVDIAKADPAAAS 0.79 N.E. SUMOilagao
MxA 272 NLVFHLKKGYMIVK 0.73 N.E. SUMOilagao
MxA 490 FTDVSIKNFEEFFN 0.59 N.E. SUMOilagao
MxA 435 LSRKIQKFENQYRG 0.5 N.E. SUMOilagao
» MxA 31 DATVAQKNPGSVAE 0.39 N.E. SUMOilagao
8 MxA 359 ITEELQKYGVDIPE 0.33 N.E. SUMOilagéao
- E MxA 371 PEDENEKMFFLIDK 0.15 N.E. SUMOilagéo
O 8 MxA 300 EALQREKIFFENHP 0.15 N.E. SUMOilagdo
Q ‘g MxA inv 48 DICPRVKEEYQSCL 0.93 N.E. SUMOilagao (ICM1)
) 2 MxA inv 259 RVVDVVKDETGKDV 0.93 N.E. SUMOilagao (ICM2)
% 8 MxA inv 317 LCPVTAKGEELLDR 0.79 N.E. SUMOilagéao
N % MxA inv 197 KILTKIKYGIDAPQ 0.77 N.E. SUMOilagéao
S MxA inv 427 IKRSLIKHGEQFNN 0.77 N.E. SUMOilagéo
= MXxA inv 519 FHLRILKEGEREQE 0.73 N.E. SUMOilagao
< MXxA inv 119 SVKGRWKDENVLKK 0.64 N.E. SUMOilagao
MxA inv 554 DWSKKKKEEELEKE 0.48 N.E. SUMOilagao
MxA inv 555 FDWSKKKKEEELEK 0.48 N.E. SUMOilagéao
MxA inv 413 EINTSWKHFEHRLR 0.29 N.E. SUMOilagéao
MxA inv 644 LRALREKLFKRKDS 0.15 N.E. SUMOilagao

N.E. - ndo especificado inv - Sequéncia inversa ICM - sitio consenso de SUMOilagao invertido

SIMa - sitio de interacdo com SUMO do tipo A
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FIGURA 15. Analise da conservacdo das regi6es mutadas de MxA, bem como a
localizagc&do das mutacdes em relacdo aos seus dominios.

A. Analise da conservacdo dos aminoacidos presentes nas sequéncias de interesse e
nas suas regides adjacentes (http://weblogo.berkeley.edu). Sequéncias utilizadas no
alinhamento e, posterior, obtencdo do WebLogo: Mx de humanos: MxA (huMxA,
A33481) e MxB (huMxB, B33481); Mx de caes: Mx1 (caMxl, AAF44684) e Mx2
(caMx2, AAF44685); Mx1 de porcos (poMx1l, P27594); Mx1l de bovinos (boMx1,
P79135); Mx de ovinos (ovMx, P33237); Mx de camundongos: Mx1 (muMx1,
NP_034976) e Mx2 (muMx2, NP_038634); Mx de ratos: Mx1 (ratMx1, P18588), Mx2
(ratMx2, P18589) e Mx3 ratos (ratMx3, P18590); Mx de galinhas (chMx, Q90597); Mx
de patos (duMx, P33238); Mx de salmao do atlantico: Mx1 (asMx1, AAB40994), Mx2
(asMx2, AAB40995) e Mx3 (asMx3, AAB40996) e Mx de linguado (hhMx, AAF66055).
Os residuos de aminoacidos marcados com (*) sdo os residuos constituintes das
sequéncias consensuais de interesse. B. Localizacdo das mutagcbes geradas em
relacdo aos dominios de MxA. Os residuos de aminoacidos modificados pelo processo
de mutacdo sitio-dirigida estdo indicados em relacdo aos dominios de MxA. Os
nameros indicam a posicado dos residuos de aminoacidos na sequéncia primaria de
MXxA.
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FIGURA 16. Ensaio de expresséo e oligomerizagdo dos mutantes de MxA.

A. Andlise de expressao de MxA e seus mutantes. Células da linhagem HelLa foram
transfectadas com os plasmideos pcDNA3.1, pcDNA3.1-MX1wrt, pcCDNA3.1-MX1simp,
pCDNAB.l-MXlSNa‘ pCDNA3.1-MXlK48R, pCDNAS.l-MXleng, pCDNA3.1-MXlK48R/K259R e
pcDNAS.1-MX1,612¢ € incubadas por 12, 24 ou 48 horas. Extratos totais de proteinas
(50 ug) foram submetidos a eletroforese em SDS-PAGE e, posteriormente, ao ensaio
de western blot. As proteinas foram identificadas pelo emprego de anticorpo policlonal
anti-MxA. A proteina actina foi utilizada como controle de carregamento. B. Ensaio de
oligomerizacdo de MxA e seus mutantes. Western blot dos extratos totais de células da
linhagem Hela transfectadas com os mesmos plasmideos acima e incubadas por 24
horas. Extratos totais de proteinas (50 ug) foram submetidos a eletroforese, em
condicdes ndo desnaturantes. As proteinas foram identificadas pelo emprego de
anticorpo policlonal anti-MxA. Anticorpos utilizados: a-pMxA (MxA) e a-Actina (actina).
NuUmero amostral = 2.
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FIGURA 17. Analise da distribuicdo celular de MxA e seus mutantes.

Ensaio de imunofluorescéncia indireta utilizando células da linhagem HelLa
transfectadas com os plasmideos pcDNA3.1-MX1, pcDNA3.1-MX1 612k, PCDNA3.1-
MX1simp, PCDNA3.1-MX1sima ou PCDNA3.1-MX1kasr. A proteina MxA e seus mutantes
foram marcados pelo emprego de anticorpo policlonal anti-MxA. A cromatina celular foi
marcada com DAPI (fluorescéncia azul). Como anticorpo secundario foi utilizado anti-
IgG conjugado a Alexa Fluor 488 (fluorescéncia verde). As imagens foram combinadas

pelo emprego do software ImageJ (Merged). Anticorpo utilizado: a-pMxA (MxA).
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4.4. Mapeamento dos sitios de interacdo fisica entre MxA e SUMOL1 ou Ubc9,
por duplo-hibrido.

O sistema de duplo-hibrido € baseado na importante caracteristica modular de
uma série de fatores de transcricdo eucaridticos, bastante estudados durante os anos
80 (FIELDS e STERNGLANZ, 1994). Esses estudos mostraram que o dominio de
ligacdo ao DNA (binding domain - BD) e o dominio de ativagdo da transcricdo
(activation domain - AD) desses fatores podem ser separados fisicamente, mantendo
sua funcionalidade (BRENT e PTASHNE, 1985; HOPE e STRUHL, 1986; KEEGAN et
al., 1986). O dominio BD é responsavel pela ligacdo do fator a sequéncias especificas
do DNA gendmico, enquanto o dominio AD recruta a maquinaria de sintese de mRNA
para ativar a transcrigcdo génica. Para que a transcricdo seja ativada, os dominios BD e
AD néo precisam pertencer ao mesmo fator e nem precisam estar presentes no mesmo
polipeptideo (BRENT e PTASHNE, 1985; MA e PTASHNE, 1988). Assim, quando 0s
dominios BD e AD de um fator de transcricdo estdo separados, a transcricdo de um
determinado gene néo pode ser ativada. No entanto, se os dominios BD e AD forem
aproximados através da fusdo desses dominios com proteinas que interagem
fisicamente, a ativacdo transcricional € reconstituida no local do DNA onde existe o

sitio de ligacdo do dominio BD.

O sistema de duplo-hibrido utilizado é baseado nas propriedades das proteinas
Gal4 de levedura e LexA de procarioto e utiliza a linhagem L40 de Saccharomyces
cerevisiae que contém dois genes reporteres do sistema de duplo-hibrido HIS3 e lacZ.
Quando a proteina em fusdo com LexA (BD) é capaz de interagir fisicamente com a
proteina em fusdo com o dominio de ativacéo de Gal4 (Gal4-AD) ocorre a ativacdo dos
genes reporteres (HIS3 e lacZ).

Este objetivo buscou caracterizar o local de interagdo entre MxA e os ligantes
SUMO1 e Ubc9, revelados no rastreamento de duplo-hibrido e confirmados por
ensaios de co-imunoprecipitacdo. Para tanto, os genes responsaveis pela codificacdo
da proteina MxA e suas formas mutadas foram clonados em vetor pBTM116 (pVZ993,
LEU2, Kan"), enquanto os genes codificantes para as proteinas SUMO, Ubc9 e suas
formas mutadas foram clonados no vetor pACT2 (pVZ149, LEU2, Amp").
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4.4.1. Clonagem dos genes MX1, SUMO1/2/3 e Ubc9, selvagem e mutados,
em vetores de duplo-hibrido.

Para a realizacdo das clonagens, os genes codificantes para 0s mutantes
MxAsimb, MXAsima € MXAs12k, presentes no vetor pcDNA3.1 e descritos anteriormente
(Item 4.3), foram amplificados por PCR utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores
VZ01685 e VZ01688, e clonados no sitio EcoRIl do vetor pPBTM116 (pVZ993). A
presenca das mutagfes em cada um dos insertos foi confirmada através de reacéo de
sequenciamento (resultados n&o mostrados). As construgdes plasmidiais geradas
foram denominadas pBTM116-MXlsm, (pVZ1448), pBTM116-MX1gma (pVZ1524) e
PBTM116-KAN-MXA 612« (PVZ1163).

Decidiu-se também obter duas formas truncadas de MxA (Figura 18A). Assim, 0s
dominios de MxA escolhidos foram amplificados por PCR com seus respectivos
oligonucleotideos, sendo: MxAgtpase (VZ0O1685 e VZ01686) e MxAcip-cep (VZO1687 e
VZ01688). Os produtos de PCR foram clonados no vetor pPBTM116 e as constru¢cdes
plasmidiais obtidas foram confirmadas por diagndstico de restricdo e sequenciamento
(resultados ndo mostrados). Os plasmideos originados receberam 0s nomes de
PBTM116-MxAgtpase (PVZ1452) e pBTM116-MxAcip.cep (PVZ1457).

Por outro lado, os genes codificantes para SUMO1/2/3 e Ubc9 foram clonados
nos sitios de BamHI e Xhol do vetor pACT2 (pVZ149) a partir da amplificagdo por PCR
dos genes presentes no vetor pcDNA3.1 ou pLTR. Para tal, foram utilizados os
seguintes pares de oligonucleotideos iniciadores: VZ01679 e VZ1680 (SUMO1),
VZ0O1677 e VZO1678 (SUMO2), VZO1675 e VZO1676 (SUMO3) e VZO1l681 e
VZ01682 (Ubc9). O produto final do procedimento de clonagem foi confirmado por
diagnostico de restricdo e sequenciamento (resultados ndo mostrados). Aos
plasmideos gerados foram atribuidos os nomes: pACT2-SUMO1, pACT2-SUMO2,
PACT2-SUMO3 e pACT2-Ubc9.

Também foram gerados 5 mutantes desses genes por mutagdo sitio-dirigida
utilizando como molde os plasmideos descritos acima. Assim, para SUMO1 foram
gerados o0s plasmideos pACT2-SUMO1k37akzoa € PACT2-SUMOlgs7a através da
utilizacdo dos pares de oligonucleotideos VZ01697/VZ01698 e VZ01699/vVZ01700,
respectivamente. O plasmideo codificante para SUMO?2 foi utilizado na obtengdo do
plasmideo pACT2-SUMO2p714 (VZO1701 e VZO1702) e o plasmideo codificante para
SUMO3 foi empregado na obtencdo do plasmideo pACT2-SUMO3p7on (VZO1703 e
VZ01704). Finalmente, um mutante da proteina Ubc9 foi gerado neste estudo. Assim,

85



4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

o plasmideo pACT2-Ubc9 foi convertido em pACT2-Ubc9«i4r pelo emprego dos
oligonucleotideos VZ01695 e VZ01696. Da mesma forma, as mutacdes foram

confirmadas por sequenciamento (resultados n&do mostrados).

4.4.2. Verificagado da producao das formas mutadas de MxA, SUMO e Ubc?9.

Apés os procedimentos de clonagem, a linhagem L40 foi transformada com os
plasmideos descritos acima. Estas linhagens foram submetidas a verificacdo da
producdo das proteinas MxA, selvagem e mutada, em fusdo com Lex-A por western
blot com o anticorpo anti-LexA (1:5.000). Lisados provenientes da linhagem L40
(SVL86) e L40 contendo o vetor plasmidial pBTM116 (VZL929) foram utilizados como
controle. Como pode ser visto na Figura 18B, a linhagem L40 ndo apresenta a banda
da proteina LexA e a linhagem L40 contendo pBTM116 produz apenas a proteina LexA
(~22 kDa). Ainda, é possivel verificar as bandas correspondentes as proteinas de
fusdo: LexA-MxAwr, LexA-MxAsimp, LEXA-MXAsiva € LeXA-MxA 12« (~100 kDa), e LexA-
MxAgTpase € LEXA-MxAcip-cep (=60 kDa), produzidas pelas suas respectivas linhagens,
confirmando assim a produc¢éo das proteinas MxA selvagem e mutadas.

Os mesmos procedimentos de checagem foram realizados para os plasmideos
obtidos com o vetor pACT2. Assim, estas linhagens foram submetidas a verificacdo da
producdo das proteinas de fusdo com Gal4-AD por western blot com o anticorpo anti-
HA (1:5.000). Lisados provenientes da linhagem L40 (SVL86) e L40 contendo o vetor
plasmidial pACT2 (149) foram utilizados como controle. Como pode ser visto na Figura
18C, a linhagem L40 n&o apresenta a banda relativa a proteina Gal4-AD e a linhagem
L40 contendo pACT2 produz apenas a proteina Gal4-AD (~15 kDa). Ainda, é possivel
verificar as bandas correspondentes as proteinas de fusdo: Gal4-AD-SUMO1yt, Gal4-
AD-SUMO1ks7ak39a, Gal4-AD-SUMO1gs7a, Gal4-AD-SUMO2y 1, Gal4-AD-SUMO2p714,
Gal4-AD-SUMO3yt e Gal4-AD-SUMO3p7o4, (=27 kDa), e Gal4-AD-Ubc9wt e Gal4-AD-
Ubc9kai4r, (=33 kDa), produzidas pelas suas respectivas linhagens, confirmando assim
a producdo das proteinas SUMO1/2/3 e Ubc9, selvagem e mutadas.

4.4.3. Testes de autoativacdo das proteinas MxA, SUMO e Ubc9, selvagem e
mutadas, em fusdo com LexA ou Gal4-AD.

Confirmada a producao das proteinas de fusdo com LexA e Gal4-AD, foi realizada
a analise da capacidade de autoativacdo dos genes reporteres do sistema de duplo-
hibrido, individualmente, pelas proteinas MxA, SUMO1/2/3 e Ubc9, selvagem e
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mutadas. Para tanto, as linhagens de L40 contendo as construgbes acima foram
transformadas com o vetor pACT2 (pSV149), no caso das construcbes de MxA em
pBTM116, ou com o vetor pPBTM116 (pVZ993), no caso das constru¢cdes de SUMO e
Ubc9 em pACT?2.

Como controles para o teste de autoativagdo, interacbes entre proteinas ja
caracterizadas em nosso laboratorio foram utilizadas como controles deste sistema
(THOMPSON et al., 2003). Assim, foram utilizadas como controles positivo forte (++) e
positivo fraco (+), respectivamente, elF5A e Dysl (VZL899) e elF5A e Lial (VZL900).
Ainda, a linhagem L40 expressando apenas o gene elF5A na presenca do vetor pACT
(VZL901) foi utilizada como controle negativo de interagéo (-).

A Figura 19 apresenta o teste de autoativacdo do sistema de duplo-hibrido pelos
produtos dos plasmideos gerados, através da analise do fendtipo de crescimento em
meio SC -leu,-trp,-his (reporter HIS3), com ou sem 0.5 mM de 3-aminotriazol (3AT), e
do teste de B-galactosidase (repoérter lacZ). O resultado apresentado indica que ndo ha
autoativacao do sistema pelas formas selvagem e mutadas de MxA e Ubc9, uma vez
gue nédo houve crescimento no meio SC-leu,-trp,-his e auséncia de coloragcéo azul no
teste de B-galactosidase. O resultado também indica que a concentracdo utilizada de
3AT é suficiente para a inibicdo do efeito de autoativacdo de SUMOL1 e seus paralogos.
No caso das proteinas SUMO1/2/3 a sua capacidade de ligar e SUMOilar proteina
pode ter gerado interacdes inespecificas com proteinas da levedura que se ligam a
proteina LexA ou, até mesmo, ao promotor utilizado para o controle da expressao do
reporter HIS3. Com estes resultados confirmados, foi dado inicio aos ensaios de duplo-
hibrido.

4.4.4. Analise da interacdo fisica entre MxA e SUMO1/2/3 ou Ubc9, por duplo-
hibrido

Para a realizacdo do ensaio, cada uma das linhagens produzindo Gal4-AD-
SUMO1lyr, Gal4-AD-SUMO2yt, Gal4-AD-SUMO3wr ou Gal4-AD-Ubc9yr foram
transformadas, individualmente, com a construcado plasmidial codificante para LexA-
MxAwr e testadas para a capacidade de ativagdo dos genes reporteres HIS3 e lacZ.

A Figura 20 ilustra o resultado obtido para a interacao entre MxA e SUMO1/2/3 ou
MxA e Ubc9 por duplo-hibrido. Como esperado, MxA interage com SUMO1 e Ubc9 por
duplo-hibrido. Ainda, MxA n&o interage com SUMO2 e SUMO3, confirmando os
resultados da co-imunoprecipitagdo. Sendo assim, fica provado por duas abordagens

experimentais que MxA interage com SUMOL1 e também com Ubc9.
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4.45. Avaliacdao da participagcdo das sequéncias SIM (SIMb e SIMa) na
interacdo de MxA com SUMOL.

Uma vez reconfirmada a interagdo de MxA com SUMO1, foi dado inicio ao ensaio
de determinacdo da superficie de interacdo entre essas. Para tanto, a linhagem L40
contendo o plasmideo codificante para Gal4-AD-SUMO1yy foi transformada com os
plasmideos codificantes para os mutantes de SIM de MxA: pBTM116-MX1lswmpb
(pVZ1448) e pBTM116- MXlsma (pVZ1524). ApoOs crescimento, os transformantes
foram testados para a ativacdo dos genes reporteres HIS3 e lacZ.

A Figura 21 ilustra o resultado obtido para a interagcdo entre MxAwt, MxAgivp €
MxAsima com SUMO1wr. Ao contrario do que se esperava, esses mutantes de MxA
ainda possuem capacidade de interagir fisicamente com SUMO1. Assim, o0s
aminoacidos mutados nas sequéncias SIM da proteina MxXA ndo sdo aqueles
envolvidos diretamente com a interagéo entre MxA e SUMOL1.

O resultado apresentado para a sequéncia SIMb da Figura 21 foi confirmado por
ensaios de co-imunoprecipitacdo. Neste ensaios, os plasmideos codificantes para
MxAwt ou MxAsmp, foram co-transfectados com plasmideos codificantes para
SUMO1wr ou SUMO1g, este ultimo condificando para a proteina SUMO1 desprovida
de capacidade de SUMOilacdo. Os resultados obtidos mostraram que as formas
selvagem e mutada (SIMb) de MxA ainda interagiam com SUMO, independente de sua
capacidade de SUMOilagcao (SUMO1lwr ou SUMOILg), evidenciando assim que a
sequéncia SIMb presente na sequéncia primaria de MxA ndo é a responsavel pela
interacdo entre MxA e SUMOL (resultados ndo apresentados). Além disso, a interacédo
observada entre MxA e SUMOls indica que essas proteinas podem interagir
diretamente e ndo somente através de proteinas SUMOiladas.

4.4.6. Mapeamento, por duplo-hibrido, dos dominios de MxA envolvidos na
interacdo com Ubc9 e SUMO1 e avaliagcao da interferéncia da oligomerizagcdo de
MxA nessas interagdes

O sistema de duplo-hibrido foi utilizado para mapear o dominio de MxA
responsavel pela interacdo com as proteinas SUMO1 ou Ubc9 e também para
determinar a importancia da formacdo de oligdbmeros nestas interagfes. Para a
realizacdo do ensaio, cada uma das linhagens produzindo MxAwr, MXAgTpase, MXAcip-
Gep OU MXA 612k, @ partir do vetor pBTM116, foram transformadas, individualmente, com
as construcdes plasmidiais codificantes para Ubc9wt ou SUMO1wr, no vetor pACT2, e
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testadas para a capacidade de ativagdo dos genes reporteres HIS3 e lacZ.

Como MxA possui capacidade de formar dimeros/oligbmeros, foi utilizado
inicialmente, como controle, a capacidade da proteinas MxAwt, MXAGTpase, MXAcip-GED
ou MxA_s12¢ interagirem com a proteina MxAis1-662, recuperada, durante o Mestrado, no
rastreamenteo de duplo-hibrido utilizando MxAwr como “isca”. A proteina MxAisgi-es2
ndo possui cerca de metade dos residuos de aminoacidos do dominio GTPase
presente na regido N-terminal, assim, esta proteina s6 estabelece ligacdo MxA-MxA
por meio do dominio CID-GED.

Deste modo, como esperado, o teste de interagdo entre a forma mutada MxA1s:-
662, presente no vetor pACT2, e as demais formas mutadas de MxA, presentes no vetor
pBTM116, apresentou uma forte interacdo com a proteina MxAwr, que retém a
capacidade de formar oligdmeros, e uma interacdo moderada com o mutante MxAcp-
cep, evidenciando a capacidade de formacdo de dimeros (Figura 22A). Ainda, foi
observado um resultado negativo de interacdo com a construcdo MxAgrpase. IStO se
explica pela fato de o dominio GTPase nao estar completo na proteina MxA1s1-662, NAO
podendo assim se associar a moléculas de GTP, o que é determinante para o
estabelecimento da interagcdo fisica com o mesmo dominio presente em MXAgTpase.
Outro resultado obtido, foi a ndo interacdo entre MxAigies2 € 0 mutante MXxA e12x,
resultado este esperado, pois tal mutante foi caracterizado como monomérico
(JANZEN et al.,2000). Estes resultados validam o experimento de duplo-hibrido
utilizado nesse estudo.

A Figura 22 apresenta ainda os resultados obtidos de interagdo de formas
mutadas de MxA com Ubc9 (Figura 22B) ou com SUMO1 (Figura 22C). Como pode ser
observado, a interacdo entre MxA e Ubc9 esta prejudicada com o mutante MxAgtpase €
completamente abolida com o mutante MxAcip-cep. Contrariamente, a interagdo entre
MxA e SUMOL1 ¢é afetada pelo mutante MxAcip.cep € abolida na mutacdo MxAgrtpase-
Como demonstrado pelos resultados aqui apresentados, a formagéao de oligbmero de
MxA é importante para a ligacdo de MxA com Ubc9 e SUMO1, ja que o mutante
monomeérico MxA s12k Mostrou uma reducado na ligacdo com esses ligantes..

Em relagéo a interacdo entre MxA e Ubc9, os resultados sugerem que o dominio
GTPase é essencial para a interacdo, embora a auséncia do dominio CID-GED
enfraqueca a interacdo. De acordo com esse resultado, foi demonstrado para a
proteina Drpl (proteina relacionada a dinamina 1) que os dominios GTPase e um
dominio localizado entre os dominios CID e GED estédo envolvidos na interacdo com
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Ubc9 (FIGUEROA-ROMERO et al. 2009). De modo curioso, as provaveis lisinas
aceptoras da SUMOilacdo de MxA estdo situadas no dominio GTPase, essas lisinas e
seus aminodacidos adjacentes seriam, possivelmente, o local de interagdo entre MxA e
o sitio ativo de Ubc9.

Os resultados obtidos com MxA e SUMOL1 sugerem que o sitio de interagdo entre
essas proteinas esteja localizado no dominio CID-GED (stalk) de MxA e ndo no
dominio GTPase. Novamente, deve ser ressaltado, que a auséncia do dominio
GTPase interfere negativamente na interacdo, mas ndo é essencial para seu
estabelecimento. Embora MxA possua no dominio GTPase duas sequéncias de
interagdo com SUMO (SIMb e SIMa), foi mostrado anteriormente (Item 4.4.5) que
proteinas mutadas nessas sequéncias continuam a interagir com SUMOL1 (Figura 21).
Interessantemente, um outro membro da superfamilia de GTPases dinaminas, a
proteina Dynl, também interage com a proteina SUMOL1 através do dominio GED
(MISHRA et al., 2004).

4.4.7. |dentificacdo, por duplo-hibrido, das regiées de SUMO envolvidas na
interacdo com a proteina MxA.

De acordo com os resultados obtidos até aqui, a interacdo entre MxA e SUMOL1
nao ocorre por meio das sequéncias SIMb e SIMa, que estdo presentes no dominio
GTPase (Figura 21), mas sim através de uma regido presente no dominio CID-GED
(Figura 22), De acordo com os resultados obtidos, as interacdes de SUMO1 com as
proteinas Ubc9, Dynl, DPP9 e DPP8 ocorrem de forma independente de sequéncia
SIM (MISHRA et al.,, 2004; KNISPCHEER et al., 2007; PILLA et al., 2012). No caso
dessas interacdes, uma alga da proteina SUMO1 contendo o residuo de &cido
glutdmico na posicao 67 (EIL — E67-interacting loop) seria a responsavel pela interacédo
e ndo a regido de SUMO responsavel por interagir com sequéncias SIM (SIG — SUMO-
interacting groove). Como a regido EIL € o local de interacdo de Ubc9 com SUMO1
(KNISPCHEER et al., 2007), a confirmacdo de que esta sequéncia também esta
envolvida na interacdo de MxA com SUMOL1 poderia explicar o dado de que a presenca
de SUMOL1 interfere negativamente na interagdo de MxA com Ubc9 (Figura 13), por
competirem pelo mesmo sitio de interacao.

Para testar essa possibilidade, o sistema de duplo-hibrido foi empregado no
estudo da interacdo de mutantes de SUMO1/2/3 com a proteina MxAwr. Como
apresentado anteriormente (Item 4.4.1 e 4.4.2), foram gerados, no vetor pACT2, os
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mutantes SUMO1k3s7akzoa, SUMO1gg7a, SUMO2p714 € SUMO3p70n. ESSes mutantes
representam mutacgdes classicas para as regides SIG (SUMO-interacting groove) e EIL
(E67-interacting loop) das proteinas SUMO (Figura 6). Os mutantes de SUMO1 séo
mutantes de perda de interacéo (PILLA et al., 2012; KERSCHER et al., 2007), ou seja,
sdo mutantes que, conhecidamente, perdem a capacidade de interagir com as
sequéncias SIM (SUMO1ks7aksesa) Ou de estabelecer ligacdo via a alca EIL
(SUMO1g674). Ainda, a alga EIL € tida como um ponto de interacdo paralogo especifica
entre as proteinas SUMO, assim, somente a proteina SUMOL teria a capacidade de
interagir com outras proteinas por meio dessa regido. Neste sentido, os mutantes
SUMO2p711 € SUMO3p70n SG0 mutantes de ganho de ligacdo, ou seja, essas mutacgoes
conferem a SUMO2 e SUMOZ3 a capacidade de interagir com os ligantes que interagem
com SUMO1 via EIL. (PILLA et al., 2012).

Ainda, para Ubc9, foi demonstrado que o residuo de lisina 14 é alvo da
modificacdo por SUMO1 e que a SUMOilacdo de Ubc9 pode levar a uma melhora na
interagcéo entre Ubc9 e seus parceiros (KNISPCHEER et al., 2008). Assim, o efeito da
mutacao Ubc9ki4r Na interacéo entre MxA e Ubc9 foi também investigado.

No ensaio, transformantes da linhagem L40 contendo os plasmideos codificantes
para Gal4-AD-SUMO1yt, Gal4-AD-SUMO1ks7aksoa, Gal4-AD-SUMO1gg74, Gal4-AD-
SUMO2yt, Gal4-AD-SUMO2p714, Gal4-AD-SUMO3y 1, Gal4-AD-SUMO3p704, Gal4-AD-
UbcOwr e Gal4-AD-Ubc9kisr foram transformadas com o plasmideo codificante para
LexA-MxAwt € submetidas a andlise da expresséo dos genes repérteres HIS3 e lacZ.

A Figura 23 ilustra os resultados obtidos com este experimento. Nela é possivel
detectar que a proteina MxA mantém a interacdo com o mutante SUMO1ks7ak3zoa, que
contém as mutacdes K37A e K39A conhecidas por impedir a interagdo fisica entre
SUMO e seus parceiros, quando essa é mediada por sequéncias SIM. Assim, fica
demonstrado que a interacdo entre MxA e SUMO1 é independente das sequéncias
SIM presentes no dominio GTPase de MxA, complementando e fortalecendo os
resultados anteriores (Figuras 21 e 22). De modo interessante, 0 mutante SUMO1gg7a
perde significativamente a interacdo com MxA, 0 que indica que a alca contendo o
residuo E67 (EIL) é a regido responsavel pela interagdo entre SUMO1l e MxA.
Curiosamente, os mutantes SUMO2p7:4 € SUMO3p70n4 adquirem a capacidade de
interagir, mesmo que fracamente, com MxA. Esses resultados fortalecem a hipotese de
que a interacdo entre MxA e SUMOL é realizada por meio da interagdo entre o dominio
CID-GED de MxA e a al¢a EIL de SUMOL1.
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Estes resultados também explicam a falta de interacéo entre MxA e as proteinas
SUMO2 e SUMO3 nos ensaios de co-imunoprecipitacdo (Figura 12) e duplo-hibrido
(Figura 20), uma vez que existem diferencas significativas na sequéncia de
aminoacidos entre SUMO1 e SUMO2/3 na alga EIL responsavel pela interagdo com
MxA (Figura 6).

Finalmente, neste ensaio também foi incluido o mutante de SUMOilag&o de Ubc9,
Ubc9ki4r. A andlise do resultado obtido aponta que a presenca da lisina K14 em Ubc9
ndo é determinante para a interacdo entre Ubc9 e MxA. Tal resultado fortalece os
resultados anteriormente obtidos (Item 4.4.6), que mostram que Ubc9 interage com
MxA por meio do dominio GTPase. Assim, uma vez que a SUMOilacdo de Ubc9 é
dispensavel para sua interacdo com MxA, 0s Unicos pontos de interagdo entre MxA e
Ubc9 seriam as regides adjacentes as provaveis lisinas aceptoras de SUMOilacao, as
guais estao presentes no dominio GTPase da proteina MxA.
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FIGURA 18. Confirmacgédo da expresséao das formas selvagens e mutadas de MxA,
SUMO e Ubc?9.

A. Esquema ilustrativo das das formas truncadas de MxA B. Analise da producao das
formas selvagem e mutadas de MxA, em fusdo com LexA. Lisados de transformantes
da linhagem L40 de S. cerevisiae foram analisados por western blot, usando uma
diluicdo de 1:2.000 do anticorpo anti-LexA, para a deteccdo das proteinas de fuséo
com LexA: MxAwt, MXAsimb, MXAsiva € MXALes12k (=100 kDa), € MXAgTpase € MXAcip-GED
(~60 kDa). As linhagens L40 sem qualquer plasmideo (L40) e contendo o plasmideo
pBTM116 (LexA ~25 kDa) foram utilizadas como controle. C. Andlise da producdo das
formas selvagens e mutadas de SUMO e Ubc9 em fusdo com Gal4-AD. Lisados de
transformantes da linhagem L40 de S. cerevisiae foram analisados por western blot,
usando uma diluicdo de 1:5.000 do anticorpo anti-HA, para a deteccdo das proteinas
de fusdo com Gal4-AD: SUMO1/2/3 e seus mutantes (~27 kDa) e Ubc9 e seu mutante
(~33 kDa). As linhagens L40 sem qualquer plasmideo (L40) e contendo o plasmideo

pPACT (Gal4-AD ~15 kDa) foram utilizadas como controle.
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FIGURA 19. Teste de autoativacao das construgcdes de MxA, SUMO1/2/3 e Ubc9.

Teste de autoativacdo dos genes reporteres HIS3 e lacZ para as constru¢des, nos
vetores de duplo-hibrido, expressando MxA, SUMO1/2/3 ou Ubc9, selvagem ou
mutadas. Transformantes da linhagem L40 contendo um dos plasmideos pBTM116
(MX1wr, MX1simp, MX1sima, MX1atpase, MX1cip.cep € MX1ie12¢) € 0 vetor pACT2 (AD)
ou um dos plasmideos pACT2 (SUMO1wt, SUMO1ks7ak39a, SUMOLlgs7a, SUMO2yr,
SUMO2p714, SUMO3wr, SUMO3p70H, UbcOwr ou Ubc9kiar) € 0 vetor pBTM116 (BD)
foram cultivados nos meios de cultura SC-leu,-trp (SC-LT) e SC-leu,-trp,-his (SC-LTH),
com ou sem 0,5 mM de 3AT, e testados para atividade de [-galactosidase.
L40/pBTM116-TIF51A + pACT-Dysl (++), L40/pBTM116-TIF51A + pACT-Lial(+),
L40/pBTM116-TIF51A + pACT (-) foram utilizadas como controle positivo forte, positivo

fraco e negativo, respectivamente.
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FIGURA 20. Avaliacdo da interagéo fisica entre MxA e SUMO1/2/3 ou MxA e Ubc9
por duplo-hibrido.

Transformantes da linhagem L40 contendo o plasmideo pBTM116-MX1wt € um dos
plasmideos pACT2 (SUMO1wr, SUMO2wt, SUMO3wt ou Ubc9ywr) foram cultivados nos
meios de cultura SC-leu,-trp (SC -LT) e SC-leu,-trp,-his (SC —LTH), com 0,5 mM de
3AT, e testados para atividade de B-galactosidase. L40/pBTM116-TIF51A + pACT-
Dysl (++), L40/pBTM116-TIF51A + pACT-Lial(+), L40/pBTM116-TIF51A + pACT (-)
foram utilizadas como controle positivo forte, positivo fraco e negativo,

respectivamente.
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FIGURA 21. Avaliacdo do papel das sequéncias SIM de MxA na sua interacéo
com SUMO1.

Transformantes da linhagem L40 contendo um dos plasmideos pBTM116 (MXZ1wr,
MX1gimp OU MX1gma) € 0 plasmideo pACT2-SUMO1y foram cultivados nos meios de
cultura SC-leu,-trp (SC -LT) e SC-leu,-trp,-his (SC —LTH), com 0,5 mM de 3AT, e
testados para atividade de B-galactosidase. L40/pBTM116-TIF51A + pACT-Dys1 (++),
L40/pBTM116-TIF51A + pACT-Lial(+), L40/pBTM116-TIF51A + pACT (-) foram

utilizadas como controle positivo forte, positivo fraco e negativo, respectivamente.
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FIGURA 22. Mapeamento do dominio de interagdo de MxA com Ubc9 e SUMO1 e
e andlise do impacto da oligomerizagdo nessas interagdes.

A. A funcionalidade do ensaio utilizado foi validada pela capacidade de MxA formar
dimeros, utilizando o clone MxAssi-662, recuperado do rastreamento de duplo-hibrido.
Transformantes da linhagem L40 contendo um dos plasmideos pBTM116 (MxAwr,
MXAGTPase, MXAcip-cep OU MXA612k) € a construcdo pACT2-MX11g1.662 (COdificante para
Gal4AD-MxA1s1-662 €ncontrada no rastreamento de duplo-hibrido) foram cultivados nos
meios de cultura SC-leu,-trp (SC -LT) e SC-leu,-trp,-his (SC —LTH), com 0,5 mM de
3AT, e testados para atividade de B-galactosidase. B e C. Mapeamento do dominio de
MxA que interage com Ubc9 e SUMO1, respectivamente, e analise do efeito da
mutacdo MxAiei2k nessas interagdes. L40/pBTM116-TIF51A + pACT-Dysl (++),
L40/pBTM116-TIF51A + pACT-Lial(+), L40/pBTM116-TIF51A + pACT (-) foram

utilizadas como controle positivo forte, positivo fraco e negativo, respectivamente.
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FIGURA 23. Avaliacdo da interagao fisica de MxA com mutantes de SUMO e Ubc9.
Transformante da linhagem L40 contendo o plasmideo pBTM116-MX1wr € um dos
plasmideos pACT2 (SUMO1yr, SUMO1ks7ak3sa, SUMO1gs7a, SUMO2ywt, SUMO2p71H,
SUMO3wr, SUMO3p70n, Ubc9 ou Ubc9ki4r) foram cultivados nos meios de cultura SC-
leu,-trp (SC -LT) e SC-leu,-trp,-his (SC —LTH), com 0,5 mM de 3AT, e testados para
atividade de B-galactosidase. L40/pBTM116-TIF51A + pACT-Dys1 (++), L40/pBTM116-
TIF51A + pACT-Lial(+), L40/pBTM116-TIF51A + pACT (-) foram utilizadas como

controle positivo forte, positivo fraco e negativo, respectivamente.
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4.5. Anélise da SUMOilacdo de MxA por SUMOL1 ou pelos seus parélogos.

A confirmacédo da interagdo de MxA com SUMOL1 e Ubc9 (Figuras 12, 13 e 20),
essa Ultima a enzima E2 de conjugagédo para o processo de SUMOilacao, e a presenca
de proteinas com funcdo de E3 ligase para o processo de SUMOilacdo entre os
ligantes provaveis revelados por duplo-hibrido, tais como CBX4 e PIAS1 (Figura 5),
levantam a possibilidade de MxA ser alvo desta modificacdo pos-traducional.

Nos ensaios de SUMOilagdo foram utilizadas células da linhagem Hela,
provenientes de uma placa pl00, transfectadas um dia apOs subcultivo com os
plasmideos codificantes para MxA (9 pg - pcDNA3.1-MX1) e SUMO (6 ug - pcDNA3.1-
SUMO1wr, pcDNA3.1-SUMO2yt ou pcDNA3.1-SUMO3yr) e cultivadas por 48 horas
apos a transfecgéo.

Serviram como controles negativos, células submetidas ao processo de
transfec¢do com vetor vazio (9 pug - pcDNA3.1) e células transfectadas somente com o
plasmideo codificante para MxA (9 ug - pcDNA3.1-MX1). Como controle positivo, foram
empregados os plasmideos codificantes para as proteinas PMLIII (9 ug — pcDNA3.1-
PMLII) e SUMO3wr (6 ng - pcDNA3.1-SUMO3y ), devidamente acompanhado de seu
controle negativo (9 ug — pcDNA3.1) e SUMO3wr (6 ug - pcDNA3.1-SUMO3wr).

A Figura 24 apresenta os resultados do experimento de SUMOilacdo de MXxA.
Como pode ser observado, foi possivel identificar duas bandas de MxA modificada por
SUMO2 e SUMO3 e uma banda de MxA referente a dupla modificacdo por SUMOL1.
Como pode ser observado também, as trés bandas esperadas para a modificacdo de
PMLIII estdo presentes no controle. Assim, fica demonstrado, pela primeira vez, que a
proteina MxA é alvo de modificagdo por proteinas da familia SUMO. Ainda, € possivel
observar a presenca de duas bandas para a proteina MxA SUMOilada (MxAixsumo €
MxAzxsumo). Esse resultado € compativel com a analise da sequéncia primaria de
aminoacidos da proteina MxA que indica a existéncia de duas provaveis lisinas
aceptoras de SUMOilacao (K48 e K259), as quais fazem parte de duas sequéncias
consenso invertidas de SUMOilacéo (ICM), presentes no dominio GTPase e descritas
anteriormente (Tabela 7 e Figura 15).

Finalmente, para testar a hiptese de que a lisina 48 € o possivel sitio aceptor de
SUMO na proteina MxA, o ensaio de SUMOilacdo foi repetido, de acordo com o
procedimento anterior, desta vez utilizando a forma mutada MxAkssr € a proteina
SUMO3. SUMO3 foi utilizada por apresentar um maior nivel de expressdo e a
capacidade de formar cadeias de poliSUMOS3. A obtencdo e caracterizagcdo desse
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mutante também foi descrita anteriormente (Item 4.3, Tabela 7 e Figuras 15-17).
Infelizmente, ndo foi possivel avaliar se a lisina 259 também é SUMOilada devido aos
problemas apontados anteriormente com 0 mutante MxAgzsor (Item 4.3).

A Figura 25 apresenta os resultados obtidos na investigacdo do sitio de
SUMOilacdo de MxA. Como pode ser observado, o mutante K48R de MxA perde a
capacidade de ser SUMOilado por SUMOS3. Sendo assim, a lisina K48 é um sitio
aceptor de SUMOilagao.

Essa € a primeira descricdo da modificagdo pds-traducional da proteina MxA por
SUMOilacdo. Nos dados aqui apresentados, é possivel observar que MxA € SUMoilada
pela proteina SUMOL1, fracamente, e pelos seus pardlogos SUMOZ2/3. A analise dos
resultados apresentados nas Figuras 24 e 25 apontam para a existéncia de dois
possiveis sitios de SUMOilacdo em MxA, uma vez que foi possivel observar o
surgimento de duas bandas da proteina MxA modificada (Figura 24). Foi possivel
demonstrar também que a lisina 48, presente na sequéncia consenso ICM1 do
dominio GTPase, é alvo da modificacdo por SUMO, pois o0 mutante MxAkssr
claramente ndo é SUMOilado (Figura 25). Outro fato importante a ser observado é a
existéncia de poli-SUMOilacao pelo paralogo SUMO3, uma vez que 0 ensaio realizado
apresenta um acumulo de MxA com massa molecular elevada (MxAnxsumo) (Figura 25).

A fraca SUMOilacdo de MxA por SUMOL ja foi observada para a proteina PML.
Assim, quando a proteina PMLIII, um dos principais alvos de SUMOilacdo e cujas
atividades biolégicas sdo constantemente modeladas pela SUMOilagdo e
deSUMOilacdo por SUMO1l e seus pardlogos, € submetida aos ensaios de
SUMOilacdo por SUMO1, sua modificacdo nem sempre é evidente (BLONDEL et al.,
2010; GALISSON et al.,, 2011; NISOLE et al., 2013). A auséncia de formas
SUMOiladas de MxA para SUMO2/3 nos ensaios de co-imunoprecipitacdo pode ser
resultante de baixos niveis de SUMOilagédo desta proteina. Além disso, a quantidade
de proteina utilizada para os experimentos de SUMOilagdo é muito superior aquela
utilizada nos experimentos de co-imunoprecipitagdo uma vez que estas S&o

provenientes de placas de petri 150mm e placas de 6 pocos, respectivamente.

100



4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

FIGURA 24. Ensaio de SUMOilagcdo de MxA por SUMOL1 e seus paradlogos SUMO2
e SUMOa3.

Extratos celulares provenientes de células da linhagem HelLa transfectadas,
concomitantemente, com a combinacé&o indicada dos plasmideos codificantes para as
proteinas MxA, SUMO1, SUMO2, SUMO3 ou PMLIII foram submetidos a purificacdo
por afinidade, em condi¢c6es desnaturantes, a resina de Niquel (Agarose-NINTA, GE).
Na parte superior, estao indicados os plasmideos que foram (+) ou nédo (-) utilizados no
experimento. As bandas correspondentes as proteinas MxA modificadas por
SUMO1/2/3 (MxAixsumo € MxAxsumo) € a proteina PMLIII modificada por SUMO3
estdo indicadas por setas. Anticorpos utilizados: a-pMxA (MxA); a-6xHis Clontech
(SUMO1/2/3) e a-PML SantaCruz (PMLIII). Namero amostral = 3.
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FIGURA 25. Ensaio de SUMOilagado do mutante MxAkasgr.

Extratos celulares provenientes de células da linhagem HelLa transfectadas,
concomitantemente, com a combinacédo indicada dos plasmideos codificantes para as
proteinas MxA e 6xHis-SUMO3 foram submetidos a purificacdo por afinidade, em
condicdes desnaturantes, a resina de Niquel (Agarose-NINTA, GE). Na parte superior,
estdo indicados os plasmideos que foram (+) ou nédo (-) utilizados no experimento. As
bandas correspondentes as proteinas MxA modificadas por SUMO3 (MxAixsumo
MxAxxsumo € MxAnxsumo) estdo indicadas por setas. Anticorpos utilizados: a-pMxA
(MxA) e a-6xHis Clontech (SUMO3). Numero amostral = 2.
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4.6. Avaliacéo da atividade antiviral das formas mutadas de MxA

Dois fatores sédo importantes para a atividade antiviral de MxA: 1- a capacidade de
formar oligbmeros e 2- a capacidade de hidrolisar GTP em GDP. Alguns dos mutantes
aqui apresentados MxAkasor, MXAkasrikzsor € MXApsi2k Visivelmente perderam a
capacidade de formar oligbmeros (Figura 6). Porém, todos os mutantes, com excessao
do mutante monomérico MxA_e12¢, €stdo localizados dentro do dominio GTPase, o0 que
abre a possibilidade de perda da atividade GTPasica e, consequentemente, da
atividade antiviral.

Assim, para testar a atividade antiviral do mutante de SUMOilagcdo (MxAkasr),
assim como dos mutantes das sequéncias SIM (MxAswp, € MxAsma), ensaios de
infeccéo viral foram realizados visando elucidar quais destes mutantes perderam ou
mantiveram a capacidade de inibir a replicacdo viral do Virus da Estomatite Vesicular
(VSV, do inglés: Vesicular stomatatis virus). Esse virus € conhecido por cumprir suas
etapas de replicacdo no citoplasma celular e por ser diretamente inibido por MxA
(PAVLOVIC et al., 1990). Assim, células Hela foram transfectadas com os plasmideos
de interesse e incubadas por 24h. Apds incubacédo, as células foram submetidas ao
processo de infeccdo por 1 hora e, ap0s a retirada do virus pela troca do meio de
cultivo, as células foram incubadas por mais 7 h (total de 8 horas) ou 11 h (total de 12
horas). Ao final da incubacdo, as células foram submetidas a imunofluorescéncia
indireta dupla, utilizando anticorpos anti-MxA (a-mMxA) e anti-VSV.

A Figura 26 apresenta os resultados obtidos para os ensaios de infecgéao viral
realizados. A capacidade ou incapacidade de MxA e seus mutantes em inibir a
replicacdo viral € visualizada através da auséncia ou presenca de marcacdo
concomitante para as proteinas G, N e M do virus VSV (verde) e de MxA (vermelho)
em uma mesma célula, respectivamente. E possivel observar que apés 12 horas de
infec¢do, a simples expressdo de MxA nado € capaz de inibir a replicagdo viral, talvez
devido aos altos titulos virais alcancados apdés 1 ciclo de replicagdo. Porém, é possivel
ver claramente que no periodo de 8 horas apos infeccao, as formas MxAwt € MxAkasr
retém a capacidade de inibir a infec¢do e replicacdo viral do virus VSV, enquanto os
mutantes MxAsivb € MxAsima perdem essa capacidade. De modo esperado, 0 mutante
monomeérico MxA s12x apresentou atividade antiviral contra VSV, mesmo sendo incapaz
de formar oligdmeros (JANZEM et al., 2000).

A perda de atividade antiviral pelos mutantes MxAswvp € MxAsma, que ainda
sofrem oligomerizacéo, se deve provavelmente ao fato de as sequéncias SIMb e SIMa
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estarem na proximidade das sequéncias importantes para a ligacdo da molécula de
GTP. Dessa forma, as mutacdes em SIMb e SIMa podem ter interferido negativamente
com a ligacdo e/ou clivagem de GTP, indispensavel para sua atividade antiviral.
Curiosamente, o mutante MxAK48R que também sofre oligomerizagdo, mas ndo €
SUMOilado, mantém a atividade antiviral. Esse mutante sugere que a SUMOilagéo de
MxA ndo é essencial para a sua atividade antiviral. Esse resultado serd melhor
discutido adiante.

Finalmente, a influéncia da infeccdo viral sobre a SUMOilacdo de MxA foi
investigada. Para tanto, o mutante SIMb que n&do apresentou atividade antiviral alguma
foi utilizado. Assim, células da linhagem Hela, provenientes de uma placa p100, foram
transfectadas, um dia ap6s o subcultivo, com os plasmideos codificantes para MxA (9
Mg - pcDNA3.1-MX1lsmp) € SUMO3 (pcDNAS.1-6xHis-SUMO3) e cultivadas por 24
horas apés a transfecg¢do. Apoés cultivo, as células foram infectadas com o virus VSV
por 1 hora e incubadas por um periodo adicional de 7 horas (8 horas totais), apds troca
do meio para a remocdo das particulas virais livres. As células foram coletadas e
extratos totais de proteinas foram submetidos a purificacdo de proteinas com cauda de
histidinas em condi¢cdes nao desnaturantes.

A Figura 27 apresenta o resultado obtido para a SUMOilagao do mutante SIMb de
MxA na presenca do virus VSV. Como pode ser observado, a presenca do virus VSV
nao afeta a SUMOilagdo de MxA, uma vez que MxA continua sendo SUMOilada nas
células infectadas com o virus VSV.
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FIGURA 26. Avaliagdo da atividade antiviral de formas mutadas de MxA por
imunofluorescéncia indireta.

Células da linhagem HelLa transfectadas com os plasmideos pcDNA3.1-MX1,
pCDNA3.1-MX1L512K, pCDNA3.l-MX1S|Mb, pCDNA3.1-MX15|Ma ou pCDNA3.1-MX1K48R
foram submetidas a infec¢éo viral com o virus VSV por 8 ou 12 horas. A proteina MxA
e seus mutantes foram marcados pelo emprego de anticorpo anti-MxA (a-mMxA). A
presenca do virus VSV foi detectada por anticorpo policlonal anti-VSV. A cromatina
celular foi marcada com DAPI (fluorescéncia azul). Como anticorpos secundarios foram
utilizados anti-IgG conjugado a Alexa Fluor 488 (fluorescéncia verde) ou Alexa fluor
594 (fluorescéncia vermelha). As imagens foram combinadas pelo emprego do
software ImageJ (Merged). Anticorpos utilizados: a-mMxA (MxA) e a-VSV (VSV).
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FIGURA 27. Avaliagcao da influéncia da infec¢éo pelo virus VSV na SUMOilacéo de
MxA.

Extratos celulares provenientes de células da linhagem HelLa transfectadas,
concomitantemente, com a combinacédo indicada dos plasmideos codificantes para as
proteinas MxA e 6xHis-SUMOZ3 e infectadas com VSV foram submetidos a purificacdo
por afinidade, em condi¢c6es desnaturantes, a resina de Niquel (Agarose-NINTA, GE).
Na parte superior, estao indicados os plasmideos que foram (+) ou nédo (-) utilizados no
experimento. As bandas correspondentes as proteinas MxA modificadas por SUMO3
(MxA1xsumo) € as proteinas virais VSV-G (~63 kDa), VSV-N (~47 kDa) e VSV-M (~27
kDa) estao indicadas por setas. Anticorpos utilizados: a-pMxA (MxA), a-6xHis Clontech
(SUMO3) e anti-VSV (proteinas G, N e M do virus VSV). Niumero amostral = 1.
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Os resultados obtidos nesse estudo revelam que MxA além de interagir
fisicamente com Ubc9, interage também com SUMO1 e € SUMOilada por SUMO1/2/3.
Ainda, foi possivel demonstrar que a interacdo entre MxA e SUMO1 se da através da
alca EIL de SUMO1 e do domino CID-GED de MxA, sem a participagdo das duas
sequéncias SIM presentes no dominio GTPase.

Nesse sentido, analisando o0s modelos propostos para SUMOilagao
(KNISPCHEER et al., 2008), é possivel propor mecanismos para a SUMOilagcédo de
MxA (Figura 28). No primeiro deles, dependente da participacdo de SUMO1, a proteina
Ubc9 SUMOilada com SUMO1 modificaria MxA com SUMO1/2/3, sendo que SUMO1
participaria na determinagao da especificidade pela ligacdo com MxA. No segundo, a
proteina Ubc9 modificaria MxA com SUMO1/2/3, independentemente da participacéo
de SUMOL1. No terceiro mecanismo, a proteina Ubc9 modificaria MxA com SUMO1/2/3,
também de forma independente de SUMOL e intensificada pela participacdo de uma
E3 ligase. Finalmente, no quarto mecanismo, a proteina Ubc9 modificaria MxA com
SUMO1/2/3, de forma dependente de SUMO1, a qual atuaria no estabelecimento da
ligacdo entre a E3 ligase e MxA.

No primeiro mecanismo (Figura 28A), MxA estaria interagindo com Ubc9 pelo
dominio GTPase e com SUMO1 pelo dominio CID-GED. A analise da sequéncia
primaria de aminoacidos da proteina MxA indica que as provaveis lisinas aceptoras de
SUMOilacdo estdo presentes no dominio GTPase (K48 e K259), dentro de duas
sequéncias consenso de moficagcdo por SUMO conhecidas como Consenso Inverso de
SUMOilacdo (ICM) (Figura 6). Assim, a proteina Ubc9 SUMOilada estaria interagindo
com o dominio GTPase, enquanto que a proteina SUMO1 modificadora de Ubc9
estaria interagindo com o dominio CID-GED, promovendo a especificidade pelo
substrato MxA. Os resultados obtidos no mapeamento da interagdo entre MxA com
SUMO1 mostram claramente que SUMOL interage especificamente com o dominio
CID-GED de MxA e que o dominio GTPase € necessario para a interacdo com Ubc9
(Figura 22). Entretanto, esse mecanismo tem que ser desconsiderado, pois envolve a
necessidade da modificagdo de Ubc9 por SUMOL1 e nos resultados aqui obtidos, a
presenca da mutacdo K14R em Ubc9, mutag&o que inibe sua modificagdo por SUMO1,
nao altera o padréo de interacéo entre Ubc9 e MxA (Figura 23).

No segundo mecanismo (Figura 28B), a proteina MxA teria que interagir com
Ubc9 por meio de duas regibes. Realmente, MxA possui duas regides de interacéo
com Ubc9 (ICMs), mas essas estdo localizadas no mesmo dominio da proteina MxA
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(GTPase) e foi demonstrado aqui que a interagdo de Ubc9 com MxA ocorre
exclusivamente com o dominio GTPase de MxA. Entretanto, a auséncia do dominio
CID-GED interfere negativamente na interacdo entre MxA e Ubc9 (Figura 22B). E
provavel que essa interferéncia negativa exista devido a incapacidade dos mutantes
MxAcTtrase € MXALs12« €M oligomerizar, uma vez que o impacto negativo dessas duas
mutacdes é semelhante em relacédo ao selvagem (Figura 22B). Assim, a diminui¢cdo da
interagdo das formas mutadas de MxA com Ubc9 poderia ser explicada pela
necessidade de oligomerizacao para a correta interacédo, ou seja, a interacdo de Ubc9
com MXxA ocorreria com dois dominios GTPases presentes em duas proteinas MxA em
oligbmeros adjacentes. Assim, esse mecanismo nado pode ser descartado por
completo, mas deveria ser modificado, pois os dois pontos de contato entre MxA e
Ubc9 ndo estdo na mesma proteina MxA.

No terceiro mecanismo (Figura 28C), proteinas com fungdo de E3 ligase
intensificariam a SUMOilacdo de MxA por Ubc9, sem a participagdo de SUMOL1.
Fortalecendo esse mecanismo, dois dos 27 ligantes provaveis de MxA, revelados pelo
rastreamento de duplo-hibrido, possuem atividade de E3 ligase, a saber. CBX4 e
PIAS1 (Figura 5). Assim, esse poderia ser um dos mecanismos de SUMOilagcédo de
MxA, porém novos estudos deveriam ser realizados para comprovar 0 envolvimento
dessas ou de alguma outra E3 ligase na SUMOilacao de MxA.

Finalmente, no quarto mecanismo apresentado (Figura 28D), as protenias E3
ligase, SUMOiladas por SUMO1, atuariam na intensificagdo da SUMOilacdo de MxA
por Ubc9. Como no caso anterior, a comprovacdo desse mecanismo necessitaria de
estudos adicionais. Curiosamente, as duas proteinas CBX4 e PIAS1 séo passiveis de
SUMOilacdo (WOTTON et al., 2007; RABELLINO et al., 2012).

A interacao entre MxA e SUMOL poderia ser a chave para explicar a interagéo de
MxA com outros fatores celulares SUMOilados com SUMOL1, como aqueles envolvidos
na resposta antiviral, na formagédo dos PML-NBs e mesmo na via JAK/STAT cuja a
atividade € modulada pela SUMOilagdo de seus constituintes (ZHAO, 2007;
KRIEGHOFF-HENNING e HOFMANN, 2008; ISAACSON e PLOEGH, 2009). Ressalta-
se que varios dos 27 ligantes provaveis de MxA revelados no rastreamento de duplo-
hibrido sdo proteinas SUMOiladas (Figura 5), muitos dos quais envolvidos direta ou
indiretamente com a formagdo de PML-NBs, um sitio de atividade antiviral intensa
(BERNARDI et al., 2007).
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A proteina MxA é conhecida pela sua vasta atividade antiviral, sendo capaz de
inibir a replicacdo de virus de RNA e DNA, independentemente do seu local de
replicacdo (HALLER et al., 2007b; HALLER et al., 2007c e HALLER et al., 2010). Neste
estudo, a atividade antiviral de MxA foi demonstrada contra o Virus da Estomatite
Vesicular (VSV).

Recentemente, foi demonstrado que MxA é ligante de RNA helicases celulares
como UAP56/URH49, que sao importantes para o processo de exportagdo nuclear dos
RNAs virais necessérios para a maturacdo da particula viral. Assim, a atividade
antiviral da proteina MxA se daria pelo sequestro dessas RNA helicases no citoplasma
celular, impedindo a formacdo de novas particulas virais (READ e DIGARD, 2010;
WISSKIRCHEN et al., 2011a; WISSKIRCHEN et al., 2011b). De modo semelhante,
MxA poderia se valer da interagcdo com SUMO1, ou da modificagcdo por SUMO1/2/3,
para sequestrar outras proteinas importantes para a replicagédo viral ou para recrutar,
na superficie das particulas virais onde se oligomeriza, proteinas importantes para a
completa eliminagao das VRNPs.

Estudos funcionais sobre a atividade antiviral de MxA contra o virus Influenza A
apontam para a necessidade de sua oligomerizacdo sobre a particula viral, o que
levaria a desestabilizagcdo dos complexos ribonucleoproteicos virais (VRNPS), por meio
da interferéncia na ligagdo entre seus constituintes, entre eles, as proteinas NP
(nucleoproteina) e PB2 (polimerase B2), com as quais MxA interage (VERHELST et al.,
2013). Interessantemente, ambas as proteinas NP e PB2 de Influenza sdo modificadas
por SUMOL1 (PAL et al., 2011; WILSON, 2012; VERHELST et al., 2012) e, de modo
muito curioso, a interacdo entre as proteinas PB2 e NP de influenza com a proteina
Mx1 sé pode ser detectada na presenca de NEM (n-etilmaleimida), o qual inibe a
atividade GTPasica de Dyn-1, mas que € comumente usado na inibicdo da atividade
das proteinas SENP (do inglés, SUMO/Sentrin-spefic protease) responsaveis
reciclagem ou deSUMOilagéo de proteinas (GALISSON et al., 2011).

Levando em consideragdo que MxA e SUMOL interagem por meio da alca EIL
de SUMOL1 e do dominio CID-GED de MxA, a SUMOilacéo das proteinas NP e PB2
poderia ser um mecanismo viral de evasdo da atividade antiviral de MxA. Tendo em
mente que MxA € um membro da superfamilia de dinaminas GTPase e que a interacdo
entre a alca EIL de SUMO1 e o dominio GED de Dyn-1 leva a inibicdo da sua
capacidade de oligomerizacao, as proteinas NP e PB2 virais poderiam ser SUMOiladas
e, por meio da interacdo conjunta NP-SUMO1-MxA ou PB2-SUMO1-MxA, inibir a
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formacao do oligdbmero de MxA sobre as VRNPs e, consequentemente, sua atividade
antiviral. Nesse mecanismo de evasdao, as proteinas virais SUMOiladas sequestrariam
MxA impedindo a formacao do oligbmero necessario para atividade antiviral.

No estudo aqui apresentado, foi mostrado que a lisina 48 de MxA é alvo de
SUMOilacédo. Entretanto, o mutante MxAxassr mostrou-se capaz de inibir a replicagéo do
virus VSV. Isso demostra que a atividade antiviral de MxA é independente da sua
SUMOilacdo. Neste sentido, a SUMOilacdo de MxA poderia ser induzida por proteinas
virais, por exemplo por meio de uma E3 ligase viral, como um mecanismo de escape
da sua atividade antiviral. Esse escape poderia ocorrer pela inibicdo da oligomerizagao
de MxA ou pela inducao da sua degradacéo.

A primeira hipotese é fortalecida pelo fato da lisina 48 do dominio GTPase de
MxA estar envolvida na estruturagdo da regido intermediaria (BSE) entre o dominio
GTPase e o dominio CID-GED (stalk) de MxA, a qual coordena a formacdo do
oligbmero (GAO et al., 2011). Assim, a poli-SUMOilagéo da lisina 48 poderia causar a
perda da capacidade de oligomerizacdo de MxA, por interferir na correta formacéo das
ligacOes inter ou intramoleculares essenciais para a oligomerizagao.

A possibilidade da segunda hipétese pode ser ilustrada pela degradacdo da
proteina PML promovida pelo Virus Herpes Simples do tipo 1 (HSV-1). As proteinas
PMLs quando poliSUMOiladas por SUMO2/3 sao alvo da acdo de STUBLs (do inglés,
SUMO-targeted ubiquitin ligases). Essas proteinas apresentam funcéo de ubiquitina E3
ligase sobre proteinas ja SUMOiladas, criando assim, um evento de degradacdo
dependente de SUMOilagao (PRAEFCKE et al, 2012; WILSON, 2012,
SRIRAMACHANDRAN e DOHMEN, 2014). Neste caso do virus HSV-1, a proteina
ICPO atua como uma ubiquitina E3 ligase dependente de SUMOilacdo e induz a
degradacdo das proteinas PMLs SUMOiladas e, consequentemente, a dispersao dos
PML-NBs, evitando assim a atividade antiviral de PML (BOUTELL et al., 2011).

Diversas questdes foram levantas ao longo do presente estudo, como por
exemplo, qual seria o papel da interacédo entre MxA e SUMOL1 ou qual a importancia da
SUMOilacao de MxA para sua atividade antiviral. Neste sentido, experimentos visando
estudar a interferéncia das proteinas SUMO na atividade GTPasica e na
oligomerizacdo de MxA deveriam ser realizados com a proteina MxA SUMOilada ou na
presenca de SUMOL. Ainda, sera necessario investigar se a SUMOilacdo de MxA € um
mecanismo de evasao viral comum a todos os virus ou se a SUMOilacdo de MxA pode,

no caso de alguns virus, ser importante para sua atividade antiviral. Outro ponto
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importante seria a identificacdo de proteinas celulares ou virais que atuem como E3
ligases no processo de intensificacdo da SUMOilagdo de MxA. Assim, o
apronfundamento do presente estudo contribuira significativamente para a
compreensao dos aspectos funcionais do envolvimento de MxA com a maquinaria de
SUMOilacéo.
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FIGURA 28. Mecanismos provaveis de SUMOilacdo da proteina MxA.

A. SUMOilagédo de MxA dependente da SUMOilagcdo de Ubc9 com SUMOL. A proteina
Ubc9 SUMOilada com SUMOL1 e ligada a SUMO1/2/3 promoveria a transferéncia de
SUMO1/2/3 para a proteina MxA; B. SUMOilagdo de MxA independente da
SUMOilacdo de Ubc9 com SUMOL1. Ubc9 interagiria em duas regides diferentes de
MxA e a modificaria com SUMO1/2/3, independente de SUMO1; C e D. SUMOilagéo
de MxA independente da SUMOilagcdo de Ubc9 com SUMOL1 e intensificada por E3
ligase. A SUMOilagdo de MxA com SUMO1/2/3 seria intensificada pela participacao de
uma E3 ligase, provavelmente CBX4 ou PIAS], independente de SUMO1 (C) ou
dependente de SUMOL1 (D) (Adaptada de KNISPCHEER et al., 2008).
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1. O anticorpo obtido contra MxA (a-pMxA) pode ser aplicado na detecgao de MxA
em diversos ensaios;

2. MxA interage fisicamente com Ubc9 e SUMO1,;

3. A presenca de SUMOL1 interfere na interacéo entre MxA e Ubc9;

4. A proteina MxA co-localiza com as proteinas Ubc9 e SUMO1,;

5. A interacdo entre MxA e SUMOL ocorre pelo seu dominio CID-GED (stalk).
6. O dominio GTPase de MxA esta envolvidos na sua interacdo com Ubc9;

7. A oligomerizacdo de MxA é importante para a interacdo fisica com SUMOL1 e
Ubc9;

8. A interacdo entre MxA e SUMO1 nédo depende de sequéncias SIM;

9. A proteina MxA interage com a al¢a EIL de SUMO1 e néo pela regido SIG;
10. A proteina MxA sofre SUMOilagéo;

11. A lisina K48 é um sitio aceptor de SUMOilagdo em MxA;

12. Os mutantes MxAsm, € MXAsima NA0 apresentam atividade antiviral no ensaio
realizado;

13. O mutante de SUMOilagdo MxAxkssr mantém a atividade antiviral no ensaio
realizado;

14. O virus VSV néo € capaz de estimular a SUMOilacao de MxA.
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RESUMO

A proteina Mx1 é codificada por um gene induzido
por interferon e compartilha a organizacio de seus
dominios, a capacidade de homo-oligomerizacio e
associacio com membranas com as grandes dinaminas
GTPases. A proteina Mx1 estd envolvida na resposta
contra um grande nimero de virus de RNA, como
aqueles pertencentes a familia Buniavirus e o
virusinfluenza. Curiosamente, o gene MX1foiencontrado
como silenciado por metilacio em diversos processos
neoplasicos, incluindo carcinomas de cabeca e pescoco
de células escamosas. Neste cenario, o silenciamento
génico de MX1 esta associado a imortalizacio de uma
série de linhagens celulares neoplasicas. Assim, Mx1 se
destaca como uma das principais proteinas envolvidas
nas respostas imunes induzidas por interferon e
também desempenha um importante papel no controle
do ciclo celular. Aqui discutimos os aspectos funcionais
da proteina Mx1 abordando sua atividade antiviral,
organizacio estrutural, envolvimento com neoplasias
e, principalmente, os aspectos funcionais obtidos pela
determinacio de seus parceiros celulares.
Palavras-Chave: Interferons. MX1. JAK/STAT. Virus.
Neoplasia. PML-NBs. SUMOilacéo.

INTRODUCAO

Interferons

Apesar da descoberta dos interferons ter ocorrido ha
mais de 50 anos, o estudo dos mesmos se mantém até hoje

Autorcorrespondente: Dr.SandroRobertoValentini-Faculdade deCiéncias
Farmacéuticas de Araraquara - RodoviaAraraquara-Jat, Km1 CEP.14801-
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como uma area de pesquisa altamente atrativa. Atualmente,
os interferons sao divididos em trés subfamilias: interferons
dos Tipos I, Il e I1l. A subfamilia do tipo | compreende os
interferons a, P, 0, €, ®, K, € T. A do tipo III € composta
pelos interferons A, também conhecidos como interleucinas
IL-29 (A1), IL-28a (A2) e IL-28b (A3), e possuem um
“link” evolutivo com a familia dos IFNs do tipo I. Essas
subfamilias sdo descritas como mediadoras da potente
atividade antiviral e do controle da proliferacdo celular.
Finalmente, a subfamilia do tipo Il compreende somente
o interferon g, envolvido principalmente na modulacéo da
resposta imune (Chawla-Sarkar et al., 2003; Caraglia et al.,
2005; Bonjardim et al., 2009; Li et al., 2009).

A acgdo de interferons é mediada pela capacidade
de induzirem a expressdo de uma série de genes (>300
genes) por meio da ativacdo da via JAK/STAT (Bromberg,
2002; Calo et al., 2003; Chawla-Sarkar, 2003; Brand et al.,
2005). Nesta via, a ligacdo de interferons do tipo I e 1ll
aos receptores formados pelas proteinas IFNAR1/IFNAR2
e IL-10R2/IFNLR1, respectivamente, leva a fosforilagdo
e interacdo de STAT1 e STAT2. O heterodimero formado
interage fisicamente com IRF9, formando o complexo
conhecido como I1SG3, que, através da interacdo com o
elemento ISRE no DNA, promove a expressdo de MX1 e
de outros genes importantes para a resposta de imunidade
inata a virus (Figura 1). Por outro lado, o interferon do tipo
Il liga-se ao receptor formado pelas proteinas IFNGR1/
IFNGR2, levando a fosforilacdo das proteinas STATL,
STAT3, STAT5 as quais formam homodimeros que se
ligam ao elemento GAS no DNA e promovem a expressao
de uma série de outros genes (Aaronson, 2002; Uzé &
Monneron, 2007; Sadler & Williams, 2008).

Neste contexto, interferons induzem a apoptose
celular pela ativagdo de receptores de morte celular.
Resumidamente, a sensibilizac&o de células por interferons
leva a indugdo da expressdo de TRAIL/Apo2L e Fas/FasL,
que recrutam e ativam FADD. A ativacdo de FADD gera a
ativacdo da cascata de caspases iniciada pela clivagem de
pro-caspase 8 em caspase 8, a qual, assim como TRAIL,
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Fas/FasL e caspase 4, tem sua expressdo induzida por
interferons. Caspase 8 atua como protease sobre Bid,
um membro pré-apoptdtico da familia Bcl2 de proteinas
mitocondriais, resultando no rompimento do potencial
mitocondrial e na liberacdo do citocromo C da mitocdndria
para o citoplasma, que age como um cofator na estimulacdo
da formacdo do complexo entre Apafl e caspase 9. Este
complexo potencializa a ativagao de caspase 3, que é seguida
por alteracbes na simetria da membrana citoplasmatica,
pela clivagem de PARP, pela condensacdo da cromatina,
pela fragmentacdo do DNA e, finalmente, pela morte
celular (Ruiz-Ruiz et al., 2000; Chawla-Sarkar et al., 2001;
Chen et al., 2001; De Veer et al., 2001; Chawla-Sarkar et
al., 2003; Leaman et al., 2003).

Figura 1. Sinalizacdo por interferon (IFN). Os interferons o e
B ligam-se a seus receptores, presentes na superficie celular, e
ativam a expressdo de uma série de genes, através da fosforilagdo
consecutiva das proteinas constituintes da via JAK/STAT de
sinalizacdo. Os genes expressos mediante a ligacdo ao receptor
atuam nas diversas vias de acdo dos interferons, entre eles,
IRF-7 atua na amplificacdo do sinal mediado por receptores de
PAMP (padrdes moleculares associados a patégenos), levando
a transcri¢do mediada por NF-«kB, IRF-3, entre outros, elevando
assim a producdo e secre¢do de IFN pelas células. A sinalizagdo
por IFN sofre inibicéo por feedback mediada pelas proteinas das
familias SOCS e PIAS (Adaptada de Haller et al., 2007b).

Outro fator envolvido nos mecanismos de acdo e
regulacéo da resposta a interferons do tipo | e 11l é a sua
capacidade em induzir a modificagio de uma série de
proteinas por ISG15 (Figura 2). A via de modificagao pela
proteina ISG15 se assemelha aquela utilizada por ubiquitina
e SUMO-1, naqual aproteinaéexpressanaformaprecursora,
a qual é processada para expor a sequéncia de aminoacidos
LRLRGG em sua porcdo C-terminal, necessaria para sua
correta ativagdo e conjugacdo. Os residuos de glicina
desta regido, equivalentes aos de SUMO-1 e Ubiquitina,
sdo adenilados e conjugados por meio de ligacGes tioéster
a residuos de cisteina de trés enzimas: uma enzima de
ativacdo de ubiquitina (E1, UBE1L), uma de conjugacédo
(E2, UBE2E1 ou UBE2LS6) e outra de ligacdo (E3), antes
de ser transferida para um residuo de lisina na proteina alvo.
Duas E3 ubiquitinas ligases, HERC5 e TRIM25, foram
identificadas por atuar na ligagdo de ISG15 a proteina
alvo via dominio HECT e RING, respectivamente. Este
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processo também foi caracterizado como reversivel pela
atuagdo de proteases ubiquitina-especificas denominadas
USP2, USP3, USP5, USP13 e USP18. Entre as proteinas
induzidas por interferon conhecidamente modificadas por
ISG15 estdo: JAKL, STAT1 e Mx1. Além de proteinas
préprias, também foi demonstrado que algumas proteinas
virais podem sofrer inibigdo de sua fungdo via modificagdo
por ISG15. A Figura 2 representa um esquema simplificado
de como ocorre a conjugacdo de ISG15 a proteina alvo.
Todas essas enzimas contém alta homologia de sequéncia e
estrutura com as enzimas envolvidas na via de ubiquitinacdo
(Yuan & Krug, 2001; Zhao et al., 2004; Zhao et al., 2005;
Sadler & Willians, 2008).
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Figura 2. Esquema da conjugagdo da proteina Ubiquitina (Ub) e
de proteinas semelhantes a Ubiquitina (Ubl: SUMO-1 e ISG15)
a proteina alvo. Essas proteinas modificadoras sdo produzidas
na forma de precursores inativos que sofrem a agdo de proteases
especificas (DUB - desubiquitinases ou ULP - Ubl Proteases
especificas) para expor na regido C-terminal o residuo de glicina
necessario para a formagdo da ligacdo tioéster com o residuo
de lisina na proteina alvo da modificacdo. Esta modificagdo
ocorre em trés etapas: (1) Ativacdo: as Ub e Ubls séo ligadas por
adenilacdo a um residuo de cisteina da Enzima de ativagdo (E1),
envolvendo o gasto de uma molécula de ATP; (2) Conjugagdo: Ub
e Ubls séo transferidas para a enzima de conjugacéo (E2) através
de uma transtiolagdo e, (3) Ligacdo: Ub e Ubls sofrem a agdo
das enzimas de ligagdo (E3), formando a ligacéo do tipo tioéster
com a proteina alvo. As E3 ligases podem atuar tanto mediando a
transferéncia direta de Ub e Ubls para a proteina alvo (RING E3)
ou ligando-se covalentemente as proteinas modificadoras antes
de transferi-las para a proteina alvo (HECT E3). As Ub e Ubl
podem ser removidas pelas proteases que atuam na sua ativagao
(Adaptado de Kerscher et al., 2006).

A PROTEINA Mx1

Aspectos estruturais

O gene MX1 (myxovirus resistance 1), também
chamado de IFI78 (Interferon-inducible protein p78)
ou MxA para 0 gene humano, encontra-se entre 0s genes
conhecidos por sua expressdo e atuacdo dependente da
inducdo por interferons do tipo | e Ill, atuando como
mediador da imunidade inata e na resisténcia a virus de
RNA (Bromberg, 2002; Calo et al., 2003; Brand et al.,
2005; Haller et al., 2007a).
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A proteina Mx1, um membro da superfamilia de
GTPases dinaminas, € estruturalmente organizada em
dominio de ligacdo ao GTP (GTPase) e dominio central de
interagdo (CID/MD), em sua porgao N-terminal, e dominio
efetor de GTPase (GED/LZ), em sua porcdo C-terminal.
Essa familia ainda inclui: a proteina dinamina-1 (huDYN1)
- que, além dos dominios descritos para Mx1 (huMx1),
possui ainda os dominios pleckstrin homology domain (PH)
e 0 proline-rich domain (PRD). Esta familia ainda inclui a
proteina Mx2 de humano (huMx2), Mx1 de camundongos
(muMx1) e a proteina dinamina-1 (huDYN1), entre outras
proteinas (Figura 3A) (Holzinger et al., 2007; Haller et al.,
2007a). Ainda quanto a estrutura de Mx1, foi demonstrado,
através de ensaios de cristalizagdo, que a regido
correspondente aos dominios CID e GED ¢é estruturada
em 6 alfa-hélices envolvidas na formagdo de uma Unica
estrutura tercidria final (Figura 3B), determinante para a
correta formagdo do homo-oligbmero de Mx1 (Gao et al.,
2010; Haller et al., 2010).

O homo-oligdbmero de Mx1 é formado através
da interacdo entre 16 mondmeros, 0s quais se organizam
em uma estrutura semelhante a um anel, onde o dominio
globular de GTPase encontra-se na face externa do
complexo e os dominios CID e GED na face interna (Figura
3C), coordenando a interacdo (Haller et al., 2010; Gao et al.,
2010). Essa capacidade de oligomerizagdo leva a formacéo
de grénulos de Mx1 - frequentemente encontrados em
associagdo com membranas celulares, como a do reticulo
endoplasméatico em mamiferos - sendo necessaria para a
atividade de GTPase e a manutencao da estabilidade desta
proteina, uma vez que uma forma mutada de Mx1 (L612K),
incapaz de formar oligdbmeros, ndo possui atividade de
GTPase e € degradada em aproximadamente duas horas, em
contraste com a forma selvagem que tem aproximadamente
meia vida de 24 horas (Janzen et al., 2000; Holzinger et al.,
2007; Haller et al., 2007a).

A Rasireamento de Duplo Hibrido com pBTM116-KAN-MX1
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Figura 3. Dominios e estrutura das proteinas Mx e de seu
homo-oligbmero. (A) Comparagdo entre a organizagdo dos
dominios de Mx1 de humano (huMx1), Mx2 de humano
(huMx2), Mx1 camundongos (muMx1) e dinamina-1 de humano
(huDyn1). Estas proteinas apresentam os seguintes dominios: o
dominio de ligacdo a GTP, que contém os “motifs” que coordenam
a ligacdo a molécula de GTP (barras) e a regido conhecida como
dominio de autoassociagdo (SAD), envolvida na sua dimerizagdo
quando ligado a molécula de GTP; o dominio central de interagdo
(CID/MD) e o dominio efetor de GTPase (GED), também
chamando de Zipper de Leucina em huMx1 (LZ). Além desses,
a proteina huDyn1 contém os dominios de ligagdo a membranas
lipidicas (pleckstrin — PH) e o dominio rico em prolina (PR).
(B) A estrutura do cristal obtido para a regido correspondente
aos dominios CID e GED de huMx1, demoninado de “stalk”. As
posi¢des das alcas encontradas e do dominio de ligagdo a GTP
(GTPase) sdo indicadas na estrutura. (C) Modelo da estruturacéo
do homo-oligbmero de huMx1 onde 16 mondmeros interagem
gerando uma estrutura em anel, a regido conhecida como “stalk”
estd presente no interior da estrutura, sendo a principal responsével
pela sua formacéo enquanto o dominio de ligagdo a GTP (GTPase)
é encontrado em uma posicdo mais externa a estrutura formada
(Adaptado de Haller et al., 2007a e Haller et al., 2011).

Fungdo na resposta imune

As proteinas Mx foram descobertas em estudos
de resisténcia ao virus da influenza realizados em
camundongos, 0s quais mostraram que 0S animais
isogénicos que apresentavam resisténcia ao virus da
influenza carregavam uma cépia funcional do gene MX1
contido no cromossomo 16, ao passo que aqueles animais
suscetiveis a infeccdo apresentavam deplegBes e/ou
mutacdes que tornavam inativo tal gene (Lindenmann,
1962; Horisberger et al., 1983; Staeheli et al., 1988).
Além da identificagdo de proteinas Mx em camundongo
e humano, foram descritas proteinas similares em outros
organismos vertebrados e invertebrados (Haller & Weber,
2009).

Como mediadora da resposta imune inata
desencadeada por interferons, demonstrou-se a capacidade
de Mx1 de inibir a replicacdo viral através do bloqueio
do transporte dos nucleocapsideos virais para o nucleo.
Ainda, Mx1 de humanos apresenta um amplo espectro de
atividade antiviral, sendo capaz de reconhecer e inibir virus
de replicacédo citoplasmatica e nuclear, como no caso dos
virus pertencentes as familias buniavirus, ortomixovirus,
paramixovirus, rabdovirus, togavirus, entre outras (Haller
et al., 2007b). Neste sentido, foi demonstrado que Mx1 ndo
é capaz de impedir a sintese de RNAs virais, 0 que ocorre
no nucleo celular, porém os experimentos conduzidos
mostraram que nao s6 a sintese de proteinas virais, mas
também a de proteinas celulares é inibida pela presenca
de MxI1. Além disso, foi demonstrada a influéncia da
oligomerizacdo de Mx1 durante a resposta antiviral, em
um mecanismo no qual um mondmero de Mx1 se liga
ao capsideo viral e leva a oligomerizagdo de Mx1 sobre
a particula, estabilizando a ligacdo, fixando o capsideo
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as membranas celulares e impedindo a ligacdo dos fatores necessarios para a translocagdo nuclear das proteinas virais
(Holzinger et al., 2007; Haller et al., 2007b; Haller et al., 2010).

A Tabela 1 apresenta um resumo das principais isoformas de Mx1 encontradas em vertebrados, sua localizacdo
celular e atividade antiviral relatada. Na Tabela 1 também é relatado o tipo de material genético encontrado em cada virus
e seu local de replicacdo. Como pode ser visto, a proteina citoplasméatica Mx1 de humanos (huMx1) é capaz de inibir virus
com replicacdo nuclear, o que ndo ocorre em nenhum outro organismo testado até o0 momento.

Tabela 1. Atividade antiviral das proteinas Mx de diferentes organismos

Espécie Proteina Localizagéo Atividade antiviral Acido Nucleico Replicagéo
Influenza A -ssRNA Nucleo
Influenza B -ssRNA Nucleo
Influenza C -ssRNA Nucleo
Thogoto -ssRNA Nucleo
Parainfluenza Tipo 3 -sSRNA Citoplasma
Febre do Vale Rift -ssRNA Citoplasma
La Crosse -ssRNA Citoplasma
. Febre hemorragica Criméia-Congo -sSRNA Citoplasma
Mx1 Citoplasma B .
Humano Hantavirus -ssRNA Citoplasma
Estomatite Vesiculosa -ssRNA Citoplasma
Febre suina africana dsDNA Citoplasma
Hepatite B dsDNA-RT Nucleo
Rubeola ssRNA Citoplasma
Coxsackievirus ssRNA Citoplasma
Floresta Semliki ssRNA Citoplasma
Doenga Infecciosa Bursal ssRNA Citoplasma
Mx2 Nucleo/Citoplasma N&o apresenta
Influenza A -ssRNA Nucleo
Mx1 Nucleo Influenza B -ssRNA Nucleo
Thogoto -ssRNA Nucleo
Camundongos 9
. Estomatite Vesiculosa -ssRNA Citoplasma
Mx2 Citoplasma ) .
Hantavirus -SSRNA Citoplasma
Influenza A -ssRNA Nucl
Mx1 Nucleo uenza ss L,JC o
Thogoto -ssRNA Nucleo
Rato Estomatite Vesiculosa -ssRNA Citoplasma
Mx2 Citoplasma La Crosse -ssRNA Citoplasma
Febre do Vale Rift -ssRNA Citoplasma
Mx3 Citoplasma N&o apresenta
Mx1 Nucleo Influenza A -ssRNA Nucleo
Rato do Algodéao
) Estomatite Vesiculosa -ssRNA Citoplasma
Mx2 Citoplasma . .
Febre do Vale Rift -sSRNA Citoplasma

Ligantes de Mx1

(Transient receptor potential channel 1, 3, 4, 5, 6 e 7).
Funcionalmente esta interacdo levou a observacao de que,

Na tentativa de desvendar a funcdo celular da  guando superexpressa concomitantemente com TRPC6 em

proteina Mx1, uma série de proteinas ligantes de Mx1 células HEK293T, a proteina huMx1 leva ao aumento da
foram identificadas pelas mais diversas técnicas. Neste atividade de entrada de Ca?* nas células e que mutantes
aspecto, foi demonstrada a interagdo fisica por duplo- e ligagio a GTP - mas ndo os defectivos em atividade
hibrido e in vitro entre huMx1 e proteinas da familia TRPC GTP4sica - ndo apresentavam o mesmo comportamento
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(Lussier et al., 2005). Assim sendo, huMx1 seria uma nova
proteina envolvida nos mecanismos de controle das fungoes
celulares atribuidas a ions de calcio, como diferenciacao,
controle do ciclo celular e apoptose.

Ainda, foi revelado por rastreamento de duplo-
hibrido com a proteinamuMx 1, que esta interage fisicamente
com proteinas constituintes de corplsculos nucleares
denominados PML-NBs (Promyelocytic Leukaemia
Nuclear Bodies), entre elas DAXX, SP100, TOPORS,
BLM, TDG, FLASH, PIAS1 e proteinas da maquinaria
de SUMOilacdo de proteinas Uba2 (E1) e SUMO-1
(Engelhardt et al., 2001), assim como a interagdo entre
huMx1 e PKM/HIPK2 (Trost et al., 2000). Adicionalmente
a identificacdo destas interacdes, foi demonstrado que
homo-oligbmeros da proteina muMx1 agrupam-se em
granulos distintos, porém em intimo contato com os
granulos de PML (PML-NBs) e podem ser visualizados
mesmo em células depletadas da proteina PML (Haller et
al., 2007a). Assim, a presenca de muMx1 em PML-NBs e a
formacéo de granulos de muMx1 podem estar relacionadas
a estruturagdo de PML-NBs, uma vez que esta é capaz de
ligar uma série de componentes deste corpusculo.

Assim como as proteinas Mx, muitas das
proteinas envolvidas na formagdo dos PML-NBs sdo
transcricionalmente induzidas por interferons do tipo | e
I11. Tal fato é observado com as proteinas PML e SP100,
entre outras, 0 que aponta para a possibilidade da atuacédo
conjunta destas proteinas no desenvolvimento das respostas
celulares a sensibilizacdo por interferons. Além disso,
varios dos componentes dos PML-NBs sofrem modificagdo
por SUMO-1 (Figura 2) ou interagem fisicamente com
proteinas SUMOiladas via “motif” de interagdo com
SUMOL1 (SIM - SUMO interactive motif), como a proteina
DAXX. Outro fator interessante é a dependéncia da tripla
SUMOilacdo e da presenca de “motifs” SIM em PML,
permitindo a interagéo fisica com os outros constituintes
deste corpusculo e, consequentemente, aformacéao de PML-
NBs. Tais corpusculos estdo envolvidos em uma série de
processos celulares como apoptose, controle de expresséo
génica, mecanismos de reparo do DNA e resisténcia a
virus, o que demonstra a importancia da SUMOilacéo de
proteinas e da formagéo dos PML-NBs no controle destes
processos (Lin, 2006; Bernardi et al., 2007; Haller et al.,
2007a; Krieghoff-Henning & Hofmann, 2008).

Ainda, a SUMOilagdo pode afetar a localizacéo
celular, as interagcbes entre proteinas, a estabilidade
proteica e a atividade das proteinas alvo. Em um nivel
molecular, estas varidveis podem ocorrer por trés diferentes
mecanismos: primeiro, a SUMOila¢do pode esconder
sitios de interacdo na proteina alvo, inibindo a interacéo
entre esta e seus parceiros fisicos; segundo, a SUMOilacéo
pode criar novos sitios de ligacdo na proteina alvo e assim
facilitar a ligacdo de outras moléculas como proteinas e
DNA. Finalmente, se a proteina alvo também contiver um
dominio de interagdo fisica com SUMO (SIM), isto pode
levar a mudanga em sua conformagdo e, consequentemente,
em sua atividade (Meulmeester & Melchior, 2008).

Recentemente, nossogrupo realizou umrastreamento
de duplo-hibrido com a proteina huMx1, visando elucidar o
papel do silenciamento génico causado pela hipermetilacdo
de seu promotor no desenvolvimento e progressdo de
carcinomas de cabeca e pesco¢o (Calmon et al., 2009).
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Neste caso, o ensaio de duplo-hibrido foi empregado para
rastrear possiveis novos ligantes de huMx1 utilizando uma
biblioteca de cDNAs de cérebro fetal humano, de acordo
com o esquema apresentado na Figura 4A. Apos as etapas
de rastreamento, confirmacao das interacdes e remog¢ao de
falsos negativos, foram identificados 27 ligantes provaveis
(Figura 4A). A Figura 4B ilustra os resultados obtidos na
confirmacdo da interag@o fisica entre huMx1 e proteinas
previamente descritas como ligantes de muMx1: SUMO-
1 (SUMO-1,, ), a propria proteina huMx1 (Mx1
TUBAILA (TUBA1A,
et al., 2009).

Os graficos presentes na Figura 4C e 4D mostram os
resultados obtidos na analise de ontologia genética dos 27
ligantes provaveis de huMx1 em termos de porcentagem da
distribuicdo dos clones, segundo sua localizacéo celular e
envolvimento em processo hiolégico, respectivamente. A
analise de ontologia genética mostrou que os ligantes estdo
principalmente envolvidos nos processos de regulacdo da
transcri¢do, da apoptose e no controle do ciclo celular,
assim como na SUMOilagdo de proteinas. Ainda, foram
encontradas proteinas constituintes de PML-NBs e de
localizacdo nuclear e citoplasmatica. Interessantemente, a
analise ontolGgica das proteinas descritas como ligantes de
muMx1 é semelhante a obtida para huMx1, independente
da diferenca de localizacdo celular de Mx1 nesses dois
organismos (Engelhardt et al., 2001; Trost et al., 2000).

Apesar de muitos dos ligantes encontrados para as
proteinas Mx estarem relacionados a via de modificagdo
pés-traducional de SUMO-1, ndo h& descricdo na literatura
de que as proteinas Mx sejam SUMOiladas ou atuem
diretamente na funcéo desta via. Porém, foi descrito que
huMx1 sofre duas modificagdes pela proteina ISG15 (Zhao
et al., 2005), o que provavelmente altere sua capacidade de
ligacdo e iniba a estruturacdo do homo-oligdbmero, gerando
assim uma forma monomérica de Mx1.

Outro fato importante sobre huMx1 é a associacao
demonstrada entre as isoformas da proteina PML e a regiéo
de contato entre mitocondrias e reticulo endoplasmatico,
conhecida como membranas associadas a mitocondrias
(MAM). Assim, foi demonstrado que uma porcdo das
proteinas PML (I-VI) ndo é translocada para o ndcleo,
podendo ser encontrada em diversos compartimentos
citoplasmaticos, entre eles, a regido de contato com
mitocondria (MAM) (Carracedo et al., 2011). Em estudo
empregando fibroblastos de camundongos normais
e depletados de PML (pml/), foi demonstrado que a
presenca de PML em associagdo com mitocdndrias é capaz
de modular a liberagdo de ions Ca?* para a mitocondria,
regulando assim o0 processo apoptético mediado por
indutores conhecidos, como peréxido de hidrogénio,
menadiona e tunicamicina (Giorgi et al., 2010). Como
citado anteriormente, huMxl interage fisicamente
com proteinas da familia TRPC, aumentando o influxo
de célcio (Lussier et al., 2005), interage com PML
(Engelhardt et al., 2001), e seus granulos citoplasmaticos
se encontram em associagdo com a membrana do reticulo
endoplasmatico (Accola et al., 2002, Kochs et al., 2005),
0 que sugere a possibilidade de Mx1 estar associada ao
controle do processo apoptético através da regulacdo da
disponibilidade de célcio intracelular ou na liberagao deste
para mitocondrias.

181-662) e

) (Horisberger, 1992; Mushinski

3-451.
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Figura 4. Caracterizacdo funcional de MX1 através da
determinacdo de seus ligantes. (A) Representacdo esquematica
das etapas e resultados do rastreamento de duplo-hibrido em
levedura realizado com Mx1 de humano. Neste rastreamento foi
empregada uma biblioteca de cDNAs de cérebro fetal humano
clonados no vetor pACT2, da qual foi possivel isolar 27 provaveis
ligantes de Mx1, ap6s a eliminacdo de falsos positivos. (B)
Resultados obtidos no teste de ativagdo dos genes repdrteres HIS3
e lacZ da linhagem L40 de S. cerevisiae dos clones codificantes
para Mx1 (181-662 aa), SUMO-1 (1-101 aa) e TUBA1A (63-451
aa), cuja interagdo com muMx1 ja havia sido descrita em estudos
anteriores. Um transformante de cada linhagem L40 contendo a
combinagdo do plasmideo pBTM116-KAN-MX1 com um dos
plasmideos isolados da biblioteca pACT2-MX1,,, . pACT2-
SUMO-1 . e pACT2-TUBALA,, ., foi cultivado nos meios
de cultura %C-Ieu,-trp, SC-leu,-trp,-his e testados para atividade
de B-galactosidase. L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-Dysl
(++), L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-Lial(+), L40/
pBTM116-AMP-TIF51A + pACT (-) e L40/pBTM116-KAN-
MX1 + pACT (MX1+AD) foram utilizadas como controle
positivo forte, positivo fraco e negativo, respectivamente. Apos
sequenciamento dos clones obtidos e identificagdo dos genes
contidos nestes clones, foi realizada a andlise de ontologia
genética e agrupados de acordo com sua localizagdo celular (C) e
envolvimento em processos bioldgicos das proteinas codificadas
pelos genes identificados (D).

Associagcdo com cancer

O silenciamento de diversos genes de resposta a
interferons foi relacionado ao processo de desenvolvimento
neoplasico devido a sua influéncia no processo apoptotico
(Kulaeva et al., 2003; Fridman et al., 2006). Neste sentido,
foi descrito que o gene MX1 se encontra metilado em
carcinomade células de leucemia mieloide aguda (Desmond
et al., 2007), e que seu silenciamento estd associado a
progressdo do cancer e ao fendtipo de imortalizagdo em
células tumorais (Kulaeva et al., 2003; Noser, 2007).
Além disso, 0 gene MX1 é pouco expresso em carcinoma
fendtipo de motilidade e invasdo celular (Schulz et al.,
2007; Mushinski et al., 2009).

Em concordéancia com esses dados, nosso grupo
identificou o gene MX1 e este se encontra diferencialmente
expresso em linhagens celulares de carcinoma de cabega e
pescoc¢o (Calmon et al., 2009). Assim, a partir da utilizacdo
de uma biblioteca subtrativa de cDNAs obtida da linhagem
FaDu (derivada de carcinoma espinocelular de faringe)
pré e pos tratamento com o agente inibidor de metilagéo
5-aza-2'-desoxicitidina (5Aza-dC), foi possivel determinar
que o gene MX1 encontrava-se silenciado por metilacéo na

linhagem FaDu. Apds as etapas de validacao do resultado
inicial, a utilizacdo das técnicas de microarray, PCRs
metilagdo especifica e qRT-PCR apontaram que, além da
linhagem FaDu, esse gene também se encontrava metilado
na linhagem UM-SCC-14A (linhagem derivada de
carninoma escamoso de assoalho de boca). Neste estudo,
também foi determinado que ha uma correlacéo estatistica
entre 0 aumento do tamanho do tumor e a hipermetilacdo
de MX1.

Curiosamente, tratando-se de outras doencas,
foi demonstrado uma situacdo oposta onde o aumento
nos niveis de expressdéo de MX1 confere uma maior
sensibilidade a morte celular induzida por Fas/FasL,
irradiacdo UV e infeccdo viral (Mibayashi et al., 2002) e que
a superexpressdo de MX1 em células de alguns dos grupos
de complementacdo da Anemia Fanconi, esta relacionada
ao fendtipo caracteristico de inducdo de morte celular na
medula éssea desta doenca (Li & Youssoufian, 1997).

CONSIDERACOES FINAIS

Interferons estdo entre as primeiras proteinas
humanas a serem eficazes no tratamento do cancer e
entre os primeiros produtos gerados pela tecnologia do
DNA recombinante a serem usados em estudos clinicos
(Chawla-Sarkar et al., 2003). Neste contexto, o IFNa
é uma das citocinas mais usadas na terapia de diversas
neoplasias como os mielomas, melanomas, carcinomas de
células renais, tumores de cabeca e pescogo e de células
epidermoides, tendo emergido como um importante
regulador do crescimento e diferenciacdo de células
cancerosas, afetando a comunicagdo celular e as vias de
transducéo de sinal (Caraglia et al., 2005).

Apesar dos efeitos benéficos dos interferons em
algumas doengas malignas, mesmo em baixas condicfes
de resposta, parte dos pacientes falha em responder ao
tratamento. Assim, a auséncia de resposta a interferons
é tida como um importante fator no desenvolvimento
neoplasico. De acordo com esta observacao esta o fato de
que genes conhecidamente induzidos por interferons e com
papel antitumoral foram descritos como diferencialmente
metilados em diversas linhagens de células neoplasicas,
as quais, apos o tratamento com o agente desmetilante
5-azacitidina e interferons, apresentam fendtipos
caracteristicos de células apoptoticas, como aumento do
tamanho celular e fragmentacdo de DNA (Karpf et al.,
1999; Liang et al., 2002; Kulaeva et al., 2003). Assim, faz-
se necessario um melhor entendimento dos mecanismos
que mediam a acdo antitumoral de interferons e dos fatores
responséveis pela auséncia de resposta no tratamento de
neoplasias.

De especial interesse, faz-se necessario entender
0 papel que Mx1 desempenha neste processo, pois seu
silenciamento estd relacionado a imortalizacdo celular,
0 que provavelmente se deve a desregulacdo das vias
de acdo de interferons. Uma vez que Mx1 é capaz de
interagir com as proteinas constituintes dos PML-NBs e
da maquinaria de SUMOilacdo, levanta-se a possibilidade
de Mx1 participar, via interferéncia no processo de
SUMOilacéo, na formacdo dos PML-NBs, podendo atuar
como E3 ligase de seus constituintes. Ainda, as demais
investigagdes sobre seu papel devem buscar identificar a
existéncia de outras modificagdes pods-traducionais por
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SUMO-1 e definir os locais de modificagdo por ISG15 e
como ambas influenciariam na atividade antiviral de Mx1
e na formagdo do homo-oligbmero. Além disso, seria
importante investigar a presenca de variantes nucleares de
Mx1, os quais justificariam a existéncia de parceiros fisicos
nucleares para a forma citoplasmatica da proteina humana
e a associacdo entre Mx1 e a apoptose desencadeada por
Ca?" e as novas funcdes atribuidas a proteina PML.

ABSTRACT

Role of Mx1 protein in the response to interferons and
neoplastic process

The Mx1 protein is encoded by an interferon-
induced gene and shares domain organization, homo-
oligomerization capacity and membrane association
with the large dynamin-like GTPases. The Mxl
protein is involved in the response to a large number
of RNA viruses, such as the bunyavirus family and the
influenza virus. Interestingly, it has also been found as a
methylation-silenced gene in several types of neoplasm,
including head and neck squamous cell carcinoma. In
this scenario, MX1 gene silencing is associated with
immortalization in several neoplastic cell lines. Thus,
Mx1 stands out as one of the key proteins involved in
interferon-induced immune response and also plays
an important role in cell cycle control. Here we discuss
some of the functions of the Mx1 protein, including its
antiviral activity, protein folding and involvement in
neoplasia, as well as those revealed by investigating its
cellular partners.

Keywords: Interferons. MX1. JAK/STAT. Virus. Neoplasia.
PML-NBs. SUMOylation.
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