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RESUMO



Resumo

Oropouche (OROV) é um virus de RNA de fita simples pertencente a familia Bunyaviridae,
género Orthobunyavirus e sorogrupo Simbu, que causa a segunda mais freqliente arbovirose
febril aguda no Brasil. Estima-se que mais de meio milhdo de casos de febre do OROV
ocorreram no pais nos ultimos 30 anos. A febre do Oropouche € relatada principalmente na
regido Amazonica, porém, com o aquecimento global, o desmatamento, e a redistribui¢do de
insetos vetores, o risco da disseminagdo do virus para outras areas do Brasil e da América do Sul
aumenta. Tem sido demonstrado que grande variedade de virus induzem apoptose quando
infectam células em cultura e modelos animais. Este estudo foi [¢ito para determinar se a
apoptose desempenha um papel importante no efeito citopatico causado pelo virus Oropouche in
vitro em células HeLa. A infecg¢do dessa cultura de células resultou em fragmentagdo do DNA,
detectada pelos ensaios de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nicked-end
labeling), eletroforese em gel de agarose e anélise do contetido nuclear por citometria de fluxo
(populagdo Sub-G1). Os resultados mostraram que células Hela infectadas por OROV
apresentaram um alto grau de fragmentacdo do DNA apds 36 horas de infecgdo. Ativagdo de
caspase 9, caspase 3 e liberagdo de citocromo ¢ da membrana da mitocondria também foram
detectados durante a infecgdo pelo virus, conforme revelado em ensaios de “western blot™ e
citometria de fluxo. A inoculagdo de virus inativados por radiacdo ultravioleta ndo induziu
apoptose neste modelo, revelando que a ligagdo do virus com as células ndo € suficiente para
desencadear esta resposta. O tratamento das células com Cloroquina e Cicloheximida também
revelaram que a saida do virus do endossomo e a replicagdo do mesmo s@o necessarias para a
inducdo de apoptose. Além disso. foi mostrado que inibidores de caspases impediram a apoptose
induzida pelo OROV sem afetar a replicagdo do virus. A clonagem e expressao da proteina nédo
estrutural NSs de OROV em células HelLa revelou um potencial papel desta proteina no
mecanismo de indugéo de apoptose pelo virus. Nossos resultados mostram entdo que apoptose €
uma importante conseqii€éncia da infec¢éo pelo virus Oropouche in vitro, a qual ocorre através de
uma via intracelular que envolve a mitocondria. e que é provavelmente acionada durante o
processo de replicagdo e sintese das proteinas virais. A andlise da indugdo de apoptose foi
também realizada em modelo animal, onde foi observada marcagdo de TUNEL em tecidos de
cérebros de hamsters infectados por OROV, sugerindo que o processo de apoptose também possa

ser importante para infec¢@o in vivo.



ABSTRACT



Abstract

Oropouche (OROV) is a single-stranded RNA virus of the family Bunyaviridae, genus
Orthobunyavirus, which causes the second most frequent acute arboviral febrile illness in Brazil,
where over half a million cases have been recorded in the past 30 years. OROV fever has been
registered almost exclusively in the Amazon region, but global warming, deforestation and
redistribution of vectors and reservoir animals, increase the risk of Oropouche virus
dissemination to other areas of Brazil and South America. Virus isolation was also described in
patients in Peru, Venezuela. Panama and Trinidad. OROV causes a highly cytolytical infection in
cultured cells with characteristic cytopathic effect appearing 48 hours post infection. OROV
experimental infection in hamsters induces serious involvement of the central nervous system,
with virtually no inflammation and necrosis. We assessed whether apoptosis plays a role in
OROV induced death of Hela cells. Infection of HeLa cells by OROV resulted in DNA
fragmentation, detected by terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nicked-end labeling
(TUNEL) assay, gel electrophoresis and by analysis of the Sub-G1 population on cell cycle
analysis by flow citometry at 36 hours post infection. Activation of caspase 9, caspase 3 and
release of cytochrome C from the mitochondrial membrane were also detected during viral
infection, as shown by western blot analysis. UV inactivated OROV did not induce apoptosis in
this model, revealing that virus-cell binding was not sufficient to induce it. The treatment of cells
with chloroquine and cycloheximide indicated that viral uncoating and replication are needed for
apoptosis induction. Furthermore, treatment of the cells with pan-caspase inhibitor prevented
OROV-induced apoptosis without affecting virus replication. The induction of apoptosis was also
analysed in vivo on the brain tissue of infected hamsters by TUNEL assay, suggesting that this
phenomenon is also reported on animal models. The cloning and expression of the non-structural
protein NSs from OROV revealed that this factor may be a potential apoptosis inducer. Our
results show that apoptosis is an important consequence of OROV virus infection in vitro, which
occurred by an intracellular pathway involving the mitochondria, triggered during the process of

viral protein synthesis and replication.



1.INTRODUCAO



13

1.Introdugéo

1.1.A emergéncia de importantes agentes infecciosos: O Virus Oropouche

“Some people think I am being hysterical, but there are catastrophes ahead. We live in evolutionary competition

)

with microbes — bacteria and viruses. There is no guarantee that we will be the survivors.’

Joshua Lederberg, (1925 - 2008).

O isolamento do virus HIV e a conseqiiente devastadora epidemia de AIDS que
assombrou o inicio dos anos 80 provocaram um aumento na preocupa¢do da comunidade
cientifica em estudar os mecanismos que envolvem o aparecimento de novos virus que
infectam os seres humanos. Tal fato expds a potencial vulnerabilidade de nossa espécie frente
a inevitavel emergéncia de novos agentes infecciosos.

Neste contexto, uma pergunta se torna fundamental aos pesquisadores que trabalham
nessa area: O que causa o surgimento de novos virus?

Por muitos anos os cientistas que procuravam entender este fendmeno e distinguir um
padrdo que governasse o surgimento de novos virus, cientificamente referidos como
emergentes, reconheciam um importante fator bioldgico que seria o principal responsavel por
esses eventos: mutagdes genéticas em linhagens de virus ja existentes. Tais muta¢des
poderiam ser importantes para que o virus cruzasse a barreira entre espécies e se estabelecesse
como um agente infeccioso relevante (CULLITON, 1990).

Essa caracteristica natural de acimulo de mutagdes, que € conseqiiéncia do ciclo
replicativo natural dos virus, permite que, durante a infec¢do de multiplos organismos, os
virus sejam selecionados pelos hospedeiros, permitindo a selegdo de linhagens melhor
adaptadas (FIGUEIREDO, 2007).

No entanto, a partir da década de 90 comegou a ficar claro que além das alteragdes
genéticas presentes no gendtipo de tais agentes. as mudangas ambientais causadas pelo
homem eram também causa importante da emergéncia de novos patdgenos. As pesquisas na
area de epidemiologia indicam que mudangas no comportamento dos seres humanos,
envolvendo suas praticas com a agricultura, extrativismo e pecudria, com conseqiiente
devastagdo do meio ambiente, permitem que agentes microbianos, antes restritos a animais
selvagens, tenham contato com seres humanos e possam rapidamente se espalhar para um
grande nimero de pessoas. A principal modificagdo ambiental observada em associagdo com

isso tem sido a invasdo de regides selvagens, com desmatamento e destruicdo de habitats
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naturais, permitindo o contato de humanos com a fauna local anteriormente intocada e seus
microrganismos. O desmatamento, o uso do subsolo, a construgdo de represas e rodovias, a
colonizagdo humana e a urbanizagdo foram as principais modificagdes ambientais
introduzidas pelo homem e associadas a emergéncia de agentes infecciosos, detectados em um
importante trabalho realizado na regido amazonica publicado em 2001 (VASCONCELOS et
al., 2001).

Entre os patdégenos emergentes mais importantes. destacam-se os virus transmitidos
por artrépodes, denominados arbovirus. Estes virus tém seu material genético composto de
RNA e sdo mantidos na natureza através de ciclos complexos que envolvem os vetores
artropodes que se alimentam do sangue de animais selvagens.

O Instituto Evandro Chagas (IEC), com sede em Belém. no Pard, se destaca como um
importante centro de pesquisa epidemiologica e conta com uma equipe de pesquisadores que
por mais de 40 anos vem trabalhando na detec¢do de novos e importantes virus transmitidos
por insetos vetores. Desde 1954 j& foram identificados naquela regido mais de 187 diferentes
arbovirus, dos quais, 32 s@o considerados patogénicos para o0 homem (VASCONCELOS et
al., 2001). Dentre esses agentes, quatro arbovirus se destacam: os virus da dengue, da febre
amarela, Mayaro e Oropouche. todos relacionados a doengas febris agudas e febres
hemorragicas, assim como meningites assépticas e encefalites.

Um artigo publicado recentemente por Figueiredo destaca os 10 principais arbovirus
que podem vir a se tornar problemas de satde publica em nosso pais (FIGUEIREDO, 2007).
Todos esses virus ja foram encontrados em territdrio nacional e j& foram relatados em
associacdo com doengas febris, encefalite e meningite: os virus Mayaro, encefalite eqiiina
venezuelana, encefalite eqiiina do leste, Chikungunya, febre amarela, dengue, Rocio,
encefalite de Saint Louis, Oeste do Nilo e Oropouche.

Uma importante indica¢do de que os seres humanos desequilibram o balango existente
entre os patdgenos e seus hospedeiros selvagens ocorreu em 1950 na Amazodnia Brasileira
(GIBBONS, 1993). A constru¢do da rodovia Belém-Brasilia (BR-010) provocou um
devastador desmatamento da floresta amazdnica no estado do Para. Logo depois de iniciada a
obra da rodovia, pesquisadores da Rockefeller Foundation trabalhando em Belém isolaram
virus do sangue de trabalhadores envolvidos na construgdo e animais selvagens proximos as
areas das obras. Muitos desses virus eram desconhecidos e outros eram antes encontrados
apenas em animais. Um dos virus encontrados chamou bastante a aten¢do dos pesquisadores
na época. Em amostras de sangue de uma preguica (Bradypus trydactylus) encontrada morta

nos arredores da construgdo da rodovia foi isolado um virus até entdo néo detectado na regido:
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o virus Oropouche. Até a década de 1960 ndo existia relato do envolvimento desse virus com
epidemias na regido amazOnica. No entanto, em 1961 o virus se espalhou pela cidade de
Belém, causando mais de 11.000 casos da doenga, com febres altas, dores de cabeca severas e
dores muscuilares. entre outros sintomas ndo menos importantes.

O primeiro caso de infec¢do humana pelo virus Oropouche havia sido descrito em
1955 em uma cidade chamada Vega do Oropouche, em Trinidad e Tobago (ANDERSON et
al., 1961). O virus fora isolado de um trabalhador que vivia numa area florestal perturbada
pelo extrativismo de carvdo vegetal, que apresentara uma doenga febril. Naquele mesmo
estudo foi também relatada a presenga de anticorpos neutralizantes para este virus tanto em
trabalhadores de areas florestais, quanto em 8 de 26 macacos do género Cebus (macao prego)
e também em 9 de 26 macacos roncadores (género Alouatta), que sdo amplamente
distribuidos na ilha.

Desde entdo a detec¢do do virus tem sido restrita a populagdo amazodnica,
principalmente no Brasil e, em menor quantidade. no Peru, Venezuela e Panama (TESH,
1994; BAISLEY et al., 1998). Durante a primeira grande epidemia registrada em Belém em
1961, estima-se que mais de 11000 pessoas tenham sido infectadas pelo virus, sem nenhum
relato de morte. De 1961 a 1996, mais de 30 epidemias da febre do Oropouche foram
registradas no Brasil, com evidéncias sorolégicas de que mais de 357.000 pessoas foram
infectadas pelo virus (PINHEIRO;HOCH et al., 1981; BORBOREMA et al., 1982;
PINHEIRO, 1997). Entretanto, esta € provavelmente uma subestimativa, pois € possivel que
mais de meio milhdo de pessoas na regido Amazonica brasileira tenham sido infectadas com o
virus desde o inicio da década de 1960 (PINHEIRO, 1997). fazendo com que o virus
Oropouche seja considerado como o segundo mais frequente arbovirus do Brasil, vindo
somente ap6s o virus da Dengue (FIGUEIREDO, 2007).

De 1961 a 1980, ocorréncias registradas do virus Oropouche restringiram-se a regido
Norte, particularmente o Estado do Pari. com epidemias importantes na cidade de Belém. No
entanto. de 1980 a 2004, o virus Oropouche se espalhou para outras regides, atingindo mais
seis Estados brasileiros: Amazonas, Amapd, Acre, Ronddnia, Tocantins e Maranhdo.
alertando para o seu potencial epidémico (AZEVEDO et al., 2007). Um estudo conduzido em
fevereiro do ano 2000 (NUNES et al., 2005) mostrou pela primeira vez o isolamento do virus
em um macaco do género Callithrix spp. no Parque Nacional Grande Sertdo Veredas. na
regido de Ainos, Minas Gerais, mostrando que o virus circulou na regido Sudeste do pais. Este

estudo mostrou pela primeira vez o isolamento do virus fora da Amazonia Legal, indicando
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que sob condigdes ecoldgicas adequadas, ele pode atingir as grandes aglomerag¢des humanas
do Sudeste.

Figueiredo e colaboradores. em 1986, demonstraram evidéncia sorologica da
exposi¢do humana ao virus Oropouche na regido Sudeste do pais, com a deteccdo de
anticorpos para o virus em um pedreiro ¢ uma doméstica residentes na cidade de Ribeirdo
Preto (FIGUEIREDO; TRAVASSOS DA ROSA: FIORILO, 1986) .

De 1980 até 2005 pequenos surtos esporadicos de infecgdo pelo virus Oropouche
foram relatados na regido amazdnica brasileira (AZEVEDO et al., 2007), o que mostra que o
virus continua circulando na populag¢do. No entanto, dois surtos importantes foram relatados
recentemente. Um aconteceu em duas comunidades do municipio de Parauapebas (PA), em
abril e maio de 2003, e o outro atingiu outra comunidade proxima a Porto de Moz, (PA), em
julho e agosto de 2004 (AZEVEDO et al., 2007).

Em 1981, em um estudo detalhado publicado pelo grupo do Instituto Evandro Chagas
(PINHEIRO;TRAVASSOS DA ROSA et al., 1981) realizou-se um levantamento sorolégico
em animais da fauna do Estado do Pard, na tentativa de encontrar hospedeiros selvagens e
domésticos do virus Oropouche, assim como provaveis vetores. Nesse trabalho, foram
realizados ensaios de neutralizag@o in vitro, inibi¢do de hemaglutinago e isolamento do virus
no soro de 3.695 vertebrados, incluindo roedores. marsupiais, patos, pombos, primatas,
morcegos, gatos, cachorros, bichos-preguica, répteis, e em mais de 576 espécies de
invertebrados. Neste estudo ficou evidente que o virus Oropouche ¢ mantido na natureza por
meio de dois ciclos distintos: os ciclos urbano e silvestre, sendo o homem aparentemente o
unico hospedeiro natural do virus no ciclo urbano. Além disso, foi mostrado que o virus era
mantido na natureza em bichos-preguiga. alguns macacos e provavelmente em pdassaros. O
vetor responsavel por manter o ciclo silvatico ainda é motivo de discussdo, mas evidéncias
apontam para Aedes serratus e Coquillettidia venezuelensis, ambos pertencentes a familia
Culicidae.

No ciclo urbano (epidémico) o virus € transmitido através da picada do inseto
Culicoides paraensis, pertencente a familia Ceratopogonidae, conhecido popularmente no
Norte do pais pelo nome de Maruim, e em menor escala pelo ( ulex quinquefasciatus (familia
Culicidae). Insetos do género Culicoides spp. sdo amplamente distribuidos em &reas tropicais
e subtropicais das Américas (LINLEY;HOCH;PINHEIRO, 1983), tém habitos diurnos,
atuando especialmente no final da tarde e apresentam uma grande avidez por sangue humano,
procriando-se especialmente em matéria orgdnica em decomposi¢do, como troncos de

bananeira cortadas e cascas de cacau (HOCH:ROBERTS;PINHEIRO, 1986).
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Deste modo, o virus Oropouche pode ser considerado um agente predominantemente
enzootico entre os animais silvestres, que € capaz de invadir areas urbanas onde pode causar

epidemias de largas propor¢des (PINHEIRO; TRAVASSOS DA ROSA et al., 1981).

1.2.Sintomas da infecgio e patogénese do virus Oropouche

A infecgdo pelo virus Oropouche no homem causa a febre do Oropouche, uma doenga
febril aguda com temperaturas de até 40°C em alguns pacientes. Geralmente a febre é
acompanhada de tontura, dores no corpo, calafrios e dores de cabega, principalmente na
regido occipital ou frontal, dificeis de serem tratadas com analgésicos comuns. A infec¢do
ainda é caracterizada por mialgia geralmente na nuca, musculatura paravertebral e na regio
sacral, além de artralgia generalizada e prostragdo. Muitas vezes o quadro pode se tornar
bastante incapacitante, limitando as atividades do paciente por até uma a duas semanas e
levando-o por vezes a internag@o em hospital. No entanto, nenhuma fatalidade ou seqiiela foi
diretamente atribuida a doenga. O periodo de incubagdo do virus em seres humanos é
estimado em 4 a 8 dias. sendo que os pacientes tornam-se virémicos, portanto, possiveis
fontes de disseminagdo do virus, ja nos dois primeiros dias da doenga
(SCHMALJOHN;HOOPER, 2006).

Um fator marcante associado a febre do Oropouche é a recorréncia de um ou mais
sintomas, como dor de cabega e mialgia, acompanhadas de febre baixa, até dez dias depois da
recuperacdo clinica. Esta recorréncia ocorre em até 60% dos casos e até hoje ndo foi possivel
isolar o wvirus a partir de amostras desses pacientes durante a recaida
(PINHEIRO;TRAVASSOS DA ROSA et al., 1981; PINHEIRO, 1997).

Pouco se conhece a respeito da patogénese da febre do Oropouche. O virus causa uma
infeccdo sistémica no homem, pois ocorre viremia (PINHEIRO; HOCH et al., 1981).
Entretanto, ndo se conhecem fatalidades devidas a infec¢do e, portanto, ndo ha dados de
autopsia publicados. Assim, ndo se conhecem os Orgdos onde o virus replica em seres
humanos. No entanto, alguns trabalhos utilizando modelos experimentais em animais
contribuiram para elucidar alguns aspectos da patogénese deste virus. O primeiro estudo a
este respeito foi publicado em 1978 por Aratjo e colaboradores, no Instituto Evandro Chagas
(ARAUIJO et al., 1978), usando inoculagéo por via intracerebral em Hamsters de trés semanas
de idade. Seis horas apds a inocula¢do do virus foi possivel detectar lesdes no figado com
importante necrose dos hepatocitos e consideravel hipertrofia das células de Kupffer,

sugerindo uma via hematogénica de transporte do virus do cérebro para o figado. O trabalho
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sugere que o virus pode ser capturado por células de Kupffer e transferido para hepatocitos,
onde replicam causando dano ao tecido. No entanto, este estudo nfo revelou nenhuma
particula viral no tecido hepatico analisado por microscopia eletronica, embora a microscopia
tenha mostrado importantes alteragdes morfoldgicas celulares, tais como hiperplasia do
reticulo endoplasmético rugoso, marginagdo da cromatina e formagdo de viroplasma no
citoplasma, um corpo de inclusdo que reflete possivel aglomerado de particulas virais em
formagao (ARAUJO et al.. 1978).

Em 2004, um trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa estudou a infecg@o do
virus também em hamsters, porém utilizando inoculag¢@o por via subcutanea (RODRIGUES,
2004). Este estudo demonstrou que ocorre infecgéo sistémica. com detec¢do de altos titulos de
virus no plasma, alcangando um pico de 10%0 TCIDso/mL no terceiro dia ap6s a infecgao.
Andlises histologicas mostraram ainda lesdes nos tecidos cerebrais e hepaticos, sendo possivel
detectar virus nestes dois 6rgdos em altos titulos. O achado mais relevante desse estudo foi a
presenca de antigeno viral em neurénios por imunohistoquimica. Essa pode ser uma
particularidade  desse = modelo, mas levanta  possibilidades de investigar
neuroinvasividade/neuroviruléncia desse agente.

Em seguida, em 2008, nosso grupo realizou um estudo da patogénese do virus em
camundongos BALB/c recém-nascidos, através da inoculagdo do virus pela via subcutinea
(SANTOS, 2008). Este trabalho mostrou que ocorrem sinais clinicos ja no quinto dia apos o
inéculo, com morte de cerca de 90% dos animais. Apds o sacrificio dos animais seus orgéos
foram retirados e o titulo viral foi verificado, revelando uma alta concentra¢do de virus no
cérebro, cujas analises histologicas mostraram inflamag@o das meninges, virtualmente sem
encefalite, mas com gliose e reag@o astrocitaria importantes, confirmando o neurotropismo
desse virus nesse modelo. A presengca de OROV replicante no SNC foi comprovada por
hibridagao in situ dirigida contra RNA(+) virais, que sdo moléculas intermediarias replicativas

presentes somente em células onde estd ocorrendo replicagdo viral ativa.
1.3.Diagndstico

O diagnéstico da febre por Oropouche com base nos sintomas clinicos € dificil devido
a natureza inespecifica dos sintomas, faceis de confundir com outras doengas febris agudas.
Comumente, o diagndstico etiologico tem sido feito através do isolamento do virus a partir do

sangue dos pacientes até o quinto ou sexto dia da doenca. quando praticamente 100% dos

pacientes apresentam viremia (PINHEIRO, 1997). O virus pode ser isolado por inoculagdo em



19

cérebro de camundongos ou hamsters recém-nascidos ou em células em cultura, tais como
HeLa, VERO e BHK.

Pode-se fazer o diagnostico também por métodos soroldgicos, através das provas de
fixagdo do complemento, neutralizagdo in vitro, inibi¢do de hemaglutinagdo e ELISA de
captura para anticorpos da classe IgM (PINHEIRO, 1997). No entanto, para a prepara¢do dos
testes acima mencionados, € necessaria a manipulagdo do agente infeccioso, o que de acordo
com as normas do CDC (Centers for Disease Control and Prevention — Atlanta, GA — EUA),
s6 pode ser feito em laboratorios de bio-seguranga de nivel 3. Em 2001, um estudo feito em
parceria entre o Instituto Evandro Chagas, o Centro de Medicina Tropical da Universidade do
Texas em Galveston (EUA), e o Centro de Pesquisa Médica Naval de Lima (Peru) (SAEED et
al., 2001) deu inicio ao uso de uma nova metodologia para detectar anticorpos para o virus
Oropouche em soro. Foi feita a clonagem e expressao da proteina do nucleocapsideo do virus
em sistema procaridtico e a proteina recombinante foi usada como antigeno em ensaio de
ELISA. Tal ensaio simplificou o método, pois agora ndo mais depende da preparagdo de
antigeno bruto de virus, prescindindo assim dos riscos inerentes & manipulagdo e crescimento
do virus em larga escala. O estudo mostrou que o método era eficiente em detectar tanto IgG
quanto IgM, com alta especificidade (99,5%) e sensibilidade (95%).

Em 2002, o grupo do Prof. Dr. Luiz Tadeu M. Figueiredo do Centro de Pesquisa em
Virologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, publicou estudo que resultou em um
método de nested RT-PCR para o diagnéstico rapido de virus Oropouche (MORELI et al.,
2002). Esse ensaio foi testado em soros de 30 pacientes que haviam manifestado doenga em
1996, durante um surto em Oriximing, na regido Amazonica, e de cujas amostras o virus havia
sido isolado. O amplicon de 300 pares de bases apareceu em 3 dessas amostras testadas (10%
dos casos). Apesar de especifico, esse resultado ndo se mostrou suficientemente sensivel para
todos os 30 casos positivos analisados. Em 2003, um grupo de pesquisadores do Instituto de
Microbiologia Médica e Higiene de Freiburg, Alemanha, em parceria com o Instituto Evandro
Chagas publicou um trabalho demonstrando o diagnostico de Oropouche por RT-PCR
utilizando o método de PCR em Tempo Real com sonda apropriada (método de Tagman)
(WEIDMANN et al., 2003). Esta técnica foi utilizada para testar amostras de soros dos
pacientes de Oriximind, mostrando resultado positivo em 93.3% dessas amostras. Com este
ensaio foi possivel determinar a carga viral, cujo valor maximo foi de 1,31x10" moléculas/mL
e portanto ficou evidente tratar-se de um método mais sensivel que a nested-RT-PCR

convencional. Esse teste ¢ uma ferramenta util para a deteccdo do virus e vigilancia da
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ocorréncia de surtos em areas epidémicas, uma vez que € possivel detectar o RNA viral em
soro ja no primeiro e segundo dias das manifestagoes clinicas.

Recentemente, em 2007, o grupo do Centro de Pesquisa Médica Naval de Lima (Peru)
publicou um novo ensaio, que aumenta a eficiéncia do isolamento e detec¢éo de diferentes
arbovirus em soro de pacientes que eventualmente tenham uma menor carga viral, o que
promete aumentar a sensibilidade dos métodos de deteccdo de virus no sangue
(CACEDA;KOCHEI.. 2007). Este ensaio, denominado Modified Shell Vial Culture
Procedure, foi testado com soros de pacientes com febre do Oropouche e se mostrou bastante
eficiente, mostrando que em altas dilui¢des destes soros ja era possivel se detectar o virus, se

comparado com o método padréo.

1.4.Tratamento

O tratamento para a febre do Oropouche ainda € baseado em repouso do paciente até o
desaparecimento das manifestacdes clinicas agudas, principalmente para se evitar a
recorréncia dos sintomas., uma vez que estes s@o mais verificados em pacientes que
reassumem suas atividades normais antes do tempo necessario (PINHEIRO, 1997). Sugere-se
ainda o combate aos sintomas da febre usando aspirina ou outros antitérmicos, e o alivio da
mialgia, dor de cabega e artralgia com outros analgésicos comuns.

Em 2006 e 2007 o Centro de Pesquisa em Virologia da lFaculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, coordenado pelo Prof. Dr. Luiz Tadeu M. Figueiredo. publicou trés relevantes
artigos mostrando os efeitos, tanto in vivo quanto in vitro da a¢do de diferentes drogas
antivirais frente a replicacdo de importantes virus do género Orthobunyavirus, entre eles o
virus Oropouche (LIVONESI et al., 2006, 2007; LIVONESI:MORO DE SOUSA;MORAES
FIGUEIREDO, 2007). Dentre as drogas testadas: Ribavirina, Acido Micofendlico e Interferon
Alfa, somente a ultima (na dose de 100.000 Ul/mL) apresentou um efeito inibitério na
replicag@o do virus em células Vero, quando analisado por ensaio de placa, e também quando
testados em camundongos suigos recém-nascidos. No entanto, devido ao fato da inibi¢do da
replicacdo do virus se dar apenas quando a droga foi administrada 24 horas antes ou 2 horas
apos a inoculagdo do virus na cultura, ou um dia antes de se inocular o virus nos animais
testados, foi sugerido que a mesma seja eficiente na prevengdo e tratamento precoce da
infec¢do pelo virus Oropouche. Quando a droga foi administrada 3 horas apds o indculo do

virus em camundongos, esta ndo apresentou efeito inibitorio.
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1.5.Estrutura do virus e seu genoma

O virus Oropouche ¢ membro do género Orthobunyavirus, sorogrupo Simbu e
pertence a familia Bunyaviridae. Esta familia inclui ainda outros agentes patogénicos
importantes, nos seus cinco géneros: Orthobunyavirus, Hantavirus, Nairovirus, Phlebovirus e
Tospovirus. Todos os virus da familia sdo transmitidos por artropodes, com excegdo dos
Hantavirus, que so transmitidos por aerossois formados a partir de secre¢des e excregdes de
roedores. Todos os virus da familia causam importantes zoonoses € muitos causam doengas
em humanos, com exce¢do do género Tospovirus, que inclui apenas agentes causadores de
infec¢des em vegetais (SCHMALJOHN;HOOPER, 2006).

Os virus do género Orthobunyavirus sdo envelopados, esféricos. apresentando de 80 a
120 nm de didmetro e exibem glicoproteinas de superficie em projeg¢des de 5 a 10 nm, que
estdo inseridas numa bicamada lipidica de 5 a 7 nm de espessura, formando o envoltdrio do
virus. Estudos bioquimicos e de microscopia eletrénica do orthobunyavirus La Crosse
(sorogrupo Califérnia) sugerem que existem de 270 a 1400 espiculas de glicoproteinas por

virus (Figura 1). Estas espiculas sdo constituidas de heterodimeros das glicoproteinas de
superficie Gn e Ge (NICHOL, 2001).

RIBONUCLEOCAPSIDEO

I 80-120nm ——|

| Figura 1: Representagio esquemdtica da estrutura do virus Oropouche. Modificado de
(SCHMALJOHN; HOOPER, 2006) por Adilson P. Terrivel, 2009.

O virus Oropouche, assim como todos os virus da familia Bunyaviridae, possui como
genoma trés fitas simples de RNA de polaridade negativa (NICHOL, 2001), envolvidas por

capsideos helicoidais formados por subunidades da proteina do nucleocapsideo (N). Os



segmentos de RNA sdo nomeados de acordo com o seu tamanho, sendo L (large) a fita maior
de RNA, segmento M (medium) a fita de tamanho médio e segmento S (short) a menor fita de
RNA do virus (SCHMALJOHN;HOOPER, 2006). Em associagdo com os nucleocapsideos,
ha uma RNA-polimerase RNA-dependente. codificada pelo segmento maior de RNA (L) que
¢ essencial para a replica¢do do genoma viral na célula hospedeira.

Os trés segmentos de RNA que constituem o material genético do virus Oropouche
foram seqiienciados e essas sequéncias foram publicadas por trés grupos distintos. O primeiro
artigo publicado, em 2000, teve participac¢do do grupo do Instituto Evandro Chagas em Belém
(Pard) e do Centro de Doengas Tropicais da Faculdade de Medicina do Texas, em Galveston
(SAEED et al.. 2000). Naquele artigo foi relatada a seqii€éncia do menor segmento de RNA
(segmento S), com 754 nucleotideos e dois quadros de leitura sobrepostos, um codificando o
gene da proteina do nucleocapsideo N (693bp, 231 aminoacidos) e um codificando proteina
ndo estrutural, denominada NSs (273bp, 91 aminoacidos). Com base em seqiiéncias do gene
da proteina N de 27 isolados de virus obtidos ao longo de 42 anos de estudos e abrangendo
uma area significativa da América do Sul, foi possivel demonstrar que o virus pertence a um
grupo monofilético abrangendo trés gendtipos distintos. O gendtipo I inclui a cepa protdtipo
inicialmente isolada em Trinidad em 1954, bem como a maioria dos isolados do Brasil. Ao
genotipo II pertencem seis isolados do Peru obtidos entre 1992 e 1998 e mais duas amostras
isoladas no nordeste brasileiro em 1991. E no gendtipo III foram incluidos quatro isolados do
Panama obtidos no ano de 1989.

Em 2001. novamente o grupo de Galveston (Texas) publicou a seqiiéncia do segmento
médio (M) de RNA do virus, de 4396 nucleotideos, que codifica os genes das glicoproteinas
do envelope do virus (Gn, com 870 nucleotideos/290 aminoécidos e Gc, com 2817
nucleotideos/939 aminodacidos) e uma proteina n@o estrutural denominada NSm (de 525
nucleotideos/175 aminoacidos) (WANG et al., 2001). Ficou evidente que a similaridade desta
seqiiéncia com a de outras obtidas para outros virus dos sorogrupos Bunyanwera e California,
pertencentes ao mesmo género Orthobunyavirus, é bastante limitada, de cerca de 52% para as
seqiiéncias de nucleotideos ¢ de 32% para as de aminodacidos, mostrando que esses dois
sorogrupos sio filogeneticamente mais proximos entre si do que com o sorogrupo Simbu, ao
qual pertence o virus Oropouche.

Em 2003, Aquino e colaboradores realizaram o sequenciamento do maior segmento de
RNA do genoma do virus Oropouche (segmento L), que tem 6846 nucleotideos e codifica
uma RNA-polimerase RNA-dependente de 2250 aminoacidos. A comparagdo das seqiiéncias

deste gene entre 15 virus da familia Bunyaviridae revelou que a proteina L do virus
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Oropouche possui os trés dominios funcionais conservados e caracteristicos desta proteina, e
um  quarto  dominio  exclusivo, com  dois  importantes  sitios  ativos
(AQUINO;MORELI;MORAES FIGUEIREDO, 2003).

Em 2004 Figueiredo e colaboradores realizaram o sequenciamento do segmento M do
genoma da cepa de virus Oropouche primeiramente isolada no Brasil em 1960, a cepa BeAn
19991, usando um novo método bastante eficaz em amplificar seqiiéncias de DNA
desconhecidas (AQUINO;FIGUEIREDO, 2004). Esse método, baseado no ensaio de Genome
Walking, foi denominado LASP-PCR e revelou um segmento de 4385 nucleotideos, um tanto
menor do que o obtido no estudo anterior - 4396 (WANG et al., 2001). Tal diferenca entre a
cepa BeAn19991 e as cepas Tr9760 e 01-812-98, esta na regido ndo codificante, pois a ORF
apresenta 0 mesmo tamanho e seqiiéncia (4260pb). Além disso, parece ter havido um erro na
seqliéncia publicada pelo grupo de Wang et al., no que se refere aos terminais 3" ¢ 5° do
genoma. Aparentemente houve um erro ao colocar a seqii€éncia no Genebank, gerando um
resultado um pouco maior. Portanto, o genoma do virus teria o tamanho obtido pelo grupo de

Ribeirdo Preto: 4385 nucleotideos (AQUINO:FIGUEIREDO, 2004).

1.6.Ciclo replicativo

Ainda ndo se conhecem muitos detalhes a respeito do ciclo replicativo do virus
Oropouche. Um trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa mostrou que a partir de 10
horas apds a inoculagdo do virus em células Hela ocorre liberagdo de progénie, com pico em
torno de 24 horas (Figura 2) (SILVA, 2008). Tal resultado ¢ importante para se determinar
eficiéncia replicativa in vitro e essencial para estudar-se outros processos relacionados com a
biologia do virus Oropouche.

Ainda ndo foram identificados receptores celulares para a maioria dos virus da familia,
entretanto, as integrinas P3, que sdo proteinas de superficie encontradas em células
endoteliais, foram identificadas como facilitadoras da entrada de alguns hantavirus em células
em cultura (GAVRILOVSKAYA et al.,, 1999). A interagdo com o receptor celular ¢
provavelmente mediada pelas glicoproteinas de superficie Gn e Ge, as quais estdo
intimamente envolvidas com o ciclo replicativo do virus nas células hospedeiras. Em virus La
Crosse, sugeriu-se que a proteina Gc se liga ao receptor das células de mamiferos e Gn se
ligaria as células do inseto vetor (LUDWIG et al., 1991). Ainda néo foi determinado se ambas
as proteinas do envelope sdo necessarias para a entrada do virus nas células eucariéticas. Por

outro lado, sabe-se que para o género Orthobunyavirus, a proteina Gc provavelmente esta
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também relacionada com o processo de fusdo de membranas que possibilitaria a saida do
virus do endossomo e conseqiiente liberagdo do mesmo no citoplasma da célula hospedeira

(SCHMALJOHN;HOOPER, 2006).

100000
10000
|
a3
?_ 1000 -—— Célula
(=]
B 100 sobrenadante
o
|_
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (h)

Figura 2: Curva de Replicagdo de um passo de virus Oropouche em células Hela. Retirado sob
permissdo de (SILVA, 2008).

Em 2008 foi publicado um trabalho pelo nosso grupo mostrando que o virus
Oropouche tem acesso ao citoplasma de células Hela através de endocitose mediada por
vesiculas dependentes de clatrina, e que a saida do mesmo do endossomo requer acidificagdo
(SANTOS et al., 2008).

Uma vez no citoplasma, o RNA viral sofre transcri¢do primaria. a qual é realizada pela
RNA-polimerase RNA-dependente que vem com o virus, permitindo a produgdo de fitas de
RNA positivas (mMRNA), que serdo usadas na tradugéo de proteinas virais e servirdo de molde
(cRNA) para transcrigdo do RNA viral (VRNA) (SCHMALJOHN;HOOPER, 2006). Este
processo de transcrigdo ocorre somente quando os ribonucleocapsideos (RNA do virus
envolvido pela proteina N), mas ndo RNA livre, sdo utilizados como molde
(SCHMALJOHN;HOOPER, 2006). Em 2006 foi demonstrado que a proteina N atua como
uma chaperona, participando no inicio do processo de transcrigdo e na facilitagdo da
dissociagdo da estrutura enovelada da molécula de RNA viral, mantendo-se ligada a
extremidade 5’ da fita, permitindo que a extremidade 3’ fique livre para interagir com a RNA-
polimerase (MIR;PANGANIBAN, 2006).

Os virus da familia Bunyaviridae utilizam os cap 5° dos mRNAs celulares presentes
no citoplasma como iniciadores para a sintese dos mRNAs virais, através de um processo
conhecido como “cap snatching”. Durante esse processo ocorre a clivagem desses caps 5°

através da atividade endonuciease da enzima RNA-polimerase RNA dependente do virus. Em



seguida, o cap de RNA pareia com os primeiros nucleotideos da regido 3°-OH da fita de RNA
genoma do virus e € utilizado como iniciador para a sintese da molécula de mRNA viral,
processo este também realizado pela RNA  polimerase @ RNA  dependente
(PATTERSON:HOLLOWAY:KOLAKOFSKY. 1984). Como resultado deste processo, €
possivel distinguir uma regido de cerca de 10 a 20 nucleotideos nas regides 5° dos mRNAs
virais que ndo estdo presentes nos RNA gendmicos dos mesmos, que € importante para o
processo  de  tradugdo  das  proteinas  virais pela  maquinaria  celular
(SCHMALJOHN;HOOPER, 2006). A tradugdo dos mRNAs dos segmentos S e L de OROV
produzem as proteinas do nucleocapsideo, polimerase, e a proteina ndo estrutural NSs. A
tradugdo do mRNA do segmento médio do genoma viral resulta na produgio de uma
poliproteina que € posteriormente clivada por proteases celulares, dando origem as proteinas
de envelope Gn e Gc e a ndo estrutural Nsm.

Um esquema geral do ciclo replicativo da familia Bunyaviridae, com base nos virus
mais estudados dessa familia. tais como os virus La Crosse, Punta Toro, Hantaan, Ukuniemi e
Bunywmvera ¢ mostrado na figura 3 a seguir.

O saida dos virus da familia Bunvaviridae se da através da membrana do complexo de
Golgi, com exce¢do de alguns membros, como os hantavirus Sin Nombre e Black Creek
Canal, que brotam da membrana plasmatica (SCHMALJOHN;HOOPER, 2006). Todas as
proteinas do envelope, (Gc e Gn analisadas, possuem oligossacarideos, tanto os complexos
quanto os ricos em manose (simples), ligados a asparaginas (SCHMALJOHN;HOOPER,
2006). Além disso. através do sequenciamento do segmento M de todos os virus desta familia
analisados até o presente, incluindo o virus Oropouche, foi possivel observar que possuem
mais de um sitio possivel de glicosilagdo. Como os oligossacarideos complexos sdo formados
através da adigdo de residuos a estrutura inicial rica em manose durante a passagem da
proteina pelo complexo de Golgi, acredita-se que as proteinas Gn e Gc séo processadas apds a

tradugdo e sofrem glicosilag@o no Golgi.
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Figura 3: Esquema representando o ciclo de replicagdo de virus da familia Bunyaviridae. Os passos do
ciclo consistem em: liga¢do das particulas virais nos receptores da superficie da célula; entrada por
endocitose mediada por receptores em vesiculas envoltas por clatrina. Ainda no endossomo o envelope
do virus se funde a membrana do endossomo liberando o ribonucleocapsideo e a RNA polimerase
RNA-dependente para o citoplasma. Em seguida ocorre a transcri¢do primaria, tradugdo das proteinas
virais e replicacdo do RNA viral (vVRNA) de fita negativa via intermediarios (cCRNA) de fita positiva.
Em seguida ocorre a montagem dos virions na membrana do Golgi e brotamento. Modificado de
(SCHMALJOHN; HOOPER, 2006) por Adilson P. Terrivel, 2009.

1.7.A relacio entre os virus e as células hospedeiras: indu¢ao de apoptose como resposta

a infeccio viral

Os virus s@o exclusivamente dependentes da maquinaria celular para sobreviver e
replicar, o que ocorre através de uma relagdo bastante intrincada e muitas vezes harmoniosa.
Entender os detalhes desta relagdo € o papel da virologia moderna, uma vez que compreender
os mecanismos pelos quais os virus causam a doenga em seu hospedeiro € o primeiro passo
em busca da cura ou tratamento. Para tanto, € necessario estudar o que acontece com uma

célula quando ela * invadida por um virus.
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Quando o hospedeiro vertebrado € infectado por um virus seu sistema imunoldgico
monta um numero variado de respostas. Muitas destas respostas envolvem a produgdo de
anticorpos especificos contra antigenos expressos pelo patdgeno via sistema imune
adaptativo, com envolvimento de «células T CD4, CD8 e linfécitos B
(SCHMALJOHN;HOOPER, 2006).

No entanto, o hospedeiro também desenvolve uma resposta ndo especifica, rapida e
bastante eficiente, que é de suma importancia no inicio da invasfo. Tal resposta constitui a
primeira linha de defesa do organismo e € marcada pela produgdo de citoquinas, tais como
IFN (interferon) e TNF (tumor necrosis factor), assim como o envolvimento do sistema
complemento e células especializadas em fagocitose, tais como macrofagos e células natural
killers (NK). Esta resposta genérica a diferentes patdgenos. denominada resposta imune inata,
ao contrario do sistema imune adaptativo mencionado anteriormente, ndo confere uma
prote¢do duradoura ao hospedeiro, mas sim uma prote¢do imediata e inicial contra a infec¢ao.
Os eventos que envolvem essa resposta culminam na morte da célula infectada por apoptose,
desta forma diminuindo a replicagdo do virus no hospedeiro e reduzindo a proliferagdo de
progénie (EVERETT;MCFADDEN, 1999).

O termo apoptose foi cunhado em 1972 em um importante trabalho publicado por
John Foxton Kerr, Andrew Wyllie e Alastair Currie (KERR:WYLLIE;CURRIE, 1972) e
descreve um tipo especifico de morte celular programada, marcado por caracteristicas
morfologicas especificas que s@o importantes para se determinar sua ocorréncia. A morte
celular por apoptose é um processo natural das células e esta envolvida com seu ciclo normal
de desenvolvimento e maturagdo, sendo componente de muitas respostas dos tecidos vivos a
agentes externos, como drogas ou patdgenos, e a modula¢des enddgenas, como inflamagéo e
disturbios ao material genético (dano no DNA). Além disso, a apoptose € importante na
formagdo do organismo como um todo, sendo crucial no desenvolvimento do embrido e na
manuten¢do da homeostase dos tecidos. Apoptose também desempenha um papel de protegédo
no organismo, eliminando células que podem se tornar prejudiciais se continuassem vivas e se
multiplicando, tais como células com danos ou mutagdes no DNA que poderiam levar ao
desenvolvimento de tumores (O'BRIEN, 1998).

O estudo da apoptose envolve a andlise de varios aspectos morfoldgicos e bioquimicos
da célula que sdo bem -caracteristicos: encolhimento e redugdo do volume da célula,
condensagdo e fragmentagdo da cromatina, e clivagem do DNA da célula por endonucleases
em sitios entre os nucleossomos, gerando varios multimeros de unidades nucleossomais de

DNA (fragmentagdo do DNA). Este processo resulta na desintegragdo da célula formando os
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corpos apoptdticos, que sdo rapidamente fagocitados por macréfagos ou por células vizinhas.
Durante os estagios iniciais da apoptose, a assimetria dos fosfolipidios da membrana
citoplasmatica da célula ¢ alterada, resultando no deslocamento dos residuos de
fosfatidilserina para a superficie celular (KROEMER et al., 2009).

Cada vez mais se acumulam evidéncias de que as perturbagdes celulares causadas por
uma infecgdo viral sdo capazes de acionar a maquinaria de apoptose. Em muitos casos esta
resposta celular tem um efeito negativo na replicag¢do do virus, principalmente em virus cujos
ciclos de replicagdo sd@o mais demorados. Nestes casos. muitos virus codificam em seu
genoma proteinas que foram selecionadas durante a evolu¢do de modo a permitir que o
mesmo bloqueie ou retarde o processo de morte celular prematura, podendo assim prolongar o
tempo de vida da célula e otimizar a produg@o de progénie (O'BRIEN, 1998). Por outro lado.
muitos virus podem iniciar o processo apoptotico devido a interag@o de proteinas indutoras de
apoptose especificas codificadas por seus genes e que de certa forma facilitam sua
disseminag@o no hospedeiro (EVERETT:MCFADDEN, 1999). Esta indug¢do parece ser
favoravel para a disseminag¢do do virus, pois o resultado da morte celular por apoptose €
silencioso, ndo ocorrendo resposta inflamatdria, fazendo com que o virus se dissemine pelo
organismo sem ser percebido pelo sistema imunoldgico (HAY;KANNOURAKIS, 2002).

Durante o processo apoptotico ocorre a formagdo de pequenas porgdes celulares
envoltas por membrana denominados corpos apoptoticos. Estes corpos se desprendem da
célula que estd morrendo ¢ sdo prontamente fagocitados pelas células vizinhas. Desta
maneira, o virus contido nestes corpos apoptodticos conseguem se disseminar sem iniciar a
resposta imunoldgica do hospedeiro, que seria esperada se a progénie viral fosse liberada no
espaco extracelular, caso houvesse extravasamento de conteudo celular.

Esta relagfo entre a replica¢do viral e a maquinaria de morte celular € tdo intrincada
que muitas vezes 0 mesmo virus apresenta proteinas que funcionam tanto no bloqueio quanto
na indug@o de apoptose. As tabelas 1 e 2 abaixo apresentam alguns exemplos de proteinas
codificadas por genes virais de varias familias que sdo comprovadamente importantes na

indug¢do ou na inibi¢do do processo de morte celular por apoptose.
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Tabela 1: Exemplos de proteinas virais com a¢do anti-apoptotica.

Virus Produto Mecanismo
Adenovirus E1B-19K

Virus da febre suina Africana A179L/5-HL

Epstein-Barr BHRF-I Homélogo de Bcl-2
Herpesvirus saimiri ORF16

Herpesvirus humano 8 KSbcl-2

Virus da febre suina Africana A2241L/4CL

Baculovirus P53.1IAP Inibi¢do de Caspase
Poxvirus crmA/SPI1-2

Adenovirus RID/E3-14.7K

Epstein-Barr LMP-1

Herpesvirus Eqiiino E8

Herpesvirus saimiri orf71 [nibic&o da via Fas/TNF
Herpesvirus humano 8 K13

Mixoma Virus M-T2

Virus do Molusco Contagioso MCI159L

Adenovirus E1B-55K

Papilomavirus Humano E6 Antagonista de pS3
Simian Virus 40 Antigeno-T

HIV-1 tat

Virus Influenza NSI Inibi¢do de PKR
Reovirus o3

Virus Vaccinia E3L, K3L

Tabela 2: Exemplos de proteinas virais com agdo indutora de apoptose.

Virus Produto Mecanismo

HIV-1 gp120, gp41l

Reovirus ol Sinalizagéo de receptor
Virus Sindbis E2

HIV-1 Tar mRNA Indugdo de PKR
Reovirus S1 mRNA

Adenovirus EIA

Papilomavirus Humano E7 Potencializagdo de p53
Simian Virus 40 Antégeno-T

Virus da Leucemia de células-T tax

humano Desregulagéo da transcrigéo
Papilomavirus Humano E2
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O processo de morte celular programada por apoptose € finamente controlado por
proteinas celulares especializadas, as quais sdo ativadas e arranjadas em mddulos de
sinalizagdo sequiencial. Didaticamente, o processo de apoptose pode ser dividido em duas vias
principais, as quais muitas vezes se intercomunicam e compartilham das mesmas moléculas
ativadoras. A primeira € a via extrinseca, que € acionada através da ligagdo de um ligante ao
receptor de morte, como CD95 ou Fas, um membro da superfamilia do receptor de Fator de
Necrose Tumoral (TNF). Durante uma infec¢do viral esta via pode ser ativada. através da
ligagdo do virus com seu receptor na membrana plasmatica da célula hospedeira, conforme ¢
observado para os virus HIV, Herpes Simplex (HSV) e Vaccinia (EVERETT:MCFADDEN,
2001). Apesar deste mecanismo ainda ndo ser muito bem descrito, aparentemente a ligagdo
das proteinas do envelope viral com receptores celulares parece ser suliciente para dar inicio
ao processo de apoptose.

A segunda ¢ a via intrinseca, a qual ¢ dependente da liberagdo de citocromo c da
mitocondria, que culmina na ativagdo da cascata que leva ao sinal de morte. Geralmente esta
via ¢ acionada durante a replica¢do do virus no interior da célula e ¢ dependente da interagéo
de proteinas virais com proteinas celulares da via apoptdtica (EVERETT;:MCFADDEN,
2001). Em ambos os casos a via final que leva a execug@o do sinal de morte € a ativagéo de
uma série de proteases denominadas caspases.

O termo caspase se refere a uma familia de cisteino-proteases celulares altamente
conservadas ao longo da evolugdo, presentes desde em humanos até insetos, nematodas e
cnidarios (HENGARTNER, 2000), que sdo normalmente encontradas no citoplasma das
células na forma inativada, denominada pro-caspase (THORNBERRY;LAZEBNIK, 1998).
Estas proteinas, quando ativadas frente a um estimulo apoptotico. clivam seus substratos em
residuos de acido aspartico e séo responsaveis pela execugdo do processo de apoptose. Estas
enzimas sdo consideradas bastante especificas, pois reconhecem um “motif” de
aproximadamente quatro aminoéacidos proximos ao sitio de clivagem que € diferente para
cada tipo de caspase, o que possibilita a elas desempenharem fungdes especificas e bem
variadas. A acdo das caspases ¢ tdo especifica e eficiente que quando uma célula em apoptose
¢ analisada ndo se observa uma digestdo de proteinas generalizada e indiscriminada, mas sim
apenas uma parcela das proteinas celulares ¢ clivada, resultado da ag¢do de caspases
especificas (THORNBERRY;LAZEBNIK, 1998).

A acdo das caspases promove, em consequiéncia, a inativagdo de proteinas que séo
importantes para a manutengfo da célula. A enzima CAD (desoxiribonuclease ativada por

caspase) ¢ uma enzima nuclear que ¢ encontrada na forma inativa por se ligar a um inibidor
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denominado I““P/DFF45. Durante a apoptose, a agdo das caspases cliva este inibidor,
permitindo que a enzima CAD se torne ativa e promova a digestdo do DNA entre as por¢des
nucleossomais, ocorrendo assim a fragmenta¢do do DNA celular (ENARI et al., 1998). Além
disso, caspases especificas parecem promover a clivagem de Bcl-2, uma importante proteina
anti-apoptdtica que € responsavel por manter a célula viva por impedir que ocorra liberagédo
de citocromo ¢ da membrana da mitocOndria, um importante sinal ativador da via intrinseca
da apoptose. Outras a¢des das caspases incluem a destrui¢do da lamina celular através da
clivagem das moléculas de lamininas, resultando na condensa¢do da cromatina, caracteristica
bastante marcante do processo de apoptose (THORNBERRY;LAZEBNIK, 1998). A a¢do
destas proteinas resulta ainda na clivagem de proteinas quinases celulares tais como FAK
(focal adhesion kinase) e PAK2 (p21l-activated kinase), importantes para a manuten¢do do
metabolismo celular, assim como a clivagem de proteinas do citoesqueleto e proteinas
envolvidas com o reparo ao dano no DNA, como DNA-PK. Séo elas as responsaveis pela
manifestacdo das caracteristicas morfologicas tipicas de uma célula em apoptose, como a
vesiculacdo e formacdo de invaginagdes na membrana (“blebbing™), por exemplo.

A proteolise resultante da ag@o das caspases é um processo irreversivel, o que implica
um processo de regulacdo bastante intrincado para que a ag¢do destas enzimas ndo aconteca de
maneira aleatdria em uma célula normal. O estimulo que induz a célula a entrar em apoptose
passa por uma cascata de ativagdo onde uma pro-caspase inativada se torna ativa e passa a
clivar a forma inativa de outra caspase, a qual se torna ativa e repete o processo até uma
caspase final que serd responsavel por praticar o suicidio daquela célula
(DANIAL;KORSMEYER, 2004). Deste modo, a forma precursora de uma caspase é sempre
uma enzima com pouca ou nenhuma atividade proteolitica, que se torna ativa quando ¢
clivada por outra protease especifica, ou por ela mesma, quando estimulos apoptdticos
permitem que ela se aglomere em algum ponto da célula.

As caspases humanas sdo subdivididas em dois grupos: as ativadoras (caspases 2, 8, 9,
10 e 12) e as efetoras (3, 6 e 7). As caspases ativadoras sdo importantes em momentos
precoces da cascata apoptdtica, com fundamental papel de clivar especificamente e de
maneira irreversivel as caspases efetoras, que sdo as caspases executoras do processo de
apoptose. Por sua vez, as caspases efetoras sdo responsaveis por clivar os alvos protéicos
celulares especificos que levardo a célula ao processo de morte.

Durante a infec¢do de uma célula eucaridtica por virus, varias vias que levam a morte
celular podem ser ativadas. Uma destas vias € a producdo de Interferons do tipo I (interferons

a e B). A presenca de RNAs de fita dupla (dsRNAs), produzidos durante a replicagdo viral, €
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detectada por Toll-like receptors 3 (TLR3), os quais recrutam adaptadores protéicos e fatores
de transcri¢do (IRF3 e NF-xB) que promovem a expressdo de interferon . Estas moléculas,
através da ativagdo de uma via que inclui algumas proteino-quinases citoplasmaticas
especificas (JAK-STAT) induzem a expressdo da Proteina Quinase R (PKR). A expressdo
desta proteina é um importante componente da resposta inata da célula frente a uma infecgéo
viral (EVERETT;MCFADDEN, 2001). Foi demonstrado que o virus Influenza A parece
ativar esta proteina de maneira bastante eficiente (BALACHANDRAN et al., 2000). A a¢do
de PKR induz a fosforilagdo da sub-unidade o do fator de iniciagdo de transcrigdo elF2a, um
importante lator de transcrigdo celular, tornando-o inativado e reduzindo assim a transcrigéo
eucariotica (BALACHANDRAN et al., 2000). Na maioria dos estudos realizados com virus
de RNA de polaridade negativa, incluindo os virus da familia Bunyaviridae, ndo é possivel
detectar a presenca de RNAs de dupla fita durante a replicag@o viral, provavelmente devido a
protecdo das mesmas pelas proteinas do nuclueocapsideo (WEBER et al., 2006). No entanto,
a producdo de IFN do tipo 1, assim como a importincia de TLR3 e a ativagdo de PKR ja
foram demonstradas em infecgdes com os buniavirus Punta Toro e Bunyanwera, o que indica
que ao menos pequenas quantidades indetectaveis de RNA dupla fita possa existir nas células
infectadas (STREITENFELD et al., 2003; GOWEN et al., 2006). Entretanto, outra via de
ativagdo de IFN pode estar sendo envolvida nesse processo, como, por exemplo, a via que
envolve o reconhecimento de residuos de guanidida trifosfato (GTP), que é incorporado a
por¢do S’ do RNA gendmico do virus durante a replicagdo, por proteinas celulares
especificas, como a RNA helicase RIG-1, por exemplo, que sinalizam para produgéo de IFN,
conforme )a foi demonstrado em influenza e virus da raiva (HORNUNG et al., 2006;
PICHLMAIR et al., 2006).

Outra via ativada pela replicagdo viral e que resulta na indugdo de apoptose € uma
conseqiiéncia direta do stress causado no reticulo endoplasmatico. induzido, por exemplo,
pelo virus Sincicial Respiratorio Humano (hRSV) (BITKO;BARIK, 2001). Esta via ¢
dependente de caspase 12, que ¢ ativada quando ocorre uma ruptura na homeostase de calcio
ou acumulo de proteinas em excesso no reticulo endoplasmatico (NAKAGAWA et al., 2000).

A replicagdo de virus em seus hospedeiros pode ainda ativar uma outra via que
converge na morte celular por apoptose, que € a via ativada por sensores nucleares que
detectam dano ou uma elevada atividade transcricional atipica no DNA, tais como a proteina
p53 (NEIL;CAMERON:BAXTER, 1997). A proteina p53 € um importante supressor de
tumor que se liga em regides especificas do DNA promovendo ou reprimindo a expresséo de

genes determinados relacionados com o ciclo celular e com a indugéo de apoptose. Exemplos
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de genes ativados por pS3 sdo p21, uma proteina inibidora de quinase dependente de ciclina
que promove a parada do ciclo celular na fase G1 e a proteina pré-apoptdtica da familia Bel-2
denominada Bax, que esta envolvida com a liberagdo de citocromo ¢ da membrana da
mitocondria (NEIL;CAMERON:BAXTER, 1997). Esta via € tdo importante que muitas
proteinas virais foram selecionadas evolutivamente por se ligarem em p53 de uma maneira
bastante especifica e inibir sua agdo, permitindo assim que o virus se replique sem que a
célula entre em apoptose. Tal fato ocorre principalmente durante o ciclo de vida de virus de
DNA, que necessitam da maquinaria nuclear para replicagdo, tais como Virus SV40
(AHUJA;SATENZ-ROBLES;PIPAS, 2005), Virus da Hepatite B (WANG et al., 2002) e Virus
Epstein-Barr (NEIL;CAMERON;BAXTER, 1997). por exemplo.

Uma outra via de indugdo da resposta apoptdtica envolve diretamente a mitocondria.
Além de estar envolvida com a sintese de ATP e fornecimento de energia para a célula. esta
organela € um importante alvo das caspases e moléculas envolvidas com a morte celular. A
liberagdo de citocromo ¢ de sua membrana externa ¢ um irreversivel sinal ativador de caspase
9 e conseqlientemente de caspase 3, contribuindo assim com a efetivagdo da cascata de
apoptose e indug@o do suicidio celular (IRUSTA;CHEN:IIARDWICK, 2003). No entanto,
antes da liberagdo de citocromo ¢, a membrana da mitocondria sofre uma importante
modificac¢do estrutural que acarreta em uma redugdo de seu potencial (Ay,,). Esta alteragdo no
gradiente eletroquimico da membrana interna da mitocondria provavelmente acontece devido
a abertura de poros transitorios (MTP — mitochondrial permeability transition pores) tanto na
membrana externa quanto interna da mitocondria (YANASE et al.. 2000). O MTP parece ser
composto de varias proteinas que aparentemente auxiliam na liberagdo de citocromo ¢ para o
citoplasma. Acredita-se que esta despolarizagdo € conseqli€éncia direta também da
permeabilizagdo da membrana externa da mitocondria (KNUDSON;BROWN, 2008). Este
processo aparentemente € regulado por membros da familia de proteinas Bcl-2. Foi
demonstrado que um membro pré-apoptdtico desta familia, denominado Bax-a se transloca
do citoplasma para a membrana da mitocondria e seria responsavel pela formagdo de canais
i0nicos e pela constituigdo dos MTPs (YANASE et al., 2000).

Uma conseqii€éncia da despolarizagdo da membrana da mitocondria € a liberagdo de
citocromo ¢ no citoplasma. Originalmente envolvido na cadeia de transporte de elétrons
durante a sintese de ATP celular, quando € liberado no citoplasma, esta molécula desempenha
uma nova e bastante eficiente func¢do, que de certa forma € oposta a sua fungdo normal na

célula e se torna um dos principais mensageiros para o suicidio celular
(IRUSTA;CHEN;HARDWICK, 2003). No citoplasma o citocromo ¢ se liga a proteina
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adaptadora Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1) tornando-se um co-fator para a pré-
caspase 9. Desta maneira é formado o complexo que é denominado apoptossomo, responsavel
por ativar a pré-caspase 9. a qual, em seguida, ativa a pro-caspase 3 (SLEE et al., 1999).

A relagdo entre a replicagdo viral e a ativag@o da cascata de morte celular € um assunto
bastante intrigante, uma vez que parece eXistir uma grande variedade de mecanismos pelos
quais os virus promovem a morte celular programada em suas células hospedeiras. Uma
maneira de se estudar este aspecto € conduzir ensaios que analisam a ativacdo da via
apoptética em diferentes pontos do ciclo de replicagdo de um determinado virus. E sabido que
muitos virus precisam se replicar ativamente na célula hospedeira para que ocorra a resposta
de morte da célula (CARRASCOSA et al., 2002).

No entanto, ja foram mostrados varios exemplos de apoptose induzida na auséncia da
replicagdo viral. Por exemplo, para o virus da Herpes Simplex Tipo 1 humano, ndo ¢
necessario que ocorra sintese das proteinas virais para ocorrer a apoptose, que acontece antes
de 6 horas apos a infec¢do de células Hep-2 in vitro (AUBERT;O'TOOLE;BLAHO, 1999).
Em outro exemplo bastante interessante foi demonstrado que para o Herpesvirus Bovino Tipo
1, a simples ligagdo do virus com o receptor da célula do hospedeiro ja seria suficiente e
essencial para a indugdo de apoptose, sem a necessidade da penetragdo do virus na célula
(HANON et al., 1998). O mesmo acontece com o Reovirus Tipo 3, cuja ligacdo da proteina
estrutural sigma-1 com o receptor celular ja € suficiente para a ativagdo da maquinaria de
apoptose (TYLER et al., 1995), mesmo quando a replicagdo do virus na célula é¢ impedida.

Um estudo realizado com o virus Vaccinia em células de ovario de hamster chin€s
(CHO) mostrou ainda que o processo de apoptose induzida pelo virus ocorre mesmo quando a
sintese de proteinas viral € inibida, sugerindo que um evento que ocorre apds a ligagdo do
virus associado com a entrada na célula é suficiente para a indugdo de apoptose (RAMSEY-
EWING;MOSS, 1998). Foi demonstrado também que o virus Sindbis da familia Togaviridae,
um importante arbovirus africano, tamhém induz apoptose no momento da fusdo entre o
envelope do virus e a membrana da célula, com importante agdo das proteinas estruturais do
envelope viral E1 e E2, ndo sendo necessaria a replicagdo do virus no citoplasma da célula
(JAN;GRIFFIN, 1999).

No entanto. na maioria das vezes a replicagdo do virus no interior da célula e a
conseqiiente sintese de proteinas virais especificas € indispensavel para que ocorra a indugéo
de apoptose. Tal fato sugere que um balango entre os fatores celulares que regulam a morte
celular e proteinas virais que regulam a sua replicagdo deve existir de modo determinante para

a eficiéncia da infec¢do (ROULSTON;MARCELLUS;BRANTON, 1999).
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O estudo da relagdo entre os virus da familia Bunyaviridae e a indugéo de apoptose se
iniciou em 1996 com um trabalho que revelou que o virus La Crosse (género
Orthobunyavirus) induz apoptose em células BHK e Neuroblastoma em cultura, e em
cérebros de camundongos recém-nascidos (PEKOSZ et al., 1996). Em seguida, resultados
semelhantes foram obtidos com o hantavirus Hantann em células Vero (KANG et al., 1999),
virus Bunyanwera (género Orthobunyavirus) (KOHL et al., 2003), virus Akabane e virus
Aino (género Orthobunyavirus) em células Vero (LIM et al., 2005) e virus Punta Toro
(género Phlebovirus) em hepatocitos quando em modelo in vivo utilizando-se hamsters
(DING et al., 2005).

Baseado nestas evidéncias, foi proposto realizar um estudo para compreender a
interacdo do virus Oropouche com a célula hospedeira, com o objetivo de determinar se
durante a replicagdo do virus ocorre ativa¢do da maquinaria que leva a morte da célula por
apoptose, assim como estabelecer a importancia deste fendmeno para a replicagéo do virus,
conforme ja fora demonstrado para outros virus estudados (O’BRIEN, 1998). O estudo da
relagdo entre a morte celular programada e a replicagdo viral é importante para se
compreender como os virus modulam a resposta celular e como eles utilizam a maquinaria da
mesma de modo a replicar sua progénie da maneira mais eficiente. Como a apoptose ¢ um
tendmeno comum que ocorre durante a infec¢do viral IRUSTA;CHEN;HARDWICK, 2003),
seja ela induzida diretamente pelo virus, ou como uma resposta da célula infectada, ela ¢
provavelmente um importante fator que pode contribuir com a patogénese do virus em seu
hospedeiro. Portanto, o estudo deste processo € importante para se compreender esta
intera¢do. de modo a buscar maneiras de conter a proliferagdo do virus no organismo e,
possivelmente, procurar possiveis alvos para drogas anti-virais.

Foi utilizada como modelo de infec¢@o para OROV no presente trabalho a inoculagéo
in vitro de células HeLa em cultura. Essa ¢ uma linhagem de c€lulas imortalizadas, originérias
de céncer epitelial de ovario, e foi escolhida como modelo para o presente trabalho porque ¢é
uma linhagem de origem humana, fato este que aproxima os resultados observados com a
realidade de uma célula do hospedeiro natural do virus, se comparada ao uso de outra
linhagem celular, como VERO (macaco), MDCK (cdo) e BHK-21 (hamster), por exemplo,
que sdo bastante utilizadas em estudos da replica¢éo de virus in vitro. Além disso, por ser uma
linhagem continua, a obten¢éo e manipulagdo dessas células em cultura € uma tarefa simples.
Muitos trabalhos que envolvem estudo de apoptose in vitro utilizam culturas de células Hel.a
como modelo, pois ela permite realizar a observacdo das caracteristicas morfologicas e

bioquimicas tipicas de uma célula em apoptose. Ademais, o virus Oropouche replica nesta
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célula com bastante eficiéncia. provocando um efeito citopético observavel (SANTOS et al.,
2008).

Sabe-se que a linhagen de células HeLa, assim como outras linhagens de carcinoma de
ovarios humanos, tais como CaSKi. SiHa e ME180 se tornaram imortalizadas através de
infec¢do por papilomavirus humano (HPV) (YEE et al., 1985). Ja foi demonstrado que o
genoma de HelLa contém genes de HPV-16 e HPV-18, e esta linhagem de células expressa
constitutivamente algumas proteinas deste virus. incluindo E6 e E7, que influenciam na
maquinaria de apoptose da célula via proteina p53. A proteina E6, por exemplo, atua como
ubiquitina ligases especificas para a proteina pro-apoptética pS3, dimindo a quantidade desta
proteina na célula (SCHEFFNER et al., 1991). Desta maneira, a analise do processo de
apoptose nessa linhagem celular deve sempre levar este fato em consideragéo. No entanto, a
expressdo destas proteinas de HPV ndo altera a biologia da célula a ponto de torné-la inviavel
para os estudos propostos pelo presente trabalho, uma vez que varios trabalhos de apoptose
vém sendo desenvolvidos com este modelo, inclusive para o estudo da relagdo de pS3 com a
morte celular programada (NGUYEN et al., 2007). Alguns trabalhos apontam ainda para a
ativagdo desta proteina em células Hela infectadas, fato este que mostra que a ag@o das
proteinas E6 ¢ E7 de HPV podem ser suplantadas e a fungdo pro-apoptdtica de pS3
reestabelecida, pois o seu gene na célula continua intacto (NEIL;CAMERON;BAXTER,
1997; GOMES, 2007). Portanto, este fato ndo interfere de maneira negativa nos estudos de
apoptose, o que torna o modelo proposto de infec¢do de células HeLa por OROV bastante

confidvel.



2.0BJETIVOS
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2.0bjetivos

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a indugdo de apoptose em células HelLa pela

replicagdo do virus Oropouche, através das seguintes invetigagdes:

- Verificar se a apoptose ocorre durante a infecgdo viral, mediante identificagdo de marcadores

moleculares e morfoldgicos caracteristicos de células apoptdticas;

- Determinar em que momento do ciclo de replicagdo do virus ocorre o acionamento da
maquinaria de morte celular, procurando-se associar a cinética de replicagdo viral com a indugéo

de apoptose.

- Determinar a relagdo da proteina ndo estrutural NSs de OROV com a indugdo de apoptose

através da analise da expressdo desta proteina em cultura de células HeLa.

- Analisar a indugdo de apoptose por OROV em modelo animal para comprovar se este processo

também ocorre em infec¢do in vivo.



3.MATERIAL E METODOS
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3.Material e Métodos

3.1.Cultivo e infecc¢io de células

Monocamadas de células HelLa (carcinoma cervical de ovario humano) foram
mantidas em Meio Essencial Minimo-MEM (Gibco/Invitrogen-EUA) contento 10% de Soro
Fetal Bovino-SFB (Gibco/Invitrogen-EUA), 1% de uma suspensdo de antimicOtico-
antibiotico (Gibco/Invitrogen-EUA) e 100 mM de L-glutamina (Gibco/Invitrogen-EUA), a
37°C em estufa com atmosfera contendo 5% de CO».

O estoque de virus Oropouche (OROV) utilizado nesse estudo pertence a cepa de
referéncia BeAn19991 e foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Luis Tadeu Figueiredo. O virus
foi inicialmente amplificado em cérebro de camundongo e posteriormente propagado em
monocamadas de células VERO por trés passagens seriadas seguindo métodos convencionais.
Tal estoque, que foi denominado P12.1, foi titulado pelo ensaio de TCIDsy com célculos
segundo Reed e Muench (REED;MUENCH, 1938), tendo sido obtido titulo de 1087
TCIDso/mL. Neste calculo o titulo é determinado através de dilui¢oes seriadas do estoque de
virus e analisada em placas contendo células VERO em cultura. O titulo do virus é
considerado a maior diluicdo que causa efeito citopatico em 50% das cavidades da placa
contendo a cultura de células analisada 48 horas apds o indculo. As aliquotas deste estoque
foram entdo armazenadas em nitrogénio liquido e usadas em todos os experimentos.

Monocamadas semiconfluentes de células Hel.a foram infectadas com virus OROV
utilizando uma M.O.I = 10 para garantir que todas as células da cultura fossem infectadas por
pelo menos uma particula viral. Essas culturas de células foram incubadas a 4°C por uma
hora, para adsor¢do. Decorrido este periodo, as células foram lavadas com PBS
(Gibco/Invitrogen-EUA), receberam MEM fresco suplementado com 2% de SFB e foram
incubadas a 37°C , em estufa com 5% de CO,, pelo tempo adequado a cada experimento.

Foram também realizados experimentos nos quais determinadas drogas foram
acrescentadas ao estoque de virus e em diferentes intervalos de tempo pOs-infecgdo
(experimentos de tempo de adi¢do). Os titulos da progénie viral resultante desses
experimentos foram determinados a partir do extrato total de células mais sobrenadante, pelo

ensaio de TCIDsg através do método de Reed e Muench (REED;MUENCH, 1938).
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3.2.Drogas utilizadas

Para se estudar a cinética de replica¢do do virus Oropouche e a indugdo de apoptose,
foram utilizadas drogas que interferem com o ciclo do virus e com a biologia da célula, tais
como cloroquina (Sigma Aldrich-I:UA) na concentragdo de 32ug/mL (KEYAERTS et al.,
2004), cicloheximida (Sigma Aldrich-EUA) na concentragdo de 20pg/mL (modificado de
SHIH et al.. 2008) e o inibidor de pan-caspases Z-VAD-FMK (Promega-EUA) na
concentra¢do de 40uM (modificado de MARTIN et al., 2007). As drogas foram adicionadas
em meio MEM com 2% de SFB juntamente com o estoque de virus. ou em tempos diferentes,
conforme sera especificado. Foi utilizada também uma droga indutora de apoptose como
controle positivo para os ensaios. actinomicina D (Sigma Aldrich-EUA), na concentragdo de
0,25pg/mL. Esta concentragdo foi determinada através de ensaio de viabilidade celular. Para
tanto. foi utilizada uma placa de 24 cavidades com cultura de células Hela tratadas com
diferentes concentragdes da droga (0,1: 0,25; 0,5; 1.0 e 2,0ug/mL). No tempo de 24 horas
apos a adi¢do da droga as células foram coletadas e a viabilidade foi determinada utilizando o
corante Azul de Tripan (Sigma Aldrich-EUA) e a contagem das células vidveis realizada em

Camara de Neubauer (Hausser Scientitic-EUA).

3.3.Imunofluorescéncia indireta para o virus Oropouche

Células Hela foram crescidas sobre laminulas de 24 milimetros de diametro (Knittel
Glaser-Alemanha) em placas de 24 cavidades (TPP-Tissue Culture Labware-Sui¢a) contendo
meio MEM com 10% de SFB e incubadas em 5% de CO; a 37°C. Apds as monocamadas
atingirem semiconfluéncia, foram infectadas com virus OROV (M.O.I. = 10) e incubadas a
37°C. Decorrido o periodo de infecgdo, as laminulas contendo as monocamadas de células
HeLa foram imediatamente processadas para imunofluorescéncia.

Todos os passos a seguir foram realizados a temperatura ambiente. Inicialmente as
células nas laminulas foram fixadas em paraformaldeido a 2% (Sigma Aldrich-EUA) diluido
em PBS, por 10 minutos. e em seguida, lavadas com PBS. Depois. as laminulas foram
incubadas em PBS contendo 0,1 M de Glicina (Vetec-Quimica Fina-Brasil) por 10 minutos.
Decorrido este periodo as laminulas foram lavadas em PBS e permeabilizadas com 0,3% de
Triton X-100 (Sigma Aldrich-EUA) em PBS por 15 minutos. a seguir lavadas em PBS e os
sitios de ligagdo de anticorpos inespecificos foram bloqueados através de incubacdo por 1

hora com 1% de soro-albumina bovina-BSA (Sigma Aldrich-EUA) e anticorpo IgG de
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jumento diluido a 1/1000 (Jackson Immunoresearch-EUA). Apds nova lavagem em PBS, as
células nas laminulas foram incubadas por 1 hora em PBS contento 1% de BSA adicionado
do anticorpo primdrio na dilui¢do de 1:500. O anticorpo primario anti-OROV utilizado
consiste em soro de fluido ascitico de camundongo (MIAF), que foi cedido gentilmente pelo
Prof. Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo. Em seguida foi realizada nova lavagem e incubag&o
por 45 minutos com o anticorpo secundario diluido 1:500 em PBS, acrescido de 1% de BSA.
Foi utilizado anticorpo de jumento anti-camundongo conjugado com FITC (Molecular
Probes/Invitrogen-EUA). Por fim. as laminulas foram lavadas em PBS, montadas invertidas
com Fluoromount-G Slide Mounting Medium (Electron Microscopy Sciences-EUA) em
laminas de microscopia, seladas e estocadas a 4°C. Em seguida o material foi examinado e

imagens foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia (Olympus Modelo BX40-EUA).

3.4.Andlise da morfologia de células HeLa infectadas com OROYV por fluorescéncia:

caracteristicas morfologicas de células em apoptose

Células Hel.a crescidas em monocamadas em uma placa de seis cavidades (TPP-
Tissue Culture Labware-Suic¢a) foram utilizadas para a contagem de células com morfologia
caracteristica de apoptose.

As células foram infectadas com o virus (M.O.I. = 10) ou tratadas com a droga
actinomicina D (Sigma Aldrich-EUA) na concentragdo de 0,25ug/mL e incubadas em estufa
com 5% CO, a 37°C por 12. 24, 36 e 48 horas. Em seguida. o sobrenadante contendo células
que se soltaram da monocamada foi coletado e armazenado em um tubo de centrifuga de 2mL
(Eppendorf-Alemanha). As células ainda aderidas foram lavadas com SOuL de PBS e em
seguida foram removidas utilizando 300uL de tripsina com EDTA 1mM (Gibco/Invitrogen-
EUA). Em seguida, o sobrenadante previamente coletado foi adicionado as células obtidas por
tripsinizacdo e foi produzida um precipitado (“pellet”) por centrifugagdo a 500xg , que foi
ressuspendida em 100ul. de meio e tratada com 2pul. de uma solugdo de corantes (Spg/mL de
lodeto de Propideo + 15pg/mL de Diacetato de Fluoresceina diluido em DMSO + 2pg/mL de
lHoechst 33342) (Sigma Aldrich-EUA), seguido de incubagdo por cinco minutos a 37°C.
Depois, 15uL desta suspensdo foram depositados em uma ldmina de vidro e devidamente
montados com laminula. As células loram contadas em microscopio de fluorescéncia com
filtros para DAPI, lodeto de Propideo e FITC. Foram entdo contadas 500 células para cada
experimento e as células marcadas em azul (Hoescht 33342). com morfologia indicando

fragmentagdo nuclear. foram consideradas como positivas para apoptose.
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3.5.Andlise da fragmentacao de DNA por eletroforese em gel de agarose

Para a andlise da fragmentagdo de DNA por eletroforese em gel de agarose foram
utilizadas monocamadas semiconfluentes de células Ilela cultivadas em garrafas de cultura
de célula de 25¢m? (TPP — Tissue Culture Labware-Sui¢a). As cé€lulas foram infectadas com
OROV (M.O.I. = 10) em MEM com 2% de SFB. incubadas em estufa de CO; a 37°C e
coletadas 12, 24. 36 e 48 horas ap0s a infec¢do. (‘omo controle positivo foram usadas células
tratadas com a droga actinomicina D a 0,25pg/mL e coletadas apés 24 horas. Para coleta, as
células que ainda estavam aderidas @ monocamada foram removidas mecanicamente por
raspagem, sem descartar as que ja haviam se desprendido da garrafa (sobrenadante). As
células foram ressuspendidas no meio de cultura. centrifugadas a 1.000xg por 10 minutos,
ressuspendidas em S00uL de solugdo de lise (Tris 10mM, pH7.4 + EDTA ImM + 0,2%
Triton X-100) (Sigma Aldrich, Gibco/Invitrogen e Invitrogen. respectivamente-EUA) e a
seguir incubadas por 20 minutos a 4°C. Depois o lisado de células foi centrifugado a 12.000xg
por 20 minutos e o sobrenadante foi transferido para tubo novo.

Ao sobrenadante foram adicionadas 100pg/mL de RNAse A (Invitrogen-EUA) e
incubou-se a 37°C por 1 hora. Em seguida foi adicionada Proteinase K (Invitrogen-EUA) na
concentragdo final de 20mg/mL (SAMBROOK:;RUSSELL, 2001) e incubou-se a 57°C por 1
hora. A seguir. volume igual ao da amostra (aproximadamente 500uL) de
fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1) (Sigma Aldrich-EUA) foi adicionado e
homogeneizado. Esta solu¢@o foi entdo submetida a centrifugagdo a 12.000xg por S minutos e
a fase aquosa foi transferida para um tubo novo. A este sobrenadante foram adicionados 6%
de NaCl 3M (Synth-Brasil). com homogencizagdo e adi¢do de I mL de etanol absoluto gelado
(Merck-Alemanha). A solugdo foi agitada levemente e deixada a -20°C por pelo menos 12
horas para precipitagdo do DNA.

Em seguida, a amostra foi centrifugada a 13.000xg por 20 minutos, o sobrenadante foi
descartado, e o precipitado foi lavado com ImL de etanol 70% gelado, seguido de
centrifugacdo a 13.000xg por 5 minutos e nova lavagem com 500uL de etanol absoluto. A
amostra foi centrifugada a 13.000xg por 5 minutos e o precipitado foi seco ao ar por 30
minutos. Em seguida o precipitado foi ressuspendido em S0ulL de tampdo TE (Tris-HCL
10mM + EDTA 10mM, pH8.0) e armazenado em freezer a - 20°C. O DNA extraido foi

quantificado por espectrofotometro (Eppendorf-Alemanha) e analisado para a presenca de um

padrao de bandas semelhantes a uma escada (“ladder’) por eletroforese em gel de agarose a
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1.2% (Invitrogen-EUA). Em cada canaleta do gel de agarose foi aplicada sempre a mesma

quantidade de DNA em cada experimento realizado (30ng).

3.6.Ensaio de TUNEL in situ em cé¢lulas HeLa

Células HeLa foram mantidas sobre laminulas de 24 mm de didmetro em placas de 24
cavidades contento MEM suplementado com 10% de SEFB e incubadas em estufa de CO; a
37°C. Apés atingirem semiconfluéncia. as culturas foram infectadas com OROV (M.O.L. =
10) e incubadas em estuta de CO, a 37°C por 12, 24, 36 e 48 horas, apos o que as laminulas
contendo células foram testadas pelo ensaio de TUNEL. Como controle positivo foram usadas
células tratadas com a droga actinomicina D a 0.25pug/mL e coletadas apds 24 horas.

[nicialmente as laminulas contendo a monocamada de células foram fixadas em
paraformaldeido a 2% diluido em PBS por 10 minutos, e em seguida lavadas com PBS.
Depois desta lavagem, as laminulas foram incubadas em PBS contendo 0,1 M de Glicina por
10 minutos, lavadas com PBS e permeabilizadas com Triton X-100 a 0,3% em PBS, por 15
minutos. Em seguida as laminulas foram lavadas em PBS e submetidas ao protocolo para
marcacdo por TUNEL pelo KIT /n Situ Cell Death Detection, TMR Red (Roche-Suiga). de
acordo com as especificagdes do fabricante.

Apds a marcagdo por TUNEL. as laminulas foram lavadas em PBS e montadas sobre

laminas com Fluoromount-G.

3.7.Anilise da fragmentaciao de DNA pelo estudo da populacio sub-G1 por citometria de

fluxo

A fragmentagdo do nucleo de células em apoptose foi determinada por citometria de
fluxo pela andlise da quantidade de acido nucléico presente em cada célula corada com iodeto
de propideo-PI (Sigma Aldrich). Essa analise identifica células em diferentes fases do ciclo
celular, como exemplificado na figura 4. O grafico gerado mostra quatro picos distintos e as
células com nucleo fragmentado se encontram no pico correspondente @ populagdo Sub-Gl

(pico | do grilico).
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Figura 4: Modelo de grafico caracteristico obtido em analises de ciclo celular com células tratadas
com iodeto de propideo submetida a leitura em citometria de fluxo (FACS). O eixo X representa a
intensidade da fluorescéncia lida pelo aparelho, que corresponde a quantidade de material genético
presente na célula. O eixo Y representa o nimero de células. [-populagdo sub-G0/G1 = células com
nucleo fragmentado (em apoptose). 2-populagdo GO/G1 = células com nimero normal de DNA (n). 3-
populagdo G2/S = células com o dobro do material genético (2n). 4-células com 3 vezes ou mais
material genético (n > 3).

Para realizar esse ensaio, células HelLa semiconfluentes crescidas em placas de 24
cavidades em MEM com 10% de SFB foram infectadas com OROV (M.O.I. = 10) e
incubadas na estufa de CO, a 37°C por 12, 24, 36 e 48 horas. Como controles positivos foram
usadas células tratadas com a droga actinomicina D a 0,25ug/mL e coletadas apos 12 e 24
horas.

Decorrido o periodo determinado. células ja destacadas da monocamada foram
coletadas e separadas e em seguida, as células ainda aderidas foram lavadas com ImL de
PBS, removidas por tratamento com Tripsina-EDTA e misturadas as primeiras. As células
foram entdo centrifugadas a 500 x g por 5 minutos e cuidadosamente ressuspendidas em
250uL de etanol a 70% gelado e armazenada a 4°C por 20 minutos.

Em seguida, as suspensdes de células foram submetidas a tratamento para leitura em
Citometro de Fluxo, como se segue. A suspensdo de células foi centrifugadaa 1000 x g por S
minutos e o precipitado foi ressuspendido em 500ul. de etanol a 30% e deixado por 2 minutos
no gelo. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 1000xg por S minutos e o precipitado foi
ressuspendido em 500ul. de PBS com 0,05% BSA. e deixado por 2 minutos no gelo. A
amostra foi novamente centrifugada a 1000xg por S minutos e o precipitado foi ressuspendido

em 200uL de Solug@o de Coloragdo (lodeto de Propideo S0pg/mL + RNAseA 40ug/mL

diluidos em PBS com 0,05% de BSA). Logo depois as suspensdes celulares foram submetidas

a analise por citometria de fluxo.
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Todos os ensaios de citometria de fluxo foram realizados no citdmetro de fluxo
FACScan Advantage (BD — Becton & Dickinson Company-EUA) e os dados obtidos foram
analisados através do software FCS Express V2 (De Novo Software — 2002-EUA).

3.8.Anilise da exposicio de residuos de fosfatidilserina por Anexina V conjugada com

Rodamina

Células HeLa cultivadas sobre laminulas de 24 milimetros em placas de 24 cavidades
com MEM suplementado com 10% de SFB, foram mantidas em estufa de CO, a 37°C. Apos
atingirem semiconfluéncia, as monocamadas foram infectadas com o virus OROV (M.O.L. =
10) e incubadas na estufa de CO, a 37°C por 12, 24, 36 e 48 horas. Como controle positivo
foram usadas células tratadas com a droga actinomicina D a 0.25ug/mL e coletadas apos 24
horas. Decorrido o periodo de infec¢do/tratamento, as laminulas foram tratadas para o ensaio
de Anexina V de acordo com o protocolo do fabricante do Kit Dual Apoptosis Assay
(Biotium Inc.-EUA). Sucintamente, SuL da solugdo Sulforhodamine 101-annexin-V foi
aplicada sobre a laminula e incubada a temperatura ambiente por 40 minutos. Foi também
utilizado o corante de DNA DAPI (4'.6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride,
Invitrogen-EUA) diluido 1:8000 em PBS. As laminulas foram a seguir lavadas em PBS e
montadas invertidas com Fluoromount-G em laminas de vidro préprias para microscopia e

analisadas em microscopio de fluorescéncia.

3.9.Ensaio simultineo de TUNEL e imunofluorescéncia indireta para OROV em tecidos
de animais infectados

Hamsters Sirios com 21 dias de vida foram infectados pela via sub-cutanea com 10™"
de OROV e foram sacrificados apds 12 dias de infec¢do (RODRIGUES, 2004). Apds o
sacrificio dos animais, seus oOrgdos foram retirados e inseridos em um bloco plastico
apropriado contendo Tissue Tek O.C.T. Compound (Sakura-Japdo) adequada ao
congelamento dos tecidos. Em seguida este bloco foi mergulhado em um copo de Béquer
contendo Acetona (Merck-Alemanha) esfriada com gelo seco, de modo a congelar o tecido de
maneira rapida e eficiente. Em seguida, cortes dos tecidos foram obtidos em criostato, em
cortes de 5 um, que foram colocados sobre laminas de vidro. Em seguida, as laminas

contendo os cortes foram deixadas por 30 minutos em cdmara de vacuo, seguido de 30



47

minutos em PBS sob leve agitagdo. O passo seguinte foi fixar o tecido com paraformaldeido a
2% por 30 minutos, seguido de duas lavagens de trés minutos em PBS, sob leve agitagdo.

As laminas foram incubadas em solugdo de permeabilizagdo (0.3% de Triton X-100
em PBS) por 2 minutos em gelo e em seguida lavadas por trés minutos em PBS sob leve
agitacdo. Depois o material foi embebido em solugdo 0,IM de glicina em PBS por 10
minutos, lavado em PBS com 1% BSA por 30 minutos e incubado com o anticorpo primario
MIAF anti-OROV na diluigdo de 1:400 em PBS com 1% de BSA, por uma hora em cdmara
umida a 37°C.

Depois da incubagdo com anticorpos primarios, as laminas foram submetidas a cinco
lavagens de 3 minutos em PBS, sob leve agitacdo. Em seguida as laminas foram bloqueadas
com soro de jumento diluido 1:300 por 15 minutos, em ambiente imido e escuro, a 37°C e
submetidas a trés lavagens, de trés minutos cada, em PBS, sob leve agitagdo. A seguir, as
laminas foram incubadas com anticorpo secundario diluido 1:300, por 30 minutos, em cdmara
umida, em estufa a 37°C. O anticorpo secundario usado foi de jumento anti-camundongo
conjugado com Alexa 488 (Molecular Probes-EUA). Em seguida. as laminas foram
submetidas a oito lavagens de trés minutos cada, em PBS sob leve agitacdo, e submetidas ao
procedimento de marcagdo por TUNEL pelo KIT /n Sifu Cell Death Detection, TMR Red
(Roche-Suiga), de acordo com as especificagdes do fabricante. Apos a marcagdo pelo ensaio
de TUNEL, os cortes foram lavados em PBS, montados sob laminulas com Fluoromount-G e
imediatamente analisadas em microscopio de fluorescéncia.

Os procedimentos adotados para trabalho com animais neste projeto foram aprovados
pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo, em reunido de 25 de abril de 2005 (protocolo

numero 031/2005).
3.10.Ensaio de atividade da caspase 3 por citometria de fluxo

Monocamadas de células HelLa infectadas com OROV, ndo infectadas (controle
negativo) e tratadas com actinomicina D a 0.25pg/mL (controle positivo) foram coletadas
mecanicamente nos tempos 12, 24, 36 e 48 horas apos a infecgdo, através de raspagem com
“cell scraper” adequado. Em seguida elas foram lavadas, ressuspendidas em PBS na
concentragio de 10° células/mL e a esta suspensdo foi adicionado o substrato fluorogénico de
caspase 3  (Z-Asp-Glu-Val-Asp)2-rodamina  110-bisamida (Calbiochem-EUA) na

concentragdo final de 50 pM. Em seguida, as células foram incubadas em banho-maria, a
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37°C, por 10 minutos, ao abrigo da luz. Ao término desse periodo, as células foram lavadas
com PBS para remover excesso de substrato e a fluorescéncia foi avaliada por citometria de
fluxo usando o aparelho FACScan Advantage (BD — Becton & Dickinson Company-EUA).
Os dados obtidos foram analisados através do software FCS Express V2 (De Novo Software —

2002-EUA).
3.11.Ensaio de avaliacido de alteracio no potencial de membrana mitocondrial

Para o ensaio de avaliagdo de alteragdo do potencial de membrana mitocondrial foi
utilizado o corante JC-1 Mitoprobe (Molecular Probes/Invitrogen-EUA), de acordo com as
especificagdes do fabricante. Para isso, monocamadas de células Hela infectadas com
OROV, ndo infectadas (controle negativo) e tratadas com actinomicina D a 0,25pg/mL
(controle positivo) foram coletadas em 12, 24, 36 e 48 horas, através de raspagem com “cell
scraper” adequado, e lavadas com PBS. Essas células foram entdo ressuspendidas na
concentragdo aproximada de 10° células/mL e incubadas com o corante JC-1 na concentrago
de 10pug/mL, por 10 minutos a 37°C, ao abrigo da luz. Em seguida, as células foram lavadas
com PBS e a fluorescéncia foi analisada por citometria de fluxo no aparelho FACScan
Advantage (BD — Becton & Dickinson Company-EUA). Os dados obtidos foram analisados
através do software FCS Express V2 (De Novo Software — 2002-EUA).

3.12.0btencao de extratos protéicos de culturas celulares
3.12.1.Extrato bruto total de proteinas

Monocamadas de células HelLa infectadas com OROV, ndo infectadas (controle
negativo) e tratadas com actinomicina D a 0,25ug/mL (controle positivo) foram coletadas
através de raspagem nos tempos 12, 24, 36 e 48 horas e tratadas para a obtenc¢do do extrato
bruto de proteinas. Para tal, as células foram lavadas com PBS e ressuspendidas em solugdo
tampdo de lise que consiste de: Tris-HCI 25 mM pH 7.5; PMSF 0,1 mM (Sigma Aldrich-
EUA); EDTA 0,5 mM; KCI 10 mM (Synth-Brasil); MgCl, 5 mM (Synth-Brasil); DTT 1 mM
(Sigma Aldrich-EUA); glicerol 5% (Merck-Alemanha); Aprotinina ImM (Sigma Aldrich-
EUA), Leupeptina SmM (Sigma Aldrich-EUA). Este material foi lisado com trés pulsos de
cinco segundos de ultrasom em gelo. ¢ centrifugado a 15.000xg por 30 minutos a 4°C. O

sobrenadante foi estocado em freezer a -70°C para ser utilizado nos ensaios de “western blot”.



49

3.12.2.Fracionamento celular: Obten¢io de proteinas das fracoes citoplasmatica (C) e de

membranas pesadas enriquecida de mitocondria (HM)

Monocamadas de células HeLa infectadas por OROV, ndo infectadas (controle
negativo) e tratadas com actinomicina D a 0,25ug/ml. (controle positivo), foram lavadas em
PBS e coletadas por raspagem em solugdo tampdo isotonica gelada — solugdo MB (manitol
210 mM; sucrose 70 mM; EDTA 1 mM; HEPES 10 mM pH 7.5) (Sigma Aldrich-EUA),
suplementado com mistura de inibidores de proteases (PMSF 0,1 mM; Aprotinina 1mM,
Leupeptina SmM), para isolamento de mitocondrias. As células contidas nessa solu¢do foram
rompidas com o auxilio de uma agulha de calibre 25G1 (BD-Becton, Dickinson Company-
EUA), em seringa de Sml (BD-Becton, Dickinson Company-EUA) e, posteriormente,
transferidas para tubo de microcentrifuga (Eppendorf-Alemanha) e centrifugadas a 500xg, por
5 minutos, a 4°C. para eliminagdo de nucleos e células ndo-lisadas. O sobrenadante resultante
foi novamente centrifugado a 10.000xg por 30 minutos a 4°C, para a obten¢do de um
precipitado de membranas pesadas (HM) enriquecido de mitocondrias. Esse precipitado foi
ressuspendido em solugdo MB suplementada com 1% de Triton X-100. O sobrenadante desta
centrifugagdo foi coletado e centrifugado a 100.000xg por 1 h a 4°C em tubo de
ultracentrifuga (Beckman Coulter-EUA), obtendo-se assim um precipitado de membranas
leves (ndo analisado) e uma fragdo soluvel final citoplasmatica (C) que foi posteriormente
analisada por ensaio de “western blot” junto com a fragdo HM para detec¢do de citocromo c e

proteina Hsp70 de mitocondria.

3.13.Dosagem de proteinas

A concentragdo de proteinas extraidas dos materiais foi determinada utilizando o kit
de dosagem de proteinas “BCA Protein Assay” (Pierce-EUA), conforme descrito no manual

do produto.

3.14.”Western blots”

Os “western blots” foram realizados a partir de extratos protéicos de células Hel.a
infectadas com OROV, células ndo infectadas (controle negativo) e células tratadas com
actinomicina D a 0,25pug/mL (controle positivo), obtidos conforme acima descrito. Esse

material foi separado por eletroforese em gel de poliacrilamida (Sigma Aldrich-EUA) em
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condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE) a 200 volts. utilizando-se o sistema Hoefer Migthy
Small SE 245 dual Gel Caster (Amersham Pharmacia/GE Healthcare-Inglaterra). Terminada a
corrida em SDS PAGE, as bandas protéicas obtidas foram transferidas para membranas de
Nitrocelulose Protran de 0,2uM (Whatman/Schleicher & Schuell Inc./GE Healthcare-
Inglaterra) utilizando-se o sistema Hoefer TE 22 (Amersham Pharmacia/GE Healthcare-
Inglaterra). A eletrotransferéncia foi realizada em solu¢do tamp@o apropriada (Tris-HCI 25
mM pH 8.3, glicina 192 mM e 20% de metanol) em uma corrida a 150 mA, por 20 horas em
camara fria. A seguir a membrana de nitrocelulose foi tratada com solugdo de bloqueio com
Tris-HCl 50 mM, pH 7.5, leite desnatado a 5%, Tween 20 a 0,3 % (Sigma Aldrich-EUA,
Molico/Nestlé-Brasil e Argos Organic-EUA, respectivamente) e incubada até o dia seguinte,
quando entdo foi lavada em solugdo tampéao Tris-HCI 10 mM, pH 7.5 (tampéo de lavagem).
ApOs a lavagem. a membrana foi incubada por 30 minutos com solugdo tampédo de
“western blot” (Tris-HC1 50 mM pH 7.5, leite desnatado a 5%, NaCl 150 mM. Tween-20 a
0,1%) e, em seguida, foi adicionado o anticorpo primdrio especifico contra cada molécula a
ser analisada, dependente do experimento (ver Tabela 3), e incubado por aproximadamente 18
horas em cdmara fria (ver tabela abaixo). A membrana foi mais uma vez lavada em solugdo
tampdo de lavagem e incubada em tampdo de western blot por 30 minutos e, logo depois, foi
incubada com anticorpo secundério especifico conjugado com peroxidase por 90 minutos em
temperatura ambiente. Decorrido esse periodo, a membrana de nitrocelulose foi novamente
lavada em solugdo tamp@o de lavagem e a reagdo antigeno-anticorpo foi revelada em Tris-HCl
0,05 M, pH 7.5 (Sigma Aldrich-EUA); 0,03 % de DAB (3,3’-diaminobenzidine, Sigma
Aldrich-EUA) e 0,06 % de H,O, (Merck-Alemanha). As diluigdes, tempos e anticorpos

secundarios utilizados em cada experimento estdo listados na tabela 3 abaixo:

Tabela 3: Anticorpos utilizados nos ensaios de “‘western blot™.

Anticorpo Diluigéao Fabricante Anticorpo Dilui¢do  Fabricante
primario secundario
Mouse-Anti- 1:500 BD Rabbit-Anti-Mouse- 1:1000 Molecular
Citocromo C Pharmingen HRP Probes
Mouse-Anti-Caspase 9 1:200 BD Rabbit-Anti-Mouse- 1:1000 Molecular
Pharmingen HRP Probes
Mouse-Anti-HSP70 1:500 Molecular Goat-Anti-Mouse-HRP  1:1000 Molecular

mitocondrial Probes Probes
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3.15.Inativagao de estoque de OROYV por radiagao ultravioleta

Um volume de 500pL do estoque de OROV P12.1 (volume suficiente para realizar
varios experimentos posteriores) foram aplicados a uma cavidade de uma placa de seis
cavidades, de modo que o contetdo ficasse bem espalhado na superficie da mesma. Esta placa
destampada foi colocada sobre gelo em um isopor aberto e exposta a luz ultravioleta
germicida com comprimento de onda de 254nm a uma distincia de aproximadamente Scm da
fonte (SHIH et al.. 2008), pelos tempos de 3 e 5 horas. Como controle negativo foram
utilizadas as mesmas condi¢des de incubagdo pelo mesmo tempo sobre gelo, porém sem ligar

a fonte de luz ultravioleta.

3.16.Ensaio de efeito de tempo de adi¢ao de cicloheximida sobre a replicacio de OROV

Neste experimento foi utilizada uma placa de 24 cavidades contendo células HeLa que
foram infectadas com o estoque de OROV P12.1 (M.O.I. = 10). A droga cicloheximida foi
acrescentada em tempos diferentes (incluindo antes da infecg¢do, concomitante a esta e em
tempos diferentes apds a mesma. A concentragé@o de cicloheximida utilizada foi de 20 pg/mL
em MEM contendo 2% de SFB. Foram aplicados 250 pL da droga de modo a cobrir toda a
monocamada. Inicialmente, a droga foi adicionada a cultura 1 hora antes da infecgdo e a placa
foi incubada por 1 h na estufa a 37°C. Em seguida, foi adicionado o estoque de virus em todas
as cavidades da placa (M.O.I = 10), diluido em meio MEM com 2% de SFB. Neste mesmo
momento. foram adicionados 250ul. da droga na cavidade correspondente ao experimento do
tempo Oh (virus adicionado junto com a droga). A placa foi deixada sob leve agitagdo na
cémara fria por uma hora para ocorrer a adsorgdo das particulas virais a superficie das células
e depois de transcorrido este tempo o meio de cultura de cada cavidade foi trocado por 250uL
de meio fresco. exceto as cavidades dos tempos de -1h e Oh, que receberam meio contendo a
droga). A seguir, a intervalos apropriados (30 minutos. 1 hora. 1 hora e 30min, 2, 3, 4, 5. 6, 7,
8, 10, 12, 20, 24, 30 e 34 horas pds-infecgdo) a placa foi retirada da estufa e a droga foi
adicionada ao meio ja existente de modo a atingir concentragdo adequada e a placa foi re-
incubada por 36 horas, quando os conteudos de todas as cavidades foram coletados. Apds 36
horas o sobrenadante de cada cavidade da placa foi coletado e armazenado até a titulagdo de
OROV pelo método de TCIDsy. Neste momento as células ainda aderidas também foram

coletadas para analise da fragmentagdo de DNA (analise da populagdo Sub-G1). Apos coleta

do sobrenadante, utilizou-se 200 pL de Tripsina -EDTA para soltar as células ainda aderidas,
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que foram adicionados aquelas contidas no sobrenadante. Essa suspensdo celular foi
centrifugada a 1000xg por 10 minutos e os sobrenadantes foram armazenados em criotubos
(Corning-EUA) em nitrogénio liquido para ensaio posterior de titula¢do viral. O precipitado
obtido foi ressuspendido em 250ul. de etanol a 70% gelado e submetido ao protocolo de
marcag@o com iodeto de propideo para andlise da populagdo Sub-G1 de modo a determinar a

porcentagem de fragmenta¢do do DNA (ver protocolo em topico acima).

3.17.Inibi¢do de apoptose induzida por caspases: aplicacdo do inibidor de caspases Z-
VAD-FMK

O peptideo Z-VAD-FMK (Promega-EUA), um forte inibidor de pan-caspases, foi
utilizado na concentragdo de 40 uM (MARTIN et al., 2007). Para a realizagdo deste
experimento foi utilizada uma placa de 24 cavidades contendo células HelLa que foram
infectadas com OROV (M.O.I. = 10). O peptideo foi adicionado a cultura de células no
mesmo momento da infec¢do viral. Para cada cavidade da placa contendo a monocamada de
células Hel.a foram adicionados 200 pL de MEM suplementado com 2% de SFB contendo Z-
VAD-FMK na concentragdo adequada. Algumas cavidades da placa foram deixadas apenas
com meio de cultura MEM com 2% d¢ SFB como controles. Foi utilizado também DMSO
diluido 1:500 (Sigma Aldrich-EUA) como controle negativo, pois o inibidor de caspases vem
diluido nesta substéancia.

As monocamadas de células foram, em seguida, infectadas com OROV diluido em
MEM com 2% de SFB mais o inibidor z-VAD-FMK na mesma concentragdo, seguido
imediatamente por incubagdo em estufa de CO;, a 37°C. A placa foi deixada na estufa por 36
horas e depois coletada para determinagdo do titulo viral e da porcentagem de células com
fragmenta¢do do DNA. Primeiramente foi coletado o sobrenadante contendo células soltas, as
quais foram posteriormente misturadas as ainda aderidas, removidas por tratamento com 200
uL de Tripsina—EDTA. Estas células removidas com tripsina foram coletadas e adicionados
as contidas no sobrenadante e a seguir centrifugadas a 1000xg por 10 minutos. Os
sobrenadantes foram armazenados em nitrogénio liquido para serem utilizados para se realizar
ensaios de titulagdo viral. Em seguida o precipitado obtido foi ressuspendido em 250uL de
etanol a 70% gelado e submetido ao protocolo de marcagdo com iodeto de propideo para
analise da populagdo sub-Gl, de modo a determinar a porcentagem de células com

fragmentagdo do DNA.
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3.18.Clonagem e expressio da proteina nio estrutural do segmento menor de

Oropouche (OROYV NSs)

O método escolhido para a clonagem e expressdo da proteina ndo estrutural do menor
segmento de RNA gendmico de OROV (NSs) foi o sistema de clonagem e expressdo
Gateway (Invitrogen-EUA). Esse sistema baseia-se nas propriedades de recombinagdo sitio-
especifica do bacteriofago Lambda, as quais facilitam a integrag@o deste virus no cromossomo
de seu hospedeiro natural, a E. coli. A tecnologia Gateway utiliza esses sitios de
recombinagdes de Lambda (atf) para promover a transferéncia de seqiiéncias de DNA
heter6logas flanqueadas pelos sitios recombinantes atf entre diferentes vetores, dispensando,
desta forma, a utilizag@o de enzimas de restri¢do e reag¢des de ligacdo, permitindo clonagens e
sub-clonagens de fragmentos de DNA com maior facilidade e rapidez. Uma vez que o
fragmento de interesse € inserido no chamado vetor de entrada, este inserto pode facilmente
ser sub-clonado em diversos outros vetores disponiveis para expressdo em mamiferos, células
de insetos, bactérias e leveduras.

Para a utilizagdo desse sistema de clonagem foi indispensavel que o inserto a ser
colocado no vetor de entrada tivesse como uma caracteristica essencial a presenca dos sitios
de recombinagdo homologa que sdo denominados at/B1 e attB2, complementares aos sitios
attP1 e arP2 do vetor de clonagem. Por isso, foi necessaria a construgdo de iniciadores
(“primers”) para a amplificagdo do gene NSs que tivessem estas caudas especificas. Esses
“primers” foram sintelizados conforme a orientagdo do fabricante e possuem as seguintes
seqiiéncias:

“Primer” NSs Forward: 5’-G GGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC GAA
GGA GAT AGA ACC ATG GGG ATG TAC CAC AAC GGA CTA CATC-3".

“Primer” NSs Reverse: 5°-GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC CTA
GGT ATC CTG ACA GAC GGT G-3".

Observagdo: a regido sublinhada corresponde a sequéncia especifica complementar a fita de
RNA genomico de OROV. A regido sem o grifo corresponde & sequéncia do “primer”
referente a cauda com sitio para recombina¢do homologa.

Os iniciadores (“primers”) foram construidos para as regides codificadoras da proteina
NSs de OROV a partir de dados de seqiiéncias disponiveis no GeneBank (SAEED et al.,
2000) (NCBI BLAST Accession number AF164532.1).
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3.18.1.Extracio de acidos nucléicos de tecidos infectados por OROV

Hamsters sirios com 21 dias de vida foram infectados por via subcutanea com 10> de
virus Oropouche. Apds 15 dias, em média, os animais manifestaram sinais da infeccdo, e
entdo foram sacrificados e seus cérebros retirados em condi¢des adequadas, com uso de
material tratado com DEPC (Invitrogen-EUA). para evitar degradagdo de RNA. Em seguida,
este material foi macerado em meio contendo Trizol (Invitrogen-EUA) com o auxilio de um
homogenizador Power Gen 125 (Fisher Scientific-EUA) e em seguida submetido a extragéo
de RNA total por Trizol. de acordo com as especilicagdes do fabricante.

Para tanto, uma aliquota de 250 pL. de cada macerado de d6rgéo foi adicionada a 750
uL de Trizol e em seguida centrifugada a 12.000xg por 15minutos para separagdo das fragdes
ricas em RNA e fragdo com DNA e proteinas. A fragdo superior, rica em RNA, foi coletada e
extraida pela adig@o de S00uL de cloroformio (Merck-Alemanha), seguida de centrifugagéo a
12.000xg por 15minutos, e em seguida precipitada pela adicdo de S00uL de isopropanol
(Merk-Alemanha), seguido de centrifuga¢do a 12.000xg por 15minutos. O RNA precipitado
em isopropanol foi lavado com alcool 70% (Merck-Alemanha), secado e ressuspendido em
agua tratada com DEPC (Invitrogen-EUA) com 0,1% de RNAse OUT (Invitrogen-EUA).
Depois de extraido, o RNA total foi quantificado em espectrofotdometro (Biofotdmetro-

Eppendorf-Alemanha) pela leitura no comprimento de onda de 260nm.

3.18.2.Reac¢des de transcri¢io reversa e PCR

A partir de 300ng de RNA foi realizada a reagdo de transcri¢do reversa (RT) com
25pmol do “primer” NSs Reverse, que é complementar a por¢do terminal do gene de NSs do
segmento menor do virus Oropouche, iniciando a sintese da fita de cDNA. Para a reago de
RT foram utilizados 10ul do RNA extraido, 100U da enzima transcriptase reversa de alta
fidelidade IMPROM (Promega-EUA) e dNTPs a 10 mM (Invitrogen-EUA), incubadas por 1
hora a 37°C em termociclador (Eppendort-Alemanha). Em seguida, a transcriptase reversa foi
inativada a 95°C por 10 minutos.

Ap6s a obtengdo do cDNA. o material foi submetido a uma reag@o de PCR utilizando
1U da enzima Taq Polimerase High Fidelity (Invitrogen-EUA), acrescido de SuLL da solugéo
tampdo propria da enzima, 10mM de dNTP (Invitrogen-EUA), 50mM de MgCl2 (Gibco
BRL-EUA) e 10pmol de cada “primer™: NSs Forward e NSs Reverse. A rea¢do foi incubada



55

em termociclador por 35 ciclos de desnaturag@o, anelamento e extensdo. a 94°C por 1 minuto,

55°C por 1 minuto e 72°C por 3 minutos, respectivamente.

3.18.3.Eletroforese e eluicio do produto de PCR de NSs

Os produtos de PCR de tamanho esperado de 300 pares de base foram comprovados e
analisados por eletroforese em gel de agarose 1.5%. corados com brometo de etidio. Em
seguida, o fragmento dec interesse foi eluido do gel utilizando o kit Concert Rapid Gel

Extraction System (Gibco BRL-EUA) seguindo as especificagdes do fabricante.

3.18.4.Clonagem em vetor de entrada

O primeiro passo do processo de clonagem e expressdo de proteinas heterdlogas pelo
Sistema Gateway (Invitrogen-EUA) consistiu em gerar um produto denominado clone de
entrada. Este clone nada mais ¢ do que o vetor pDONR201 do sistema Gateway (Figura 5)
contendo como inserto o fragmento de PCR desejado. que no caso € o gene para NSs de
OROV, amplificado anteriormente. Nesta construgdo., o fragmento de interesse fica
flanqueado pelos sitios de recombinagdo homologa, o qual permite que e¢le posteriormente
seja retirado deste clone de entrada e transferido, também por recombinagdo homdloga, para
outros vetores.

O produto de PCR do gene NSs de OROV eluido e purificado do gel de agarose foi
clonado em vetor de entrada. Esse vetor (Figura 5) contém regides at/P1 e attP2
complementares as das caudas a#/B1 e at/B2 do produto de PCR. que auxiliam na entrada do
gene de interesse no plasmideo. () produto de PCR de NSs foi adicionado ao vetor vazio
pDONR201 (Invitrogen-EUA) através da enzima BP Clonase (Invitrogen-EUA) de acordo
com as especificagdes do fabricante. 300ng do produto de PCR foram adicionados a 2uL. do
vetor pPDONR201. Em seguida acrescentaram-se 4ul. da enzima BP Clonase e 4uL de solugdo
tampdo especifica (tampdo BP — Invitrogen-EUA) em um volume final de 20uL. Essa reagdo
foi incubada a 25°C por 1 hora. Deste modo. foi gerado um vetor de entrada contendo o

fragmento de PCR de interesse denominado pDNOR201-NSs.
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Figura S: Mapa do vetor pPDONR201 (Invitrogen-EUA). attP1 e attP2 sdo os respectivos sitios de
recombinagdo homodloga complementares as caudas dos “primers” utilizados para amplificar o gene
NSs.

3.18.5.Preparacio de bactérias E.coli DH10-f eletrocompetentes

A preparagdo de F.coli DH10-f eletrocompetentes, utilizadas para a clonagem do
vetor de entrada pPDONR201, foi feita através do seguinte protocolo: uma aliquota da bactéria
DHI10-p foi semeada por 12 horas a 37°C em SmL de meio de cultura LB (Gibco BRL-EUA).
Posteriormente, S00uL dessa cultura foram semeados em 100mL de meio LB até atingir
densidade 6ptica (ODggp) de 0.6, e a cultura resultante foi resfriada em gelo por 15 minutos e
centrifugada a 5.000xg por 10 minutos. O precipitado resultante foi ressuspendido em 50mL
de agua MiliQ gelada e centrifugado a 5.000xg por 20 minutos a 4°C. Esse procedimento foi
repetido trés vezes. Na quarta e ultima vez, o precipitado foi homogeneizado e centrifugado
em 50mL de glicerol 10% gelado (Invitrogen-EUA). Apo6s a ultima centrifugagdo, o
precipitado foi ressuspendido em 500uL de glicerol 10% gelado. O material resultante foi
aliquotado em volumes de 50uL e estocado em freezer a -70°C. Essas bactérias foram usadas

para transformag#o por eletroporagéo até uma semana depois de preparadas.
3.18.6.Transfec¢do de bactérias DH10-p competentes por eletroporagio

Para a eletroporagcdo das bactérias DHI10-p eletrocompetentes com o vetor
pDNOR201-NSs, foram adicionados S0uL. de células eletrocompetentes a 2 ulL do vetor, em
cubetas de eletroporagdo de 2mm (Biorad-EUA). Esse material foi eletroporado em um
eletroporador Biorad Gene Pulse (Biorad-EUA) nas seguintes condigdes: voltagem de 12,5

KV/cm, capacitincia de 25uF e resisténcia de 200 Q. O material eletroporado foi inoculado
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em ImL de meio SOC (Invitrogen-EUA) e incubado a 37°C por 1 hora. Em seguida o
material foi centrifugado a 2.000xg por 2 minutos a 4°C. O precipitado resultante foi
plaqueado em meio seletivo LB Agar (Gibco BRL-EUA) com 50pg/mL de kanamicina e a
37°C por 24 horas.

3.18.7.Extracio Plasmidial, PCR e sequenciamento dos clones de entrada pDONR201-
NSs

A extrag@o plamidial, PCR e sequenciamento foram realizadas para algumas coldnias
que cresceram apos a eletroporagdo. As colonias escolhidas foram cultivadas por 12 horas em
meio LB liquido com 50pg/mL de kanamicina. Em seguida esse material foi centrifugado a
2.000xg por 2 minutos e o precipitado resultante foi submetido a uma extra¢do plasmidial por
lise alcalina (“miniprep”).

Nesse procedimento, o precipitado de bactérias foi ressuspendido e incubado por 5
minutos em 200uL de solugdo tampdo de lise (glicose a SOmM, Tris-HCl-pH 8.0 a 25mM,
EDTA 10mM e lisozima a 4mg/mL). Apds esse tempo, foi acrescentada a essa mistura 400pL
de uma solug¢do alcalina fresca (0.2N NaOH, 1% SDS). Essa solugdo foi, entdo, incubada em
gelo por 5 minutos e foi adicionada a ela 300 pL. de uma solugéo de acetato de amonio para a
precipitacdo «as proteinas, de RNA de alto peso molecular e do DNA cromossomal. Apds
centrifugacdo a 10.000xg por 3 minutos, o sobrenadante foi coletado e acrescido de S00uL de
isopropanol. A precipitagdo do plasmideo ocorreu apods incubagdo por 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugagdo a 12.000xg por 20 minutos. O precipitado resultante foi,
entdo, lavado com etanol 70%, centrifugado e ressuspendido em SOuL de solugdo Tris-EDTA
(Invitrogen-EUA). Em seguida os produtos dos “minipreps” foram quantificados por
espectrofotometria.

Todos os clones de NSs no vetor pPDONR201 que foram submetidos a extragéo
plasmidial por lise alcalina tiveram o produto dessa extra¢do confirmado por PCR e
sequenciamento automatico. As rea¢Ges de PCR foram realizadas com os “primers”
especificos para o gene NSs descritos acima, seguindo o mesmo protocolo, e também com um
par de “primers” para uma regido flanqueadora ao inserto denominados SeqLA e SeqLB,
cujas seqliéncias estdo presentes no manual do fabricante (SeqLA: 5’-TCG CGT TAA CGC
TAG CAT GGA TCT C-37; SeqLB: 5'-GTA ACA TCA GAG ATT TTG AGA CAC GGG
A-3"). A temperatura de anelamento usada para a amplificacio com os primers SeqLA e

SeqLB foi de 55°C.
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Aqueles clones que tiveram PCR positivo e do tamanho esperado (aproximadamente
300pb) foram seqiienciados com o objetivo de se verificar a integridade do inserto e o seu
posicionamento dentro do vetor. Para tanto foram utilizados o BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems-EUA) e um seqlienciador automatico de DNA (ABI
Prism 377 DNA) utilizando os primers SeqLA e SeqLB. Essas reagdes de sequenciamento
foram montadas com 10pmol de um dos “primers”, 3uL de tampéo, 1 uL de BigDye e 300ng
de plamidio. O ciclo utilizado no termociclador foi o seguinte: um passo de 95°C por 3
minutos seguido por 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 4

minutos.

3.18.8.Transferéncia do fragmento de interesse (NSs) do vetor de entrada pDONR201

para o vetor de expressao

Os clones pDONR201-NSs seqiienciados tiveram entdo seus insertos transferidos para
vetores de expressdo com o objetivo de se realizar a expressdo desta proteina em células de
mamiferos (células HelL.a).

O vetor de expressdo escolhido foi o pcDNA3.2-VS (Invitrogem-EUA), também
pertencente ao sistema Gateway, o qual apresenta uma “tag” do epitopo V5 localizada na
posi¢do C-terminal em relag@o ao inserto (Figura 6). Deste modo, a proteina sintetizada é
conjugada a esse peptideo de 14 aminoacidos denominado VS, o que € importante para se
detectar a proteina em “western blot” e também imunofluorescéncia para saber se ela foi
corretamente expressa.

Para transferir o inserto NSs do vetor de entrada (pDONR201) para o vetor de
expressdo (pcDNA3.2) foi realizada reag¢do de recombinag@o homologa mediada pela enzima
LR Clonase do sistema Gateway (Invitrogen-EUA). A reagdo de transferéncia do inserto para
o vetor de expressdo foi realizada com 2uL do clone de entrada (aproximadamente 300ng),
1ul do vetor de destino (pcDNA3.2) e 2ul. da enzima LR Clonase (Invitrogen-EUA) na
presenga da solugdo tampé@o especifica da enzima Tampdo LR (Invitrogen-EUA). Essa reagéo
foi incubada a 4°C por 12 horas. O produto dessa rea¢do foi utilizado para realizar a
transformagdo de bactérias DHI0-§ por eletroporagdo, conforme descrito anteriormente, e a
selecdo dos clones positivos foi leita pelo crescimento em LB-Agar com SOug/mL de
ampicilina (Gibco BRL-I:UJA). As coldnias resultantes foram crescidas em SmL de meio LB,
e foram submetidas a extracdo plasmidial por lise alcalina conforme descrito anteriormente.

Para confirmacdo da clonagem, todos os clones foram submetidos a reagdo de
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sequenciamento automatico com “primers” especificos para o gene alvo (NSs). Apos a
confirmagdo dos clones através desse procedimento, os vetores de expressdo foram

denominados pcDNA3.2-NSs.

L G |

Figura 6: Mapa do vetor pcDNA3.2-VS$ onde foi transferido o inserto de NSs. atfR1 e attR2 sdo os
respectivos sitios de recombinagdo homdloga complementares & regido de recombinagdo homoéloga
attlLl e a2 presente no vetor de entrada pDONR201-NSs. Pcmv é o promotor do virus
citomegalovirus, necessario para expressdo em células eucaridticas.

3.18.9.Transfec¢io de células HelLa com vetor de expressido

Para realizar a transfec¢do de células HeLa com o vetor de expressdo, foi efetuada
eletroporacéo utilizando o aparelho Gene Pulser Xcell Electroporation System (Biorad-EUA).
Para tal, foram utilizadas células HeLa mantidas em cultura com meio MEM com 10% de
SFB, em frascos de 75cm? No momento da eletroporagdo elas foram tratadas com tripsina-
EDTA e depois que se soltaram da garrafa, elas foram ressuspendidas em 4mL de meio MEM
sem soro no proprio frasco. Em seguida, 800ul de suspensdo de células foram aplicados em
cubetas de 4mm proprias para eletroporagdo (Biorad-EUA) e foram adicionados 30ug de
vetor. As cubetas foram entdo mantidas em temperatura ambiente e levadas ao aparelho logo
em seguida. As condigdes da eletroporagdo foram as seguintes: voltagem de 260V,
capacitancia de 850uF e resisténcia de 7200hms.

Como controle positivo para certificar que a eletroporagdo ocorreu adequadamente foi
utilizado o vetor peGFP, que expressa a proteina verde fluorescente (GFP). Ademais, foi
utilizado o mesmo vetor pcDNA3.2 contendo o gene da cloranfenicol acetil transferase
seguido da “tag” de V5, denominado (pcDNA3.2-GWCAT) (Invitrogen-EUA) como controle

da expressdo e detecgdo da proteina (Figura 7).
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Foram realizadas eletroporagdes com os seguintes vetores e controle negativo:
1.células na presenga do vetor controle pcDNA3.2-GWCAT.
2.c€lulas na presenca do vetor pcDNA3.2-NSs.
3.células na presenga do vetor eGFP (para mostrar que a eletroporagéo deu certo)
4.células eletroporadas somente com meio, sem adigdo de nenhum vetor.

Apos a eletroporagéo, as células foram coletadas das cubetas e transferidas para uma
placa de 24 cavidades. Depois de 12 horas o meio sem soro que estava sendo utilizado foi
trocado por meio com 10% de soro. No tempo de 24 horas apds a eletroporagéo as células
foram analisadas quanto & presenga de efeito citopatico por microscopia Optica e em seguida
foram coletadas e submetidas aos protocolos de imunofluorescéncia para detectar presenga da

proteina heterélogada conjugada com o epitopo V5, e analise de fragmentagdo de DNA por
TUNEL e analise da populagéo subG1 por FACS.

L doe H car Hae2 BRLvs coone[ ]

pcDNA"/VS/
GWICAT

Figura 7: Mapa do vetor controle pcDNA3.2-GWCAT (Invitrogen-EUA).

3.18.10.Imunofluorescéncia indireta para detec¢iio de proteina recombinante NSs-V5

ApOs a eletroporagdo de células HeLa com os vetores pcDNA3.2-NSs, pcDNA3.2-
GWCAT e peGFP, estas células foram cultivadas sobre laminulas de 24 milimetros de
didmetro em placas de 24 cavidades contendo meio MEM com 10% de SFB e incubadas em
5% de CO; a 37°C. Depois de 24 horas as laminulas contendo as monocamadas de células
HeLa foram imediatamente processadas por imunofluorescéncia.

Todos os passos a seguir foram realizados a temperatura ambiente. Inicialmente as
células nas laminulas foram fixadas em paraformaldeido a 2% (Sigma Aldrich-EUA) diluido
em PBS, por 10 minutos, € em seguida, lavadas com PBS. Depois, as laminulas foram

incubadas em PBS contendo 0,1 M de Glicina (Vetec-Quimica Fina-Brasil) por 10 minutos.
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Decorrido este periodo as laminulas foram lavadas em PBS e permeabilizadas com 0,3% de
Triton X-100 (Sigma Aldrich-EUA) em PBS por 15 minutos, a seguir lavadas em PBS e os
sitios de ligagdo de anticorpos inespecificos foram bloqueados através de incubagdo por 1
hora com 1% de soro-albumina bovina-BSA (Sigma Aldrich-EUA) e anticorpo IgG de
jumento diluido a 1/1000 (Jackson Immunoresearch-EUA). Apds nova lavagem em PBS, as
células nas laminulas foram incubadas por 1 hora em PBS contento 1% de BSA adicionado
do anticorpo primario mouse-anti V5 (Invitrogen-EUA) na diluigdo de 1:500. Em seguida foi
realizada nova lavagem e incuba¢@o por 45 minutos com o anticorpo secundario diluido 1:500
em PBS, acrescido de 1% de BSA. Foi utilizado anticorpo de jumento anti-camundongo
conjugado com Alexa 488 (Molecular Probes/Invitrogen-EUA). Por fim, as laminulas foram
lavadas em PBS, montadas invertidas com Fluoromount-G Slide Mounting Medium (Electron
Microscopy Sciences-EUA) em ladminas de microscopia, seladas e estocadas a 4°C. Em
seguida o material foi examinado e imagens foram adquiridas em microscopio de

fluorescéncia (Olympus Modelo BX40-EUA).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.Resultados e Discussido

O primeiro passo do presente trabalho foi detectar se culturas de células HeLa
infectadas pelo virus Oropouche apresentavam morfologia tipica de células em apoptose. O
estoque de OROV (106’75 TCIDsg/mL) inoculado em células HeLa com M.O.I. de 10, induziu

depois de 36 horas o efeito citopatico observado na figura 8.

B C

Figura 8: Monocamada de células HelLa observada em microscopia dptica (aumento de 10X).

A) Cultura de células HeLa néo infectadas observada apds 48 horas de incubagido em estufa a 37°C.

B) Cultura de células HeLa infectadas com OROV (M.O.1. = 10) observada apods 36 horas de infecgéo.
C) Cultura de células HeLa infectadas com OROV (M.O.1. = 10) observada apos 48 horas de infecgdo.

No tempo de 36 horas apos a infecgdo com OROV (Figura 8B), foi possivel observar
muitas células com morfologia arredondada, indicando perda de contato com a superficie da
garrafa de cultura e aproximadamente 70% das células soltas, enquanto que no tempo de 48
horas apds a infec¢do praticamente todas as células se soltaram do substrato (Figura 8C). A
andlise da curva de replicagdo de OROV (Figura 2) mostra que o pico de produgdo de virus se
dé4 por volta de 30 horas apds a infecgdo, o que coincide com o efeito observado aqui no
tempo 36 horas. A presenga de OROV nessas células foi confirmada por imunofluorescéncia

utilizando MIAF (fluido ascitico imune de camundongo) anti-OROV (Figura 9).

- : : |

Figura 9: Imunofluorescéncia de células HeLa infectadas por OROV (M.O.I. = 10) analisadas 24 (B) e
36 horas (C) apds a infecgdo. Foi utilizado como anticorpo secundério um anti-mouse conjugado com
FITC. Células ndo infectadas (A) mostram apenas a coloragdo vermelha de fundo resultante do Azul
de Evans (aumento: 10X).
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O primeiro indicio de que células HeLa infectadas com OROV entram em apoptose foi
observado durante analise por microscopia de fluorescéncia de células tratadas com o
intercalante de DNA iodeto de propideo e o corante de DNA fluorescente Hoechst 33342.
Este ensaio foi realizado com células ainda vivas, sem passar pelo processo de fixag¢do (Figura
10). O intercalante de DNA iodeto de propideo emite uma fluorescéncia vermelha (562-
588nm) quando excitado e é excluido das células vivas, cujas membranas integras sdo a ele
impermeaveis. Desta maneira, ele detecta células que ja estdo mortas (necrose). O corante de
DNA Hoechst 33342 emite uma fluorescéncia azulada (461nm) e penetra na célula por um
processo ativo, corando o nucleo de células viaveis ou em estagios ndo muito avangados de
apoptose.

Observou-se que 36 horas apos a infecgdo por OROV haviam células em necrose
(nucleos vermelhos), algumas células intactas viaveis (nucleos azuis integros) e células com o
nucleo se fragmentando em varias por¢des, o que indica formagdo de corpos apoptoticos,

evento caracteristico de células em estado avangado de apoptose (Figura 10A).

Figura 10: Células HeLa infectadas por OROV (M.O.I. = 10). A) Células coradas com Hoechst 33342
(azul) e iodeto de propideo (vermelho) analisadas 36 horas apods a infecg@o. A seta indica uma célula
com nucleo fragmentado. B) Células marcadas com Hoechst 33342 e diacetato de fluoresceina (verde)
analisadas 24 horas apds infec¢do. C) Detalhe de uma célula com pronunciadas invaginagdes na
membrana (“blebbing”). (aumento: 40X).

Foram observadas também a formag&@o de proje¢des e invaginagdes (“blebbings™) na
membrana da célula, 24 horas apds a infecgdo por OROV (Figuras 10B e 10C), visualizadas
através do uso de diacetato de fluoresceina, um substrato ndo fluorescente que € incorporado

por células viaveis e a seguir hidrolisado por acetil esterases celulares, que o transformam

num composto fluorescente verde retido no citoplasma da célula. Esta € uma caracteristica
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cujo surgimento € mais precoce durante o processo de apoptose do que a formagé@o de corpos
apoptoticos (Figura 10B e 10C).

A freqiiéncia de células cujos nucleos apresentaram morfologia caracteristica de
apoptose foi determinada através da contagem visual de 500 células infectadas por OROV e
coradas com Hoechst 33342 nos tempo 12, 24 e 36 horas apds a infecgdo. Esta freqiiéncia foi
denominada de indice apoptodtico. A porcentagem de células em apoptose obtida através dessa

contagem foi de cerca de 5% em 24 h apos a infec¢do, subindo para 30% apds 36 horas

(Figura 11).
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Figura 11: Determinagdo do indice Apoptdtico: porcentagem de células HelLa infectadas por OROV
que apresentavam morfologia caracteristica de célula apoptotica através da andlise de coloragdo do
nicleo por HOECHST33342 e analisadas em microscopia de fluorescéncia. Os controles negativos
(C-) sdo células HeLa ndo infectadas e o controle positivo (C+) foi uma cultura de células HelLa
tratada com 0,25pg/mlL. de actinomicina D. * indica diferenca estatisticamente significante entre
OROV 36h e (-36h, de acordo com o teste T (p=0,0017).

Como controle positivo nos experimentos de andlise de apoptose foi utilizada
actinomicina D, que € um antibidtico isolado de Streptomyces, que se liga a porgdes ricas em
GC do DNA nos complexos de iniciagdo da transcricdo, impedindo a ligacdo da RNA
polimerase e ativando apoptose. Nos experimentos seguintes esta droga foi utilizada como
indutora de apoptose na concentragdo de 0,25 pg/mL. Esta concentragdo foi determinada
através de ensaio de viabilidade celular em células Hela tratadas com diferentes

concentragdes da droga (0; 0,25; 0,5: 1.0 e 2,0pg/mL) (Figura 12).
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Figura 12: Ensaio de viabilidade celular em células Hel.a tratadas com diferentes concentragdes da
droga actinomicina D (0.1: 0.25; 0.5: 1,0 e 2,0pug’'mL). No tempo de 24 horas ap6s a adi¢@o da droga
as células foram coletadas e a viabilidade foi determinada utilizando o corante azul de tripan e
contagem das células viaveis realizada em camara de Neubauer. C-: cultura de células HeLa sem
adig@o da droga.

A concentragdo de actinomicina D escolhida para uso nos experimentos (0,25pg/mL)
manteve em torno de 60% das células viaveis (Figura 12), ao contrario de concentragdes
maiores, que provocam a morte de mais da metade das células (50% de células viaveis para
0.5pg/mL. 40% para 1,0pg/mL e 20% para 2,0pg/mL). Esta concentragdo € adequada para a
analise de alteragdes morfologicas e biogquimicas ocorridas em células em apoptose.

O Comité de Nomenclatura em Morte Celular (NCCD), (KROEMER et al., 2009)
considera a clivagem do DNA da célula entre os nucleossomos, denominada de fragmentagao
do DNA, um importante marcador de morte celular por apoptose, j& que ela ndo € observada
em outros tipos inespecificos de morte celular, tal como a necrose. Esta fragmentagdo ocorre
através da acdo de uma DNAse especifica (CAD) que ¢ ativada quando sua subunidade
reguladora (ICAD) € clivada pela uc¢do de caspases. Desta forma. este fenOmeno pode ser
considerado um importante marcador de morte celular por apoptose e tem sido utilizado em
muitos estudos do processo de apoptose induzida por virus
(ROULSTON;MARCELLUS;BRANTON. 1999). O método mais empregado para visualizar
a clivagem do DNA ¢ a anélise do DNA celular extraido e submetido a eletroforese em gel de
agarose, sendo possivel a observagdo de bandas de tamanhos variiveis, com diferengas de

tamanhos constantes. correspondendo a organizagido dos nucleossomos, que recebe o nome de

escada de DNA (DNA *ladder™).
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Figura 13: Eletroforese em gel de agarose 1,5% mostrando o padrdo de bandas em escada (“ladder”)
resultado da fragmentagdo do DNA de células HelLa infectadas pelo virus Oropouche. Controle
positivo (C+): células tratadas com actinomicina D (0,25pg/mL) analisadas ap6s 24 horas de
tratamento. Controle negativo (C-): células ndo infectadas submetidas & mesma analise. Na primeira
coluna do gel foi aplicado o marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb DNA Ladder (Fermentas
Life Sciences-EUA).

Foi detectada fragmentagdo de DNA a partir de 24 horas apés infecgdo, com
intensidade maxima as 36 horas p.i. (Figura 13). Tanto no controle negativo (células HeLa
ndo infectadas) quanto em células analisadas 12 horas ap6s a infecgdo, ndo foi possivel
detectar fragmentagdo consideravel, o que indica que nesse tempo o DNA ndo estd
fragmentado e as células ainda ndo estio em apoptose ou, ainda, que esta ocoreu em
quantidade indetectavel pelo método.

Como pode ser percebido na figura 13, foram escolhidos quatro tempos distintos para
se estudar o processo de apoptose ao longo da replicagdo do virus Oropouche: 12, 24, 36 ¢ 48
horas apds a infecgdo. A escolha desses tempos foi feita baseada na curva de replicagdo do
virus Oropouche em células HeLa usando M.O.1. = 10 (SILVA, 2008) (Figura 2). A analise
da curva indica que comega a ocorrer liberagdo significativa de progénie viral a partir de 10
horas pods-infecgdo e que o pico de liberagdo de virus se da apos 30 horas. Desta maneira, 12
horas pode ser considerado um tempo precoce no ciclo do virus e 48 horas um tempo tardio,

em que muitas células ja se encontram rompidas e visivelmente mortas.
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Para a detec¢do da fragmentagdo do DNA que ocorre durante o processo de apoptose
em células infectadas por OROV, foi realizado também o ensaio de TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end-labeling), um método bastante difundido em
estudos de analise de morte celular programada (KROEMER et al., 2009). Neste ensaio a
enzima terminal transferase catalisa a adigdo de dUTPs marcados com rodamina em
fragmentos de DNA que possuam extremidades 3°-OH livres. Tais extremidades sdo geradas
quando o DNA ¢€ clivado por endonucleases durante o processo de apoptose. Nos tempos 12 e
36 horas apos a infecgdo, laminulas contendo monocamadas de células HelLa foram fixadas
com paraformaldeido e em seguida submetidas ao ensaio de TUNEL e a imunofluorescéncia
indireta para OROV. As células foram observadas por microscopia de fluorescéncia (Figura
14).

Enquanto em uma monocamada de células FlelLa nédo infectadas o ensaio de TUNEL
ndo mostra fragmentagdo nuclear significante (Figura 14A), uma cultura tratada com
0.25pg/mL de actinomicina D e analisada apds 24 horas, € possivel ver muitas células
TUNEL-positivas, indicando pronunciada fragmentagdo do DNA (Figura 14B). Em
monocamadas examinadas 12 horas ap0Os a infecgdo por OROV, nédo foi possivel detectar
marcacdo evidente, mostrando padrdo de fragmentagdo de DNA semelhante ao do controle
negativo (Figura 14C). Tal observa¢do confirma que as 12 horas pds-infec¢do ainda ndo €
possivel detectar fragmentagdo nuclear significante. O ensaio de TUNEL mostrou que 36
horas apds a infecgdo praticamente todas as células infectadas por OROV encontraram-se em
avancada apoptose, conforme ficou evidente pela sobreposi¢do das imagens da
imunofluorescéncia anti-OROV (verde) com a do ensaio de TUNEL (vermelho) (Figura 14D-
sobreposi¢@o). Ndo foi possivel detectar fragmentacdo de DNA pelo método de TUNEL apos
24 horas de infec¢do e a andlise destas células por este método 48 horas apds a infec¢do ndo
foi eficiente, pois as células encontram-se jaé num estagio bastante tardio de morte celular,

com morfologia bastante comprometida e poucas células estdo ainda aderidas & monocamada.
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Figura 14: Monocamada de células HeLa infectadas por OROVsubmetidas ao ensaio de TUNEL
(vermelho) e a imunofluorescéncia indireta contra 0 OROV (verde). Aumento de 40X. A) controle
negativo 36 horas. B) Controle positivo 24 horas (actinomicina D 0,25ug/mL). C) OROV 12 horas. D)
OROV 36 horas.

A fragmentagdo do DNA de células em apoptose pode ainda ser observada através de
outro método bastante eficiente e rapido de ser realizado, que consiste na analise do ciclo
celular com enfoque na populagdo de células que estdo com os nucleos fragmentados,
denominada populagdo Sub-G1 (NICOLETTI et al., 1991). Esta andlise do ciclo celular €
realizada por citometria de fluxo (FACS) através da marcagdo do DNA com iodeto de
propideo, o que revela trés populagdes distintas de células denominadas de acordo com a fase

em que se encontram dentro do ciclo (Figura 4). O eixo X do grafico representa a intensidade

da fluorescéncia do iodeto de propideo lida pelo aparelho de FACS, que corresponde a
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quantidade de material genético presente na célula. Por outro lado, o eixo Y representa o
numero de células contadas pelo aparelho. Em uma dada cultura de células, a populagio
maior de nutcleos € a que possui uma quantidade normal de material genético (n/populagdo
G0/Gl), e € mostrada como um pico pronunciado. Nucleos com o dobro do material genético
(2n/populagdo G2/S) sdo revelados através do método como um pico mais a direita no gréfico,
com o dobro da marcagdo de iodeto de propideo. E, por tiltimo, nicleos fragmentados, com
uma quantidade de material genético menor que o normal (menor que n) sdo revelados por
este método como um pico com menor intensidade de iodeto de propideo, marcados no
grafico como a por¢do M1 (Figura 15). Esta populagdo de células recebe o nome de
populagdo Sub-G 1 (NICOLETTI et al., 1991).

Confirmando resultados dos outros ensaios, na anélise da populagdo Sub-Gl ficou
evidente que, apds 36 horas da infec¢do de células Hela pelo virus Oropouche, ocorre
acentuado grau de fragmentagdo de DNA. indicando que ocorreu apoptose nestas células
(~75% das células apresentam fragmentacdo do DNA) (Figura 15B). Novamente, a anélise
feita 12 horas apods a infec¢g@o mostrou que ndo ocorreu fragmentagdo expressiva do DNA
(~5% do total de células). No entanto, por este método foi possivel verificar que 24 horas
apos a infec¢do, em torno de 30% das células tinham seus nicleos fragmentados (Figura
15B), o que ndo foi possivel ver com o ensaio de TUNEL (Figura 14). No tempo de 48 horas,
mais de 90% das células apresentaram nucleo fragmentado. e esta porcentagem corresponde a
células que ja se soltaram da monocamada. de acordo com observagdes feitas por
microscopia.

Este resultado indica que a analise da populagdo Sub-Gl através do uso de iodeto de
propideo com leitura por citometria de fluxo. produz resultados semelhantes aos obtidos pelos
outros ensaios. Assim, é possivel concluir que este ¢ um método eficiente para se analisar a
fragmentacdo do DNA de células em apoptose. Por ter um custo menor para se realizar se
comparado ao ensaio de TUNEL e requerer menos tempo de realizagdo do que a analise por
eletroforese em gel de agarose (“ladder” de DNA), esta metodologia foi adotada nos

experimentos posteriores.
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Figura 15: Cultura de células HeLa infectadas por OROV analisada em diferentes tempos apds a
infecgdo. A) Analise da porcentagem de células com fragmentagio do DNA por citometria de fluxo.
Os controles negativos (C-) s@o culturas de células ndo infectadas. M1 representa a populagio de
células sub-G1, com material genético fragmentado. B) Representagéio gréafica das porcentagens de

populagdo sub-G1 do painel A em trés diferentes experimentos. C+) células tratadas com 0,25pg/mL
de actinomicina D.
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A analise das células infectadas pelo virus Oropouche através dos trés métodos usados
revela que ha um evidente aumento da quantidade de células com nicleos fragmentados
conforme se aumenta o tempo apds a infeccdo. Esta fragmentag@o, fruto da digestdo do DNA
por endonucleases ativadas especificamente durante a via de apoptose, ¢ um marcador para
deteccdo de células apoptoticas. A progénie de OROV comegou a ser detectada a partir de 10
horas apos a infec¢do (Figura 2), quando a fragmentagdo de DNA induzida pelo virus ainda
ndo estava evidente (Figuras 13, 14 e 15). Na analise feita 24 horas apos a infec¢do, foi vista
discreta fragmentagdo. conforme detectada por fragmentagdo de DNA (Figura 13) e analise da
populagdo sub-G1 (Figura 15). Neste tempo a quantidade de virus que esta sendo liberada da
célula é grande (Figura 2), e comegcam a aparecer os primeiros sinais morfologicos de
apoptose, incluindo a invaginacéo (“blebbing™) da membrana das c€lulas (Figura 10B e 10C).
A producdo de progénie viral atinge o maximo apds 30-36 horas de infeccdo (Figura 2),
coincidindo com intensa fragmentagdo do DNA (Figuras 13, 14 e 15), e importante efeito
citopatico (Figura 8B).

Esses resultados mostram que a liberagdo da progénie viral ocorre antes da morte
celular por apoptose, o que indica um modo de replicagdo rapido e eficiente que se completa
antes do desfecho final do processo de apoptose. E possivel que. ao induzir apoptose nas
células infectadas, os virus possam escapar do sistema imune do hospedeiro, uma vez que néo
ha indugdo de resposta inflamatoria (KOYAMA et al., 2000). Outros virus de RNA induzem
apoptose € mesmo assim produzem progénie de modo eficiente. antes que seja finalizada a
morte celular. Resultados semelhantes aos obtidos no presente estudo foram obtidos com o
virus influenza, com pico de produgdo de progénie ocorrendo em torno de 6 horas, enquanto
que o pico de fragmentagdo de DNA ocorreu 8 horas apos a infeccdo (KUROKAWA et al.,
1999).

Durante a apoptose, uma caracteristica marcante ocorre na membrana plasmatica da
célula: residuos de fosfatidilserina, o fosfolipideo ani6nico mais abundante da membrana
plasmatica, comumente localizados na face interna da membrana, passam a ser expostos na
face externa da mesma. A exposi¢do desses residuos carregados negativamente € um
importante sinal para que os macrotagos reconhegam estas células e efetuem sua remogéo por
fagocitose antes que a integridade da membrana plasmatica seja comprometida
(HENGARTNER, 2000).

Um método eficiente para detectar estes residuos de fosfatidilserina expostos na face
externa da membrana da célula durante a apoptose € a utilizacdo de Anexina V, uma proteina

bastante conservada que tem alta afinidade por residuos de fosfatidilserina. No presente
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estudo foi utilizada Anexina V conjugada com rodamina presente no Kit Dual Apoptosis

Assay (Biotium Inc.-EUA), seguida de visualizagdo em microscopia de fluorescéncia (Figura
16).

Anexina V DAPI

Figura 16: Culturas de células HelLa infectadas com OROV examinadas em diferentes tempos pds-
infecg@o para presenga de residuos de fosfatidilserina, utilizando Anexina V conjugada com rodamina
(Kit Dual Apoptosis Assay - Biotium Inc.). (Aumento de 40 x). A) Cultura de células nio infectadas
analisadas apos 24 horas. B) Cultura de células tratada com 0,25pg/mL de actinomicina D analisadas
apo6s 24 horas. C) Cultura de células infectadas por OROV analisadas ap6s 12 horas. D) Cultura de
c€lulas infectadas por OROV analisadas apds 24 horas. E) aumento de 100X para ver detalhe da
marcagdo na membrana da célula.
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Observou-se que 12 horas apos a infec¢do de células HelLa por OROV ja ocorre
migragdo de residuos de fosfatidilserina para a face externa da membrana plasmaética,
conforme revelado pela ligagdo da Anexina V (vermelho) a esses residuos (Figura 16). Em
detalhe € possivel ver um aumento de 100x destas células revelando a marcagdo na membrana
da célula, que € onde os residuos de fosfatidilserina se concentram (Figura 16E). Este ensaio
ndo € quantitativo, mas a analise visual de células 24 horas apos a infecgdo mostra um padrao
de marcagdo para anexina V bastante semelhante ao tempo 12 horas. Apds 36 e 48 horas ndo
foi mais possivel detectar esta marcagdo com eficiéncia. sendo a marcagdo semelhante a do
controle negativo (dados ndo mostrados).

A exposigdo dos residuos de fosfatidilserina é um fendmeno que ocorre no inicio do
processo de apoptose (FADOK:CHIMINI, 2001), dai esta ndo ter sido detectada em células
infectadas por OROV em tempos tardios como 36 e 48 horas apds a infec¢do. A exposi¢do
destes residuos funciona como um sinal para que as células em apoptose sejam reconhecidas
por fagocitos que fardo a sua remogdo, evitando, assim, a indugdo de resposta inflamatoria
que poderia ocorrer apds o rompimento da célula e o extravasamento de seu conteddo
citoplasmatico (SAVIL.I.:FADOK, 2000). Além disso, os residuos expostos de fosfatidilserina
inibem a ativagdo e matura¢do de células dendriticas e reduzem a resposta inflamatoria
induzida por macrofagos (HOFFMANNN et al., 2005). Deste modo, em modelo in vivo, o
processo de apoptose pode ser considerado importante para a disseminagdo da progénie viral
para células vizinhas, com redug¢do no acionamento da resposta inflamatoria.

O posicionamento normal de fosfatidilserina voltada para a face interna da mcmbrana
plasmatica ¢ mantido ativamente devido a agdo de proteinas denominadas translocases de
aminofosfolipideos, que catalizam o transporte destes residuos da face externa para a face
interna da membrana (WILLIAMSON:SCHLEGEL, 1994). Durante o processo de apoptose a
perda desta localizagdo de fosfatidilserina é resultado tanto da inibi¢do destas translocases
como da ativagdo de proteinas exportadoras de fosfatidilserina (SOARES;KING;THORPE,
2008). Este fendmeno resultante no presente trabalho da infec¢do pelo virus Oropouche, foi
também relatado como evento precoce na cascata de apoptose induzida por outros virus, tais
como influenza tipo A (WATANABE et al., 2002), HIV-1 (BANKI et al., 1998), herpes
simplex virus-1 GAUTIER;COPPEY;DURIEUX, 2003), vaccinia (MERCER;HELENIUS,
2008), e virus da doenga de Newcastle (RAVINDRA et al., 2009). Todavia, ja foi
demonstrado também que a exposi¢cdo de residuos de fosfatidilserina na face externa da
membrana plasmética pode ocorrer como conseqiiéncia indireta da replicagdo do virus na

célula (SOARES;KING:THORPE, 2008). Durante a replicagdo viral pode ocorrer aumento na
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concentragdo intracelular de Ca®*, o qual provoca a externalizagdo de fosfatidilserina pela
ativagdo direta de proteinas exportadoras de fosfatidilserina e inibigdo de translocases,
responsaveis por transferir esses residuos para a face interna da membrana
(SOARES:KING:THORPE, 2008). Portanto, tal fato poderia estar ocorrendo na inlec¢do por
OROV em células Hel.a. No entanto, o presente estudo mostra que este fendmeno esta
associado a outras caracteristicas importantes e especificas de células em apoptose, tais como
a fragmentagdo do DNA, a invagina¢do da membrana celular (“blebbing™) e a formag¢do de
corpos apoptdticos, o que diminui a possibilidade dessa exposi¢do dos residuos de
fosfatidilserina ser causada como consequéncia indireta da replicagdo do virus.

Durante a apoptose uma importante classe de moléculas € responsavel pela ativagédo da
cascata que levam as modificacGes bioquimicas e morfologicas caracteristicas de células
apoptoticas. Essas moléculas sdo proteases especificas ativadas durante a via de apoptose,
denominadas caspases. Uma das caspases mais importantes, e que encontra-se ativada na
maior parte dos processos de apoptose em mamiferos € a caspase 3, uma caspase efetora final,
que por este motivo ¢ um importante marcador de apoptose (HENGARTNER, 2000). Uma
maneira de se determinar se uma cultura de células estd em apoptose é detectar a agdo de
caspase 3 pela utilizagdo de substratos especificos que se tornam fluorescentes quando
clivados especificamente por esta caspase. Este é o caso do substrato (Z-Asp-Glu-Val-Asp)2-
rodamina 110-bisamida (Calbiochem), que apds a clivagem por caspase 3 se torna
fluorescente e pode ser detectado por citometria de fluxo.

No presente estudo foi verificado que uma cultura de células HelLa, infectada com
virus Oropouche (M.O.l. = 10), apresenta ativa¢do de caspase 3 em aproximadamente 25%
das células apds 12 horas de infeccdo, 98% depois de 24 horas e em torno de 70% apds 36
horas (Figura 17). Este experimento demonstra que a ativagdo de caspase 3 ja é observada
apods 12 horas de infeccdo, sendo que o pico maximo de ativag@o desta molécula se d4 apos 24
horas. E interessante notar que no tempo de 48 horas a ativagdo de caspase 3 nio foi detectada
em nenhuma das trés repeti¢cdes do experimento, o que pode ter ocorrido devido a esse ser um
tempo ja avangado no processo de apoptose, um tanto tardio em relag@o a ativagio de caspase
3. Como controle positivo foi novamente utilizada a droga actinomicina D na concentragio de

0,25pg/mlL.
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Figura 17: Ativagdo de caspase 3 detectada por citometria de fluxo utilizando o substrato fluorogénico
especifico para caspase 3 (Z-Asp-Glu-Val-Asp)2-rodamina 110-bisamida (Calbiochem). A) A linha
preta se refere ao controle negativo (somente células), e a linha vermelha se refere ao controle positivo
ou tratamento com o virus (controle positivo = actinomicina D 0,25ug/mL). O eixo X do grafico
representa a intensidade da fluorescéncia lida pelo aparelho de FACS, que corresponde & quantidade
de substrato clivado pela caspase 3, desta forma indicando indiretamente a atividade desta protease. O
eixo Y representa a porcentagem de c€lulas contadas pelo aparelho. B) Grafico com média e desvio
padrdo de trés repeti¢des do mesmo experimento.

Estudos realizados com outros virus da familia Bunyaviridae detectaram ativagéo de
caspase 3 em tempos tdo precoces quanto 12 horas apos a infecg@o. A andlise de apoptose
induzida pelo virus Punta Toro (Bunyaviridae — género Phlebovirus) em hepatdcitos em
cultura (células HepG2) revelou ainda uma acentuada ativagdo de caspase 3 em tempos tdo
tardios quanto 48 horas apds a infecgdo (DING et al., 2005). E valido relatar que este virus

tem pico de produgdo de progénie em torno de 24 horas apds a infecgdo de uma cultura de
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células. o que ¢ semelhante ao observado para o OROV. Foi mostrado também que os virus
Akabane e Aino (Bunvaviridue. género Orthobunyavirus), importantes arbovirus causadores
de infecgdes em bovinos. induzem apoptose em cultura de células Vero com marcante
ativag@o de caspase 3 em tempos como 72 horas apds a infecgdo (LIM et ul.. 2005).

A demonstrag@o de que caspase 3 encontra-se ativada em células infectadas pelo virus
Oropouche, enquanto que em células ndo infectadas ela se encontra inativa (Figura 17),
mostra que ela estd envolvida na apoptose causada por esse virus. A caspase 3 esta envolvida
na protedlise de um grande nimero de proteinas cclulares, resultando nas caracteristicas de
uma célula cm apoptose. Uma destas proteinas ¢ a ICAD (inhibitor of caspasc activated
DNAse), que é uma proteina inibidora da enzima CAD (caspase activated DNAse). Quando a
caspase 3 cliva ICAD. a DNAse se torna ativa e cliva o DNA nas rcgides entre 0s
nucleossomos, dando origem aos fragmentos de DNA que foram observados em células
infecatadas por OROV (Figuras 13. 14 e 15).

Sabe-se que a clivagem de pro-caspase 3. que da origem a caspase 3 ativa. ¢ fruto de
uma cascata que pode se iniciar de duas maneiras distintas. A primeira envolve a clivagem da
pro-caspase 8. resultante da ligacdo de um ligante de morte (por exemplo CID9SI. ou alguma
proteina viral, como gpl120 de HIV-1) a um receptor de morte na superticie celular (por
exemplo CD95, ou FAS). uma via que ¢ denominada de via extrinseca (HENGARTNER,
2000). A segunda via de ativag@o de caspase 3 envolve a mitocondria e pode ser acionada por
moléculas sinalizadoras de danos ao DNA. como p53, ou por proteinas pro-apoptdticas
expressas ou ativadas durante a replicagdo viral, tais como as proteinas Bad ¢ Bax da familia
Bcl-2. ou ainda diretamente por proteinas virais (EVERETT:MCFADDEN, 2001). Esta via ¢
didaticamente denominada via intrinseca. porém ela pode também ser acionada pela via
extrinseca em alguns casos via liga¢do da proteina Bid truncada na membrana da mitocondria.
devido a ag@o de caspase 8.

Portanto, para se caracterizar a via de morte celular induzida pelo virus Oropouche, a
via mitocondrial de ativagdo de apoptose foi investigada. Para tanto. foram analisadas as
modificagdes estruturais que ocorrem nesta organela durante a apoptose. Uma importante
modificag@o na estrutura da mitocdndria é o colapso do gradiente eletroquimico de sua
membrana. 0 que provoca uma altera¢io no potencial de membrana desta organela. E possivel
detectar esta despolarizagdo da membrana dia mitocondria em culturas de células em apoptose
através do uso de corantes catidnicos que se ligam a membrana da organela e que emitem um
padrao de fluorescéncia dependente de seu potencial. () corante JC-1 Mitoprobe (Molecular

Probes/Invitrogen-EUA) foi utilizado no presente trabalho. A carga negativa estabelecida pelo
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potencial de membrana intacto faz com vsta molécula lipofilica carregada positivamente
penetre na matriz mitocondrial, se acumulando e formando agregados que emitem uma
fluorescéncia vermelha (590nm) quando excitados. Deste modo. quando células saudaveis
ndo-apoptdticas sdo tratadas com esta molécula ela faz com que a mitocondria emita uma
fluorescéncia vermelha. Por outro lado, quando a célula estd em apoptose. o potencial de
membrana € prejudicado, fazendo com que o corante JC-1 ndo mais se acumule na matriz
mitocondrial. Nestas células esta molécula fica no citoplasma sem formar agregados, o que
faz com que emita uma fluorescéncia verde (525nm) quando excitada.

E possivel entdo detectar essa mudanca da emissdo de fluorescéncia vermelha para
verde, através da leitura de uma populagdo de células infectadas pelo virus, tratadas com o
corante JC-1. em aparelho de citometria de tluxo utilizando filtros especificos para os dois
comprimentos de onda (vermelho e verde) (Figura 18). O eixo Y do grafico representa a
intensidade da fluorescéncia vermelha lida pelo aparelho de FACS. que corresponde a
quantidade de células com a membrana da mitocondria apresentando polarizagdo normal. Por
outro lado, o eixo X represcenta a intensidade da fluorescéncia verde lida pelo aparelho, que
corresponde a quantidade de células com a membrana da mitocondria despolarizada.

Ap6s 12 horas da infec¢do com o virus Oropouche a despolarizagdo da membrana da
mitocondria foi tdo fraca (20.2% das células) quanto a do controle negativo (37%), o que
sugere que neste tempo ainda ndo haviam acontecido modifica¢des relevantes na estrutura
desta organela, como resposta a replicagdo do virus (Figura 18). No entanto. 24 horas apds a
infeccdo, mais da metade das células na cultura (61,.87%) apresentaram a membrana da
mitocondria despolarizada, sugerindo que a replicag@o do virus nessas celulas em 24 horas toi
suficiente para iniciar uma resposti de morte celular envolvendo a via da mitocondria. No
tempo de 48 horas. praticamente todas as cé€lulas (96.7%) estavam com a mitocondria
despolarizada. valor este bastante préximo ao controle positivo actinomicina D (89,025%)

(Figura 18).
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Figura 18: A) Analise da alteragdo do potencial de membrana da mitocondria utilizando o corante JC-
1 Mitoprobe (Molecular Probes-EUA) detectada por Citometria de Fluxo. O controle negativo foi uma
cultura de células ndo infectada, e controle positivo foi uma cultura tratada com actinomicina D

(0,25pg/mL). B) Grafico com os valores das médias e desvios padrdes obtidos em trés repeticdes deste
experimento.

Acredita-se que a despolarizagdo da membrana da mitocondria ocorra devido a agéo
de proteinas da familia Bcl-2 (DANIAL;KORSMEYER, 2004). As proteinas desta familia
apresentam dominios conservados e sdo tanto proteinas pré quanto anti-apoptéticas. Néo se
sabe ainda ao certo como essas proteinas levam a despolarizagdo da membrana da
mitocOndria, mas existem indicios de que proteinas pro-apoptéticas, tais como Bax, Bak ou
Bad, se agrupem na membrana externa da mitocondria levando a formagdo de poros,

causando, assim, a permeabilizagdo da membrana e, em conseqiiéncia, a perda do equilibrio
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do potencial de membrana desta organela. Como conseqiiéncia deste processo, ocorre a
liberagdo de citocromo ¢, uma proteina (ue funciona como co-fator para a ativagdo de outra
importante caspase, a caspase 9 (DANIAL:KORSMEYER. 2004).

Ja foi demonstrado que muitas proteinas virais promovem a permeabilizagdo da
membrana da mitocondria causando assim apoptose das células infectadas (GALUZZI et al.,
2008). Essas proteinas podem ser classificadas em dois grupos: o primeiro grupo inclui
fatores que se inserem dirctamente na membrana externa da mitocondria. Neste grupo
encontram-se, por exemplo, as proteinas 2C. do virus da encefalite avidria,
(LIU;WELKWANG, 2004), proteina HBx do virus da hepatite B (HENKLER ET AL., 2001)
e NS4A de hepatite C (NOMURA-TAKIGAWA et al., 2006), que se ligam a mitocondria e
causam a permeabilizagdo da membrana externa, facilitando a liberagdo dos fatores da
mitocoOndria que induzem apoptose. tais como citocromo ¢ e proteina Smac/Diablo. O
segundo grupo inclui fatores que promovem a permeabilizagdo indiretamente, através da
ativagdo de fatores do hospedeiro, como, por exemplo, a proteina 7a de SARS-coronavirus
(TAN et al., 2007), que se liga a proteina celular anti-apoptotica Bel-XL, inibindo, assim, sua
atividade.

A evidéncia de despolarizagdo da membrana da mitocondria em células Hela
infectadas por OROV, a partir de 24 horas de infecgdo, aponta para o envolvimento da
mitocOndria na cascata de apoptose acionada pelo virus. Portanto, esta via foi investigada de
modo a determinar se proteinas relacionadas a ela participam do processo de apoptose
induzida pelo virus Oropouche. A liberagdo de citocromo c¢ das mitocondrias para o
citoplasma ¢ um evento marcante para a ativagdo da cascata de apoptose. Para verificar este
processo. células Hela infectadas por OROV foram coletadas em diferentes intervalos de
tempos apos a infec¢do e submetidas a fracionamento celular, resultando na separa¢do de duas
porgdes: uma porgdo rica em mitocondria (HM) e outra depletada de mitocondria e rica em
proteinas do citoplasma (C). A por¢do HM foi entdo submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) seguida de “western blot” com anticorpo especifico contra

citocromo ¢ (Figura 19A).
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Figura 19: Células HelLa infectadas por OROV submetidas a fracionamento celular seguido de
“western blot” com anticorpo especifico para: A) Citocromo C. e B) Proteina HSP70 de mitocondria.
HM = porg¢io enriquecida de mitocondria. O controle negativo (C-) se refere a uma cultura de células
ndo infectada.

A andlise das fragdes ricas em mitocondria (HM) mostrou que ocorreu uma redugéo na
marcagdo para citocromo ¢ nos tempos 36 e 48 horas apos a infec¢do (Figura 19A). Tal fato
sugere que ocorreu a liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria em células infectadas por
OROV apo6s 36 horas de infec¢do. Nos tempos 12 e 24 horas a quantidade de citocromo ¢ na
mitocondria ainda € suficiente para que o método utilizado o detecte, portanto nédo € possivel
afirmar se ocorreu perda significativa de citocromo ¢ da por¢do HM nestes tempos. Para
comprovar que nos tempos analisados a porg¢éo rica em mitocondria HM continha realmente
proteinas mitocondriais e descartar o fato da auséncia de marcag@o nos tempos 36 e 48 horas
ndo seja devido a auséncia de mitocOndrias nesta por¢do foi realizado um “western blot”
utilizando estas mesmas porgdes HM com anticorpo contra a proteina Hsp70 de mitocOndria
(Figura 19B). Tal experimento revelou que em todos os tempos analisados a fragdo HM
continha mitocdndrias. Deste modo, o experimento revela claramente que 36 horas apds
infecgdo por OROV néo € possivel mais detectar citocromo ¢ nas mitocOndrias, sugerindo que
houve liberagdo desta molécula para a ativagéo de apoptose neste modelo.

A anélise anterior (Figura 18) mostrou que a partir de 24 horas ocorreu despolarizagéo
significativa da membrana da mitocdndria, o que sugere que a ag@o de alguma proteina viral,
ou de proteinas pro-apoptoticas da familia Bcl-2, tais como Bax e Bad, possam estar
promovendo a formagdo de poros na membrana, com conseqiiente liberagdo de citocromo ¢
para o citoplasma. O presente experimento revelou que 36 horas apos a infecgdo, ou seja, 12
horas apds o inicio da despolarizagdo da mitocondria, comega a ser visivel a liberagdo de

citocromo ¢, muito embora a liberagdo do citocromo ¢ também possa ocorrer antes deste
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tempo, ou mesmo sem o colapso do potencial da membrana interna da mitocondria (BOSSY-
WETZEL;NEWMEYER;GREEN, 1998).

O citocromo ¢, quando liberado no citoplasma, se liga a proteina Apaf-1 e a pro-
caspase 9, formando um complexo denominado apoptossomo. A formagdo deste complexo
promove a clivagem de pré-caspase 9, permitindo, assim, sua ativag@o. Para se determinar se
durante a infec¢do pelo virus Oropouche ocorre ativagdo de caspase 9, células HelLa
infectadas por OROV e coletadas em diferentes tempos foram lisadas, e seu contetido protéico
foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Em seguida, este gel foi
transferido a uma membrana de nitrocelulose para realizagdo de “western blot” com anticorpo
anti-caspase 9.
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Figura 20: Células HeLa infectadas por OROV submetidas ao protocolo de “western blot” com
anticorpo especifico para caspase 9. A seta mostra a banda equivalente & proteina caspase 9 clivada e,
conseqiientemente, ativa. A banda superior, de 47KDa corresponde a forma inativa pro-caspase 9, que
€ comum para todos os tratamentos. C-: cultura de células ndo infectada. C+: cultura de células tratada
com 0,25pg/mL de actinomicina D analisada apds 24 horas.

Neste ensaio a ativagdo de caspase 9 é observada pela presenca da forma clivada da
proteina, revelada pelo “western blot” como uma banda de 37KDa (Figura 20). Em todos os
tempos analisados durante o experimento foi verificada a presenga da forma inativa desta
proteina, a pro-caspase 9, com peso molecular de 47KDa (Figura 20). Esta observagédo ¢
comum a todos os tempos analisados e reflete a presenga da forma inativa de caspase 9 no
citoplasma da célula de maneira constitutiva e independente do estado de ativagéo do
processo de apoptose na célula. No entanto, foi observada ativagédo de caspase 9 apds 24 horas
de infecgdo com OROV, conforme evidenciado pela presenga da banda de 37KDa na
membrana (ver seta na figura 20). A forma ativa pode ser ainda detectada apds 36 horas,
porém em menor intensidade, se comparada com o tempo anterior. Mais uma vez no tempo
referente a 12 horas apds a infecg@o, esta forma ativa néo foi detectavel, mostrando que este é,
de fato, um tempo bastante precoce no processo de indugido de apoptose pelo virus. A forma
ativa da molécula de caspase 9 em 48 horas apds a infecgdo também ndo foi detectada,

sugerindo que o processo de morte neste tempo esteja ja em estagio muito avangado.
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A andlise do conjunto de resultados obtidos revela que a partir de 12 horas apos a
infec¢do de OROV em cultura de células [HeLa ocorre despolarizagdo da membrana da
mitocondria, que se acentua ao longo da infecgdo, sendo observada também em 24 horas, e
atingindo o &pice apos 48 horas. A liberagdo de citocromo c, conseqliente a despolarizagdo da
membrana da mitocdndria, s6 tornou-se 6bvia as 36 horas apds a infecg¢do. Provavelmente
alguma quantidade de citocromo c, nao revelada pelo método, ¢ liberada também
precocemente (prossivelmente apos 24 horas), visto que este € um evento necessario para a
ativacdo de caspase 9, esta ultima detectada nas células infectadas ja em 24 horas de infecgdo
(Figura 20) (HENGARTNLER, 2000).

Esses experimentos, em conjunto, demonstram que apo6s a infec¢do pelo virus
Oropouche, células HeLa em cultura apresentam ativagdo de moléculas envolvidas na via
apoptotica, tais como citocromo c, caspase 9 e caspase 3. Os resultados obtidos apontam para
uma via intracelular de ativagdo de apoptose, dependente da mitocondria. Deste modo, €
possivel concluir que o efeito citopatico observado nestas células em cultura, quando
infectadas pelo virus, tais como arredondamento, “blebbing” da membrana plasmatica,
destacamento do substrato e fragmentacdo do DNA, sdo resultados de modificag¢des
provocadas na célula devido a apoptose induzida pelo virus, uma vez que estas caracteristicas
ndo toram observadas em células ndo infectadas. Ademais, a porcentagem relativa de células
em apoptose € correlacionada com a quantidade de virus produzido, uma vez que o pico de
replicagdo viral (Figura 2) e o dpice da fragmentagdo do DNA celular (Figura 15) se ddo no
mesmo momento as 36 horas apds a infecgdo. Além disso. a translocagdo de residuos de
fosfatidilserina e a ativa¢do das moléculas da cascata apoptotica, tais como caspases 3 € 9 e
citocromo c. indicam claramente que o efeito citopatico causado pela replicacdo do virus
nessas células € fruto de apoptose. Resultados semelhantes foram obtidos em estudos in vitro
realizados com o virus da rubéola (HOFMANN:PLETZ;LIEBERT, 1999), com o virus de
ovelhas visna-maedi (DUVAL et al., 2002). e com o virus da encefalite de St. Louis
(PARQUET et al., 2002), o que mostra que a indugdo de apoptose como fruto da replicacdo
viral ¢ um fendmeno observado em diferentes familias de virus.

Para averiguar a relacfo existente entre a apoptose induzida por OROV e a progressdo
do seu ciclo replicativo, foram realizados ensaios que bloqueiam a entrada do virus na célula,
ou que impedem sua replicag@o ou inibem a sintese protéica. Além disso, para se determinar a
importancia da apoptose para a replicagdo viral, foram realizados ensaios com inibidores de

caspases.



84

Quando uma particula viral é submetida a exposi¢do a radiagdo ultravioleta seu
material genético sofre danos irreparaveis. devido a formagdo de ligagdes irreversiveis entre
bases pirimidicas adjacentes, que impedem que ele seja replicado ou transcrito. Desta maneira
o virus se torna inativado, e ndo consegue se replicar na célula, apesar de manter sua
integridade estrutural, o que permite que ele se ligue ao receptor celular e passe pelo processo
de entrada e desnudamento.

A inativagdo do virus Oropouche foi realizada por exposi¢do a luz ultravioleta
germicida (comprimento de onda de 254nm) em diferentes tempos (3 horas e 5 horas) a uma
distancia de aproximadamente cinco centimetros da lampada, dentro de uma capela de fluxo
laminar apropriada, incubando em gelo. Desta maneira, foi possivel reduzir o titulo viral de
10%% TCIDso/mL para 10%%° TCIDso/mL apos 3 horas e para 10" TCIDso/mL ap6s 5 horas de
exposi¢do a radia¢do (Figura 21). Como controle negativo (OROV C- 5h) foi utilizado um
estoque de virus submetido as mesmas condi¢des, pelo mesmo tempo. dentro do fluxo

laminar sobre gelo, porém sem ligar a fonte de luz ultravioleta.
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Figura 21: Titulo viral determinado através do método de Reed & Muench (TCIDs,) de estoques de
virus Oropouche submetidos a inativagao por radiacao ultravioleta. Os tempos de exposi¢ao a radiagao
utilizados foram trés horas (OROV UV 3h) e cinco horas (OROV UV 5h). O controle negativo
(OROV C- 5h) foi submetido as mesmas condi¢des, porém sem ligar a fonte de luz ultravioleta.

Este estoque de virus inativado por 5 horas (denominado OROV U.V.5h) foi entéo
utilizado para infectar uma cultura de células HeLa, e depois de 36 horas a replicagdo do virus
foi analisada por titulagdo e a indugdo de apoptosc foi determinada pela porcentagem de
fragmentagdo do DNA celular pela analise da populagdo sub-G1 por citometria de fluxo

(Figura 22).
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Figura 22: Porcentagens de células com fragmentagdo do DNA determinadas pela analise da
popula¢do sub-G1 por FACS. C-: Cultura de células ndo infectadas. OROV C-: Cultura de células
infectadas com virus controle, deixado 5 horas na capela sem ligar a fonte de ultravioleta (OROV C-
Sh). OROV UV 5h: Cultura de células infectadas com virus inativado por 5 horas de exposigdo a luz
ultravioleta.

Células Hel.a inoculadas com estoque de virus inativado (OROV U.V. 5h),
apresentaram pouca fragmentagdo do DNA (em torno de 4.76% das células) quando
analisadas apds 36 horas de incubagdo com o virus. Este resultado foi virtualmente igual ao
obtido quando nenhum virus foi adicionado & cultura (controle negativo), de apenas 2.25%
(Figura 22). Quando a cultura de células foi inoculada com o estoque de virus ndo inativado
foi observada fragmentagdo do DNA em aproximadamente 50% das células apos 36 horas de
infec¢do (Figura 22). Ademais, a analise dos titulos virais obtidos destas culturas apds 36

horas revela que o virus inativado ndo produziu nenhuma progénie viavel (Figura 23).
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Figura 23: Titulos de OROV obtidos em culturas de células HeLa infectadas pelos estoques de virus
Oropouche inativados por 5 horas (OROV UV 5h) e controle (OROV UV C-). Titulo viral
determinado através do método de Reed & Muench (TCIDsy) analisado depois de 36 horas de
infecgdo.
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Desta maneira, € possivel concluir que a radiagdo ultravioleta inativou o estoque de
virus Oropouche e impediu que este se replicasse em células HeLa. Ao mesmo tempo, a
analise do conteddo nuclear revelou que no ocorreu fragmentagdo do DNA de células
inoculadas com o virus inativado. Como o virus inativado ainda mantém a capacidade de se
ligar as células através de seu receptor especifico, pois as proteinas do envelope viral ndo sédo
danificadas pela ag¢do da luz U.V., conclui-se que a simples ligagdo do virus ao receptor
celular ndo ¢ suficiente para desencadear o processo de apoptose. mas sim que este precisa
entrar na célula e se replicar para induzir a morte celular.

A seguir investigamos o efeito da inibi¢@o da acidificagdo endossomal no processo de
apoptose. Para tanto, foi realizado um experimento com a droga Cloroquina. A cloroquina é
uma droga lisossomotropica que, quando presente nas vesiculos do endossomo, se torna
protonada, ficando menos permeavel a membrana do endossomo, fazendo com que ela fique
retida nesta organela. Como consequéncia, o pH da vesicula vai se tornando mais basico, o
que faz com que esta droga seja considerada uma importante inibidora da acidificagdo do
endossomo. Durante o ciclo de replicagdo do virus Oropouche, apds sua ligagdo com o
receptor celular, ocorre a internalizagdo da particula viral através de vesiculas cobertas por
clatrina, seguida pela endocitose destas particulas em endossomos primdrios (SANTOS et al.,
2008). Os passos seguintes do ciclo sdo dependentes da acidificagdo do meio interno do
endossomo primario, o que provoca alteragdes conformacionais nas proteinas do envelope do
virus, permitindo a fusdo entre o envelope viral e a membrana do endossomo. Desta maneira,
ocorre a liberagdo do genoma do virus (nucleocapsideo) para o citoplasma celular. A
Cloroquina inibe a acidificagdo do endossomo, interrompendo o ciclo de replicagdo viral
(SANTOS et al., 2008).

Culturas de células HeLa foram tratadas com a droga Cloroquina na concentragdo de
32ug/mL uma hora antes de serem infectadas com o estoque de virus Oropouche (M.O.I. =
10). Estas células foram entdo incubadas em estufa a 37°C por 36 horas, apds o que o titulo
viral foi determinado por TCIDsg e a indugdo de apoptose foi determinada através da analise
da fragmentagdo do DNA das células (populagdo Sub-Gl por citometria de fluxo). Como
controle negativo foi utilizada uma cultura de células Hela infectada pelo mesmo estoque de

virus na mesma M.O.1, porém sem adi¢do da droga.
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Figura 24: Titulos de OROV obtidos em culturas de células HeLa infectadas com virus Oropouche na
presenca ou ndo de 32ug/mL de cloroquina. Titulo viral determinado através do método de Reed &
Muench (TCIDso) analisado depois de 36 horas de infeccdo.

Nas células tratadas com a droga a produgdo de progénic viral ficou comprometida,
revelando um titulo de aproximadamente 10" TCIDsg/mL, significantemente menor que o
obtido nas células ndo tratadas com cloroquina (10%”* TCIDso/mL) (Figura 24). Em seguida as
células infectadas com o virus na presenga ou ndo da droga foram analisadas quanto a indug¢éo
de apoptose através da contagem de células com nucleo fragmentado por citometria de fluxo
(analise da populagdo SubGl). Na presen¢a da droga ocorreu uma redugdo significante da
fragmentagdo do DNA nas células infectadas pelo virus (Figura 25). Sem a adi¢do da droga,
na presen¢a do inoculo de virus, em torno de 65% das células tém nuicleos fragmentados no
tempo de 36 horas ap6s a infec¢do. Por outro lado, na presenga da droga, este nimero cai para
proximo de 15%, que é um valor bem préximo ao nimero de células com nicleo fragmentado
se comparado ao tratamento com a droga sozinha (aproximadamente 20%). Este resultado
revela que a adig@o de 32pg/mL da droga Cloroquina em células HelLa inibiu a replicagdo do

virus Oropouche e, por consequéncia. a fragmentagdo do DNA.
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Figura 25: Fragmentagdo de DNA em culturas de células Hel.a infectadas por virus Oropouche na
presenca ou ndo de 32pg/mL de cloroquina analisadas 36 horas apods a infecgdo. Porcentagem de
células com fragmentagdo do DNA determinada através da analise da populagdo sub-G1 por
citometria de fluxo. C-: cultura de células ndo infectadas e sem adigdo da droga. OROV: cultura de
células infectada com OROV, sem adi¢do da droga. Cloroquina C-: cultura de células ndo infectadas

tratadas com a droga na mesma concentragdo. OROV + Cloroquina: cultura de células infectada por
OROV na presenga da droga.

Na presenga de Cloroquina, as particulas virais sdo endocitadas, mas o genoma viral
ndo ¢ liberado no citoplasma. Desta maneira, a andlise dos resultados acima sugere que para
acontecer apoptose como resultado da infecgdo pelo virus Oropouche, este precisa ter seu
genoma liberado no citoplasma. Um estudo publicado em 2002 sobre a intera¢do do reovirus
aviario com fibroblastos de embrido de galinha (CEF) in vitro, mostrou resultados diferentes
dos obtidos por n6s (LABRADA et al., 2002). Utilizando a inativagdo das particulas virais
por radiag¢do ultravioleta foi demonstrado que, ao contrario do que foi observado no presente
estudo, a indu¢@o de apoptose continua ocorrendo, mesmo quando as células sdo infectadas
com virus inativados. Tal fato sugere que a indugdo de apoptose por reovirus € independente
da expressdo de proteinas virais. Esta hipdtese foi comprovada utilizando Ribavirina, um
potente inibidor da sintese de RNA na cultura de células infectadas por reovirus. Mesmo na
presenca da droga o virus continua induzindo apoptose, provavelmente induzida por alguma
proteina estrutural do virus parental. Esta proteina poderia estar ativando a cascata de
apoptose ao interagir com alguma proteina da membrana celular, ou ainda durante a entrada
da particula viral na célula, ou durante a saida do virus do endossomo. Através do uso de
Cloroquina os pesquisadores mostraram que a saida do ribonucleocapsideo do endossomo ¢

necessaria para a inducdo de apoptose neste modelo. uma vez que células infectadas pelo
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virus tratadas com esta droga ndo apresentaram sinais de apoptose. Outros exemplos de virus
que induzem apoptose diretamente por meio de algum componente estrutural, independente
de replicagdo viral incluem adenovirus (DEBBAS:WHITE. 1993), virus da febre suina
(BRUSCHKE et al., 1997), e parvovirus humano B19 (MOFFATT et al., 1998). Estes
modelos sugerem que a indugdo de apoptose € fruto de uma mudanga conformacional de
proteinas estruturais pré-existentes no virion. ocorrida dentro do endossomo acidificado, ou
seja, independente da sintese de novas proteinas.

No presente estudo foi demonstrado que para ocorrer apoptose causada pelo virus
Oropouche, este precisa sair do endossomo. Hé evidéncias de que em alguns casos a saida de
virus do endossomo induza altera¢des conformacionais na propria organela, levando a perda
de integridade e levando a libera¢do de contetido endossomal para o ctitoplasma, como por
exemplo catepsina B e D, o que promove a ativagdo de caspases e liberacdo de citocromo c,
ativando, assim, a cascata de apoptose sem a participacdo direta de proteinas virais (BRUNK
et al., 1997). Embora plausivel, este ndo deve ser o mecanismo mais importante no caso do
virus Oropouche, visto que OROV inativado por ultravioleta ndo desencadeou apoptose na
célula, indicando que a expressdo de proteinas virais fruto da replicacdo deste agente &
importante para a ativagdo deste processo. Se o processo de apoptose fosse fruto indireto de
alteragdes da membrana do endossomo, conforme foi proposto acima, observariamos a
ativagdo de apoptose, mesmo que em pequeno grau, em células inoculadas com o virus
inativado.

Assim, € necessdrio que haja replica¢cdo de OROV para haver apoptose. Por isso foram
realizados experimentos utilizando cicloheximida (CHX), um bloqueador da sintese protéica.
Esta droga se liga ao sitio catalitico dos ribossomos impedindo que novos tRNAs sejam
incorporados, bloqueando, por conseguinte, o alongamento da cadeia de aminodcidos. A
concentragdo da droga utilizada nos experimentos realizados no presente trabalho foi de
20pug/mL, uma concentragdo que ndo € citotoxica para a cultura de células (SHIH et al.,
2008). A droga nesta concentragdo ndo interferiu de maneira dristica com a sintese de
proteinas celulares, conforme observado em uma cultura de células ndo infectada tratada com
a droga, que se manteve viavel por até 48 horas.

Culturas de células HelLa foram tratadas com a droga cicloheximida (CHX) na
concentragdo de 20pg/mL uma hora antes de serem infectadas com virus Oropouche (M.O.I.
= 10). As culturas de células foram entdo incubadas em estufa a 37°C e depois de 36 horas,
sempre na presenca da droga, o titulo viral foi determinado por TCIDse e a inducdo de

apoptose foi determinada através da andlise da fragmenta¢do do DNA das células (populagéo
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Sub-G1 por citometria de fluxo). Como controle positivo foi utilizada uma cultura de células

HeLa infectada pelo mesmo estoque de virus na mesma M.O.1.. porém sem adigéo da droga.
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Figura 26: Titulos de virus Oropouche em culturas de células Hel.a infectadas na presenga ou ndo de

20pg/mL de cicloheximida. Titulo viral determinado através do método de Reed & Muench (TCIDsg)
analisado depois de 36 horas de infec¢do.

Células tratadas com cicloheximida tiveram a produgdo de progé€nie viral
comprometida, produzindo um titulo de aproximadamente 10'* TCIDsy/mL.
significantemente menor que o obtido nas células nfo tratadas com a droga (10%* TCIDs¢/mL)
(Figura 26). Em seguida. as células intectadas com o virus na presenga ou ndo da droga foram
analisadas quanto a indugdo de apoptose através da determinag@o da porcentagem de células
com nucleo fragmentado por citometria de fluxo (populagdo SubGl). Na presenca da droga
ocorreu uma redugdo significante da (ragmentagdo do DNA das células infectadas pelo virus
(Figura 27). Na auséncia da droga, o virus induz fragmentagido em cerca de 87% das células,
enquanto que, na sua presenca, esta taxa cai para proximo de 32%, semelhante a freqiiéncia de
células com nucleo fragmentado por exposi¢do somente a cicloheximida (aproximadamente
23%) (Figura 27). Assim. em presen¢a de cicloheximida houve redugdo da replicagdo viral
(Figura 26) e correspondente redugdo da fragmentagdo nuclear (Figura 27). Tal fato sugere
que para OROV induzir apoptose € necessdrio que haja sintese protéica intacta. Portanto, é

provavel que a indugdo de apoptose por OROV dependa da sintese de alguma proteina viral.
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Figura 27: Porcentagens de fragmentacdo de nucleos em culturas de células Hel.a infectadas por
Oropouche na presenca ou ndo de 20pg/mL da droga cicloheximida. analisadas depois de 36 horas de
infec¢do. C-: culturas de células ndo infectadas. CHX: culturas de células com a droga sem adi¢do de
virus. ACTD: culturas de células tratadas com 0.25ug/mL de actinomicina D. ACTD + CHX: culturas
de células tratadas com 0,25pg/ml. de actinomicina D na presenga de 20pg/mL de cicloheximida.
OROV: culturas de células infectadas sem adi¢do da droga. OROV + CHX: culturas de células
infectadas pelo virus na presenga de CHX.

A especificidade desse efeito pode ser corroborada pelo fato de que células tratadas
com a droga indutora de apoptose actinomicina D, tanto na presenga de cicloheximida. quanto
na sua auséncia, continuam entrando em apoptose, conforme evidenciado pela porcentagem
de células com nucleos fragmentados (em torno de 80% nos dois casos) (Figura 27). Tal fato
sugere que a acdo da droga CHX, na concentracdo utilizada, nfo interfere diretamente na via
de apoptose induzida pela actinomicina D. Deste modo, quando uma cultura de células ¢
tratada com CHX e infectada pelo virus, o fato destas células ndo entrarem em apoptose
decorre da inibi¢do da replicagdo do virus porque suas proteinas ndo foram sintetizadas
devido a agdo da droga, e ndo porque a inibicdo da sintese protéica celular interferiu nos
mecanismos de apoptose da célula.

Para melhor caracterizar este efeito foi realizado um experimento para tentar localizar
a fase do ciclo de replicagdo do virus em que € acionada a maquinaria de indugé@o de apoptose.
Para tanto, foi realizado o experimento de tempo de adi¢do da droga cicloheximida. Uma
cultura de células Hel a foi infectada por OROV e a droga foi adicionada a cultura em tempos
diferentes, desde uma hora antes de se colocar o virus, até 36 horas apds a inoculagdo (Figura
28). Em seguida, a cultura de células foi incubada a 37°C em estufa de CO; e 36 horas depois
as células foram coletadas, os titulos virais foram determinados por TCIDsy e a indugéo de
apoptose [o0i determinada através da analise da fragmenta¢do do DNA das células (populagéo

Sub-G1 por citometria de fluxo).



Figura 28: Experimento de tempo de adigdo. Culturas de células Hel.a infectadas por virus Oropouche
na presenga ou ndo de 20pg/mL da droga cicloheximida (CHX). Titulos virais determinados através do
método de Reed & Muench (TCIDs) analisado depois de 36 horas de infec¢do. OROV: culturas de
células infectadas apenas com o estoque de virus, sem adi¢do da droga. OROV + CHX: culturas de

células infectadas pelo virus na presenca da droga adicionada em diferentes tempos, de acordo com a
legenda do grafico.
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Figura 29: Experimento de tempo de adi¢do. Culturas de células Hel.a infectadas por virus Oropouche
na presenga ou nao de 20pg/mL de cicloheximida (CHX). Porcentagem de células com fragmentacao
do DNA obtida através da analise da popula¢do sub-G1 pela leitura por citometria de fluxo 36 horas
apos a infecgdo. C-: culturas de células sem virus. CHX: culturas de células com CHX sem a adig¢do do
virus. OROV: culturas de células infectadas apenas com o estoque de virus, sem adi¢do da droga.
OROV + CHX: culturas de células infectadas pelo virus na presenga da droga adicionada em
diferentes tempos, de acordo com a legenda do grafico.
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Quando adicionada previamente ao in6culo ou conjuntamente com este, cicloheximida
induziu redu¢do de producdo de OROV em cerca de quatro ordens decimais de amplitude
(dez mil vezes) (Figura 28). O efeito inibitdrio de cicloheximida sobre a produgdo de OROV
tornou-se progressivamente menor quando a droga foi adicionada entre 1 hora e 8 horas pos-
infecgdo, ainda assim causando redugdo de mais de 10 vezes na producdo de progénie viral
(Figura 28). O efeito inibitorio de cicloheximida € progressivamente reduzido a partir de
entdo, sendo que apods 12 horas a produgiio de progénie cquivale ao nivel do controle (Figura
28). O efeito de cicloheximida é mais acentuado nas primeiras 8 horas do ciclo replicativo
viral, sugerindo que durante este periodo ocorra a parte mais significativa da tradug@o das
proteinas importantes para seu ciclo.

A andlise da fragmentacdo do DNA das células infectadas submetidas ao experimento
de tempo de adi¢do com a droga cicloheximida (Figura 29) revelou que ocorreu diminui¢ao
significante da porcentagem de células com nucleo fragmentado se comparada ao controle
positivo (OROV sem a droga, 64% de nucleos fragmentados) quando a droga foi introduzida
uma hora antes do virus (tempo -1h, 18% de nucleos fragmentados), no momento da infec¢do
(tempo Oh, 15% de nucleos fragmentados) e até duas horas depois (tempo 1h, 12% e tempo
2h, 21% de fragmentagdo). Além disso, quando a droga foi adicionada de trés (38% de
fragmentacgfo) a quatro horas (45% de fragmentagdo) depois da inoculagdo, a quantidade de
células em apoptose praticamente duplicou em relagdo ao controle negativo (19%), mas ainda
foi 63% a menos que o controle positivo (OROV sem a droga, 64%). Nos tempos de seis, sete
e oito horas apos a adigdo da droga a porcentagem de células com DNA fragmentado foi
praticamente igual ao controle positivo (59%, 64% e 67% respectivamente), e conforme foi se
prolongando esse tempo, a quantidade de nuicleos fragmentados aumentou gradativamente,
chegando a um valor maximo de 80% apos 24 horas.

Tal resultado mostrou que a ativagdo da apoptose se da precocemente, ja nas quatro
primeiras horas apds a infec¢do com o virus Oropouche. Tal evidéncia € sustentada pelo fato
de que um inibidor de sintese protéica perde sua capacidade de bloquear a replicagao viral e a
indu¢do de apoptose quando adicionado depois de quatro horas apods a infecgdo.
Possivelmente uma proteina viral, cuja sintese precoce no ciclo foi inibida pela CHX. deve
estar implicada na indugéo de apoptose.

A necessidade de replicacdo do virus para que ocorra apoptose em células infectadas
foi recentemente comprovada para um outro importante virus humano, da familia
Picornaviridae, o Enterovirus 71 (SHIH et al., 2008). Neste trabalho publicado em 2008 os

pesquisadores mostraram através da inativagcdo do virus por radiacdo ultravioleta, e ainda,
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pelo uso de cloroquina e cicloheximida, que a apoptose induzida pelo Enterovirus 71 ¢
dependente da sintese de novas proteinas virais.

Foi demonstrado no presente trabalho que a infec¢do de células HeLa por OROV
induz a ativacdo de caspase 9 e conseqiientemente de caspase 3, ativando a maquinaria de
morte celular e promovendo apoptose nas células, (ue € bastante pronunciada apds 36 horas
de infec¢do. De acordo com os resultados apresentados pode-se concluir que o sinal
apoptotico surge na presenga da replicag@o viral, ja no inicio do ciclo replicativo do virus,
depois que a particula viral € internalizada, liberada do endossomo, e seu material genético ¢
replicado, provavelmente durante a sintese das proteinas virais.

O virus Oropouche, assim como outros virus do género Orthobunyavirus, tem suas
proteinas codificadas por trés fitas de RNA de polaridade negativa. Este genoma codifica as
glicoproteinas de envelope Gc e Gn, assim como a proteina formadora do ribonucleocapsideo
(N), a RNA polimerase RNA dependente (RNAP) e ainda duas proteinas que ndo fazem parte
da estrutura do virus (NICHOL, 2001). Estas proteinas ndo estruturais receberam entdo os
nomes de NSs e NSm, de acordo com o fragmento de RNA gendmico a partir do qual sdo
codificadas (S, small ¢ M, medium).

A proteina NSs destes virus. apesar de ndo ser essencial para a replicagdo dos mesmos.
apresenta fungdes e caracteristicas tdo importantes para o ciclo de vida destes patdgenos que
ela pode ser considerada um importante fator de contribui¢do para a patogénese causada por
estes agentes. Em 2001 foi demonstrado que a proteina NSs do virus Bunyanwera (género
Orthobunyavirus) apresenta um papel importante para a biologia deste arbovirus (BRIDGEN
et al., 2001). Nesse estudo foi desenvolvido um virus mutante por genética reversa, que nao
possuia o gene para a proteina NSs. Quando comparado com o virus selvagem, esse virus
mutante apresentou um menor tamanho de placa, quando estudado em ensaio de formacgédo de
placa de lise em cultura, e apresentou ainda um menor titulo (em torno de um log menor do
que o selvagem). Quando inoculado em modelo animal o virus mutado demorou tempo maior
que o selvagem para causar a morte dos animais ¢ o cérebro dos animais infectados com o
virus mutante apresentou um menor titulo de virus (BRIDGEN et al., 2001). Outro dado
importante mostrado por esse trabalho foi que a proteina NSs parece ser importante para inibir
a sintese de Interferon-Beta e Alfa nas células infectadas. Essa ag@o se da através do bloqueio
da RNA Polimerase I, diminuindo a transcricdo na célula e a expressdo de proteinas
importantes para a resposta celular, como os Interferons do tipo 1. Deste modo, esta proteina

evita a resposta imune inata do hospedeiro. Todos esses fatos em conjunto demonstram que,
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na auséncia da proteina NSs, o virus consegue se replicar, porém com uma eficiéncia
prejudicada.

Em 2003 esse mesmo grupo de pesquisadores demonstrou que 0 mesmo virus mutante
para NSs interfere com a maquinaria de apoptose da célula infectada (KOHL et al., 2003). Os
virus Bunyanwera que ndo possuiam o gene para a proteina NSs induziam apoptose nestas
células em um tempo mais precoce do que os virus selvagens, indicando que a proteina NSs
poderia ser um importante fator para atrasar a apoptose nas células infectadas. Este atraso
estaria ocorrendo devido a redugéo da atividade do fator de transcri¢do IRF-3 na presenca da
proteina NSs. IRF-3 ¢ um importante fator de transcrigdo que promove a expressdo de
Interferons em células infectadas por virus.

Por outro lado, estudos realizados com o virus La Crosse, também um importante
arbovirus do género Orthobunyavirus, causador de encefalites infantis na América do Norte,
apontam para um papel oposto ao mencionado acima para Bunyanwera para a proteina NSs
durante a intera¢do deste virus com suas células hospedeiras. Em 2003 foi publicado um
trabalho que revelou que a por¢do C-terminal da proteina NSs deste virus apresenta uma
similaridade de seqiiéncia com a proteina Reaper de Drosophila, que, além de inibir a
tradugdo na célula, € conhecida como tendo atividade pré-apoptotica por se ligar a proteinas
inibidoras de caspase 3 (IAPs) (COLON-RAMOS et al.. 2003). Foi demonstrado neste
trabalho que quando a proteina recombinante NSs do virus La Crosse e a proteina Reaper
foram estudadas em modelo de extrato livre de células de ovos de Xenopus, observou-se que
ambas promoviam a clivagem de caspase 3 e liberagdo de citocromo ¢, ambos processos
relacionados a indugdo de apoptose.

Em 2007 foi demonstrado também utilizando um virus [.a Crosse mutante, gerado por
genética reversa, que ndo possuia a proteina NSs (BLAKQORI et al., 2007), que esta proteina
parece desempenhar um papel importante, mas ndo essencial na replicagéo viral, por interferir
com a producdo de Interferons em células infectadas, assim como havia sido demonstrado
para o virus Bunyanwera. Além disso, esse mesmo grupo ja havia demonstrado também que
virus nulos para NSs induziam apoptose em menor grau se comparado ao virus selvagem em
modelo in vitro (BLAKQORI;WEBER, 2005).

Deste modo é possivel concluir que a proteina néo estrutural NSs de alguns virus do
género Orthobunyavirus, apesar de no serem essenciais, desempenham um papel importante
durante o ciclo replicativo. A relagdo mais marcante desta proteina com a maquinaria celular
parece envolver a inibigdo da sintese de Interferons e a inibigdo da tradug@o, processos estes

que podem levar a uma resposta da célula por apoptose. Além disso, a proteina parece estar
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envolvida diretamente com a indugéo de apoptose, conforme foi observado através da andlise
de similaridade entre a proteina NSs e a proteina pro-apoptotica Reaper de Drosophila.

O possivel papel que a proteina nédo estrutural NSs de OROV desempenha em relagédo
a indugdo de apoptose foi investigado no presente trabalho, através da expressdo desta
proteina recombinante em células HeLa em cultura. Para tanto, a por¢do do genoma de
OROV que codifica para a proteina NSs foi amplificada por RT-PCR com primers
especificos. Os produtos de PCR foram ent@o clonados no vetor de entrada pDONR201 do
sistema Gateway (Invitrogen-EUA) e, em seguida. sub-clonados no vetor de expressdo
pcDNA3.2, também do sistema Gateway (Invitrogen-EUA). Esse vetor é apropriado para a
expressdo de proteinas heterdlogas em células de mamiferos, e apresenta como marcador
(“tag”) uma cauda de 14 aminoacidos. derivada do virus simio 5 (SV5). chamada cauda V5,
importante para a posterior detecg@o e purifica¢do da proteina recombinante.

Apo0s a analise dos clones obtidos por sequenciamento automatico, foram selecionados
aqueles que continham o inserto inserido de maneira adequada, os quais foram utilizados para
transfectar culturas de células HeLa por eletroporagdo (Figura 30) e, posteriormente, realizar a
analise da expressdo desta proteina heterdloga e a relagdo da mesma com a indugdo de
apoptose.

No tempo de 24 horas ap0s a eletroporagdo de células HeLa com este vetor contendo o
gene NSs foi possivel verificar um acentuado efeito citopatico, bastante semelhante ao
observado em uma cultura de células infectada com o virus (Figura 30C). Tal efeito ndo foi
observado em células que foram eletroporadas na auséncia do vetor (Figura 30A) nem em
células eletroporadas com o vetor controle pcDNA3.2-GWCAT (Figura 30B), que ndo
contém o gene NSs de Oropouche, mas sim o de uma proteina ndo-relacionada conjugada

com V5.
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Figura 30: Monocamada de células HeLLa observada em microscopia dptica (aumento de 10X)

24 horas apos eletroporagdo. A) Células HeLa eletroporadas na auséncia de vetor. B) Células

Hel.a eletroporadas com vetor pcDNA3.2-GWCAT (vetor controle sem o gene NSs). C) Células HeLa
eletroporadas com o vetor pcDNA3.2 contendo o inserto de NSs.
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A anélise do efeito citopatico observado apos a eletroporagdo de células HeLa com o
vetor de expressdo contendo NSs (Figura 30) indicou que a proteina NSs de OROV expressa
nestas células poderia estar promovendo efeito citopatico semelhante aquele causado pela
replicacdo do virus, o que leva a crer que esta proteina possa estar envolvida com a
maquinaria de indugdo de apoptose neste modelo. Portanto, para determinar se essas células
apresentavam caracteristicas de células em apoptose, elas foram avaliadas quanto a
fragmentagdo de DNA por TUNEL e andlise da populagdo Sug-G1 por citometria de fluxo
(Figura 31). Para tanto, foram analisadas células HeLa transfectadas com o vetor contendo
NSs, assim como com o vetor controle negativo (pcDNA3.2-GWCAT) e células que foram

eletroporadas na auséncia de qualquer vetor.
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Figura 31: Fragmentagdo de DNA em células HeLa analisadas 24 horas apds eletroporagdo. A)
Células HeLa eletroporadas com vetor pcDNA3.2 contendo inserto de NSs submetidas ao ensaio de
TUNEL. Aumento de 20X. B) Células HeLa eletroporadas com vetor GWCAT analisadas em ensaio
de TUNEL. Aumento de 20X. C) Células HeLa eletroporadas ou infectadas por OROV analisadas por
citometria de fluxo, quanto a porcentagem de células com DNA fragmentado (populagdo SubG1). C-:
células HeLa eletroporadas na auséncia de vetor. OROV: células HeLa infectadas por OROV (M.O.L.
= 10) analisadas apds 36 horas de infecgdo. pNSs: células HeLa eletroporadas com vetor pcDNA3.2
contendo o inserto NSs. pNSs’: repeti¢do do experimento pNSs.

A andlise da fragmentagdo do DNA das células tranfectadas com o vetor pcDNA3.2-

NSs comprova que o efeito citopatico observado apos a eletroporagdo (Figura 30) é, de fato,
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causado por apoptose, que pode ter sido induzida pela agdo da proteina NSs expressa nessas
células, uma vez que células que receberam o vetor controle, que ndo possui o gene NSs, ndo
apresentaram fragmentagdo de DNA (Figura 31B). Além disso, o fato de células Hela
eletroporadas sem nenhum vetor ndo apresentarem efeito citopatico, € nem fragmentagéo de
DNA apds a eletroporagdo, indica que este fendmeno nio € resultado do processo de
eletroporagao.

O passo seguinte foi demonstrar que a proteina NSs estava sendo produzida nas
células transfectadas. Para isso foi realizado um ensaio de imunofluorescéncia utilizando

anticorpo especifico anti-V5 (Invitrogen-EUA) (Figura 32).

Figura 32: Culturas de células HeLa analisadas 24 horas apds a eletroporagédo. A) Cultura de células
HeLa eletroporadas na auséncia de qualquer vetor. B) Cultura de células HeLa eletroporadas com
vetor peGFP. C) Cultura de células HeLa eletroporadas na auséncia de qualquer vetor coradas com
DAPI. D) Cultura de células HeLa eletroporadas na auséncia de qualquer vetor visualizadas por
imunofluorescéncia com anticorpo anti-V5. E) Cultura de células HelLa eletroporadas com vetor
pcDNA3.2-NSs coradas com DAPIL F) Cultura de células HeLa eletroporadas com vetor pcDNA3.2-
NSs visualizadas por imunofluorescéncia com anticorpo anti-VS5.
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A detecg¢do de NSs através do ensaio de imunofluorescéncia utilizando o anticorpo
anti-V5 ndo se mostrou eficiente (Figura 32C e D). Neste ensaio foi utilizado anticorpo de
camundongo anti-V5 e um anticorpo secundario anti-camundongo conjugado com Alexa-
Fluor 488 (verde). A intensidade da marcacgdo foi muito semelhante entre o controle negativo
e as células eletroporadas com o vetor (Figuras 32D e 32F). Desta maneira, ndo foi possivel
verificar se NSs estava sendo expressa nessas células.

Foi realizada também uma analise da expressdo dessa proteina em células
eletroporadas com o vetor pcDNA3.2-NSs por “western blot™ utilizando o mesmo aticorpo
anti-V5 e também o anticorpo contra o virus Oropouche (MIAF), o que também apresentou
um resultado inconclusivo (dados ndo mostrados). A figura 32B revela que o protocolo de
eletroporacdo utilizado, apesar de ter resultado na transfec¢do de algumas células, ndo teve
boa eficacia, uma vez que apenas poucas células apresentam a fluorescéncia verde que seria
esperada apos a eletroporagdo de um vetor controle contendo a proteina verde fluorescente
(eGFP). Esta provavelmente deve ser uma indicagdo de que a falta de detecgdo da proteina
NSs pelo anticorpo V5 pode ser devida a ineficiéncia da eletropora¢do. Outro método de
transfecgdo devera ser utilizado, como, por exemplo, a precipitacdo do vetor em culturas de
células Hel a através da adigdo de ("aCl,.

Mesmo assim, diante das evidéncias de que células que receberam o vetor contendo o
inserto NSs entraram em apoptose, mas ndo aquelas que ndo receberam o vetor ou receberam
um vetor controle, é natural hipotetizar que a proteina NSs de OROV ¢é uma proteina com
potencial papel na indug¢do de apoptose in vifro. Estudos estdo em andamento visando
averiguar o papel desta proteina no ciclo de replica¢do do virus e sua relagdo com apoptose.
Outra maneira de se avaliar esta relagdo sera através de genética reversa, que permitird criar
um virus com a proteina NSs deletada, e avaliar a indugéo de apoptose, tanto in vifro, quanto
in vivo, assim como foi realizado para os bunyavirus La Crosse (BLAKQORI et al., 2007) e
Bunyanwera (KOHL et al., 2003).

No intuito de verificar a importdncia do processo de apoptose para a replicagdo do
virus OROV em células Hel.a, e gerar maior entendimento a respeito da interacdo da
atividade viral com a resposta da célula hospedeira em relagdo ao suicidio, foram conduzidos
experimentos para analisar a influéncia da ativacdo de caspases na replicag¢do viral. Para tanto,
foi utilizado um peptideo derivado de fluorometilcetona (Z-VAD-FMK), que ¢ um potente
inibidor de pan-caspases, o qual se liga de maneira irreversivel ao sitio catalitico das caspases

de modo geral. inibindo sua acdo e. conseqiientemente impedindo a ocorréncia de apoptose
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nas células tratadas com a droga. Foi entdo testada a capacidade do virus Oropouche de se
replicar em culturas de células tratadas com esta droga.

Foram utilizadas culturas de células Hel.a tratadas com 40uM da droga Z-VAD-FMK
adicionada no momento em que foi inoculado o estoque de virus Oropouche a uma M.O.1. =
10. Como controle negativo foram utilizadas células tratadas com DMSQO, que € o diluente da
droga. As células foram entdo incubadas a 37°C por 36 horas e depois o titulo viral foi
determinado por TCIDsy e a indug@o de apoptose foi determinada através da andlise da

fragmentagdo do DNA das células (populagdo Sub-G1 por citometria de fluxo).
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Figura 33: Titulos virais produzidos em culturas de células HeLa infectadas com virus Oropouche na
presenca ou ndo de 40uM do inibidor de pan-caspases Z-VAD-FMK (Promega). Titulos virais
determinados através do método de Reed & Muench (TCIDsy) 36 horas apés a infecgdo. Como
controles negativos foram utilizadas culturas de células infectadas com OROV sem nenhuma droga
(OROV) e culturas de células infectadas com o virus na presenga de DMSO, que ¢ o diluente do
inibidor (OROV + DMSO).

A analise do titulo viral apés 36 horas de replicagdo nestas células tratadas com o
inibidor de caspases Z-VAD-FMK revelou que. na presenga da droga. a produgdo de progénie
viral ndo foi alterada, ou seja, o titulo de virus se manteve sempre ao redor de 107
TCIDso/mL nos trés tratamentos observados (Figura 33). Esse resultado sugere que a apoptose
desencadeada por OROV em células HelLa néo ¢ essencial para a produgdo de progénie viral

neste sistema.
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Figura 34: Porcentagem de células com fragmenta¢do nuclear em culturas de células HelLa infectadas
por virus Oropouche na presenga ou nao de 40uM do inibidor de pan-caspases Z-VAD-FMK
(Promega) analisado depois de 36 horas de infeccdo. Andlise da porcentagem de células com
fragmentagdo do DNA realizada através da determinagdo da populagdo sub-Gl pela leitura por
citometria de fluxo. C-: culturas de células sem virus. ACTD: culturas de células tratadas com
0.25pg/mL de actinomicina D. ACTD + DMSO: culturas de células tratadas com 0.25pg/mL de
actinomicina D na presenga de DMSO. ACTD + ZVAD: culturas de células tratadas com 0,25pg/mL
de actinomicina D na presenga de Z-VAD-FMK. OROV: culturas de células infectadas com virus sem
droga. OROV + DMSO: culturas de células infectadas com o virus na presenga de DMSO. OROV +

ZVAD: culturas de células infectadas com o virus na presencga do inibidor de pan-caspases Z-VAD-
FMK.

A andlise da fragmentagdo nuclear (Figura 34) mostrou que ocorreu inibi¢do da
fragmentag@o do nucleo das células tratadas com Z-VAD-FMK na presenga de OROV: 7.41%
das células com nucleo fragmentado, contra 64% nas células que ndo receberam a droga ou
que foram tratadas com DMSO. Esta inibigdo ¢ um indicio forte de que nestas células ndo esta
acontecendo apoptose induzida por caspases. Foi possivel verificar ainda que células Hela
tratadas com o inibidor de caspases e submetidas a agdo da droga actinomicina D também
tiveram uma reducdo significativa na porcentagem de nucleos fragmentados (Figura 34), o
que comprova que a droga Z-VAD-FMK esta atuando no bloqueio da maquinaria de apoptose
independente do estimulo que a provoca.

De modo a detectar particulas virais neste ensaio ¢ mostrar visualmente que o virus
estava replicando nas células Hela tratadas com o inibidor de caspases Z-VAD-FMK, foi
realizada uma imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpo anti-Oropouche seguido de
um anticorpo secundario conjugado com Alexa-fluor 488. A rea¢do de imunofluorescéncia

revelou a presenga de Oropouche nestas células (Figura 35), mesmo na presenga do inibidor
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de caspases Z-VAD-FMK, indicando que esta droga ndo impediu que o virus se replicasse
neste modelo.

IF OROV

IF OROV

IF OROV

IF OROV

Figura 35: Culturas de células HeLa infectadas com OROV na presenga ou ndo de 40uM de Z-VAD-
FMK analisadas depois de 36 horas de infecg¢@o. Imunofluorescéncia indireta para OROV utilizando
MIAF como primario e secundario jumento anti-camundongo conjugado com o fluoréforo verde
Alexa 488. Material nuclear visualizado com DAPI diluido 1:8000 em PBS. A) Cultura de células ndo
infectadas. B) Cultura de células infectadas com OROV sem nenhuma droga. C) Cultura de células
infectadas com o virus na presenga de DMSO 1:500. D) Cultura de células infectadas com OROV na
presenga da droga Z-VAD-FMK.

Tanto na andlise das culturas de células por imunofluorescéncia (Figura 35), como por
microscopia optica (Figura 36), foi possivel perceber que as células tratadas com a droga Z-
VAD-FMK n#o se soltam da monocamada quando infectadas por OROV, ou seja, o tipico

efeito citopatico causado pelo virus ndo foi observado. No entanto, nas culturas de células
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infectadas com OROV sem a droga, ou com OROV adicionado de DMSO, ap6s 36 horas
foram vistas muitas células destacadas do substrato, um efeito citopatico esperado (Figura
36).

Deste modo, concluimos que na presenga da droga inibidora de caspases o virus ndo
induz apoptose, mas mesmo assim consegue se replicar. Ou seja, neste modelo in vitro, a
replicagdo de OROV ndo depende de apoptose. Todavia, € importante mencionar que as
células tratadas com a droga e infectadas com o virus, apesar de produzirem uma progénie
viral com mesmo titulo do que células ndo tratadas, ndo apresentaram o efeito citopatico
esperado em uma cultura infectada pelo virus (Figura 36), o que indica que o efeito citopatico

provocado pelo virus nestas células € provavelmente fruto da morte celular por apoptose.

Figura 36: Microscopia Optica mostrando culturas de células HeLa (aumento de 20X) cultivadas em
placas de 24 cavidades. A) Cultura de células néo infectadas cultivadas na presenga de DMSO diluido
1:500. B) Cultura de células infectadas com OROV (M.O.I. = 10) na presenga de 40uM de Z-VAD-
FMK. C) Cultura de células infectadas com OROV (M.O.l. = 10) na presenga de DMSO diluido
1:500.

O fato de um virus conseguir se replicar efetivamente mesmo na presenga de
inibidores de caspases ja havia sido demonstrado para os Virus do Oeste do Nilo
(KLEINSCHMIDT et al., 2007), Coxsackie B3 (MARTIN et al., 2007), Virus da Encefalite
Japonesa (CHANG et al., 2005) e para o Virus da Estomatite Vesicular (HOBBS et al., 2001).
Em todos estes casos foram observadas redugdes do efeito citopatico causado pelo virus em
culturas de células tratadas com inibidores de caspases, mesmo com produgdo de progé€nie
viral ndo sendo afetada.

Uma observagédo importante foi constatada em estudos com o Reovirus 8B, mostrando
que a inibi¢do de apoptose utilizando inibidores de pan-caspases reduziu a patogénese
causada por este virus em modelo animal, sem reduzir a replicagédo do virus (DEBIASI et al.,
2004). A inibi¢do da atividade de caspases neste estudo pelo uso de agentes farmacologicos
ou por manipula¢do genética (utilizagdo de camundongos “nocaute” para caspase 3), reduziu a
miocardite induzida pelo virus em camundongos em até 60%, e dramaticamente aumentou a

taxa de sobrevivéncia em animais deficientes de caspase 3 infectados. Este estudo indica que
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a apoptose pode ter um papel critico em mediar o dano no tecido cardiaco durante a
miocardite causada pelo virus, e a inibigdo de caspase pode servir como uma estratégia
terapéutica para esta doenga (DEBIASI et al.. 2004).

Acredita-se que em modelo in vivo a morte celular por apoptose seja um mecanismo
importante utilizado pelo virus como escape do sistema imunologico., aumentando assim sua
progénie. Tal fato € apoiado por inumeras descobertas de proteinas virais envolvidas na
inducdo direta da apoptose (HAY:KANNOURAKIS. 2002). Portanto, analisando o ciclo de
replicagdo dos virus e sua relagdo com as células hospedeiras através deste escopo. poderia ser
esperado que a produgdo de particulas virais fosse comprometida quando a apoptose fosse
inibida nas células infectadas. No entanto. tal fato nao foi observado no presente estudo in
vitro de infec¢do de ¢élulas Hela pelo virus Oropouche.

No modelo testado, a inibi¢do de apoptose utilizando inibidores de pan-caspases nédo
alterou o titulo de OROV, que se manteve proximo ao titulo obtido em células infectadas sem
tratamento com droga alguma. Tal fato indica que a morte celular nestas células ndo ¢
condigdo restritiva para a replicagdo do virus. mas sim provavelmente uma resposta que possa
facilitar sua dispersdo e conseqiicnte escape do sistema imunoldgico em um hospedeiro
natural, o que leva a considerar a apoptose como um possivel método que poderia auxiliar na
patogénese do virus nos tecidos infectados. No entanto. € necessario ressaltar que o
experimento foi conduzido em uma cultura de células, onde as condi¢des fisioldgicas sdo
controladas e a resposta imunologica do hospedeiro € inexistente. Provavelmente em um
modelo in vivo poderiamos obter um resultado diferente. Entretanto, ¢ importante concluir
que mesmo em células impedidas de entrar em apoptose o virus OROV consegue replicar da
mesma maneira e com a mesma eficiéncia que em células que apresentam uma resposta
apoptdtica normal.

Deste modo. para comprovar se a morte celular por apoptose ocorre em infecgdo por
OROV também em modelo animal, foram realizados ensaios de TUNEL em cortes de tecidos
congelados de hamsters sirios infectados. Os animais foram inoculados pela via subcutanea e
seus figados e cérebros retirados apos o sacrificio, 12 dias apods inoculag¢do. Esses orgédos
foram congelados e entdo levados ao criostato de modo a obter cortes apropriados para andlise
de fluorescéncia nestes tecidos. Em seguida eles foram analisados pelo ensaio de TUNEL
seguido de marcagdo para Oropouche por imunofluorescéncia utilizando anticorpos
especificos, assim como coloragdo com hematoxilina e eosina para visualizagdo da
integridade do tecido. A analise do tecido hepatico dos hamsters infectados ndo revelou

fragmentacdo do DNA significativa (Figura 37D). No entanto, observou-se marcante
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fragmentagdo do DNA (vermelho) em células do tecido cerebral (Figura 37B). A marcagio
com anticorpo especifico revela a presenga do virus neste tecido. sugerindo que na presenca
deste virus as células do tecido cerebral sdo induzidas a entrar em apoptose. Infec¢des
experimentais utilizando este modelo i vivo ja foram caracterizadas anteriormente por nosso
grupo (RODRIGUES. 2004) e revelaram a presen¢a do virus por imunohistoquimica tanto no
cérebro quanto no figado, além de altos titulos de virus no tecido cerebral, com um pico de
107 TCIDs¢/g de tecido ja a partir de oito dias apos a infecgdo e importante viremia
observada a partir do terceiro dia (10 TCIDs;¢/mL de sangue) (RODRIGUES, 2004). Em
1978, Araujo e colaboradores mostraram que hamsters inoculados com OROV pela via
intracerebral apresentavam uma marcante hiperplasia do figado e hepatite (ARAUJO et al.,
1978). dados estes também demonstrados por Rodrigues em 2004. No entanto, no presente
trabalho, apesar de ter sido observada a presenga do virus por imunofluorescéncia em tecidos
hepaticos (Figura 37D). este tecido ndo apresentou sinais de fragmentagdo de DNA revelada
por TUNEL tdo intensas quanto no cérebro.

Resultado semelhante foi obtido por nosso grupo em modelo de infec¢do subcutanea
de camundongos BALB/c com OROV analisados 3 e 6 dias apds o inoculo do virus
(SANTOS, 2008). Neste estudo foi também observada uma acentuada marcagdo pelo ensaio
de TUNEL tanto no terceiro, quanto no sexto dia apds a infec¢éo, revelando que a apoptose
também € uma conseqiiéncia importante da infec¢do por OROV neste outro modelo animal. O
estudo da patogénese do virus Oropouche em camundongo revela que o virus invade o
cérebro, causando lesdo, mas sem presen¢a de infiltrado inflamatorio importante. A analise
deste tecido por ensaio de TUNEL revelou também uma marcante apoptose, sugerindo que

este fendmeno possa ser importante na patogénese do virus (SANTOS, 2008).
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Figura 37: Detecgdo de apoptose em cortes congelados de cérebros e figados de hamsters infectados pelo
virus Oropouche. Ensaio de TUNEL (vermelho) e imunofluorescéncia indireta (IF) para OROV (verde).
HE - colorag@o por hematoxilina/eosina. A) cérebro de animal controle. B) cérebro de animal infectado
por OROV 12 dias apds o inoculo. C) figado de animal controle. D) figado de animal infectado por
OROV 12 dias apés o inoculo.
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Ja foi demonstrado para varios virus em modelo animal que o pico de titulo viral no
sistema nervoso central coincide com ativagdo de caspase 3 e fragmentagdo de DNA
evidenciada tanto por TUNEL quanto por fragmentagdo de DNA. Tais evidéncias foram
verificadas em virus West Nile (SAMUEL:MORREY:DIAMOND, 2007), reovirus
(OBERHAUS et al., 1997) e virus sindbis (LABRADA et al., 2002b). por exemplo. As
mesmas evidéncias foram observadas em tecido cardiaco de camundongos infectados por
virus coxsackie B3, reovirus e virus da encefalomiocardite, ¢ no figado de camundongos
infectados por herpes simplex tipo 1 (CLARKE:;TYLER, 2009). Estes estudos sugerem uma
correlagdo entre apoptose e a severidade da doenga, mostrando que a apoptose, seja ela
induzida pelo virus ou uma resposta de protegiio inata do organismo. € um mecanismo de
patogenicidade que contribuiria com o dano causado pelo virus aos tecidos infectados
(KOYAMA et al., 2000). lista relagdo ja foi demonstrada claramente em camundongos
infectados pelo virus West Nile, em que o cérebro e medula dorsal de animais que nao
apresentavam paralisia ndo apresentavam sinais de apoptose, enquanto que em animais com
doenga mais severa, que apresentavam paralisia pronunciada, seus cérebros e medulas
apresentavam sinais claros de apoptose (SHRESTHA:GOTTLIEB:DIAMOND, 2003).

A indugdo de apoptose como resposta a infecg@o viral pode ser provocada pelo sistema
imune do hospedeiro, como uma resposta protetora, de modo a promover a redugdo
(“clearance™) das particulas virais mediada pela fagocitose dos corpos apoptoticos contendo
os virus. Por exemplo, em infec¢des do sistema nervoso central por reovirus e virus da
hepatite C ndo se detecta nenhum infiltrado inflamatério, o que indica que a apoptose
observada em tais tecidos seja decorrente de alguma via autécrina (CLARKE:TYLER, 2009).
No entanto, existem evidéncias cada vez mais fortes de indugfo direta de apoptose por
proteinas virais (MORI et al., 2004). Foi demonstrado que em miocardites induzida pelo virus
coxsackie B3 a proteina do capsideo. VP2. parece interagir com a proteina pré-apoptdtica
celular Siva, o que aumenta a indugdo de apoptose em tecidos infectados, contribuindo assim
para a patogenicidade do virus neste tecido (HENKE et al., 2000). Ademais, reovirus que nao
expressam a proteina néo estrutural ols induzem menos apoptose no sistema nervoso central e
cardiaco do que as linhagens parentais selvagens (CLARKE;TYLER, 2009).

A relagdo entre apoptose e infec¢des virais no sistema nervoso central em humanos
também parece ser importante. Ja foi relatado que pacientes com deméncia associada ao HIV-
1 apresentam morte celular por apoptose significativa em neurdnios, astrocitos e células
endoteliais (LI et al.. 2005). Neste caso. apesar do HHTV ndo infectar diretamente os neurdnios,

algumas proteinas virais, quando secretadas, tais como gp120 e Tat, parecem estar envolvidas
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nesse processo. A apoptose no sistema nervoso central em humanos também foi relatada em
encefalites relacionadas ao virus herpes simplex e citomegalovirus (DEBIASI et al.. 2002).
sendo que a ativagdo da via de apoptose nestes casos parece estar sendo influenciada pela
replicagdo do virus, e ndo pela resposta do hospedeiro, uma vez que esta resposta ndo foi
dependente de via de sinalizagdo por células T. Além disso, pode-se citar o envolvimento de
apoptose como um relevante dano causado no figado durante infec¢des por virus da hepatite
B e C (CLARKE;TYLER, 2009).

Muitos trabalhos que estudam a patogénese de virus neurotropicos em modelos
animais descrevem apoptose como um dos mecanismos envolvidos no processo (LEVINE,
2002). Nosso grupo demonstrou que o virus Oropouche, tanto em hamsters como em
camundongos, ¢ nitidamente neurotropico (RODRIGUES, 2004; SANTOS. 2008), com
indicios de neurodegenerecdo e elevados titulos virais neste tecido. Este tropismo, que ndo ¢
observado em hospedeiros humanos, pode ser parcialmente explicado devido ao fato de que a
cepa de virus utilizada no trabalho ter sido propagada inicialmente em cérebros de
camundongos recém-nascidos. O presente trabalho demonstrou que, como resultado da
replicag@o do virus no cérebro, ocorre a indug@o de apoptose, conforme observada pelo ensaio
de TUNEL. No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na indugdo de
apoptose em células do sistema nervoso central pelo virus Oropouche. A partir dos indicios
apresentados em nosso trabalho ¢ possivel concluir que o estudo dos mecanismos envolvendo
a indugdo de apoptose neste modelo parece ser uma area promissora para se compreender a
patogénese de OROV. Perspectivas futuras de nosso grupo incluem. portanto, dar seguimento
a estes experimentos de modo a determinar quais células do sistema nervoso central entram
em apoptose, além de identificar se apoptose ocorre somente nas células infectadas ou se
ocorre também nas células vizinhas de maneira pardcrina, com envolvimento de alguma
proteina viral ou celular, e ainda estabelecer a relagdo entre a apoptose do sistema nervoso
central com a severidade da infec¢do neste modelo. A infec¢do do sistema nervoso central
pelo virus Oropouche em humanos ¢ bastante rara (PINHEIRO;VASCONCELOS, 1997) ndo
sendo possivel, desta forma, extrapolar se este fenomeno acontece em individuos infectados
por OROV. No entanto, o modelo animal é uma ferramenta importante para o estudo das
proteinas virais envolvidas na replicagdo, assim como estudo envolvendo drogas e vacinas
anti-virais. Portanto. conhecer os mecanismos que levam o virus a causar a infecgdo neste
modelo ¢ fundamental para se estabelecer o estudo do virus em modelo in vivo.

No presente trabalho ficou evidente a indugfio de apoptose como conseqiiéncia da

replicagdo do virus Oropouche em cultura de células de mamiferos. Os ensaios realizados
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permitiram observar as caracteristicas morfologicas classicas de células em apoptose, tais
como encolhimento do citoplasma, invaginagdo da membrana celular, fragmentagdo do DNA
e exposi¢do dos residuos de fosfatidilserina. Nossos dados ainda demonstraram o
envolvimento das moléculas caracteristicas da via de apoptse, como citocromo ¢ e caspases 9
e 3. Foi também observado que para que o virus induza apoptose neste modelo néo basta que
ele se ligue ao receptor celular, mas sim que ele tenha seu material genético liberado do
endossomo e que suas proteinas sejam sintetizadas. A analise da expressdo da proteina NSs de
OROV em células de mamiferos, ainda que preliminar, aponta para um possivel papel desta
proteina ndo estrutural na indug@o de apoptose. Nossos dados ainda revelam que. apesar da
apoptose ser uma consequéncia da replicagdo de OROV nas células estudadas, este fendmeno
ndo ¢ condigdo restritiva e nem essencial para o ciclo do virus, uma vez que a inativag@o das
caspases e, por conseqiiéncia, o bloqueio da apoptose nas células, ndo impede que o virus se
replique. A analise da infec¢do de OROV em modelo animal revela que a apoptose também
acontece no tecido cerebral, o que sugere que esta seja uma importante conseqiiéncia da
replicagdo do virus também in vivo.

Este trabalho tem importancia por ser o primeiro a propor um estudo da via de indugéo
de apoptose pelo virus Oropouche em modelo in vitro. o que contribui para o entendimento da
biologia do virus e sua relagdo com as células do hospedeiro. Este estudo serve como base
para estudos futuros que podem vir a elucidar os mecanismos que envolvem a patogénese do
virus em modelos animais, processo esse de grande imortdncia para se estudar novas
abordagens para o tratamento da infec¢do e desenvolvimento de novas drogas e medidas
terapéuticas. O estudo ainda auxilia na compreensdo da relagdo virus-célula e no estudo da
importancia da morte celular programada na replicagdo viral. O fato de Oropouche, assim
como muitos outros virus estudados (O'BRIEN, 1998) apresentarem proteinas conservadas ao
longo da evolugdo com papel na indugdo de apoptose apontam para este mecanismo como
sendo importane para a biologia desses agentes.

Em sintese, na figura 38 propomos um esquema geral que sugere uma integracdo dos
dados que obtivemos de modo a resumir passo a passo em um periodo de tempo de 36 horas

as madificagdes provocadas pela replicagdo de OROV em cultura de células.
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Figura 38: Esquema geral ilustrando as alteragdes observadas no presente estudo provocadas pela
replicagio de OROV em cultura de células. Oh a 3h p.i.: O virus se liga ao receptor da célula
hospedeira, ¢ endocitado. e tem seu material genético liberado no citoplasma. 4h a 8h p.i.: Sintese das
proteinas virais e ativagdo da maquinaria que ird culminar na apoptose da célula infectada. 8h a 12h
p-i.: Os primeiros sinais de apoptose sdo observados — inicio da despolarizacdo da membrana da
mitocondria, exposi¢do dos residuos de fosfatidilserina para a face externa da membrana plasmatica,
ativagao de caspase 3 (em torno de 25% das células em uma cultura). Nesse periodo comega a ocorrer
liberagdo de progénie viral para o meio externo. 12h a 24h p.i.: A despolarizagdo da membrana da
mitocondria atinge o &pice (em torno de 61% das células analisadas), ainda € observada a exposi¢do
dos residuos de fosfatidilserina para a face externa da membrana plasmatica, a ativagio de caspase 9 ¢
observada e a ativagdo de caspase 3 atinge o pico (em torno de 90% das células observadas). Apesar
de ndo ser possivel provar, deve estar acontecendo liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria, uma vez
que ja é detectada ativagdo de caspase 9. A morfologia da célula comega a se alterar, sendo possivel
perceber a formagao de “blebbings™, assim como a fragmentagdo do seu DNA (detectada em torno de
30% das células). 24h a 36h p.i.: Ativacido de caspase 9 ainda é observada, e a ativagido de caspase 3
diminui um pouco (em torno de 65% das células observadas). A liberagdo de citocromo c da
mitocondria é evidente. A morfologia da célula comega se alterar mais ainda, sendo possivel ver a
formacgdo dos corpos apoptoticos, tipicos de células em estagios avangados de apoptose. A
fragmentagdo do DNA celular atinge o pico maximo (75% das células). A produgao de progénie viral
também atinge seu pico maximo neste momento.

Esquema elaborado por Gustavo O. Acrani. Desenho e layout criado por Adilson P. Terrivel. 2009.
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5.Conclusoes

O presente estudo demonstrou que a infecgdo pelo virus Oropouche em modelo in vitro,
utilizando culturas de células Hel.a, tem como conseqiiéncia para a c€lula a morte por apoptose.
Foi demonstrado que o efeito citopatico apresentado pelas células apds serem inoculadas pelo

estoque de virus ¢ caracteristico de células em apoptose.

As caracteristicas morfologicas e bioquimicas de apoptose que foram observadas nas

células infectadas por OROV no presente trabalho podem ser resumidas abaixo:

-presenca de evaginagdes na membrana da célula (“blebbing™),

-fragmentag@o do DNA celular,

-exposicdo dos residuos de fosfatidilserina para a face externa da membrana celular,
-despolarizagdo da membrana da mitocondria,

-liberagd@o de citocromo ¢ da membrana da mitocondria,

-ativagdo de caspase 9,

-ativagdo de caspase 3.

Ficou evidente que a apoptose induzida por OROV se da apds a entrada do mesmo na
célula, sendo a liberagdo do ribonucleocapsideo do endossomo uma condigdo essencial. Foi
determinado que o momento em que ocorre a ativag@o da cascata de apoptose provavelmente se
da no inicio do processo de replicagdo do virus, processo este que requer a sintese de suas
proteinas. Foi possivel mostrar também que a proteina néo estrutural NSs de OROV pode estar

envolvida com a indugé@o de apoptose neste modelo.
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No entanto, foi observada que a apoptose ndo € uma condi¢éo essencial para a replicagdo
do virus em células Hel.a, uma vez que ao se bloquear a agdo das caspases celulares o virus

mantém sua capacidade de se replicar e produzir progénie viavel.

Nossos resultados mostram entdo que apoptose € uma importante conseqiiéncia da
infecgdo pelo virus Oropouche in vitro, a qual ocorre através de uma via intracelular que envolve

a mitocOndria, e que € provavelmente acionada durante o processo de replicagdo e sintese das

proteinas virais.

Foi demonstrada também fragmentagdo do DNA em cérebros de hamsters infectados, o

que sugere que a indugé@o de apoptose pelo virus pode ser também observada em infecg@o in vivo.



6.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



116

6.Referéncias Bibliograficas

AHUJA, D;SAENZ-ROBLES, M. T. e PIPAS, J. M. SV40 large T antigen targets multiple
cellular pathways to elicit cellular transformation. Oncogene, v.24, n.52, p.7729-45. 2005.

ANDERSON, C. R;SPENCE. L.:DOWNS, W. G. e AITKEN, T. H. Oropouche virus: a new
human disease agent from Trinidad, West Indies. Am J Trop Med Hyg, v.10, p.574-8. 1961.

AQUINO, V. H. e FIGUEIREDO, L. T. Linear amplification followed by single primer
polymerase chain reaction to amplify unknown DNA fragments: complete nucleotide sequence of
Oropouche virus M RNA segment. J Virol Methods, v.115, n.l, p.51-7. 2004.

AQUINO, V. H.;MORELI, M. L. e MORAES FIGUEIREDO, L. T. Analysis of oropouche virus
L protein amino acid sequence showed the presence of an additional conserved region that could
harbour an important role for the polymerase activity. Arch Virol, v.148, n.1, p.19-28. 2003.

ARAUJO. R.;DIAS, L. B.;ARAUJO, M. T.;PINHEIRO, F. e OLIVA, O. F. [Ultrastructural
changes in the hamster liver after experimental inoculation with Oropouche arbovirus (type BeAn
19991)]. Rev Inst Med Trop Sao Paulo, v.20, n.1, p.45-54. 1978.

AUBERT, M.;O'TOOLE, J. e BLAHO, J. A. Induction and prevention of apoptosis in human
HEp-2 cells by herpes simplex virus type 1. J Virol, v.73, n.12, p.10359-70. 1999.

AZEVEDO, R. S:NUNES, M. R.;CHIANG, J. O.:BENSABATH, G.;VASCONCELOS, H.
B.;PINTO, A. Y.MARTINS, L. C.MONTEIRO, H. A;RODRIGUES, S. G. e
VASCONCELOS, P. F. Reemergence of Oropouche fever, northern Brazil. Emerg Infect Dis,
v.13,n.6, p.912-5. 2007.

BAISLEY. K. J.WATTS, D. M.;;MUNSTERMANN, L. E. e WILSON, M. L. Epidemiology of
endemic Oropouche virus transmission in upper Amazonian Peru. Am J Trop Med Hyg, v.59,
n.5, p.710-6. 1998.

BALACHANDRAN, S;;ROBERTS, P. C.:KIPPERMAN, T.:BHALLA, K. N,;COMPANS, R.
W.ARCHER, D. R. e BARBER. G. N. Alpha/beta interferons potentiate virus-induced apoptosis

through activation of the FADD/Caspase-8 death signaling pathway. J Virol, v.74, n.3, p.1513-
23.2000.

BANKI, K.;HUTTER, E.;GONCHOROFF, N. J. e PERL, A. Molecular ordering in HIV-induced
apoptosis. Oxidative stress, activation of caspases, and cell survival are regulated by
transaldolase. J Biol Chem, v.273, n.19, p.11944-53. 1998.

BITKO, V. e BARIK, S. An endoplasmic reticulum-specific stress-activated caspase (caspase-
12) is implicated in the apoptosis of A549 epithelial cells by respiratory syncytial virus. J Cell
Biochem, v.80, n.3, p.441-54. 2001.



117

BLAKQORI, G.;DELHAYE, S.:HABJAN., M.:BLAIR. C. D..SANCHEZ-VARGAS, [.;OLSON,
K. E;ATTARZADEH-YAZDI, G.;FRAGKOUDIS, R.:KOHL. A.KAILINKE, U.:WEISS,
S:MICHIELS, T.;STAEHELI, P. e WEBER, F. La Crosse bunyavirus nonstructural protein NSs

serves to suppress the type | interferon system of mammalian hosts. J Virol. v.81,n.10, p.4991-9.
2007.

BLAKQORI, G. e WEBER, F. Efficient ¢cDNA-based rescue of La Crosse bunyaviruses
expressing or lacking the nonstructural protein NSs. J Virol, v.79, n.16, p.10420-8. 2005.

BORBOREMA, C. A;;PINHEIRO, F. P,ALBUQUERQUE. B. C.;DA ROSA, A. P.;DA ROSA,
J. F.e DOURADO. H. V. [Ist occurrence of outbreaks caused by Oropouche virus in the State of
Amazonas]. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. v.24. n.3. p.132-9. 1982.

BOSSY-WETZEL, E.NEWMEYER, D. D. e GRELN. D. R. Mitochondrial cytochrome ¢
release in apoptosis occurs upstream of DEVD-specific caspase activation and independently of
mitochondrial transmembrane depolarization. EMBO J. v.17. n.1, p.37-49. 1998.

BRIDGEN, A.;WEBLER, F.;FAZAKERLEY, J. K. e ELLIOTT, R. M. Bunyamwera bunyavirus
nonstructural protein NSs is a nonessential gene product that contributes to viral pathogenesis.
Proc Natl Acad Sci U S A, v.98,n.2, p.664-9. 2001.

BRUNK, U. T.:DALEN, H.;ROBERG, K. e HELLQUIST, H. B. Photo-oxidative disruption of
lysosomal membranes causes apoptosis of cultured human fibroblasts. Free Radic Biol Med.
v.23,n.4,p.616-26. 1997.

BRUSCHKE, C. J.:HULST. M. M.;;MOORMANN, R. J.;VAN RIJN, P. A. e VAN OIRSCHOT,

J. T. Glycoprotein Erns of pestiviruses induces apoptosis in lymphocytes of several species. J
Virol, v.71,n.9, p.6692-6. 1997.

CACEDA. E. R. e KOCHEL, T. J. Application of modified shell vial culture procedure for
arbovirus detection. PLoS ONE. v.2, n.10, p.e1034. 2007.

CARRASCOSA, A. L;BUSTOS., M. J..NOGAL., M. L..GONZALEZ DE BUITRAGO, G. e
REVILLA, Y. Apoptosis induced in an early step of African swine fever virus entry into vero
cells does not require virus replication. Virology. v.294, n.2, p.372-82. 2002.

CHANG, C. C.;0U, Y. C:;RAUNG, S. L. e CHEN., C. J. Antiviral effect of
dehydroepiandrosterone on Japanese encephalitis virus infection. J Gen Virol. v.86, n.Pt 9,
p.2513-23.2005.

CLARKE, P. e TYLER. K. L. Apoptosis in animal models of virus-induced disease. Nat Rev
Microbiol, v.7, n.2. p.144-55. 2009.



118

COLON-RAMOS, D. A;IRUSTA, P. M.:GAN, E. C.;OLSON, M. R.:SONG, J.;MORIMOTO,
R. I;ELLIOTT, R. M;;LOMBARD, M.;HOLLINGSWORTH, R.;HARDWICK, J. M.;SMITH,
G. K. e KORNBLUTH, S. Inhibition of translation and induction of apoptosis by Bunyaviral

nonstructural proteins bearing sequence similarity to reaper. Mol Biol Cell, v.14, n.10, p.4162-
72.2003.

CULLITON, B. J. Emerging viruses, emerging threat. Science, v.247, n.4940, p.279-80. 1990.

DANIAL, N. N. e KORSMEYER, S. J. Cell death: critical control points. Cell. v.116. n.2, p.205-
19.2004.

DEBBAS, M. e WHITE, E. Wild-type pS3 mediates apoptosis by ETA, which is inhibited by
EIB. Genes Dev, v.7. n.4, p.546-54. 1993.

DEBIASI, R. L.:KLEINSCHMIDT-DEMASTERS, B. K.RICHARDSON-BURNS, S. e
TYLER, K. L. Central nervous system apoptosis in human herpes simplex virus and
cytomegalovirus encephalitis. J Infect Dis, v.186, n.11. p.1547-57. 2002.

DEBIASI, R. L.;:ROBINSON, B. A.;SHERRY, B;;BOUCHARD, R.:BROWN, R. D.;RIZEQ,
M.;LONG, C. e TYLER, K. L. Caspase inhibition protects against reovirus-induced myocardial
injury in vitro and in vivo. J Virol, v.78, n.20, p.11040-50. 2004.

DING, X.:XU, F.;CHEN, H.;TESH, R. B. e XIAO, S. Y. Apoptosis of hepatocytes caused by
Punta Toro virus (Bunyaviridae: Phlebovirus) and its implication for Phlebovirus pathogenesis.
Am J Pathol, v.167, n.4, p.1043-9. 2005.

DUVAL, R;DELEBASSEE, S..CARDOT, P. J. e BOSGIRAUD, C. Visna virus-induced
cytopathic effect in vitro is caused by apoptosis. Arch Virol, v.147,n.5, p.943-59. 2002.

ENARI, M,;SAKAHIRA, H.;)YOKOYAMA, H..OKAWA, K:IWAMATSU, A. e NAGATA, S.
A caspase-activated DNase that degrades DNA during apoptosis, and its inhibitor ICAD. Nature,
v.391, n.6662, p.43-50. 1998.

EVERETT, H. e MCFADDEN, G. Apoptosis: an innate immune response to virus infection.
Trends Microbiol, v.7, n.4, p.160-5. 1999,

EVERETT. H. e MCFADDEN, G. Viruses and apoptosis: meddling with mitochondria.
Virology, v.288, n.1, p.1-7. 2001.

FADOK, V. A. e CHIMINI, G. The phagocytosis of apoptotic cells. Semin Immunol, v.13, n.6,
p.365-72.2001.

FIGUEIREDO, L. T. Emergent arboviruses in Brazil. Rev Soc Bras Med Trop, v.40, n.2, p.224-
9.2007.



119

FIGUEIREDO. L. T..TRAVASSOS DA ROSA, A. P. A. e FIORRILO, M. A. Niveis de
anticorpos para arbovirus em individuos da regido de Ribeirdo Preto, SP (Brasil). Rev. Saide
Publica, v.20, n.3, p.204-211. 1986.

GALLUZZI, L.;BRENNER, C.;MORSLLLI. E;TOUAT, Z. e KROEMER, G. Viral control of
mitochondrial apoptosis. PLoS Pathog, v.4.n.5, p.e1000018.2008.

GAUTIER, [.;COPPEY, J. e DURIEUX, C. Early apoptosis-related changes triggered by HSV-I
inindividual neuronlike cells. Exp Cell Res, v.289, n.1, p.174-83. 2003.

GAVRILOVSKAYA, [. N.;BROWN, E. J.;GINSBERG, M. IH. e MACKOW, E. R. Cellular
entry of hantaviruses which cause hemorrhagic fever with renal syndrome is mediated by beta3
integrins. J Virol, v.73, n.5, p.3951-9. 1999.

GIBBONS, A. Where are 'new' diseases born? Science, v.261, n.5122, p.680-1. 1993.

GOMES, R. Apoptose e alteracdes na atividade do proteassoma induzidas por v’rus
Coxsakie BS em células HeLa. Departamento de Biologia Celular, Molecular e Bioagentes
Patogénicos. Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2007.

GOWEN, B. B.:HOOPES., 1. D.WONG, M. H;JUNG, K. H;ISAKSON, K.
C.;ALEXOPOULOU, L;FLAVELL, R. A. e SIDWELL, R. W. TLR3 deletion limits mortality
and disease severity due to Phlebovirus infection. J Immunol, v.177,n.9, p.6301-7. 2006.

HANON, E;MEYER, G.;VANDERPLASSCHEN, A..DESSY-DOIZE, C.;THIRY, E. e
PASTORET, P. P. Attachment but not penetration of bovine herpesvirus | is necessary to induce
apoptosis in target cells. J Virol, v.72, n.9, p.7638-41. 1998.

HAY, S. e KANNOURAKIS, G. A time to Kill: viral manipulation of the cell death program. J
Gen Virol, v.83, n.Pt 7, p.1547-64. 2002.

HENGARTNER, M. O. The biochemistry of apoptosis. Nature, v.407, n.6805, p.770-6. 2000.

HENKE. A;LAUNHARDT, H;KLEMENT, K.STELZNILR. A;ZELL, R. e MUNDER, T.
Apoptosis in coxsackievirus B3-caused diseases: interaction between the capsid protein VP2 and
the proapoptotic protein siva. J Virol, v.74, n.9, p.4284-90. 2000.

HENKLER, F.;HOARE, J..WASEEM, N.;GOLDIN, R. D..MCGARVEY, M. J,;KOSHY, R. e
KING, I. A. Intracellular localization of the hepatitis B virus HBx protein. J Gen Virol, v.82,
n.Pt4, p.871-82. 2001.

HOBBS, J. A;SCHLOEMER, R. H:HOMMEL-BERREY, G. e BRAHMI, Z. Caspase-3-like
proteases are activated by infection but are not required for replication of vesicular stomatitis
virus. Virus Res, v.80, n.1-2, p.53-65. 2001.

HOCH, A. L;ROBERTS, D. R. e PINHEIRO, F. D. Breeding sites of Culicoides paraensis and
options for control by environmental management. Bull Pan Am Health Organ, v.20, n.3,
p.284-93. 1986.



120

HOFMANN, J.;PLETZ. M. W. e LIEBERT, U. G. Rubella virus-induced cytopathic effect in
vitro is caused by apoptosis. J Gen Virol, v.80 ( Pt 7), p.1657-64. 1999.

HOFFMANN. P. R.::KENCH, J. A;VONDRACEK, A.:KRUK, E.;DALEKE, D. L.;:JORDAN,
M.;MARRACK, P;HENSON, P. M. e FADOK, V. A. Interaction between phosphatidylserine
and the phosphatidylserine receptor inhibits immune responses in vivo. J Immunol, v.174, n.3,
p.1393-404. 2005.

HORNUNG, V.ELLEGAST, J.:KIM. S.:BRZOZKA., K. JUNG, A.;KATO, H.;POECK,
H.;AKIRA, S.;CONZELMANN, K. K.;SCHLEE, M;ENDRES, S. e HARTMANN, G. 5'-
Triphosphate RNA is the ligand for RIG-I. Science. v.314, n.5801, p.994-7. 2006.

IRUSTA, P. M.:CHEN, Y. B. e HARDWICK, J. M. Viral modulators of cell death provide new
links to old pathways. Curr Opin Cell Biol, v.15, n.6, p.700-5. 2003.

JAN, J. T. e GRIFFIN, D. E. Induction of apoptosis by Sindbis virus occurs at cell entry and does
not require virus replication. J Virol, v.73, n.12, p.10296-302. 1999.

KANG, J. I;PARK, S. H;LEE, P. W. e AHN, B. Y. Apoptosis is induced by hantaviruses in
cultured cells. Virology, v.264, n.l, p.99-105. 1999.

KERR, J. F.:WYLLIE. A. H. e CURRIE, A. R. Apoptosis: a basic biological phenomenon with
wide-ranging implications in tissue kinetics. Br J Cancer, v.26, n.4, p.239-57. 1972.

KEYAERTS, E.;VIUGEN, L.:MAES, P.:NEYTS, J. e VAN RANST, M. In vitro inhibition of
severe acute respiratory syndrome coronavirus by chloroquine. Biochem Biophys Res Commun,
v.323,n.1, p.264-8. 2004.

KLEINSCHMIDT, M. C.;MICHAELIS, M.:OGBOMO, H.;.DOERR, H. W. e CINATL, J., JR.

Inhibition of apoptosis prevents West Nile virus induced cell death. BMC Microbiol, v.7, p.49.
2007.

KNUDSON, C. M. e BROWN, N. M. Mitochondria potential, bax "activation," and programmed
cell death. Methods Mol Biol, v.414, p.95-108. 2008.

KOHL. A.:CLAYTON. R. F.;WEBER. F.;BRIDGEN, A.;RANDALL, R. E. e ELLIOTT, R. M.
Bunyamwera virus nonstructural protein NSs counteracts interferon regulatory factor 3-mediated
induction of early cell death. J Virol, v.77, n.14, p.7999-8008. 2003.

KOYAMA, A. H..FUKUMORI, T;FUJITA, M;IRIE, H. e ADACHI, A. Physiological
significance of apoptosis in animal virus infection. Microbes Infect, v.2, n.9, p.1111-7. 2000.



121

KROEMER, G.;GALLUZZI, L.,VANDENABEELE. P.;ABRAMS, J;ALNEMRI, E.
S;;BAEHRECKE, E. H.;BLAGOSKLONNY, M. V_;EL-DEIRY, W. S.;GOLSTEIN, P..GREEN,
D. R.;HENGARTNER, M.;KNIGHT, R. A.;KUMAR, S.LIPTON, S. A.MALORNI,
W.NUNEZ, G.;PETER, M. E.;TSCHOPP, J..YUAN, J.;PIACENTINI, M.;ZHIVOTOVSKY, B.
e MELINO, G. Classification of cell death: recommendations of the Nomenclature Committee on
Cell Death 2009. Cell Death Differ, v.16, n.1, p.3-11. 2009.

KUROKAWA, M.:KOYAMA, A. H.;YASUOKA, S. e ADACHI, A. Influenza virus overcomes
apoptosis by rapid multiplication. Int J Mol Med, v.3. n.5. p.527-30. 1999.

LABRADA, L.;BODELON. G.;VINUELA, J. ¢ BENAVENTE, J. Avian reoviruses cause
apoptosis in cultured cells: viral uncoating. but not viral gene expression, is required for
apoptosis induction. J Virol, v.76, n.16, p.7932-41. 2002.

LABRADA, L.;LIANG, X. H.;ZHENG, W._JOHNSTON, C. e LEVINE, B. Age-dependent
resistance to lethal alphavirus encephalitis in mice: analysis of gene expression in the central
nervous system and identification of a novel interferon-inducible protective gene, mouse ISG12.
J Virol, v.76, n.22, p.11688-703. 2002.b

LEVINE, B. Apoptosis in viral infections of neurons: a protective or pathologic host response?
Curr Top Microbiol Immunol, v.265, p.95-118. 2002.

LI, W.;:GALEY., D.,MATTSON. M. P. e NATH. A. Molecular and cellular mechanisms of
neuronal cell death in HIV dementia. Neurotox Res, v.8, n.1-2, p.119-34. 2005.

LIM, S. [, KWEON, C. H.;YANG, D. K.;TARK, D. S. e KWEON. J. I'l. Apoptosis in Vero cells
infected with Akabane, Aino and Chuzan virus. J Vet Sci, v.6, n.3, p.251-4. 2005.

LINLEY, J. R:HOCH, A. L. e PINHEIRO, F. P. Biting midges (Diptera: Ceratopogonidae) and
human health. J Med Entomol, v.20, n.4, p.347-64. 1983.

LIU, J.;WEI, T. e KWANG, J. Avian encephalomyelitis virus nonstructural protein 2C induces
apoptosis by activating cytochrome c/caspase-9 pathway. Virology, v.318, n.1. p.169-82. 2004.

LIVONESI, M. C.;DE SOUSA, R. L.;BADRA, S. J. e FIGUEIREDO, L. T. In vitro and in vivo
studies of ribavirin action on Brazilian Orthobunyavirus. Am J Trop Med Hyg, v.75. n.5,
p.-1011-6.2006.

LIVONESI, M. C.:DE SOUSA, R. L.:BADRA, S. J. e FIGUEIREDO, L. T. In vitro and in vivo
studies of the Interferon-alpha action on distinct Orthobunyavirus. Antiviral Res, v.75, n.2,
p-121-8. 2007.

LIVONESI, M. C.;MORO DE SOUSA, R. L. e MORAES FIGUEIREDO, I.. T. In vitro study of
antiviral activity of mycophenolic acid on Brazilian orthobunyaviruses. Intervirology, v.50, n.3,
p.204-8.2007.



122

LUDWIG, G. V;ISRAEL, B. A;CHRISTENSEN, B. M.;YUILL, T. M. e SCHULTZ, K. T.
Role of La Crosse virus glycoproteins in attachment of virus to host cells. Virology, v.181, n.2,
p.564-71. 1991.

MARTIN, U.;JARASCH, N;;NESTLER. M.;RASSMANN, A.:MUNDER, T.;SEITZ, S.:ZELL,
R.;WUTZLER, P. e HENKE, A. Antiviral effects of pan-caspase inhibitors on the replication of
coxsackievirus B3. Apoptosis, v.12, n.3, p.525-33. 2007.

MATSUYAMA, S.;LLOPIS, J..DEVERAUX, Q. L;TSIEN, R. Y. e REED, J. C. Changes in
intramitochondrial and cytosolic pH: early events that modulate caspase activation during
apoptosis. Nat Cell Biol, v.2, n.6, p.318-25.2000.

MERCER, J. e HELENIUS, A. Vaccinia virus uses macropinocytosis and apoptotic mimicry to
enter host cells. Science, v.320,n.5875, p.531-5. 2008.

MIR, M. A. e PANGANIBAN, A. T. The bunyavirus nucleocapsid protein is an RNA chaperone:
possible roles in viral RNA panhandle formation and genome replication. RNA, v.12. n.2, p.272-
82.2006.

MIURA, M;FRIEDLANDER, R. M. e YUAN, J. Tumor necrosis factor-induced apoptosis is
mediated by a CrmA-sensitive cell death pathway. Proc Natl Acad Seci U S A, v.92, n.18,
p.8318-22.1995.

MOFFATT, S.;YAEGASHI. N.,;TADA, K,;TANAKA, N. e SUGAMURA, K. Human
parvovirus B19 nonstructural (NS1) protein induces apoptosis in erythroid lineage cells. J Virol,
v.72,n.4, p.3018-28. 1998.

MORELI, M. L.;AQUINO, V. H.;CRUZ. A. C. e FIGUEIRE:DO, L. T. Diagnosis of Oropouche
virus infection by RT-nested-PCR. J Med Virol, v.66, n.1, p.139-42. 2002.

MORI. [;NISHIYAMA, Y.:YOKOCHI, T. e KIMURA, Y. Virus-induced neuronal apoptosis as
pathological and protective responses of the host. Rev Med Virol, v.14, n.4, p.209-16. 2004.

NAKAGAWA, T.;ZHU, H:MORISHIMA. N;LIL E.;XU, J.YANKNER, B. A. e YUAN, .
Caspase-12 mediates endoplasmic-reticulum-specific apoptosis and cytotoxicity by amyloid-beta.
Nature, v.403, n.6765, p.98-103. 2000.

NEIL, J. C;CAMERON, E. R. e BAXTER, E. W. p53 and tumour viruses: catching the guardian
off-guard. Trends Microbiol, v.5, n.3, p.115-20. 1997.

NGUYEN, M. L;KRAFT, R. M.;;AUBERT, M.;GOODWIN, E.:DIMAIO, D. e BLAHO, J. A.
p53 and hTERT determine sensitivity to viral apoptosis. J Virol, v.81.n.23. p.12985-95. 2007.

NICHOL, S. T. Bunyaviridae. In: KNIPE, D. M. FIELDS Virology. Philadelphia: Lippincott-
Willians, v.2, 2001. p.1603-1633.



123

NICOLETTI, I;MIGLIORATI, G.;PAGLIACCI, M. C.;GRIGNANI, F. e RICCARDI, C. A
rapid and simple method for measuring thymocyte apoptosis by propidium iodide staining and
flow cytometry. J Immunol Methods, v.139, n.2, p.271-9. 1991.

NOMURA-TAKIGAWA, Y. ,NAGANO-FUIII, M. DENG, L.;KITAZAWA, S,;ISHIDO,
S.;SADA, K. e HOTTA, H. Non-structural protein 4A of Hepatitis C virus accumulates on

mitochondria and renders the cells prone to undergoing mitochondria-mediated apoptosis. J Gen
Virol, v.87, n.Pt 7, p.1935-45. 2006.

NUNES, M. R:MARTINS, L. C.:RODRIGUES. S. G.;CHIANG, J. O.;:AZEVEDO RDO, S.;:DA
ROSA, A. P. e VASCONCELQS, P. F. Oropouche virus isolation, southeast Brazil. Emerg
Infect Dis, v.11, n.10, p.1610-3. 2005.

O'BRIEN, V. Viruses and apoptosis. J Gen Virol, v.79 ( Pt 8), p.1833-45. 1998.

OBERHAUS, S. M.;SMITH, R. L;CLAYTON, G. H.;DERMODY, T. S. e TYLER, K. L.
Reovirus infection and tissue injury in the mouse central nervous system are associated with
apoptosis. J Virol, v.71, n.3, p.2100-6. 1997.

PATTERSON, J. L.HOLLOWAY, B. e KOLAKOFSKY, D. La Crosse virions contain a primer-
stimulated RNA polymerase and a methylated cap-dependent endonuclease. J Virol, v.52, n.1,
p.215-22. 1984.

PARQUET, M. C.;KUMATORI, A.;HASEBE, F.,;MATHENGE, E. G. e MORITA, K. St. Louis
encephalitis virus induced pathology in cultured cells. Arch Virol, v.147, n.6, p.1105-19. 2002.

PEKOSZ, A.PHILLIPS, J..PLEASURE, D..MERRY, D. e GONZALEZ-SCARANO, F.
Induction of apoptosis by La Crosse virus infection and role of neuronal differentiation and
human bcl-2 expression in its prevention. J Virol, v.70, n.8, p.5329-35. 1996.

PESONEN, M.;KUISMANEN, E. e PETTERSSON, R. F. Monosaccharide sequence of protein-
bound glycans of Uukuniemi virus. J Virol, v.41, n.2, p.390-400. 1982.

PICHLMAIR, A.;SCHULZ, O.;TAN, C. P.NASLUND, T. I.:LILJESTROM, P.;WEBER, F. e
REIS E SOUSA, C. RIG-I-mediated antiviral responses to single-stranded RNA bearing 5'-
phosphates. Science, v.314, n.5801, p.997-1001. 2006.

PINHEIRO, F. P;HOCH, A. L.,GOMES, M. L. e ROBERTS, D. R. Oropouche virus. IV.
Laboratory transmission by Culicoides paraensis. Am J Trop Med Hyg, v.30, n.1, p.172-6.
1981.

PINHEIRO, F. P..ROCHA, A. G;FREITAS, R. B.,;OHANA, B. A;TRAVASSOS DA ROSA, A.
P;ROGERIO, J. S. e LINHARES. A. C. [Meningitis associated with Oropouche virus
infections]. Rev Inst Med Trop Sao Paulo, v.24, n.4, p.246-51. 1982.



124

PINHEIRO, F. P.,TRAVASSOS DA ROSA, A. P.;TRAVASSOS DA ROSA, J. F;ISHAK,
R;FREITAS, R. B.;GOMES, M. L.:.LEDUC, J. W. e OLIVA, O. F. Oropouche virus. |. A review
of clinical, epidemiological, and ecological findings. Am J Trop Med Hyg, v.30. n.1, p.149-60.
1981.

PINHEIRO, F. P. T. D. R., A. P. A.; VASCONCELOS, P. F. C. Febre por Oropouche. In:
LEAO, R. N. Q. Doencas infecciosas e parasitarias. Enfoque amazodnico. . Belém: CEJUP,
1997. p.285-298.

RAMSEY-EWING, A. e MOSS, B. Apoptosis induced by a postbinding step of vaccinia virus
entry into Chinese hamster ovary cells. Virology, v.242. n.1, p.138-49. 1998.

RAVINDRA., P. V..TIWARIL A. K.:RATTA. B.CHATURVEDI U.:PALIA. S. K. e
CHAUHAN, R. S. Newcastle disease virus-induced cytopathic effect in infected cells is caused
by apoptosis. Virus Res. v.141,n.1, p.13-20. 2009.

REED, L. J. e MUENCH, I1. A simple method of estimating 50 per cent end point. American
Journal of Hygiene, v.27, n.39, p.493-497. 1938.

RODRIGUES, A. H. Desenvolvimento de um Modelo Experimental de Infec¢io Subcutianea
por Virus Oropouche em Hamster. Depto. Biologia Celular, Molecular e Bioagentes
Patogénicos. Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2004. 67 p.

ROULSTON, A;:MARCELLUS, R. C. e BRANTON, P. E. Viruses and apoptosis. Annu Rev
Microbiol, v.53, p.577-628. 1999.

SAEED, M. F.;NUNES, M.;VASCONCELOS, P. F..TRAVASSOS DA ROSA, A. P,;WATTS,
D. M.;RUSSELL, K.:SHOPE, R. E.:TESH, R. B. e BARRETT, A. D. Diagnosis of Oropouche
virus infection using a recombinant nucleocapsid protein-based enzyme immunoassay. J Clin
Microbiol, v.39. n.7, p.2445-52.2001.

SAEED., M. F.:WANG. H.:NUNES. M.:VASCONCELOS. P. F.WEAVER. S. C.:SHOPE, R.
E:WATTS, D. M.:TESH, R. B. e BARRETT. A. D. Nucleotide sequences and phylogeny of the
nucleocapsid gene of Oropouche virus. J Gen Virol. v.81. n.Pt 3. p.743-8. 2000.

SAMBROOK, J. e RUSSELL.. D. W. Isolation of high-molecular-weight DNA from mammalian
cells using proteinase K and phenol In: SAMBROOK, J. e RUSSELL, D. W. Molecular Cloning
- A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring Harbor Press, v.1, 2001.
p.6.4.

SAMUEIL, M. A;MORREY, J. D. e DIAMOND, M. S. Caspase 3-dependent cell death of
neurons contributes to the pathogenesis of West Nile virus encephalitis. J Virol, v.81, n.6,
p.2614-23.2007.

SANTOS, R. I.;RODRIGUES, A. H;SILVA, M. L.MORTARA, R. A.;ROSSI. M. A.;JAMUR,
M. C.;OLIVER, C. e ARRUDA, E. Oropouche virus entry into HeLa cells involves clathrin and
requires endosomal acidification. Virus Res, v.138, n.1-2, p.139-43. 2008.



125

SANTOS, R. [. M. Infec¢io Experimental de Camundongos BALB/c Neonatos Inoculados
Pela Via Subcutinea com Virus Oropouche. Departamento de Biologia Celular, Molecular e
Bioagentes Patogénicos., Universidade de Sado Paulo, Ribeirdo Preto. 2008.

SAVILL, J. e FADOK, V. Corpse clearance defines the meaning of cell death. Nature, v.407,
n.68035, p.784-8. 2000.

SCHEFFNER, M.:MUNGER, K.;BYRNE. J. C. e HOWLEY, P. M. The state of the p53 and

retinoblastoma genes in human cervical carcinoma cell lines. Proec Natl Acad Sci U S A, v.88,
n.13, p.5523-7. 1991.

SCHMALJOHN, C. S. e HOOPER. J. W. Bunyaviridac: the viruses and their replication. [n:
KNIPE, D. M. FIELDS Virology. Philadelphia: Lipincott-Williams & Wilkins, v.1, 2006.

SHIH, S. R;WENG, K. F.;:STOLLAR. V. e LI. M. L. Viral protein synthesis is required for
Enterovirus 71 to induce apoptosis in human glioblastoma cells. J Neurovirol, v.14, n.1, p.53-61.
2008.

SHRESTHA, B.;GOTTLIEB, D. e DIAMOND, M. S. Infection and injury of neurons by West
Nile encephalitis virus. J Virol, v.77, n.24, p.13203-13. 2003.

SILVA, A. F. PCR em Tempo Real para Detec¢do Especifica de RNAs (+) e (-) de Virus
Oropouche. Depto. Biologia Celular, Molecular e Bioagentes Patogénicos, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirao Preto. 2008. 51 p.

SLEE. E. A:HARTE. M. T.;KLUCK, R. M.;WOLF, B. B.;CASIANO., C. A:2NEWMEYER, D.
D..WANG, H. G.REED, J. C;NICHOLSON, D. W.ALNEMRI, E. S;GREEN, D. R. e
MARTIN, S. J. Ordering the cytochrome c-initiated caspase cascade: hierarchical activation of
caspases-2, -3, -6, -7, -8, and -10 in a caspase-9-dependent manner. J Cell Biol, v.144, n.2,
p-281-92. 1999.

SOARES, M. M:KING. S. W. e THORPE, P. E. Targeting inside-out phosphatidylserine as a
therapeutic strategy for viral diseases. Nat Med, v.14, n.12. p.1357-62. 2008.

STREITENFELD, H1.;:BOYD, A.;FAZAKERLEY, J. K.:BRIDGEN, A:ELLIOTT, R. M. e
WEBLER. F. Activation of PKR by Bunyamwera virus is independent of the viral interferon
antagonist NSs. J Virol, v.77, n.9, p.5507-11. 2003.

TAN, Y. X;TAN, T. H;LEE, M. J.THAM, P. Y.GUNALAN, V..DRUCE, J.:BIRCH,
C.:.CATTON, M.;FU, N. Y.;YU, V. C. e TAN, Y. J. Induction of apoptosis by the severe acute
respiratory syndrome coronavirus 7a protein is dependent on its interaction with the Bcl-XL
protein. J Virol, v.81, n.12, p.6346-55. 2007.

TESH, R. B. The emerging epidemiology of Venezuelan hemorrhagic fever and Oropouche fever
in tropical South America. Ann N 'Y Acad Sci, v.740, p.129-37. 1994.



126

THORNBERRY, N. A. e LAZEBNIK, Y. Caspases: enemies within. Science, v.281, n.5381,
p.1312-6. 1998.

TYLER, K. L.SQUIER, M. K.;RODGERS, S. E..SCHNEIDER, B. E.,OBERHAUS, S.
M.;GRDINA, T. A.;COHEN, J. J. e DERMODY, T. S. Differences in the capacity of reovirus

strains to induce apoptosis are determined by the viral attachment protein sigma 1. J Virol, v.69,
n.l1, p.6972-9. 1995.

VASCONCELOS, P. F..TRAVASSOS DA ROSA., A. P.RODRIGUES, S. G.:TRAVASSOS
DA ROSA, E. S.;DEGALLIER, N. e TRAVASSOS DA ROSA. J. F. Inadequate management of
natural ecosystem in the Brazilian Amazon region results in the emergence and reemergence of
arboviruses. Cad Saude Publica, v.17 Suppl, p.155-64. 2001.

WANG, H;BEASLEY. D. W.LI, L;HOLBROOK, M. R. e BARRETT, A. D. Nucleotide
sequence and deduced amino acid sequence of the medium RNA segment of Oropouche. a Simbu
serogroup virus: comparison with the middle RNA of Bunyamwera and California serogroup
viruses. Virus Res, v.73, n.2, p.153-62. 2001.

WANG, X. W_;HUSSAIN, S. P;HUO, T. WU, C. G.:FORGUES, M.;HOFSETH, L.
J;BRECHOT, C. e HARRIS. C. C. Molecular pathogenesis of human hepatocellular carcinoma.
Toxicology, v.181-182, p.43-7. 2002.

WATANABE, Y.;:SHIRATSUCHI, A.:SHIMIZU, K.:TAKIZAWA. T. e NAKANISHI, Y. Role
of phosphatidylserine exposure and sugar chain desialylation at the surface of influenza virus-

infected cells in efficient phagocytosis by macrophages. J Biol Chem. v.277, n.20, p.18222-8.
2002.

WEBER, F.;WAGNER, V..RASMUSSEN, S. B,HARTMANN, R. e PALUDAN, S. R. Double-
stranded RNA is produced by positive-strand RNA viruses and DNA viruses but not in detectable
amounts by negative-strand RNA viruses. J Virol, v.80, n.10, p.5059-64. 2006.

WEIDMANN, M.;RUDAZ, V.;NUNES, M. R.;VASCONCELOS. P. F. e HUFERT, F. T. Rapid

detection of human pathogenic orthobunyaviruses. J Clin Microbiol, v.41, n.7, p.3299-305.
2003.

WILLIAMSON, P. e SCHLEGEL, R. A. Back and forth: the regulation and function of

transbilayer phospholipid movement in eukaryotic cells. Mol Membr Biol, v.11, n.4, p.199-216.
1994.

YANASE. N.:OHSHIMA, K.;IKEGAMI, H. ¢ MIZUGUCHI, J. Cytochrome c release,
mitochondrial membrane depolarization, caspase-3 activation, and Bax-alpha cleavage during
IFN-alpha-induced apoptosis in Daudi B lymphoma cells. J Interferon Cytokine Res, v.20,
n.12, p.1121-9.2000.

YEE, C.;KRISHNAN-HEWLETT, 1.;BAKER, C. C.:.SCHLEGLEL, R. ¢ HOWLEY, P. M.

Presence and expression of human papillomavirus sequences in human cervical carcinoma cell
lines. Am J Pathol, v.119,n.3,p.361-6. 1985.



MANUSCRITO DO TRABALHO A SER ENVIADO
PARA PUBLICACAO EM PERIODICO

Gustavo Olszanski Acrani

Apoptosis Induced by Oropouche Virus Infection in HeLa Cells is Dependent
on Virus Protein Expression.

Ribeirdo Preto - 2009



Apoptosis Induced by Oropouche virus Infection in HelLa Cells is Dependent on

Virus Protein Expression.

Gustavo Olszanski Acrani'; Rogério Gomes'; José Luiz Proenca-Modena'; Patricia de Oliveira

Carminati®; Eurico de Arruda Neto'.

1.Department of Cell Biology, Ribeiro Preto School of Medicine, University of Sdo
Paulo. Ribeirdo Preto-SP, Brazil, 14049-900.
2.Department of Genetics, Ribeirdo Preto School of Medicine, University of Sdo Paulo.

Ribeirdo Preto-SP, Brazil, 14049-900.

e-mail: goacrani@usp.br

ABSTRACT

Oropouche (OROV) is a single-stranded RNA virus of the family Bunyaviridae. genus
Orthobunyavirus, which causes the second most frequent acute arboviral febrile illness in
Brazil, where over half a million cases have been recorded in the past 30 years. OROV
fever has been registered almost exclusively in the Amazon region, but global warming,
deforestation and redistribution of vectors and reservoir animals, increase the risk of
Oropouche virus dissemination to other areas of Brazil and South America. Virus
isolation was also described in patients in Peru, Venezuela, Panama and Trinidad. OROV
causes a highly cytolytical infection in cultured cells with characteristic cytopathic effect
appearing 48 hours post infection. OROV experimental infection in hamsters induces
serious involvement of the central nervous system, with virtually no inflammation and
necrosis. We assessed whether apoptosis plays a role in OROV induced death of Hela
cells. Infection of HeLa cells by OROV resulted in DNA fragmentation, detected by gel
electrophoresis and by analysis of the Sub-Gl population on cell cycle analysis by flow
citometry at 36 hours post infection. Activation of caspase 9. caspase 3 and release of
cytochrome C from the mitochondrial membrane was also detected during viral infection,
as shown by western blot analysis. UV inactivated OROV did not induce apoptosis in this

model, revealing that virus-cell binding was not sufficient to induce it. The treatment of
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cells with chloroquine and cycloheximide indicated that viral uncoating and replication
are needed for apoptosis induction. Furthermore, treatment of the cells with pan-caspase
inhibitor prevented OROV-induced apoptosis without affecting virus replication. Our
results show that apoptosis is an important consequence of OROV virus infection in vitro,
which occurred by an intracellular pathway involving the mitochondria, triggered during

the process of viral protein synthesis and replication.

Financial support: CNPq/FAEPA/FAPESP.
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INTRODUCTION

Oropouche virus (OROV) is an emerging zoonotic arbovirus of the family
Bunyaviridee, genus Orthobunyavirus, serogroup Simbu (SCHMALJOHN, HOOPER,
2006), which causes human epidemics in urban areas of Tropical South America. The
infection in humans is clinically characterized by fever, myalgia, headache, arthralgia,
skin rash and malaise, that can last several days (PINHEIRO, 1981). While OROV fever
has been registered almost exclusively in the Amazon region, global warming,
deforestation and redistribution of the vectors and reservoir animals increase the risk of
OROV spreading to other areas of the Americas.

Apoptosis is an evolutionary conserved mechanism of cell cuicide, critical for
embryonic development and tissue homeostasis of multicellular organisms. The apoptosis
process is activated by a variety of extracellular and intracellular sitmuli and involves
different signals (HENGARTNER, 2000). Apoptotic cells display specific morphological
and biochemical features that distinguish them from living cells and from necrotic cells
(HENGARTNER, 2000). Apoptotic cells are characterized by detachment, shrinkage and
rounding, plasma membrane blebbing, nuclear collapse and chromatin condensation.
There is also an important loss of membrane phospholipid asymmetry, nuclear
fragmentation and caspase activation (KROEMER. 2009). Ultimately cells are
fragmented into apoptotic bodies that are rapidly phagocytosed by neighboring cells or

phagocytes, without concommitant inflammation or tissue damage.
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This programmed cell death mechanism plays an important role on host
protection eliminating cells damaged by irradiation, chemical injuries or virus infections
(O’BRIEN. 1998). Virus-infected cells can be eliminated by apoptosis by cytotoxic T
lymphocytes recognition and by the activation of the innate immune system, which
includes cytokine production (interferons and tumor necrosis factor), and the involvement
of specialized phagocytic cells, such as natural killers and macrophages (EVERLETT,
MCFADDEN, 1999;: ROULSTON, 1999). On the other hand, viruses have evolved
strategies to regulate apoptosis, either by blocking a specific step of the cascade,
preventing premature death of the host cell and maximizing virus production. or by
actively inducing apoptosis, which consequently facilitates the spreading of virus
progeny to neighboring cells while limiting host inflammatory and other immune
responses (O'BRIEN, 1998).

Virus replication in the host cell is necessary for induction of apoptosis by many
types of viruses (ROULSTON, 1999). However, the induction of cell death in the
absence of viral replication has been reported in cells infected by type 3 reovirus
(TYLER. 1995). avian leukosis virus (BROJATSCH. 1996). human herpes simplex |
(AUBERT, 1999), bovine herpesvirus (IHANON, 1997), vaccinia virus (RAMSEY-
EWING. 1998) and Sindbis virus (JAN, 1999).

OROV causes a highly cytolytical infection in cultured cells with characteristic
cytopathic effect appearing 48 hours post infection. We assessed whether apoptosis plays
a role in OROV induced death of tHelLa cells. We have examined DNA fragmentation,
caspase 3 and 9 activation and cytochrome c relcase. Moreover, to determine the step in
OROV life cycle that triggers the signal for cell death, we have examined DNA
fragmentation on infected HelLa cells using UV-inactivated virus, inhibitors of protein
synthesis. and lysosomotropic drugs to block the virus uncoating. It is proposed that
apoptosis is an important consequence of OROV virus infection in vitro, which is
initiated in a postbinding step. after virus uncoating, and that OROV gene expression is
required to induce the apoptotic process. Moreover, the use of the pan-caspase inhibitor

Z-VAD-FMK showed that virus replication is not affected by apoptosis inhibition.
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RESULTS

Characterization of the OROV-induced apoptosis in HeLa cells

HeLa cell cultures were incubated with OROV strain BeAn19991, resulting in a
Iytic cycle during productive infection, with maximum cytophatic eftect observed after
48 hours post infection (data not shown). To evaluate wheter apoptosis is the cause of cell
death, we employed different methods to access the state of the DNA in the infected cells.
As shown in Figures 1A and 1B, flow cytometric measure of cellular DNA content
stained with Propidium lodide indicates an increase of fragmented DNA in the hypoploid
sub-G 1 peak (gate M1 in the {igure) of the cell cycle from 12 hours post infection (5% of
apoptotic cells), 24hpi (30% of apoptotic cells) with a maximum peak at 36hpi (75% of
apoptotic cells). The final point observed on this experiment corresponds to the maximal
cytophatic effect observed, which is after 48 hours post infection, with more than 90% of
the cells presenting fragmented DNA.

To evaluate the DNA fragmentation observed during OROV infection, DNA
extracted from OROV infected Hel a cells were analyzed at the indicated times (Fig. 1C).
Samples from mock-infected or infected cells were electrophoresed in 1.5% agarose gels,
revealing an intense internucleosomal fragmentation, which is indicative of apoptosis.
This feature was observed in OROV-infected cells at 24, 36 and 48 hpi. which indicates
that in vitro infection of HelLa cells with OROV causes DNA fragmentation from 24
hours post infection. No DNA laddering was observed in mock-infected cells or in cells
analyzed at 12 hpi.

In order to understand the mechanism of OROV induced apoptosis, we
investigated the role of different molecules that are involved with the apoptosis proccess.
Therefore, we have studied the release of cytochrome ¢ (cyt ¢) from the mitochondria
membrane to the cytosol of Hela cells at different times after OROV infection. As
shown in Fig. 2A, cyt ¢ was less detecteded in the mitochondrial cell fraction (HM) of
infecteded cells at 36 and 48 hpi, sugesting an intense release ot this protein at these

respective moments post infection. In order to prove that these fractions contained



mitochondrial proteins. a specif blotting was conducted using an antiboby against
mitochondrial Hsp70 proptein (Fig. 2B).

Conserved cellular proteases named caspases have been shown to play a central
role in apoptosis. Therefore, we have analyzed whether OROV infection induces caspase
activity in Hela cells. The caspases exist as inactive procaspases that are activated during
the apoptotic process. Once this protein is activated it can be detected by fluorogenic
substrates or specific antibodies. We assessed whether the final effector caspase 3 was
active on OROV infected lleLa cells using the fluorogenic peptide (Z-Asp-Glu-Val-
Asp)2-rhodamine-110 (Calbiochem) analyzed by flow cytometry (fig. 2C). We observed
that after 12. 24 and 36 hours post infection the activation of caspase 3 was very
substantial (24%. 99% and 69% of analyzed cells, respectively), which decreased after 48
hours (0.46% of cells with caspase 3 activity).

Furthermore, cellular extracts were obtained at different times alter infection and
30upg of this extract were analyzed by western blot using a specific anti-caspase 9
antibody. Figure 2D shows that infection with OROV induces the processing of caspase-
9 from its 47kDa precursor into an active form (37kDa) at 24 and 36 hours post infection.
The active form of caspase 9 could not be detected in mock-infected cells and at 12 and

48 hours post infection.

Apoptosis is induced after OROYV internalization and uncoating

We next investigated when the apoptosis process is triggered on Hela cells
during the virus infective cycle. Therefore, we have used Hel a cells inoculated with UV-
inactivated OROV and the percentage of fragmented DNA was analyzed at 36 hours post
infection by the flow cytometric measurement of cellular DNA content in the hypoploid
sub-G1 peak. As a result, low amounts of infective viruses were produced in cells
infected by UV-inactivated OROV (Fig. 3A), indicating that no significant viral
replication has ocurred. Furthermore. the DNA content analysis showed that only 4.76%
of the cells showed nuclear fragmentation (Fig. 3B), which is significantly lower than

what is expected on virus infected cells (44.27%), suggesting that virus attachment is not
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sufficient for apoptosis induction on OROV infected Hela cells, and that the eventually
entry of viral particles on the host cell is an important event.

In order to determine the step after OROV internalization that triggers the
apoptotic cascade, we have studied the effects of an inhibitor of virus uncoating in the
induction of apoptosis by OROV in HelLa cells. We have reported previously (SANTOS,
2008) that OROV enters into HelLa cells by an endocytosis mechanism involving clathrin
coated vesicles, and that endosomal acidification is necessary for viral uncoating.

Therefore. we used chloroquine. a drug that inhibits endossomal accidification, to assess

whether viral uncoating is necessary to apoptosis induction on OROV infected HelLa cells.

HeLa cells were treated with chloroquine one hour prior to the virus inoculation and the
infected cells were harvested at 36 hours post infection in order to analyze viral titer and
the state of DNA fragmentation. As shown in Figure 3C. virus production was
compromised after treatment with the drug, as revealed by the virus titration of these
infected cells. Moreover, infected cells treated with chloroquine showed a significant
reduction on DNA fragmentation (15.19% of analyzed cells). when compared to infected
cells without the drug treatment (65.37% of analyzed cells) (Fig. 3D). These data suggest

that viral uncoating is necessary for the induction of apoptosis on OROV infected Hela

cells.

Induction of apoptosis by OROV requires virus replication and protein synthesis

Cicloheximide (CHX), which is an effective inhibitor of protein synthesis, was
then used to determine if viral protein synthesis is necessary for apoptosis induction on
OROV infected cells. HeLa cell cultures were treated with the drug one hour prior to
virus inoculation and the infected cells were harvested at 36 hours post infection in order
to analyze viral titer and the state of DNA fragmentation. As shown in Figure 4A, virus
production was compromised after trcatment with the drug. Furthermore. infected cells
treated with CHX showed a significant reduction of DNA fragmentation (32.19% of
analyzed cells). when compared to infected cells without the drug treatment (87.48% of
analyzed cclls) (Fig. 4B). In addition, the treatment of the cells with actinomycin D in the

presence of CHX still induced apoptosis on these cells (Fig. 4B). which indicates that the
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protein synthesis inhibition promoted by CHX at the used concentration did not interfere
with the mechanisms envolved with apoptosis induction. Therefore, these data suggest
that viral protein synthesis is necessary for the induction of apoptosis on OROV infected
HelLa cells. HeLa cell cultures treated with CHX without viral inoculation presented a
low percentage of fragmented nuclear material (23.04%). which is siginificantly close to
the percentage of fragmented DNA of cell cultures with no treatment at all (9.55%),
suggesting that the effect of apoptosis inhibition due to the action of CHX itself on the
cells is a result of viral replication inhibition.

To define more accurately the time at which the drug CHX performed its
inhibitory action, DNA fragmentation was analyzed in extracts of OROV-infected Hel.a
cells after CHX was added at different times and collected at 36 hours post infection. As
shown in Fig. 4C, a significant reduction of 10000 times of viral titer was observed when
the drug was introduced to the cell culture at one hour prior to virus infection (-1h) and at
the same moment the virus was introduced (0Oh). Furthermore, when CHX is added until
seven hours after virus inoculation the virus production is still lower than the control
experiment (aproximately 1x10*> TCIDsy/mL). which is 100 times lower than the
positive control (1x10°” TCIDsy/mL). On the other hand, if CHX is added from eight to
12 hours after virus inoculation the effect of the drug on virus titer is not substantial
(lx]OS’25 TCIDsy/mL, which is only 10 times lower than positive control). This result
suggests that at the seven first hours after OROV inoculation the inhibition of protein
synthesis interferes with viral production.

As shown in Figure 4D, there was a significant reduction of DNA fragmentation
when the drug was added at one hour before virus inoculation (18% of analyzed cells)
and at the same time as the virus was added (15% of analyzed cells), and until two hours
after virus inoculation (21% of cells). When the drug was added after three (38% of cells)
and four hours (45%) after virus inoculation the percentage of fragmented DNA is almost
half of the positive control (64% of analyzed cells). After this period, the percentage of
fragmented cells is closer to the positive control, suggesting that the DNA fragmentation
was released from CHX inhibition at 4 hpi (p=0.0272), a time that virus production is still
low. Therefore, we conclude that the process of apoptosis is triggered on Hela cells

sometime at the first four hours after OROV inoculation. Since the peak of virus
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production occurs at this moment (Fig. 4C), we suggest that some viral protein(s) might

play an important role at the process of apoptosis induction on this model.

Caspase Inhibition does not Influence OROV Replication

Having demonstrated significant activation of both caspase 9 and 3 in virus-
infected HeLa cell cultures, and that the apoptosis activation on this model is dependent
on virus replication and protein synthesis, we next determined the effect of caspase
inhibition on virus-induced cell death. DNA fragmentation in the hypoploid sub-G1 peak
was assessed on HeLa infected cells by flow cytometric measure in the presence and

absence of a broadly acting pan-caspase inhibitor, Z-VAD-FMK (Promega). This drug

significantly protected HeLa cells from virus-induced apoptosis at 36 hours post infection.

with a 88% reduction in the levels of DNA fragmentation compared to untreated infected
cells (Fig. SA). Furthermore, the cytophatic effect on these cells was reduced when the
cells were treated with this drug. Cells treated with ZVAD and actinomycin D (Fig. SA)
also had the percentage of fragmented DNA reduced. which proves that the activity of the
drug in efficient on the apoptosis inhibition independently of the stimulus. On the other
hand. the addition of Z-VAD-FMK to the OROV infected cell culture did not interfere
with the replication of the virus, as detected by virus titration assays (Fig. SB). These
results suggest that caspase inhibition protects infected cells against virus-induced
apoptotic death. Therefore, we conclude that in the presence of Z-VAD-FMK the virus

replication is not reduced, but the apoptotic response is absent, indicating that on this

particular model the apoptosis process is not an essencial condition for OROV replication.

DISCUSSION

On virus-infected cells, the induction of early cell death can limit the virus
production, which reduces the spread of progeny in the host. Therefore, many animal
viruses have evolved strategies to evade or delay early apoptosis to allow production of
high yields of progeny virus. On the other hand, apoptosis is also considered an efficient

mechanism by which viruses can induce cell death and disseminate progeny while
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limiting induction of inflammatory and immune responses on the host (ROULSTON,
1999).

We now have demonstrated the importance of apoptosis as a consequence of
Oropouche virus-induced cytophatic effect on Hela cells. Our study is the first to
demonstrate the relation of the apoptotic process and its influence on virus replication for
this important South American arbovirus. Therefore, we have studied the mechanisms by
which the virus induces apoptosis in the infected cell. The fragmentation of cellular DNA
could be detected after 24 hours post infection in OROV-infected Hel.a cells, a time at
which viral production is very accentuated. The DNA fragmentation is an important
morphological characteristic of apoptotic cells, and this phenomena is caused by the
DNA cleaving capacity of endonucleases that are activated during this process
(KROEMER, 2009).

[t is well characterized that cytochrome c is an important factor released from the
mitochondria into the cytosol of cells that are under apoptosis (HENGARTNER. 2000).
When released, cytochrome c¢ binds to the cytoplasmic protein Apaf-1, and acts as a
cofactor in the activation of caspase 9, forming a complex known as the apoptosome.
Thus, cytochrome ¢ release from the mitochondria can be considered a key signal that
initiates the irreversible events in cell death (EVERETT, 2001). During OROV infection,
cytochrome ¢ was shown to be released from the mitochondria portion of infected cells
after 36 hours, suggesting that apoptosis induced by this virus involves the mitochondrial
pathway.

The activation of caspases is another important event of the apoptosis cascade.
Caspases are activated either via the receptor-mediated pathway, leading to the activation
of caspase-8, or the mitochondrial pathway. On the later, proapoptotic members of the
Bcl-2 family bind to the mitochondria and induce the release of cytochrome ¢ and other
proteins which leads to the activation of procaspase 9, and consequently, the effector
caspases, such as caspase 3. We report here that OROV infection activates caspase 3 and
caspase 9 at 24 hours post infection. These results, together with those obtained on the
cytochrome c release, suggest that OROV induces apoptosis through the mitochondrial

rather than the receptor-mediated pathway.
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The induction of apoptosis can occur in the absence of viral replication. at an
early stage of the virus cycle, as already has been reported for several viruses, such as
african swine fever virus, which induces apoptosis in Vero cells during viral uncoating
(CARRASCOSA. 2002), a phenomena that was also observed for the avian reovirus
(LABRADA, 2002). Furthermore, for some viruses. at least one sp cific viral protein is
involved with the apoptotic process: sigma-1 attachment protein in type 3 reovirus
(TYLER, 1995). Env protein interacting with TNF receptor component in avian leukosis
virus (BROJATSCH, 1996), virion LIR protein in vaccinia virus (RAMSEY-EWING,
1998), or surface glycoproteins E2 and E1 in Sindbis virus (JAN, 1999).

On the other hand, it is well known that viral replication is required for the
induction of apoptosis during cell infection by many types of viruses (SHIH, 2008). We
have demonstrated that in the case of OROV, virus binding to the cell receptor is not
sufficient to induce the apoptotic process, as was demonstrated by the inoculation of UV-
inactivated virions on Hela cell cultures. According to this obsevation it was stated that
OROV needs to penetrate the host cell in order to trigger the mechanisms of cell death,
excluding the possibility of induction of apoptosis by the interaction of the virus with
components of the cellular membrane during virus entry. This result is similar to that
obtained with UV inactivated herpes simplex virus 1 in human Ep-2 cells (AUBERT,
1999), which was not observed for UV inactivated vaccinia virus in nonpermissive CHO
cells (RAMSEY-EWING. 1998) and avian reovirus (LABRADA, 2002).

We next analyzed if viral uncoating was necessary for apoptosis induction on
OROV-infected Hela cells. We have previously shown that endosomal acidification is
necessary for OROV uncoating on Hela cells (SANTOS, 2008). In the present study, we
have demonstrated that DNA fragmentation of the infected cells is reduced in OROV-
infected HelLa cells incubated in the presence of chloroquine. This fact indicates that the
proper uncoating of OROV particles was necessary for the induction of the apoptotic
signal.

We also demonstrated that genome replication and viral protein synthesis was
required for the induction of apoptosis, since DNA fragmentation was not detected in
Hela cells infected with OROV in the presence of cicloheximide (CHX), which can

reduce the cytoplasmic protein synthesis. Furthermore. the effect of time of addition of
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CHX was consistent with that expected for an inhibitor of virus protein synthesis: the
fragmentation of cellular DNA was released from CHX inhibition at 4 hours after virus
inoculation (p~0.0272). It is possible that a death signal could arise by interactions
between viral proteins expressed after viral uncoating at this moment. Since the treatment
of the cells with CHX at the presence of actinomycin D did not inhibit apoptosis, we
suggest that CHX at the given concentration did not interfere with the cellular protein
synthesis in a way that could affect the apoptosis procces.

Our results suggest that the apoptotic signal in OROV-infected Hela cells is
triggered during virus replication, after virus internalization and uncoating. Our data also
indicate that this proccess most likely occurs during viral protein synthesis. Therefore,. it
is possible to propose that one or more viral proteins may be involved on this process. It
has been discussed whether the non-structural protein (NSs) of difterent viruses from the
Bunyaviridae family is involved on the induction of apoptosis and interferon expression
(BRIDGEN, 2001; KOHL, 2003; BLAKQORI, 2007; BLAKQORI and WEBER, 2005).
It was also reported that this non structural protein from the La Crosse Bunyavirus
presents a sequence homology with the Drosophila apoptosis inducer protein Reaper
(COLON-RAMOS, 2003). Therefore, the importance of this OROV NSs protein is
currently being addressed by our group.

We observed that when Hel.a cells were treated with the pan-caspase inhibitor Z-
VAD-FMK the inoculation of OROV did not induce apoptosis. but the viral progeny was
not altered. Therefore, it is possible to conclude that, in vitro, the apoptotic process is not
an essential condition for OROV replication. It was noticed that even though cells treated
with this drug and infected with the virus produced an infective progeny with the same
titer as cells not treated. these cells did not present the same morphological cytophatic
effect, which indicates that this effect observed on cells infected by OROV are caused by
apoptotic process.

It is known that the inhibition of apoptosis on host cells can affect the replication
of viruses on different diseases. It has been demonstrated that virus replication is not
affected when apoptosis is blocked on West Nile Virus infection (KLEINSCHMIDT,
2007), Coxsackie B3 (MARTIN, 2007), Japanese Encephalitis Virus (CHANG, 2005)

and Vesicular Stomatitis Virus (HOBBS, 2001). However, the present results were
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conducted on an in vitro model, using cell cultures, which are deprived from the host
immune system. Therefore, these results cannot be considered to be reproduced on an
animal model. However. since OROV could replicate on either cells that showed the
apoptotic phenotype and cells with this process inhibited. it can be concluded that the
apoptotic process is not a restrictive process for virus replication, but a mechanism that
could facilitate viral dissemination in vivo.

In summary, these experiments shed light on the basic events required to induce
apoptosis in OROV inlection on Hela cells. We concluded that OROV induced
apoptosis in the infected cells is dependent on virus replication, which occurs by an
intracellular pathway involving the mitochondria, and probably triggered during the
process of viral protein synthesis. Moreover, it was also possible to observe that
apoptosis inhibition does not interfere with virus load production, indicating that this is

not an essential process for viral replication on in vitro conditions.
MATERIAL AND METHODS

Cells and Virus

HelLa cells were cultured on Minimum Essential Medium (MEM,

Gibco/Invitrogen) supplemented with 10% Foetal Bovine Serum (FBS, Gibco/Invitrogen),

1% of antimycotic and antibiotic solution (Gibco/Invitrogen) and 100mM L-glutamine
(Gibco/Invitrogen) and incubated at 37°C with 5% CO,. The OROV strain BeAn19991
was propagated on Vero cells and titrated by the Reed and Muench (REED and
MUENCH, 1938) TCIDsy method. Cell cultures were infected at a multiplicity of
infection (m.o.i.) of 10 in a small volume of medium (supplemented with 2% serum) for
1 hour at 4°C, washed away from virus inoculum, and further incubated in fresh culture
medium at 37°C. After the period of incubation determined by the experiments described
on the text the cells were harvested using a cell scraper and submited for titration as

mentioned above or other treatments as mentioned at the text.
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DNA Fragmentation assay by gel electrophoresis

At the indicated periods of time, OROV-infected and mock-infected HelLa cell
cultures were harvested using a cell scraper and transterred to a 15mL tube and submitted
to centrifugation at 1,000¢ for 10 minutes. The supernatant was discarded and the cell
pellet was resuspended on 500uL of lysis solution (Tris 10mM, pHH7.4 + EDTA ImM +
0,2% Triton X-100) (Sigma Aldrich, Gibco/Invitrogen and Invitrogen respectively) and
incubated at 4°C for 20 minutes followed by centrifugation at 12,000g for 20 minutes.
The cleared lysates (supernatant) were then treated with 100ug/mL RNAse A (Invitrogen)
for 1 hour at 37°C followed by 0.1mg/mL proteinase K (Invitrogen) incubated at 57°C for
I hour and extracted with phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) (Sigma Aldrich).
This solution was centrifuged at 12,000g for 5 minutes and next precipitated with 3M
NaCl (Synth) and cold ethanol (Merck) for 10h at -20°C. Precipitates were then collected
by centrifugation at 13,000g for 20 minutes, washed with 70% ethanol, resedimented,
dried, and resuspended in TE (10 mM Tris—HCIL, pH 7.4, 10 mM EDTA). Samples were
analyzed by electrophoresis on 1.5% agarose gel. DNA was visualized by illumination
with ultraviolet light after soaking the gel in electrophoresis buffer supplemented with 0.5

ug/ml ethidium bromide.

DNA Fragmentation assay by flow citometric sub-G1 peak analysis

After OROV infection or incubation with apoptotic drug, approximately 10° cells
were washed with PBS and fixed in 70% cold ethanol at 4°C for 20 minutes. Fixed cells
were washed on PBS with 0.05% BSA (Sigma Aldrich) and resuspended in 50ug/mL
propidium iodide (Sigma Aldrich) containing 40ug/ml RNase A. Cells were analyzed
using a Becton—Dickinson FACScan Advantage to determine the percentage of apoptotic

cells.
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Western Blot

OROV-infected and mock-infected Hela cells were harvested using a cell
sacraper, washed with PBS and lysed in lysis buffer: Tris-HCl 25 mM pH 7.5; 0.1mM
PMSF (Sigma Aldrich): 0.5mM EDTA; 10mM KCI (Synth): SmM MgCl- (Synth); ImM
DTT (Sigma Aldrich); 5% glycerol (Merck); ImM Aprotinin (Sigma Aldrich), SmM
Leupeptin (Sigma Aldrich). This suspension was lysed by S pulses on an ultrasonic cell
disruptor on ice, and then the protein solution was obtained by centrifugation at 15,000g
for 30 minutes. Protein concentration was determined by the bicinchoninic acid method
with BCA Protein Assay Reagent (Pierce). Protein extracts (30ug) were subjected to
sodium dodecyl sulfate (SDS) 12.5% polyacrylamide gel electrophoresis. and then
electroblotted onto a nitrocellulose (Protran, Schleicher & Schuell) membrane. The
membranes were incubated with 1:200 specific mouse anti-caspase 9 antibody (BD
Pharmingen) for 12 hours, followed by another incubation with 1:1,000 of horseradish
peroxidase (HRP)-conjugated secondary rabbit anti-mouse antibody (Molecular Probes)
for |1 hour. The membranes were then revealed by 0.03% DAB (3.3-diaminobenzidine,

Sigma Aldrich) detection.

Cytochrome C detection

OROV-infected and mock-infected Hela cells were harvested using a cell
sacraper, washed with PBS and resuspended on extraction buffer MB: 210mM mannitol
(Sigma Aldrich) 70mM sucrose (Sigma Aldrich): ImM EDTA (Sigma Aldrich); 10mM
HEPES pH 7.5 (Sigma Aldrich), 0.ImM PMSF (Sigma Aldrich); ImM Aprotinin (Sigma
Aldrich), 5SmM Leupeptin (Sigma Aldrich). These cells were then ruptured using a needle
of 25G1 (BD-Becton, Dickinson Company) attached to a SmL syringe (BD-Becton,
Dickinson Company) and then centrifuged at 500¢ for 5 minutes. The supernatant was
centrifuged one more time at 10,000g for 30 minutes in order to obtain a pellet which
corresponds to heavy membrane organeles. including mitochondria. This fraction of the
cell extract was named “high membrane portion™ (HM) and it was resuspended with the

MB buffer with 1% Triton X-100 (Invitrogen). The supernatant obtained from the
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previous centrifugation was then centrifuged at 100,000g for 1 hour at 4°C on
ultracentrifuge tubes (Beckman Coulter), and the supernatat was collected and named
“cytoplasmatic portion™ (C). Both cellular protein extracts portions (HM and C) were
then used to determine the presence of cytochrome ¢ by Western Blot with 1:500 dilution

of'a mouse anti-cytochrome ¢ (BD Pharmingen) as primary antibody, as described above.
Caspase 3 activation

OROV-infected and mock-infected Hela cells were harvested using a cell
sacraper, washed once and resuspended in PBS in order to obtain a concentration of
1x10° cells/mL. The specific caspase 3 fluorogenic substrate (Z-Asp-Glu-Val-Asp)2-
rhodamine 110-bisamide (Calbiochem) was added to this suspention at 50uM and then
the suspension was incubated at 37°C for 10 minutes protected from light. The cells were
then washed with PBS to remove the excess of the substrate and the fluorescence was

analyzed by flow cytometry using a Becton—Dickinson FACScan Advantage.
UV Inactivation of OROV

500ul of OROV strain BeAn19991 were inactivated by exposing the virus to a
germicidal ultraviolet lamp (254nm) at a distance of Scm for 5 hours on ice. Inactivation
was confirmed by titration of samples before and after 1V exposition, and by the absence
of cytopathic effect after inoculation of HelLa cell monolayers with the UV-irradiated

virus samples.
Drug Treatments

All drugs were purchased from Sigma Aldrich Chemical Co. and used at the
indicated concentrations unless specified. HeLa cell monolayers were pretreated with
cicloheximide (20 ug/ml) or chloroquine (32ug/mL) diluted on MEM medium with 2%
FBS for | h before exposure to OROV. The drugs were also present at the indicated

concentrations in the virus inoculum (during absorption of viral particles), and in the
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culture medium along the infective cycle. The cells were harvested after 36 hours post
infection and both virus titer and DNA fragmentation by flow cytometry were analyzed
as described above. For positive control of the induction of apoptosis the pro-apoptotic
drug actninomycin D (0.25ug/mL) was also used and it was introduced to the cell culture

or mock-infected cells at the same time as the virus was inoculated.

Timing of Addition Assay with CHX and OROV

Hela cell monolayers were cultured on 24 wells plate (TPP Tissue Culture
Labware) and then mock-infected or inoculated with OROV. CHX was added to the cell
culture at different times as indicated previously on the text (from | hour before virus
inoculation to 30 hours after). The plate was incubated at 37°C and cells were harvested
after 36 hours post infection and analyzed for viral titre and DNA fragmentation by flow

cytometry as described above.

Pan-caspases inhibition using Z-VAD-FMK

HelLa cell monolayers were cultured on 24 wells plate (TPP Tissue Culture

Labware) and then treated with 40uM of the pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK

(Promega) at the same time as the OROV strain BeAn19991 was inoculated to the culture.

As a control for the cytotoxicity of the drug, cells were treated with 2:1000 DMSO
(Sigma Aldrich), which is the diluent of the drug. The plates were then incubated at 37°C
and harvested after 36 hours post infection and analyzed for viral titre and DNA

fragmentation by flow cytometry as described above.
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FIGURE LEGENDS

FIG. 1. Apoptosis induced by OROV in Hela cells. (A) Flow cytometric histograms of
mock-infected (C-) or OROV-infected cells analyzed after 12, 24, 36 and 48 hours post
infection. Cell DNA content was determined by flow cytometry after propidium iodide
staining analysis of the Sub-G1 populaiton. Gate M1 represents population of cells with
hypoploid fragmented DNA content, including cells in early apoptosis. C+ stands for
cells treated with actinomycin D as positive control for apoptosis induction. (B) The
graphic represents the results of three repetitions of this assay. (C) Agarose gel
electrophoresis of the internucleosomal DNA (laddering). At the indicated times after
infection, DNA from mock (C-) or OROV-infected Hela cells were subjected to
electrophoresis on a 1.5% agarose gel. C+ stands for cells treated with actinomycin D as
positive control for apoptosis induction.

FIG. 2. Apoptosis induced by OROV in Hel.a cells. (A) Western blot of cytochrome ¢ in
the mitochondrial fraction (HM) of mock (C-) or OROV-infected cells subjected to SDS—
12.5% polyacrylamide gel electrophoresis. Specific anti cytochrome ¢ antibody was used
for detection of the protein using a DAB-based method. (B) Western blot of
mitochondrial Hsp70 protein in the mitochondrial fraction (HM) of mock (C-) or OROV-
infected cells. (C) Caspase 3 activation detected by flow cytometric analysis using the
specific fluorescent substrate (Z-Asp-Glu-Val-Asp)2-rhodamine 110-bisamide. C+ stands
for cells treated with actinomycin D as positive control for apoptosis induction. The
graphic represents the results of three repetitions of this assay. (D) Cleavage of caspase 9
induced by OROV infection. Cell lysates from mock-infected (C-) or OROV-infected
HeLa cells obtained at the indicated times after infection were subjected to SDS—12.5%
polyacrylamide gel electrophoresis. Anti-caspase 9 antibody was used for detection using
a DAB-based method. The 47KDa band represents inactive pro-caspase 9, detected at all
cell extracts. The 37K Da fragment represents the activated sub-unit of caspase 9, detected
at 24 and 36 hours post infection. C+ represents a cell culture treated with actinomycin D.
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FIG. 3. Virus titration and DNA fragmentation of OROV-infected HelLa cells. (A) Virus
titer after 36 hours post infection of wild OROV (OROV C-) or UV inactivated OROV-
infected HelLa cells. Titration analysis by Reed and Muench TCIDsy method. (B) Flow
cytometric histograms of mock-infected (C-), native OROV (OROV C-) or UV-
inactivated OROV-infected Hela cells analyzed 36 hours post infection. Cell DNA
content was determined by flow cytometry after propidium iodide staining analysis of the
Sub-GI populaiton. Gate M1 represents population of cells with hypoploid fragmented
DNA content, including cells in early apoptosis. (C) Virus titer after 36 hours post
infection of HeLa cells infected with OROV in the presence of chloroquine and without
the drug (OROV). Titration analysis by Reed and Muench TCIDsy; method. (D) Flow
cytometric histograms of mock-infected (C-), OROV at the poresence of chloroquine,
chloroquine without the virus (chlo C-) and OROV-infected HelLa cells analyzed 36
hours post infection. Cell DNA content was determined by flow cytometry after
propidium iodide staining analysis of the Sub-Gl populaiton. Gate MI represents
population of cells with hypoploid fragmented DNA content, including cells in early
apoptosis.

FIG. 4. Virus titration and DNA fragmentation of OROV-infected IlelLa cells. (A) Virus
titer after 36 hours post infection of HelLa cells infected with OROV in the presence of
cicloheximide (CHX) and without the drug (OROV). Titration analysis by Reed and
Muench TCIDsy, method. (B) Flow cytometric histograms of mock-infected cells (C-),
cells treated with actinomycin D (ACTD) and actinomycin D and CHX (ACTD + CHX),
OROV at the poresence of CHX (OROV + CHX), CHX without the virus (CHX) and
OROV-infected Hela cells analyzed 36 hours post infection. Cell DNA content was
determined by flow cytometry after propidium iodide staining analysis of the Sub-Gl
populaiton. Gate M1 represents population of cells with hypoploid fragmented DNA
content. including cells in early apoptosis. (C) Timing of addition assay. Virus titer after
36 hours post infection of HelLa cells infected with OROV in the presence of
cicloheximide (CHX) introduced to the cell culture at different times, as indicated at the
graphics, and without the drug (OROV). Titration analysis by Reed and Muench TCIDsg
method. (D) Timing of addition assay. Flow cytometric histograms of mock-infected (C-),
OROV at the poresence of CHX (OROV + CHX) added to the cell culture at different
times as indicated at the graphic, CHX without the virus (CHX) and OROV-infected
HeLa cells analyzed 36 hours post infection. Cell DNA content was determined by flow
cytometry after propidium iodide staining analysis of the Sub-GI populaiton. Gate M1
represents population of cells with hypoploid fragmented DNA content, including cells in
early apoptosis. * stands for statistically significant difference between OROV+CHX4h
and OROV+CHX 6h, according to parametric T test (p=0.0272).

FIG. 5. Inhibition of caspases and analysis of OROV replication and DNA fragmentation.
(A) Flow cytometric histograms of mock-infected cells (C-), treated with actinomycin D
(ACTD), actinomycin and DMSO (ACTD + DMSO), actinomycin D and Z-VAD-FMK
(ACTD + ZVAD), and infected with OROV at the poresence of DMSO (OROV +
DMSO), OROV at the presence of the pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK (OROV +
ZVAD) and OROV-infected lleLa cells analyzed 36 hours post infection. Cell DNA
content was determined by flow cytometry after propidium iodide staining analysis of the
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Sub-G1 populaiton. Gate M1 represents population of cells with hypoploid fragmented
DNA content, including cells in early apoptosis. (B) Virus titer analyzed after 36 hours
post infection of HelLa cells infected with OROV in the presence of Z-VAD-FMK
(OROV + ZVAD), DMSO (OROV + DMSO) and without the drug (OROV). Titration
analysis by Reed and Muench TCIDsy method.
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