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O virus da hepatite delta (HDV) é o agente etiolégico responsavel pelas formas mais graves e
mortais de doenca viral hepatica para as quais ndo existe uma terapia eficaz.

O virido do HDV é formado por uma molécula de RNA circular e de cadeia simples associada
a mdltiplas copias do antigénio delta e pelos antigénios de superficie do HBV (HBsAg). Os
HBsAgs sdao glicoproteinas associadas ao reticulo endoplasmatico das células e sdo
indispensaveis para a montagem e empacotamento de particulas delta infecciosas capazes de
infeccao e transmissao.

A replicacao do genoma do HDV ocorre no ntcleo das células por um mecanismo de circulo
rolante, onde o RNA genémico do virus serve de molde a sintese de moléculas multiméricas de
RNA antigenémico, as quais possuem actividade ribozimica e se auto-clivam a intervalos
precisos. Apos clivagem, os antigenomas monoméricos religam-se e servem de molde a sintese
de novas cadeias de RNA genémico por um mecanismo semelhante. Tanto o RNA como os
HDAgs acumulam-se preferencialmente no nicleo das células. No entanto, a interaccao das
RNPs do HDV com os HBsAgs tem lugar exclusivamente no citoplasma. Foi demonstrado que
as RNPs do HDV fazem um vai-vém continuo entre o nicleo e o citoplasma e que a
exportacao nuclear das RNPs virais € um processo independente da presenca de HBsAg, sendo
mediado pelo RNA do HDV. O mecanismo oposto, ou seja, a importacao das RNPs do HDV é
um mecanismo mediado pelos antigénios delta que envolve o reconhecimento de sinais de
localizagao nuclear pelas proteinas celulares especializadas no transporte nuclear através do

poro nuclear.



O presente trabalho teve como objectivo identificar os sinais presentes no RNA do HDV e nos
HDAgs, e as proteinas celulares envolvidas no transporte nicleo-citoplasmatico das RNPs do
virus. Com o objectivo de identificar os elementos de exportacdo nuclear presentes no RNA do
HDV procedeu-se a construgao e expressao de uma série de mutantes de delecido de um
plasmideo (pDL542) que codifica exclusivamente para o RNA genémico do virus. Para a
construcao dos mutantes de delecdo utilizou-se uma abordagem que se baseia na utilizagdo da
exonuclease Il (Exo Ill). Os cDNAs do HDV com dimensdes progressivamente menores,
resultantes da digestdo com a Exo lll, foram clonados e utilizados para transfectar células
Huh7. A identificacdo dos RNAs defectivos na exportacdo nuclear foi efectuada por
comparagdo do padrdao de distribuicao intracelular de cada mutante de delecdo com a
localizagdo do RNA gendémico do HDV do tipo selvagem, através de experiéncias de
hibridacao in situ.

A presenca de sinais de exportacdo nuclear no RNA do HDV foi também estudada por
quantificacdo dos niveis de expressao da proteina CAT em extractos de células transfectadas
com o vector reporter pDM138, no qual foram inseridos vdrios fragmentos de cDNA que
codificam para diferentes partes do RNA genémico e antigenémico do virus. Como resultado
da transcricdo do vector repérter pDM138 sdo produzidos mRNAs que possuem a ORF da
proteina CAT inserida numa regido intrénica do genoma do HIV-1. A exportacdo e acumulagao
citoplasmatica destes mRNAs depende da presenca de sequéncias funcionais na exportagao e
esta correlacionada com o aumento dos niveis da expressdao da proteina CAT. Deste modo, a
presenca de um sinal de exportacdo numa sequéncia de RNA pode ser facilmente investigada
por quantificagdo da proteina repérter CAT.

O estudo da distribuicao intracelular dos RNAs produzidos a partir dos mutantes de delecao do
plasmideo pDL542 ndo permitiu identificar nenhuma sequéncia no RNA genémico do virus
essencial para a exportacdo nuclear, uma vez que todos os mutantes de delecio do RNA
genémico do HDV apresentam o mesmo padrao de distribuicao intracelular do RNA genémico
do tipo selvagem. No entanto, registou-se uma reducao significativa no nimero de células
transfectadas em que o RNA viral foi detectado no citoplasma, quando se analisaram as formas
truncadas do RNA genémico sem as sequéncias compreendidas entre os nucleétidos 1211 e
1487, e 476 e 512.

Os resultados dos ensaios de quantificagdo da expressao da proteina CAT ap6s transfeccdo de
células Huh7 com os vectores pDM138 que codificam para diferentes partes do RNA
genémico do HDV mostraram a presenca de trés sequéncias no genoma do virus capazes de

causar um aumento na expressdo da proteina CAT superior ao observado em células



transfectadas com o vector pDM138 parental. Duas das sequéncias analisadas (nt 1191-1414 e
415-613) sobrepdem-se parcialmente com as regides identificadas no genoma do HDV, na
auséncia das quais se observa uma reducao significativa na percentagem de células com
marcagao citoplasmatica. Em conjunto, estes resultados poderdo indicar que o RNA genémico
possui mais do que um elemento cis envolvido na exportagdo nuclear e que a eficiéncia do
transporte do nucleo para o citoplasma estd relacionada com o nimero de sinais de exportacao
presentes no genoma do virus.

A aplicacdo da mesma abordagem experimental para a pesquisa de sinais de exportacao no
antigenoma do HDV mostrou que este RNA viral possui um elemento cis, situado entre os nt
1263 a 1466, funcionalmente equivalente ao PRE do HBV. A actividade do sinal de exportacao
do antigenoma do HDV parece depender, da orientacao da sequéncia identificada em relacao
a ORF da proteina CAT e da exportina CRM1. Demonstrou-se ainda, que o aumento da
expressdao da proteina reporter, induzido pela sequéncia compreendida entre os nt 1263 e
1466 do RNA antigenémico do HDV, resulta da exportacdo e acumulacdo citoplasmética de
mRNAs rep6rter contendo a ORF da proteina CAT inserida no intrao.

Estes ensaios foram conduzidos na auséncia de replicagao viral e consequente acumulagao dos
HDAg, sugerindo que os antigénios delta ndo sdo necessarios para o transporte do RNA
antigenémico do HDV do nutcleo para o citoplasma. A analise funcional do elemento de
exportacdo no transporte do RNA antigenémico para o citoplasma foi efectuada por
comparagdo da distribuicdo intracelular do antigenoma do HDV com e sem o sinal de
exportacao nuclear. A redugdo de 60% na proporcao de RNA no citoplasma em relagdo a
quantidade de RNA antigenémico nas fracgoes nucleares, avaliada por qRT-PCR, mostra que o
sinal de exportacdo situado entre os nt 1263 e 1466 altera a distribuicao do antigenoma do
HDV. Adicionalmente, utilizando uma abordagem similar demonstrou-se que os RNAs
genémicos e antigenémicos do HDV, na auséncia de replicacao do virus, sdo exportados em
quantidades semelhantes.

A abordagem utilizada para a identificagdo das sequéncias de aminodcidos do HDAg
necessdrias para a importagcdo nuclear consistiu na expressao de diferentes subregides do
cDNA do HDAg clonadas na mesma grelha de leitura do gene da proteina repérter c-myc-PK
que, na auséncia de NLS funcionais, se acumula exclusivamente no citoplasma das células.
Ap6s analise detalhada dos aminodcidos do HDAg necessarios e suficientes para promover a
importacdo nuclear da proteina c-myc-PK confirmou-se a importancia do NLS identificado na

localizagdo intracelular do HDAg nativo.



Neste trabalho, obtiveram-se evidéncias sélidas que a importagao nuclear do HDAg é dirigida
por um Unico NLS, constituido por uma sequéncia continua de 10 aminoacidos
(EGAPPAKRAR), que se situam nas posi¢des 66 a 75 na proteina. Esta sequéncia corresponde
ao primeiro dominio do NLS bipartido anteriormente identificado no HDAg como sendo
essencial para a importagdo nuclear de uma proteina repérter, diferindo apenas pela presenca
de um residuo de acido glutamico adicional. Foi ainda demonstrado, que o NLS do HDAg nao
é especifico para células hepaticas. As experiéncias de cromatografia de afinidade e de
espectrometria de massa realizadas com o objectivo de identificar as proteinas celulares que
interagem especificamente com o NLS do HDAg ndo permitiram elucidar o mecanismo pelo
qual o antigénio delta é importado para o nicleo. Contudo, a identificagao de proteinas de
ligacdo a elementos do citoesqueleto poderd indicar o envolvimento desta estrutura no

mecanismo de importagao nuclear dos HDAg e das RNPs do HDV.
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The hepatitis delta virus is the causative agent of one of the most severe and mortal forms of
virus-induced liver disease for which there is no effective treatment.

HDV infectious particles consist of a circular ssRNA molecule of about 1.7 Kb, small and large
delta antigens, and hepatitis B surface antigens (HBsAgs). The HBsAgs are localised in the
cytoplasm inside the endoplasmic reticulum and are essential in assembly of hepatitis delta
virus particles capable of infection and transmission.

HDV genome replication occurs in the nucleus via a rolling-circle mechanism where the
incoming genome serves as a template for production of complementary multimeric
antigenomic RNA that harbour ribozymes capable of self-cleaving at precise monomeric
intervals. After cleavage, the resulting monomeric antigenomes recircularize and are used as
templates for genome synthesis by a similar mechanism. Both HDV RNA and HDAg
accumulate preferentially in the cell nucleus. Nevertheless, the interaction between HDV RNPs
and HBsAgs takes place in the cytoplasm. It was shown that HDV RNPs shuttle continuously
between the nucleus and the cytoplasm and nuclear export of HDV RNPs is a mechanism
independent of the presence of HBsAgs, possibly being mediated by the virus RNA. In contrast,
HDV RNPs nuclear import is a process mediated by HDAg that relies on nuclear localization
signal recognition by the cellular proteins specialised in the nuclear transport across the nuclear
pore.

The main objective of this work was to identify the signals present on the HDV RNA and
HDAgs, and the cellular proteins involved in the nucleocytoplasmic traffic of HDV RNPs.

In order to identify the cis elements responsible for HDV RNA export we constructed and
expressed a series of sequential deletion mutants of a plasmid (pDL542) that exclusively
encodes for the genomic HDV RNA. For the construction of HDV cDNA deletion mutants we
employed a strategy that utilizes the enzyme Exo Ill. The resulting cDNAs fragments were then

subcloned and used to transfect Huh7 cells. The screening procedure to identify virus RNAs
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defective in nuclear export was performed comparing the intracellular distribution pattern of
each deletion mutant to the wild type HDV genomic RNA.

The presence of export signals on HDV RNA was further investigated by quantification of CAT
protein expression after transfection of Huh7 cells with pDM138 reporter plasmids containing
several cDNA fragments that code for different parts of genomic and antigenomic HDV RNA.
The mRNA molecules derived by transcription of pDM138 reporter plasmid contain the CAT
gene inserted within the second intron of HIV-1 sequence. Export and cytoplasmic
accumulation of the unspliced reporter mRNAs depends on the presence of a functional
transport element and is correlated to an increase in CAT protein expression. Therefore, the
export activity of a RNA sequence can be easily determined by quantifying the CAT protein
expression levels after transfection.

Analysis of intracellular distribution pattern by in situ hybridization assays of the HDV RNAs
produced by plasmid pDL542 deletion mutants did not allow us to identify any sequence
motifs essential for HDV RNA nuclear export. All of the deletion mutants analysed displayed
the same pattern of distribution as observed for wild type HDV genomic RNA. However, we
noticed a significant reduction in the number of cells displaying cytoplasmic staining when
HDV RNA deletion mutants without the sequences comprising nucleotides 1211 to 1487 and
476 to 512 were analysed.

Quantification of CAT protein expression after transfection with pDM138 vectors coding for
different parts of genomic HDV RNA showed the presence of three sequences in the virus
genome capable of enhancing CAT protein expression above the background level detected in
cells transfected with empty plasmid pDM138. Two of the sequences tested (nt 1191-1414 and
415-613) partially overlap the regions identified in genomic HDV RNA by deletion analysis that
cause a reduction in the percentage of cells displaying cytoplasmic staining for virus RNA.
Taking together, these studies suggest that HDV genome possibly contains more than one
nuclear export signal and the efficiency of HDV RNA nuclear export may be related to the
number of export signals present in virus genome.

Using the same approach to search for export motifs in the virus antigenome we found that
antigenomic HDV RNA contains a cis element, localised between nucleotides 1263 and 1466
that is functionally equivalent to HBV PRE. The activity of the HDV antigenome export signal
seems to be orientation-dependent and may rely on CRM1 function. We also showed, that the
increment in expression of the reporter protein induced by the sequence comprising nt 1263 to
1466 of antigenomic HDV RNA results from nuclear export and cytoplasmic accumulation of

reporter mMRNAs that carry the ORF of the reporter protein within the intron.
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The experiments described above were conducted in the absence of viral replication and the
consequent accumulation of HDAg, implying that delta antigens are not necessary for the
transport of antigenomic HDV RNA from the nucleus to the cytoplasm.

The functional analysis of the identified transport element in transport of HDV antigenome to
the cytoplasm was performed by comparing the intracellular distribution of antigenomic HDV
RNA with or without the nuclear export signal, by qRT-PCR experiments. We observed, a 60%
reduction in the proportion of RNA detected in the cytoplasm relative to the amount of
antigenomic HDV RNA in the nuclear fractions of Huh7 cells transfected with a construct that
expresses HDV antigenome without the export element. These results show that the sequence
between nucleotides 1263 and 1466 interferes with intracellular distribution of HDV
antigenome. Additionally, using an identical approach we demonstrated that genomic and
antigenomic HDV RNA in the absence of virus replication are exported at similar amounts to
the cytoplasm.

The strategy adopted for identification of the amino acid sequence in HDAg necessary for
nuclear import consisted in expression of different portions of HDAg cDNA fused in frame with
the coding sequence for c-myc-PK protein, which untagged to a functional NLS localises solely
in the cytoplasm. After the identification and characterization of the minimal amino acid
sequence in the delta antigen capable of promoting nuclear import of c-myc-PK we analysed
the functional importance of the NLS identified here in the intracellular localization of the
native HDAg.

We obtained strong evidence that nuclear import of HDAg is directed by a 10-amino acid NLS
(EGAPPAKRAR), located in positions 66-75. This sequence corresponds to the first amino acid
stretch, differing only in the presence of an additional glutamic acid residue, of a bipartite NLS
previously identified in HDAg and considered to be essential for nuclear localization of a
reporter protein.

We also demonstrated that HDAg NLS Is not specific for hepatic cells. The affinity
chromatography experiments followed by mass spectrometry performed in order to identify the
cellular proteins that interact with the HDAg NLS did not allowed to elucidate the mechanism
of HDAg nuclear import. However, the identification of cytoskeleton binding proteins as HDAg
NLS interacting partners may indicate the involvement of this structure in the mechanism of

HDAg and HDV RNPs nuclear import.
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CAPITULO I. O VIRUS DA HEPATITE DELTA

1.1.1 ASPECTOS HISTORICOS E EPIDEMIOLOGICOS

O virus da hepatite delta (HDV), o agente etiolégico da hepatite delta, foi descoberto
casualmente em Itdlia, no ano de 1977 pelo gastroenterologista Mario Rizzetto, ao estudar
biopsias de figado de pacientes infectados pelo virus da hepatite B (HBV; Rizzetto et al., 1977).
As biopsias de alguns dos pacientes com marcadores de infeccio crénica pelo HBV

apresentavam um antigénio nuclear, até a data desconhecido, ao qual foi atribuida a
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designacdo de antigénio delta (HDAg). Mais tarde, por meio de infecgdes experimentais de
chimpanzés com soro humano infectado, ficou demonstrado que o HDAg, em associagcdo com
uma molécula de RNA, forma a porcdo interna de um virus diferente do HBV (Rizzetto et al.,
1980; Bonino et al., 1984). Uma das particularidades do HDV, é que nao codifica as proteinas
do seu invélucro, e em vez disso utiliza as proteinas de superficie do HBV (HBsAgs), razao pela
qual a infeccao pelo HDV sé ocorre na presenca do HBV.

Os modos de transmissdao do HDV sao semelhantes aos do HBV, sendo a exposicao percutanea
com sangue contaminado a via de contdgio mais produtiva (Hsieh et al., 2006). Esta via de
transmissdo, era, antes do rastreio obrigatério para os HBsAgs, a principal razdo para a elevada
prevaléncia de HDV registada entre os hemofilicos e individuos sujeitos a transfusoes.
Actualmente, em dreas ndo-endémicas, a exposicdo percutanea é a via de transmissao mais
frequente, especialmente entre usudrios de drogas injectaveis (Huo et al., 2003). E habitual
nestas regides, a infeccdo pelo HDV ser frequente entre as prostitutas e homossexuais
masculinos, evidenciando que o contacto sexual com portadores de HDV constitui uma
importante via de transmissao/propagacao do virus (Wu et al., 1990; Huo et al., 1997).

Em zonas endémicas do HDV, a co-habitacdo com individuos infectados € um factor que
contribui para o aumento do risco de contidgio, sendo a exposicdo por via parenteral
inaparente a principal forma de propagacao/transmissao do HDV (Niro et al., 1999).

O HDV é um virus hepatotrépico que pode causar hepatite aguda ou crénica. As alteragdes
patolégicas causadas pelo HDV limitam-se ao figado e consistem em inflamagao e necrose
hepatocelular ndo existindo, do ponto de vista histolégico diferencas entre a hepatite por HDV
e as hepatites provocadas por outros agentes virais.

Dadas as caracteristicas de virus satélite do HBV a infecgao por HDV pode ser transmitida de
dois modos, em simultaneo com o HBV (co-infeccdo) ou a individuos previamente infectados
pelo HBV (super-infeccao; Hsieh et al., 2006).

As manifestagoes clinicas associadas a co-infeccao pelo HDV/HBV sao semelhantes as demais
hepatites causadas por agentes virais, ainda que geralmente com um quadro clinico mais
grave. O periodo de incubacdo, até o aparecimento dos primeiros sintomas, é bastante variavel
e, segundo os estudos em modelo animal, inversamente proporcional ao titulo de HBV
presente no indculo (Gerin et al., 2001). A hepatite aguda causada pela co-infeccao pelos virus
HBV e HDV apresenta de um modo geral evolucao benigna, caracterizando-se pela elevacao
bifasica dos niveis das aminotransferases e da bilirrubina, em 14 a 32% dos pacientes (Polish et
al., 1993). A co-infecgdo pelo HBV/HDV raramente evolui para hepatite crénica, fixando-se a

taxa de cronicidade, em individuos adultos, em valores ndo superiores a 5%, a mesma que se
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atribui a infeccao isolada pelo HBV (Hsieh et al., 2006). O facto do HDV inibir a replicacdo do
HBV pode contribuir para a resolucao espontanea da hepatite resultante da co-infecgao pelos
virus HBV e HDV (Morante et al., 1989; Polish et al., 1993). Um estudo, utilizando células em
cultura mostrou que o HDV inibe a replicacio do genoma do HBV com a consequente
reducdo da sintese do RNA pré-genémico do HBV e dos mRNAs que codificam os HBsAgs
(Wu et al., 1991). A diminuicdo acentuada da producao dos HBsAgs pode ocasionar a sua
eliminagdo espontdnea com concomitante seroconversao (presenca de anticorpos anti-HBsAgs)
o que habitualmente culmina com a resolugao da infeccdo aguda por HBV e HDV.

A super-infeccdo pelo HDV pode ocorrer em portadores crénicos de HBsAgs assintomdticos ou
em pacientes com hepatite B crénica. O estado de portador crénico, com replicagdo activa do
HBV permite que logo depois de um curto periodo de incubagao, a replicagao do HDV possar
ocorrer na pratica indefinidamente (Gerin et al.,, 2001), razao pela qual, a super-infeccao apds
um episodio de hepatite aguda progride, em 70 a 90% dos casos, para doenga crénica (Hsieh
et al., 2006). Destes, cerca de 60 a 80% dos individuos desenvolvem cirrose, sendo esta taxa 3
vezes superior a registada para o HBV e HCV (Gerin et al., 2001). Segundo Fattovich et al.
(2000), a super-infeccao pelo HDV aumenta 3 vezes o risco de carcinoma hepatocelular (HCC)
e 2 vezes a mortalidade em pacientes com cirrose compensada.

As infeccOes agudas podem, em casos extremos, causar faléncia hepatica, também designada
de hepatite fulminante. Esta forma rara da doenca, embora 10 vezes mais frequente do que em
outras hepatites virais, manifesta-se por alteragdes de personalidade, distirbios do sono,
dificuldade de concentracdo e em situagdes extremas pode levar ao coma. A taxa de
mortalidade associada a casos de hepatite fulminante é de 80%, sendo o transplante hepatico a
Gnica forma de tratamento (Gerin et al., 2001). Muito frequentemente, ap6s o transplante
ocorre re-infeccdo pelo HDV com um padrdo sorolégico distinto da co-infeccao e super-
infeccao, isto €, presenca de RNA do HDV e HDAg no soro, sem marcas aparentes de infecgao
pelo HBV (Ottobrelli et al., 1991). Este tipo de infeccdo, designada de infeccao latente, é
suportada por um nidmero muito reduzido de hepatécitos co-infectados pelo HDV/HBV e
resulta em hepatites subclinicas, que se tornam sintomaticas apenas ap6s a reactivagao da
replicagdo do HBV (Smedile et al., 1998).

Estimativas da Organizacdo Mundial de Sadde indicam que 5% dos portadores crénicos do
HBV encontram-se igualmente infectados pelo HDV, isto é, 15 a 20 milhdes de pessoas
apresentam dupla infeccdo pelo HBV e HDV, existindo cerca de 380 milhdes (portadores

crénicos de HBsAgs) que retinem todas as condic¢des para infeccao pelo HDV (WHO, 2001).
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Os estudos epidemioldgicos realizados apds a descoberta do HDV mostraram que a infeccao
apresenta uma distribuicao generalizada, por todo o mundo, mas ndo uniforme. As regides que
apresentam maior prevaléncia sio a bacia do Mediterraneo, incluindo o Sul da Europa, a Africa
Ocidental e Central, o Médio Oriente, a Asia central, algumas ilhas do Pacifico e a bacia do
Amazonas (Hsieh et al., 2006).

Sendo o HDV um virus satélite, dependente do HBV, seria de esperar que a epidemiologia e
distribuicao geografica da infeccdo pelo HDV reflectisse a do virus auxiliar. Se em regides de
grande prevaléncia de infeccdo pelo HBV, como a Amazénia brasileira, a hepatite delta
representa um problema de sadde publica, chegando mesmo a atingir valores de prevaléncia
acima de 85% em pacientes com hepatite crénica (Torres et al., 1996), existem zonas
hiperendémicas para o HBV, onde a prevaléncia da infeccao pelo HDV € infrequente, na
maioria dos grupos populacionais. F o caso de Taiwan, onde apesar da hepatite B ser
endémica, a disseminacdo da infeccdo pelo HDV limita-se a grupos com comportamentos de
risco acrescidos (Huo et al., 1997; Kao et al., 2002).

De acordo com estudos epidemiolégicos conduzidos nas ultimas duas décadas, a prevaléncia
da infeccio pelo HDV tem vindo a diminuir em determinadas regides do mundo,
nomeadamente no Sul da Europa.

Em regides como o Sul de Itdlia, considerada drea endémica para a hepatite delta, entre 1987 e
1997, registou-se uma reducdo na prevaléncia de HDV em portadores de HBsAgs, de mais de
50% (Gaeta et al., 2000). Para esta area, verificou-se igualmente uma reducdo acentuada na
frequéncia de cirroses associadas ao HDV, sendo em 1997, 4 vezes menor do que a observada
nos anos 80 (Gaeta et al., 2000). Tendéncia semelhante de redugdo foi registada em Taiwan,
nos grupos de elevado risco. Nomeadamente, entre 1988 e 2002, verificou-se uma redugao
muito significativa na prevaléncia do HDV entre prostitutas (59% para 5%) e
toxicodependentes (79% para 14%; Huo et al., 2003). Este declinio na prevaléncia de HDV nos
grupos de risco advird de alteracdes nos padrdes de comportamento e a adopgao de medidas
preventivas, tais como o uso do preservativo e de agulhas descartaveis (Huo et al., 1997; 2003).
Apesar da generalizada redugdo das taxas de infeccao por HDV, encontrou-se elevada
prevaléncia de anticorpos anti-HDV em prostitutos masculinos (16%), podendo estes constituir
novos reservatorios para difusdo da infecgao (Huo et al., 2003).

A vacina contra a hepatite B, obrigatéria nas criancas desde 1991, em Itdlia e muitos outros
paises Europeus, é possivelmente um dos factores que mais tem contribuido para o controlo da
infeccao pelo HDV, através da reducao do nimero de portadores crénicos de HBsAgs

(Stroffolini et al., 2004; Mele et al., 2007). A melhoria das condicbes s6cio-econémicas, as
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campanhas educativas e a adopcao de medidas preventivas contra a infeccao pelo HIV-1,
cujos modos de transmissdo sdo semelhantes aos do HBV e HDV, encontram-se entre os
factores apontados para a redugao progressiva da prevaléncia da infeccao pelo HDV (Gaeta et
al., 2000; Huo et al., 2003; Mele et al., 2007).

Embora a reducdo seja a tendéncia observada, em paises da Europa Central e do Norte, nos
Gltimos anos assiste-se a um ligeiro aumento das prevaléncias de hepatite delta fruto da
imigracao de populacdo proveniente de dreas endémicas. Na Alemanha, mais de 50% dos
individuos positivos para HDV sdo provenientes da Turquia e de paises que outrora pertenciam
a Unido Soviética (Wedemeyer et al., 2007). Igualmente ilustrativo é o aumento da prevaléncia
de HDV em portadores crénicos do HBV em Londres, registando-se valores de 8.5% em 2006
quando em 1987 era apenas de 2.6% (Cross et al., 2008).

Existem paises que apresentam, actualmente, prevaléncias de infeccao pelo HDV similares as
registadas em Itdlia no inicio dos anos 80, caso da Roménia com taxas de 37.9% entre
pacientes com hepatite B crénica e de 51% entre pacientes com cirrose (Grigorescu et al.,
2003)

Em Portugal, ndo existem dados recentes acerca da prevaléncia da infeccao pelo HDV,
registando-se em 1987, uma taxa de 17% em portadores crénicos de HBsAgs (Ramalho et al.,

1987).

1.1.2 TRATAMENTO

Nao existe actualmente um tratamento especifico para a hepatite delta.

A Unica opcdo terapéutica disponivel e aprovada para o tratamento da hepatite delta é o
interferdo-a. (INF-a). Os ensaios clinicos piloto com INF-a, conduzidos na década 90,
mostraram efeitos benéficos em alguns grupos de doentes com hepatite delta crénica. Contudo,
constatou-se que a resposta ao tratamento com INF-a é muito varidvel e os efeitos benéficos
sdo na maioria dos casos reversiveis apds a interrupcao do tratamento (Hoofnagle and
Bisceglie, 1997; Niro et al., 2005). A eficacia do INF-a depende da dose utilizada e da duragao
do tratamento. A resposta ao tratamento é avaliada tanto pela normalizacdo dos niveis de
alanina-transaminases (ALT; resposta bioquimica) como pela eliminagao do RNA do HDV no
soro sanguineo (resposta virologica). Um ensaio clinico controlado mostrou que cerca de 50%
dos doentes tratados com doses elevadas de INF-a (9 MIU) durante 12 meses apresentam

normalizacdo dos valores de ALT e eliminacdao do RNA do HDV no final do tratamento (Farci
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et al., 1994). Todavia, 6 meses apdés o fim do tratamento, apenas 21% dos pacientes
apresentam simultaneamente resposta virolégica e bioquimica sustentada (Farci et al., 1994).
Nao obstante, os doentes respondedores tratados com doses elevada de INF-o apresentam
resultados clinicos positivos a longo termo, caracterizados por niveis de ALT normalizados,
normalizacdo histolégica e da funcdo hepética (Farci et al., 2004).

Recentemente foi desenvolvida uma nova férmula de interferdo conjugado com polietileno
glicol (PEG; INF-PEG) que apresenta resultados terapéuticos mais animadores do que o
interferdo convencional no tratamento da hepatites B e C crénicas (Farci, 2006). No caso da
hepatite delta crénica, apenas um estudo clinico mostrou eficdcia superior do INF-PEG em
relacdo ao INF-a convencional, tendo-se registado uma resposta virologica sustentada em 43%
dos pacientes, 6 meses apds a interrupcao do tratamento (Castelnau et al., 2006).

Para além do interferdo, outras drogas antivirais, como a ribavirina e a lamivudina foram
testadas embora sem sucesso no tratamento da hepatite delta crénica (Lau et al., 1999; Niro et
al., 2005). De um modo geral, verificou-se que os farmacos que inibem especificamente o HBV
exercem pouco ou nenhum efeito sobre o HDV. Uma explicacao provavel para a ineficdcia
dos tratamentos pode ser devida ao facto dos farmacos utilizados ndo suprimirem a expressao
dos HBsAgs (Farci et al., 2006).

Os inibidores da prenilacdo poderdao, no futuro, ser utilizados como uma nova opgao
terapéutica no tratamento da hepatite delta crénica. Uma terapia anti-viral baseada na inibicao
da prenilagao difere das abordagens terapéuticas mais classicas na medida em que o alvo da
droga consiste numa enzima celular e ndo num componente do virus (Einav and Glenn, 2003).
A prenilacao do residuo de cisteina presente na extremidade carboxilica da forma grande do
antigénio delta (L-HDAg) é condicao necessaria para a montagem de particulas virais. Esta
modificagdo pds-traducional, que consiste na adicdo de um tipo especifico de lipidos, um
grupo farnesil no caso do L-HDAg, é catalizada pelas farnesiltransferases e geraniltransferases
celulares (Einav and Glen, 2003). Demonstrou-se que a producao de particulas virais
infecciosas de HDV é drasticamente inibida em células em cultura e num modelo animal na
presenca de inibidores especificos da prenilagio do L-HDAg como o (benzodiazepine
peptidomimetic) BZA-5B e o FTI-277 (Bordier et al., 2002; 2003). E de referir que a eficicia do
efeito inibidor na supressao da virémia do HDV é tanto maior quanto maior a duragdo do
tratamento. Existem actualmente varios inibidores da prenilacio em fase de teste com
aplicacao na supressao de tumores (Sebti and Hamilton, 2000). A importancia desta classe de
farmacos no tratamento da hepatite delta humana, apesar do seu potencial, ndo foi ainda

averiguada.
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11.1.3 PREVENCAO CONTRA A INFECCAO PELO HDV

A par das tentativas de encontrar uma terapia eficaz para hepatite delta, tém sido feitos esforgos
no sentido de desenvolver uma vacina que proteja os individuos infectados cronicamente pelo
HBV de contrairem infeccao pelo HDV.

O modelo animal geralmente utilizado nos testes de vacinacao contra o HDV é a marmota
cronicamente infectada pelo virus da hepatite de marmota (WHV), pertencente a familia
Hepadnaviridae. O curso da superinfeccdo pelo HDV nestes animais é semelhante ao
observado no homem e 80 a 100% dos animais desenvolve hepatite delta crénica (Fiedler and
Roggendorf, 2001).

Os testes de imunizagdo mostraram que de um modo geral o HDAg é capaz de gerar uma forte
resposta humoral, independentemente do sistema utilizado na producao do antigénio (Fiedler
and Roggendorf, 2006). No entanto, a resposta imunitaria humoral induzida pela vacinacao
com o HDAg ndo confere uma proteccdo eficaz contra infeccdo pelo HDV. Enquanto que
alguns estudos mostram que nao ha diferenga no curso da infecgdo entre os animais vacinados
e os do grupo controlo, outros indicam que a vacinagao causa um atraso no aparecimento e
uma reducdo dos niveis de RNA do HDV. Contudo, a maioria dos animais apresenta
marcadores de infeccao cronica, isto é, presenca de HDAg nas bidpsias hepaticas (Fiedler and
Roggendorf, 2006).

No decurso da superinfecgao pelo HDV em humanos sdo geralmente detectados altos titulos
de anticorpos especificos contra os HDAgs, da classe IgM e IgG, que persistem
indefinidamente. A resposta humoral gerada tal como nas marmotas, parece contudo nao ter
actividade neutralizante e ser incapaz de modular o curso da infeccao, uma vez que
aproximadamente 80% dos individuos progride para doenga crénica (Gerin et al., 2001).

Além da utilizagdo directa do HDAg como vacina foram ainda testadas estratégias que visam a
inducao de uma resposta imunitaria celular. Nao se conhece bem o papel da células T na
infeccao pelo HDV. Nisini et al. (1997) identificou a presenca de células CD4* especificas para
o HDAg somente em individuos sem marcas de infeccdo activa (negativos para o RNA do
HDV), sugerindo a participacao das células T na eliminagao do virus.

Por dltimo, a imunizagdo com vacinas de DNA que codificam para o HDAg, a semelhanca das
vacinas convencionais, nao foi capaz de induzir imunidade protectora contra infeccao pelo

HDV (Fiedler and Roggendorf, 2006).
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1.1.4 O GENOMA DO HDV E OS ANTIGENIOS DELTA

O HDV é um virus de RNA com caracteristicas estruturais e uma estratégia de replicagao que o
tornam impar entre os virus animais. Apresenta semelhangas com os viréides, grupo de agentes
patogénicos infecciosos das plantas, que consistem em pequenas moléculas RNA de cadeia
simples, circulares sem cépside que se replicam de modo auténomo de virus auxiliares (Taylor
et al.,, 1996). Dadas as suas caracteristicas peculiares, ndo foi possivel classificar o HDV em
nenhuma das familias de virus existentes, tendo sido criado um género novo, Deltavirus, do
qual o HDV é o seu Unico representante (Gerin et al., 2001).

O viriao do HDV apresenta uma estrutura esférica, com um diametro médio de 36 nm (Sureau,
2006). O seu involucro é constituido por lipidos celulares e pelas proteinas de superficie do
HBV (HBsAgs). As trés formas de HBsAgs, pequena (S), média (M) e grande (L) sdo traduzidas a
partir de uma Unica grelha aberta de leitura (ORF), com inicio em trés coddes de iniciacao
diferentes. A proteina mais pequena (SHBsAg) é formada por 226 aminodcidos, designados de
dominio S, comum as trés proteinas. A forma média (MHBsAg) é acrescida de um dominio com
55 aminodcidos (dominio preS2) na extremidade N-terminal, enquanto que a maior (LHBsAg)
difere da anterior pela existéncia do dominio preS1, com 108 a 119 aminodcidos, localizado a
montante do dominio preS2 (Sureau, 2006).

A parte interna do virido corresponde ao genoma do HDV associado num complexo
ribonucleoproteico (RNP), com mdiltiplas copias do antigénio delta (Ryu et al., 1993). O
genoma do virus consiste numa molécula de RNA de cadeia simples circular, com
aproximadamente 1700 nucleétidos de comprimento. Este RNA possui cerca de 70% de
sequéncias intramoleculares complementares, o que contribui para a ocorréncia de
emparelhamentos internos formando uma estrutura do tipo bastonete, semelhante a dos
viréides (Taylor, 2006).

Durante a replicacao do HDV, além do RNA genémico designacao atribuida ao RNA do HDV
detectado nos virides, sdao produzidas multiplas cépias de um RNA exactamente
complementar, denominado de antigenoma ou RNA antigenémico (Taylor, 2006). Tanto o
genoma como o antigenoma do HDV possuem um dominio com actividade de ribozima que
cataliza reacgdes de auto-clivagem do RNA do HDV em locais especificos. Qualquer mutagao
que interfira com a autoclivagem dos RNAs do HDV in vitro estd igualmente associada com a
perda da capacidade replicativa do virus in vivo (Macnaughton et al., 1993). O facto do

genoma do HDV ser circular e a replicacdo do virus depender da actividade ribozimica de
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ambos os RNAs, sugere que a replicagao segue um mecanismo de circulo rolante simétrico, a
semelhanca dos virdides. Segundo este modelo, o RNA circular do virido serve de molde para
a sintese de moléculas multiméricas de RNA antigenémico que sao auto-clivadas em intervalos
precisos, libertando monémeros de RNA de polaridade oposta a do virido. Estes monémeros de
RNA sdo convertidos em antigenomas circulares, por acgao de enzimas celulares, que podem
por sua vez ser utilizados na produgdao de novos transcritos de RNA genémico por um
mecanismo idéntico (Reid and Lazinski, 2000). O modelo de circulo rolante para a replicacao
do HDV é apoiado pela presenca de espécies de RNA do HDV com tamanhos superiores,
miultiplos de 1.7 Kb em biopsias hepaticas e células em cultura, que provavelmente
correspondem a formas intermedidrias da replicacdo do HDV (Chen et al., 1986). De facto, foi
demonstrado por marcagdo in vivo com ortofosfato (**P) radioactivo, que os monémeros de
RNA do HDV resultam do processamento de moléculas precursoras multiméricas
(Macnaughton et al., 2002a).

O genoma do HDV possui uma unica ORF da qual derivam duas formas de uma unica
proteina, o antigénio delta (HDAg). Na fase inicial da replicagdo do HDV sao transcritos a
partir do RNA genémico, mRNAs com cerca de 800 nt que codificam para uma das formas do
HDAg, a forma pequena (S-HDAg). O S-HDAg é uma proteina com 195 aminodcidos e cerca
de 24 kDa (Taylor, 2006).

Numa fase mais tardia do ciclo de replicacio do HDV, algumas moléculas de RNA
antigenémico sofrem uma modificagdo pés-transcricional, designada de editing, que consiste
na deaminacao da adenosina do codao stop/amber (UAG), da grelha aberta de leitura do S-
HDAg, em inosina (UIG). Estes RNAs modificados servem de molde a sintese de novos
genomas que ao serem transcritos, dao origem a mRNAs que no lugar de um codao stop/amber
(UAG) exibem um codao triptofano (UGG). Da tradugdo destes mRNAs é produzida uma
variante do HDAg, com 214 aminodcidos e cerca de 27 kDa, o antigénio delta grande (L-
HDAg), que contém mais 19 aminoacidos, do que o S-HDAg na extremidade C-terminal
(Casey, 2006). O editing do RNA antigenémico é levado a cabo por deaminases de adenosina
celulares que actuam em RNAs de cadeia dupla (ADAR). Os estudos de inibicao da expressao
das ADAR celulares utilizando RNAs de interferéncia (RNAi) mostraram que a isoforma nuclear
da ADART é responsavel por 80% do editing no antigenoma do HDV (Jayan and Casey, 2002;
Wong and Lazinski, 2002).

Os antigénios delta possuem dominios funcionais especificos, comuns as duas formas,
nomeadamente sinais de localizagdao nuclear (NLS), dominios de ligacdo a RNA (RBD), um

dominio coiled-coil e motivos semelhantes a fechos de leucina (Lai, 2006). O L-HDAg possui
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ainda, nos 19 aminoacidos adicionais da extremidade carboxilica, um sinal de isoprenilacao e
um eventual sinal de exportacdo nuclear (NES; Lee et al., 2001).

A localizacdo predominantemente nuclear do HDAg pressupde a existéncia de, pelo menos,
um NLS na sua sequéncia (Cunha et al., 1998). Estudos prévios mostraram que a sequéncia de
aminodacidos 67 a 88 do HDAg funciona como um NLS, capaz de induzir a importacao nuclear
de uma proteina reporter citoplasmatica (Xia et al., 1992). Foi referida a existéncia de um
segundo NLS entre os aminodcidos 34 a 44 do HDAg (Chang et al., 1992). Os aminoécidos 34
a 44 do HDAg sobrepdem-se parcialmente com o dominio coiled-coil (aa 12 a 60), mais
especificamente, com uma sequéncia semelhante a fechos de leucina que se localiza entre os
aminoacidos 30 a 51 do HDAg (Xia and Lai, 1992). Mutagdes dirigidas aos residuos de leucina
da sequéncia de aminodcidos 30 a 51 do HDAg ndo interferem com a importagao nuclear, mas
impedem a formacdo de dimeros de HDAg (Chang et al., 1992). Os dimeros de HDAg
(homodimeros ou heterodimeros) podem ainda associar-se em estruturas octaméricas, as quais
desempenham multiplas fungdes no ciclo de replicacdo do HDV (Lazinski and Taylor, 1993,
Cornillez-Ty and Lazinski, 2003).

Um dos dominios de ligacdo ao RNA do HDAg consiste em dois segmentos ricos em residuos
de arginina (ARM; aa 97 a 107 e aa 136 a 146), separados por um motivo de dimerizagao
(helix-loop-helix; nt 108 a 135). Demonstrou-se que os dois dominios ARM mais o motivo de
dimerizacao sdao necessdrios para a ligacao in vitro do HDAg ao RNA do virus (Lee et al,,
1993). Os HDAgs, tanto o pequeno como o grande, ligam-se com igual afinidade ao RNA
gendémico e antigenémico do HDV (Lin et al., 1990; Chao et al., 1991). Foi descrito ainda, um
segundo dominio de ligacdo ao RNA, localizado na extremidade N-terminal entre os
aminodacidos 2 a 27 do HDAg (Poisson et al., 1993).

Os 19 aminodcidos terminais da extremidade C-terminal (aa 196 a 214) do L-HDAg sao
necessarios e suficientes para interacgdo e co-secrecao com os HBsAgs (Lee et al., 1995). Os
dltimos quatro aminoacidos do L-HDAg formam um sinal de isoprenilacdo (CXXQ), no qual o
residuo de cisteina 211 é modificado pela adigao covalente de um lipido prenil. Demonstrou-
se que a prenilacdo da cisteina 211 do L-HDAg é condicdo necessdria, mas ndo suficiente,
para a interacgdo com os HBsAgs e co-secrecao (Hwang and Lai, 1993).

Mais recentemente, foi sugerida a presenca de um NES entre os aminodcidos 198 a 210 do L-
HDAg (Lee et al., 2001). O L-HDAg localiza-se, tal como a forma pequena do antigénio delta,
quase exclusivamente no nucleo das células. Mostrou-se que o padrdo de distribuicdo do L-
HDAg-GFP (L-HDAg-green fluorescent protein) sofre uma significativa alteracdo na presenca

de HBsAg, com acumulagdo do L-HDAg-GFP no citoplasma (Tan et al., 2004; Huang et al.,
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2006). Nao é ainda conhecido o mecanismo através do qual os HBsAgs promovem a
exportacdo nuclear dos L-HDAgs. Sabe-se no entanto, que os HBsAgs induzem stress no
reticulo endoplasmatico que é acompanhado pela activacao do factor de transcricdo NF-xB e
que estes dois eventos estdo correlacionados com o aumento de L-HDAg no citoplasma
(Huang et al., 2006).

Apesar de todas as semelhancas, quer de sequéncia quer de estrutura, os dois antigénios delta
desempenham fungdes bioldgicas distintas no ciclo de replicacio do HDV. Desde cedo foi
comprovado que o S-HDAg é essencial para a replicacio do RNA do HDV. Mutagdes que
interrompam a ORF do S-HDAg causam uma inibicdo quase total da replicagcdo (Kuo et al.,
1989). Por outro lado, o L-HDAg além de ndo suportar a replicacdo é um supressor dominante
da actividade do S-HDAg (Chao et al., 1990). O L-HDAg é no entanto, indispensavel para o
empacotamento e montagem de particulas virais (Chang et al., 1991).

Varios estudos foram realizados com o objectivo de elucidar os mecanismos moleculares
subjacentes a funcdo dos HDAgs. A primeira funcdo biolégica atribuida ao HDAg é a
importacdo nuclear do RNA do virus. Este processo depende da ligacdio do HDAg ao RNA
através de um dos RBDs, mas também do NLS bipartido para que a RNP do HDV seja
reconhecida pelos factores de importacdo celulares (Chou et al., 1998). Por meio de um
mecanismo que envolve ligacdo dos HDAgs ao RNA do virus, os dois RBDs contribuem para
os efeitos contrdrios dos HDAgs na replicagdo do HDV. O RBD da regidao média do S-HDAg,
formado por dois motivos ARM (aa 97 a 107 e aa 136 a 146), é necessario para a activacao da
replicagdo, enquanto que o RBD da extremidade N-terminal (aa 2 a 27) é responsavel, em
parte pela actividade supressora do L-HDAg (Lee et al., 1993; Chang et al., 1993; Lee et al.,
1995).

Para além de estar envolvida na interaccdo com os HBsAgs e na montagem de virides, a
prenilacio do L-HDAg estimula a sua actividade de inibidor da replicacio do HDV. A
prenilacdo do residuo de cisteina 211 do L-HDAg torna um epitopo comum aos HDAg
inacessivel, indicando que o L-HDAg inibe a replicacio do HDV devido a alteragdes na
conformagdo da proteina (Hwang and Lai, 1994). Mais recentemente, demonstrou-se que a
prenilacdo aumenta a afinidade do L-HDAg para membranas e que esta associagcdo determina
a sua funcao como supressor da replicagdo. De facto, verificou-se que o S-HDAg fundido com
um sinal de miristoilagdo é capaz de substituir as fungdes do L-HDAg na replicacdo do HDV
(O’ Malley and Lazinski, 2005).

A actividade dos HDAgs esta totalmente condicionada pela capacidade destes formarem homo

e heterodimeros bem como octdmeros. O dominio coiled-coil dos HDAgs, desempenha um
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papel central na activacdo e repressao da replicagdo do RNA do HDV, bem como, na
montagem de virides (Lazinski and Taylor, 1993). S6 os S-HDAgs, capazes de estabelecer
interaccdo com os L-HDAg através do dominio coiled-coil, sio empacotados em particulas

virais (Lazinski and Taylor, 1993).

1.1.5 CICLO DE REPLICACAO DO HDV

1.1.5.1 ENTRADA DO HDV NA CELULA HEPATICA

Nao existe actualmente um modelo experimental que permita reproduzir todos os estddios do
ciclo de replicagcao do HDV. A replicacao do HDV é, na maioria dos casos, estudada em linhas
celulares que se apresentam permissivas apenas as etapas intracelulares da replicacdo do HDV.
Deste modo, muitos aspectos iniciais, tais como, a ligagao do virus a receptores especificos da
célula hospedeira, a fusdao ou desnudamento dos virides permanecem pouco clarificados. Os
Gnicos modelos celulares susceptiveis a infeccdo por HDV sdo as culturas primdrias de
hepatdcitos de primatas e as células HepaRG (Glebe and Urban, 2007).

O invélucro do HDV, em termos de composicao proteica, é idéntico ao do virus auxiliar, o que
pressupoe que o HDV e o HBV utilizam os mesmos receptores para entrar na célula
hospedeira. Os estudos iniciais de Sureau et al. (1993), mostraram que a capacidade do HDV
infectar culturas primarias de hepatdcitos esta condicionada pela presenca de LHBsAg no
envelope, indicando que a sequéncia necessdria para a ligacdo do HDV aos receptores
especificos da membrana dos hepatécitos encontra-se no dominio preS1. Tal como para o
HBYV, verificou-se que os primeiros 75 aminoacidos do dominio preS1 do LHBsAg incluindo a
N-miristoilacdo do residuo de glicina 2 sdo essenciais para a infectividade do HDV (Blanchet
and Sureau, 2007; Abou-Jaoudé et al., 2007a; Urban, 2008). Em conformidade com a hipétese
do dominio preS1 possuir um dominio de ligacdo essencial para a interaccao do HDV e HBV
com um receptor especifico da membrana do hepatécito, verificou-se que a infeccao por HDV
ou HBV é totalmente inibida na presenca de péptidos miristoilados correspondentes a
sequéncia de aminodacidos 2 a 48 do dominio preS1 do LHBsAgs (Engelke et al., 2006). Existem
evidéncias que apontam para a existéncia de um segundo local critico para a infectividade do
HDV, na ansa antigénica do dominio S dos HBsAgs (Abou-Jaoudé and Sureau, 2005; Abou-
Jaoudé et al., 2007b). Os receptores celulares que medeiam a entrada do HDV nos hepatécitos

nao foram ainda identificados.
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1.1.5.2 REPLICACAO E TRANSCRICAO DO GENOMA DO HDV

A replicagdo do genoma HDV é totalmente independente de quaisquer sequéncias e/ou
fungoes fornecidas pelo HBV. Ap6s entrada na célula hospedeira, a RNP do HDV é importada
para o nlcleo e o RNA serve de molde para a sintese de antigenomas e transcricdio de mRNAs
que codificam para o S-HDAg. O facto do RNA, os HDAgs e as RNPs do HDV apresentarem
uma distribuicdo intracelular, quase exclusivamente, nuclear sugere que a replicacao tem lugar
no nucleo das células (Cunha et al., 1998).

De acordo com o modelo geralmente aceite, a replicagdo do HDV ocorre, a semelhanca dos
virdides, por um mecanismo de circulo rolante (Taylor, 2006). Todavia a estratégia de
replicacao utilizada pelo HDV antevé-se mais complexa. O genoma do HDV codifica para
uma proteina e, consequentemente, qualquer modelo proposto para a replicacdo tem que
considerar também a transcricao de mRNAs.

No ndcleo das células, o genoma do HDV é utilizado como molde para a transcricdo de
mRNAs, bem como para a sintese de RNAs antigenémicos multiméricos. Os dois processos,
segundo o modelo proposto por Hsieh e Taylor (1991), para a replicagdo do HDV, encontram-
se separados temporalmente, constituindo a sintese de mRNA poliadenilado o primeiro evento
do ciclo de replicagdo do virus. Posteriormente, por um mecanismo que envolve o S-HDAg e a
capacidade dos novos transcritos assumirem a conformagdo do tipo bastonete, o sinal de
poliadenilagdo dos RNAs nascentes é silenciado. Permite-se assim, a continuacao da
transcricdo para além do local de adicdo da cauda poli(A) e a producao de transcritos
antigenémicos multiméricos que sao depois processados por auto-clivagem (Hsieh and Taylor,
1991; Hsieh et al., 1994). Este modelo apresenta sérias limitagdes, na medida em que, a sintese
de mRNA que codifica para os HDAgs, ocorrendo apenas na fase inicial da replicagdao nao
seria favoravel a producdo de L-HDAg. Os RNAs que servem de molde a transcricdo de
mRNAs que codificam o L-HDAg surgem apenas em fases mais tardias do ciclo de replicacao
do HDV como resultado do editing do RNA antigenémico. A presenca de L-HDAg é essencial
para a interaccao das RNPs do HDV com os HBsAgs, a montagem de particulas virais e a
secrecdo. Como consequéncia da inibicao precoce do sinal de poliadenilacao, o L-HDAg nao
seria produzido, logo o ciclo de replicacdo do HDV nao se finalizaria e a propagacao da
infeccdo seria interrompida.

Refutando a ideia da transcricdo de mRNA poli(A) ocorrer apenas no inicio da replicagao do

HDV, Modahl e Lai (1998) mostraram que o mRNA é produzido em paralelo com o RNA
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antigenémico e que a acumulagdo de mRNA ndo é inibida com o aumento dos niveis de
expressao de HDAg. Estes resultados mostram-se compativeis com um ciclo de replicacdo viral
produtivo.

Um dos aspectos mais interessantes do ciclo de replicagdo do HDV reside no facto deste ndo
codificar nenhuma RNA polimerase dependente de RNA e depender totalmente da maquinaria
enzimdtica da célula hospedeira para a replicacao/transcricio do seu genoma. As células
mamiferas ndo codificam para RNA polimerases dependentes de RNA, o que pressupde que o
HDV redireccione uma RNA polimerase celular dos moldes normais de DNA.

De um modo geral, admite-se que a transcricdo do mRNA do HDV e a sintese de RNA
gendémico (a partir de moléculas de RNA antigenémico) depende da RNA polimerase Il celular
(RNA pol 1I).

Varios estudos mostram que a sintese do RNA genémico e a transcricdo de mRNAs do HDV
sdo especificamente inibidas na presenca de doses de alfa-amanitina, conhecidas por
bloquearem a transcricao mediada pela RNA pol Il (Fu and Taylor, 1993; Modabhl et al., 2000;
Macnaughton et al., 2002a; Filipovska and Konarska, 2000; Chang et al., 2008). Esta inibigao é,
no entanto, apenas parcialmente revertida em células que codificam uma forma mutante,
resistente a alfa-amanitina da RNA polimerase Il (Modahl et al., 2000). Além disso, os MRNAs
originados por transcricdo do genoma do HDV sdo modificados na extremidade 5 pela adicao
da estrutura cap e possuem uma cauda poli(A) na extremidade oposta, caracteristicas comuns
dos transcritos produzidos pela RNA pol Il (Hsieh et al., 1990). Adicionalmente, verificou-se
que o antigenoma do HDV, a semelhanga da maioria dos pré-mRNAs celulares, apresenta uma
sequéncia consenso para poliadenilagdo (AAUAAA), situada 13 nt a montante do local de
clivagem e do local de adigao da cauda poli(A) seguida de uma pequena sequéncia rica em G
e U (Hsieh et al., 1990).

Se por um lado parece claro o envolvimento da RNA pol Il na sintese de genomas e mRNAs do
HDV, hd controvérsia quanto a identidade da RNA polimerase responsdvel pela producao do
RNA antigenémico.

A sintese de RNA antigenomico é resistente a concentragdes elevadas de alfa-amanitina,
sugerindo que a producao deste intermedidrio replicativo é mediada por uma RNA polimerase
celular diferente da RNA pol Il (Modahl et al, 2000; Macnaughton et al, 2002a).
Curiosamente, o RNA antigenémico e o mRNA do HDV sdo transcritos a partir do mesmo
molde de RNA (RNA genémico). No entanto, estes processos parecem ser independentes e tém

lugar em compartimentos nucleares distintos.
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Segundo Li et al. (2006), a sintese de novas moléculas de RNA genémico tem lugar no
nucleoplasma em associagao com os corpos nucleares PML. Por sua vez, o RNA antigenémico
do HDV é produzido nos nucléolos presumivelmente pela accdao da RNA polimerase I. Em
conformidade com a ideia de que a replicacdo do RNA do HDV é realizada por duas RNA
polimerases diferentes, mostrou-se que a sintese do RNA genémico é drasticamente reduzida
na presenca de anticorpos dirigidos contra a RNA pol Il, enquanto a replicagdo do RNA
antigenémico ndo sofre qualquer inibicdo. Porém, na presenca de um anticorpo contra um
factor de iniciacdo especifico da transcricdo mediada pela RNA polimerase |, SL1, observou-se
uma reducao de 80% da sintese de RNA antigenémico do HDV (Li et al., 2006). Mais
recentemente, Huang et al. (2008a) mostrou que uma forma mutante do S-HDAg com
distribuicao exclusivamente nucleolar (S-HDAg-NoLS) é capaz de activar in trans a sintese de
antigenomas. Por outro lado, demonstrou-se que o S-HDAg mutante com localiza¢do nucleolar
é incapaz de assegurar a replicacio do RNA genémico do HDV que tem lugar no
nucleoplasma. A relocalizagao do S-HDAg-NoLS do nucléolo para o nucleoplasma por accao
da actinomicina-D reverte o efeito inibitério desta forma mutante, na replicacdio do RNA
genémico do HDV (Huang et al., 2008a). Em suma, estes resultados sugerem que a replicacao
do RNA genémico e antigenémico do HDV ocorre em compartimentos nucleares separados,
nucleoplasma e nucléolo, respectivamente com a participagdo de pelo menos duas RNA
polimerases.

Os dltimos resultados obtidos pelo grupo de J. Taylor (Fox Chase Cancer center, USA)
contestam as evidéncias de que o antigenoma do HDV é replicado por uma RNA polimerase
diferente da RNA pol Il. Os ensaios de run-on conduzidos na presenca de alfa-amanitina
mostraram que a acumulacdo de antigenomas do HDV é fortemente inibida, cerca de 80%, na
presenca de alfa-amanitina, indicativo do envolvimento da RNA pol Il na sintese deste RNA
(Chang et al., 2008). Diferengas a nivel do processamento pds-transcricional e da estabilidade
dos RNAs parecem contribuir para os efeitos observados na acumulagao dos RNAs do HDV em
resposta a inibicdo da RNA pol Il (Chang et al., 2006).

De acordo com a hipétese da RNA pol Il ser a enzima responsavel pela replicacdo do RNA do
HDV, demonstrou-se através de técnicas de imunoprecipitacdo, que a RNA polimerase Il
interage com sequéncias de RNA, localizadas em ambas as extremidades da estrutura de
bastonete do RNA genémico e antigenémico do HDV (Greco-Stewart et al., 2007; Chang et al.,
2008). A sequéncia de RNA genémico do HDV (nt 1541 a 60) que interage com a RNA pol Il
possui uma estrutura do tipo hairpin e inclui o local previamente identificado como sendo o

sitio de iniciagdo da transcricdo do mRNA do HDAg (Gudima et al., 2000). Mutagdes que
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alteram esta conformagado impedem a interacgao com a RNA pol Il in vitro, bem como, inibem
a replicacdao do HDV in vivo (Beard et al., 1996; Greco-Stewart et al., 2007). Abrahem e
Pelchat (2008) provaram a existéncia de uma sequéncia promotora de RNA entre os
nucledtidos 1541 e 60, reconhecida directamente pela holoenzima RNA pol Il, no genoma do
HDV, capaz de induzir a transcricdio de um RNA de polaridade contrdria, em extractos
nucleares de células Hela.

A transcricdo mediada pela RNA polimerase Il inicia-se com formacao de um complexo de
iniciacdo da transcrigao activo (PIC) que envolve a um primeiro nivel a ligacao do factor de
transcricdo (de ligagdo a TATA-box), TFIID, a um promotor de DNA. Através de ensaios do tipo
EMSA e de cromatografia de afinidade demonstrou-se que hd formacdo de um PIC na regiao
promotora do RNA do HDV, mediado pela interaccao directa da proteina de ligacdo a TATA-
box ao promotor. Verificou-se ainda que esta interaccdo é mediada pela subunidade TBP da
proteina. Estes resultados suportam um modelo em que os promotores de RNA sdo
reconhecidos pela RNA polimerase Il de um modo andlogo ao dos promotores de DNA
(Abrahem and Pelchat, 2008).

Foi ainda reportado que a proteina PSF, factor associado a transcricao mediada pela RNA pol Il
e ao splicing, liga-se especificamente as mesmas sequéncias de RNA do HDV reconhecidas
pela RNA pol Il (Greco-Stewart et al., 2006). A proteina PSF foi identificada como uma das
proteinas que interage simultaneamente com moléculas de mRNA e com o dominio CTD da
RNA pol Il (Emili et al., 2002).

E de salientar que a transcricio do RNA do HDV foi realizado na auséncia de S-HDAg,
indicando que pelo menos em extractos nucleares de células Hela, a iniciagdo da transcricao a
partir do promotor de RNA identificado no genoma do HDV ndo exige a presencga de S-HDAg.
No entanto, do decurso da infecgdo natural pelo HDV ou mesmo em células em cultura, sabe-
se que a presenca da forma pequena do antigénio delta (S-HDAg) é essencial para a
transcrigao/replicagao do HDV (Taylor, 2006). O modo através do qual o S-HDAg promove a
replicacdo do RNA do HDV ndo se encontra clarificado. Uma explicagdo possivel reside no
facto do S-HDAg poder funcionar como um factor de transcricdo e consequentemente regular a
transcricdo mediada pela RNA pol II.

Estudos prévios haviam demonstrado que o S-HDAg interage directamente com a RNA
polimerase Il, através de um dominio localizado na sua extremidade carboxilica (aminodcidos
130 a 195; Yamaguchi et al, 2001). Esta regido do S-HDAg apresenta similaridade de
sequéncia, embora reduzida, com a regido N-terminal da subunidade A do factor de

alongamento da transcricao NELF. O NELF juntamente com outro factor que inibe o
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alongamento da transcrigdo, o DSIF, liga-se a RNA polimerase Il, sendo o seu efeito negativo
no alongamento da transcricdo revertido pela cinase P-TEFb que, ao fosforilar o dominio C-
terminal da subunidade maior da RNA polimerase I, induz a dissociacdo do NELF. Verificou-se
que o S-HDAg é capaz de reverter a inibicao mediada pelo complexo NELF/DSIF e estimular o
alongamento da transcricao de genes heter6logos, mas também de uma sequéncia de RNA do
HDV in vitro. O S-HDAg compete com o NELF pela ligagdo a RNA pol II, o que induz a sua
dissociacdo e compensa o seu efeito inibitério no alongamento da transcricao. A importancia
da interacgdao do S-HDAg com a RNA pol Il no mecanismo de replicacdo do RNA do HDV foi
investigada in vivo. Os resultados obtidos sugerem que a associagao fisica entre o S-HDAg e a
RNA polimerase celular constitui uma etapa do mecanismo pelo qual o S-HDAg é capaz de
activar a replicacdo/transcricdio do genoma do HDV. A RNA pol Il é especificamente co-
imunoprecipitada com o S-HDAg em células que suportam a replicacdo do genoma do HDV
(Chang et al., 2008). Mutacgdes que impecam a ligacdo do S-HDAg a RNA polimerase Il tornam
a proteina incapaz de suportar a replicagdo do RNA do HDV (Yamaguchi et al., 2001).
Obtiveram-se resultados semelhantes ap6s a redistribuicdo do S-HDAg do nucleoplasma para
os nucléolos das células. A incapacidade de activar a replicacdo do genoma do HDV deve-se
ao facto do S-HDAg com localizacdo nucleolar ndo estabelecer interaccdo com a RNA pol I
(Huang et al., 2008).

Encontra-se documentado que, além da RNA polimerase I, o S-HDAg interage directamente
com outros factores celulares, nomeadamente com a proteina DIPA, a histona H1e, a proteina
nucleolar B23, a nucleolina, a cinase PKR e com o factor de transcricio YY1 (Brazas and
Ganem, 1996; Lee and Sheu, 2008; Lee et al., 1998; Chen et al., 2002; Huang et al., 2001a;
Huang et al., 2008b). Embora desempenhem funcdes diversas na célula hospedeira, verificou-
se que, de um modo geral todos os factores celulares identificados modulam a replicagdo do
HDV. A proteina nucleolar B23 e o factor de transcricio YY1 quando sobre-expressos
estimulam a replicacdo do HDV (Huang et al., 2001a; Huang et al., 2008b). A proteina B23
pode formar um complexo estdvel com o factor de transcricdo YY1 e ambos estao envolvidos
na activacao da transcricdo de genes celulares como € o caso do gene PCNA que codifica para
o antigénio nuclear de proliferacao nuclear (Weng and Yung, 2005). O S-HDAg é encontrado
em associacdo com o factor de transcricdo YY1 num grande complexo proteico do qual faz
parte a proteina B23 e dois co-activadores do factor de transcricao YY1, a acetiltransferase CBP
e a proteina p300. Além disso, mostrou-se que a proteina nucleolar B23 encontra-se sobre-
expressa em células onde decorre a replicagao do HDV (Huang et al., 2001a). Estudos prévios

mostraram que antigénio do core do virus da hepatite C (HCV) activa a transcricdao do gene que



ESTUDO DO TRAFEGO NUCLEOCITOPLASMATICO DO VIRUS DA HEPATITE DELTA

codifica a proteina B23 por um mecanismo que envolve a prépria B23, o factor de transcricao
YY1 e a acetiltransferase p300 (Mai et al., 2006).

A sobre-expressdo das acetiltransferases p300 e CBP ou o emprego de inibidores da acgao das
deacetilases resulta num aumento significativo da expressao do S-HDAg e da replicacao do
RNA do HDV (Huang et al., 2008b; Tseng et al., 2008). Sabe-se que a actividade transcricional
do factor de transcricdo YY1 € regulada por acetilagao (Yao et al., 2001). Alternativamente a
acetilacdo do YY1, o efeito positivo da sobre-expressdo das acetiltransferases p300 e CBP na
replicacdo do HDV pode resultar da accao directa destas enzimas sobre o S-HDAg. Estudos
anteriores mostraram que o S-HDAg € acetilado no residuo de lisina 72 e que esta modificacao
pos-traducional regula a distribuicao intracelular da proteina e a replicacdo do RNA do HDV
(Mu et al., 2004). A substituicao do residuo de lisina 72 por um residuo de arginina (ambos sao
aminodcidos bdsicos mas a arginina ndo pode ser modificada por acetilacdo) causa
acumulagao do S-HDAg no citoplasma. Além disso, constatou-se que o mutante S-HDAg-K72R
€ menos eficiente do que a proteina do tipo selvagem na activagao in trans da replicagdo do
antigenoma do HDV. Verificou-se contudo que a acetilacao do residuo de lisina 72 do S-HDAg
ndo interfere com a sintese de RNA antigenémico do HDV, sugerindo que a replicacdo do
RNA genémico e antigenémico do virus tem requisitos distintos em relagdo a modificagoes
pos-traducionais do S-HDAg.

Para além de ser acetilado, o S-HDAg é ainda modificado por metilacdo. O HDAg apresenta
dois motivos RGG que sdo locais potenciais de metilagdo, catalizados pela familia das
metiltransferases de arginina do tipo 1 (PRTM1). A metilagio desempenha um papel
semelhante a da acetilacdo na replicacdo do RNA do HDV e na distribuicdo intracelular do S-
HDAg. A acumulacdo de RNA gendémico é drasticamente reduzida na presenca de S-HDAg
com uma mutagao no sitio preferencial para metilacdo (arginina 13), enquanto que a sintese de
RNA antigenémico ndo sofre inibicdo significativa. Contrastando com a localizagado
predominantemente nuclear da proteina do tipo selvagem, o S-HDAg nao metilado no residuo
de arginina 13 acumula-se no citoplasma das células sendo incapaz de promover a importacao
nuclear de RNPs do HDV formadas por RNA antigenémico (Li et al., 2004).

Estes resultados indicam que a ocorréncia de modificagdes pés-traducionais desempenha um
papel essencial na replicacdo do genoma do HDV. Estudos anteriores referem a existéncia de
uma forte relagdo entre a fosforilagao do S-HDAg e a replicagao do RNA do HDV (Chen et al.,
2002; Mu et al., 2001; Yeh et al., 1996). Apesar da falta de evidéncias directas suspeita-se do
envolvimento cinase da caseina Il (CKIl) na fosforilagdo do S-HDAg. A inibicdo da sua

actividade diminui em cerca de 50% a fosforilagdo do S-HDAg e causa uma redugao

20



CAPITULO I. O VIRUS DA HEPATITE DELTA

acentuada na acumulagao de RNA do HDV (Yeh et al., 1996). A mutacdo de um dos locais
consenso da cinase CKII, residuo de serina 2 do S-HDAg, tem um impacto semelhante a
utilizacdo de inibidores da fosforilacdo na replicacdo do genoma do HDV, consolidando a
hipotese desta cinase participar no ciclo de replicagao do HDV.

O S-HDAg possui um residuo de serina altamente conservado na posicdo 177 que se encontra
fosforilado in vivo e é substrato da cinase PKR in vitro (Chen et al., 2002). Estudos de
mutagénese dirigida mostraram que a fosforilacdo do residuo de serina 177 do S-HDAg é
crucial para a sintese de RNA genémico do HDV (Mu et al., 2001). Mais recentemente, foram
identificadas duas novas cinases, a ERK1 e ERK2 capazes de catalizar a fosforilagao in vitro,
bem como in vivo, do residuo de serina 177 do S-HDAg. Tal como acontece com a PKR, a
inibicdo da actividade das enzimas ERK1/2 é acompanhada de uma reducao significativa do
estado de fosforilagdo do S-HDAg. Contudo, a actividade destas cinases tem um efeito oposto
ao da PKR na replicacdo do genoma do HDV. Enquanto que a inibicao das cinases ERK1/2
inibe a replicacdo do virus, a supressao da actividade da PKR esta associada a um aumento da
replicacdo do HDV (Chen et al., 2002; Chen et al., 2008). Por outro lado, a activacao das
cinases ERK1/2 causa um aumento na acumulagdo de RNA genémico e uma reducao (dose-
dependente) na quantidade de RNA antigenémico (Chen et al., 2008).

Estes resultados reforcam a ideia que a replicacdo do HDV é altamente regulada por
modificagdes pos-traducionais que ocorrem a nivel do S-HDAg e que a sintese de RNA
genémico € a etapa do ciclo de replicacao do virus mais sensivel a fosforilacao, acetilagao e
metilacdo do S-HDAg. Além disso, demonstrou-se que estas modificacbes pos-traducionais
interferem igualmente com a transcricio de mRNA a partir do RNA genémico do HDV. De
todas as modificagoes pés-traducionais, a metilagdo do residuo de arginina 13 do S-HDAg é a
que mais afecta a transcricio do mRNA do HDV. A substituicdo do residuo de arginina 13 do
S-HDAg por um residuo de alanina resulta na inibicdo quase completa da trancricdo do mRNA
do virus (Tseng et al., 2008).

Embora os mecanismos moleculares pelos quais as modificagdes pos-traducionais do S-HDAg
participam na regulacdo da replicagdo do HDV, estejam pouco elucidados, dados recentes,
sugerem que a fosforilagdo do residuo serina 177 do S-HDAg modula a interacgdo entre o S-
HDAg e a RNA pol II. Este aminoadcido do S-HDAg faz parte da sequéncia de aminoacidos
envolvida na interaccdo com a RNA polimerase Il. Demonstrou-se, por mutagénese dirigida,
que a substituicao do residuo de serina 177 do S-HDAg por uma alanina, diminui a quantidade

de RNA pol Il co-imunoprecipitada com o S-HDAg, e inibe a replicacao viral. Estes resultados
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sugerem que a fosforilagdo do residuo serina 177 do S-HDAg potencia a replicacdao do HDV

por um mecanismo que envolve a interaccao do S-HDAg com a RNA pol Il (Chen et al., 2008).

1.1.5.3 FORMACAO DE PARTICULAS VIRAIS DO HDV

Outros aspectos interessantes do ciclo de replicagdo do HDV sdo os mecanismos moleculares
subjacentes a formacdo de particulas virais. Tal como foi mencionado, o L-HDAg é
indispensavel para a interaccao das RNPs do HDV com os HBsAgs. Contudo, as RNPs do HDV
e os HBsAgs encontram-se confinados em compartimentos celulares distintos. Os HBsAgs
localizam-se somente no citoplasma das células, uma vez que sao glicoproteinas associadas ao
reticulo endoplasmdtico. Contrariamente, as RNPs do HDV encontram-se quase
exclusivamente no nucleo das células, apresentando uma distribuicio que pode ser
nucleoplasmatica difusa e/ou em inclusdes granulares esféricas que recebem o nome de focos
delta (Cunha et al., 1998).

Utilizando ensaios de heterocariontes, Tavanez et al. (2002) demonstraram que as RNPs do
HDV fazem um vai-vém continuo entre o nicleo e o citoplasma das células, sendo este
transporte independente da presenca de HBsAgs no citoplasma. Ainda que as RNPs do HDV
possam ser exportadas para o citoplasma na auséncia do HBV, a montagem de particulas virais
s6 € possivel na presenca dos HBsAgs. No caso de ndo se estabelecer interaccdo entre os
componentes do HDV e os HBsAgs, as RNPs do HDV sdo importadas para o compartimento de
origem, o nicleo, sendo este processo mediado pelo NLS presente nos HDAgs. O facto de
ambos os HDAgs possuirem um NLS colocou a hipétese de pelo menos o L-HDAg ou mesmo
os dois HDAgs conterem um NES na sua sequéncia responsavel pela exportacdo nuclear das
RNPs do HDV. De facto, Lee et al. (2001) referiu a existéncia de um NES no L-HDAg, entre os
aminoacidos 198 e 210, capaz de induzir a exportacao nuclear de uma proteina repérter. Nao
foi possivel contudo, reproduzir estes resultados utilizando os ensaios de heterocariontes. Na
auséncia de RNA do HDV nenhum dos HDAg é exportado para o citoplasma, concluindo-se
que nenhum dos antigénios delta possui um NES. Contrariamente, o RNA do HDV é capaz de
ser exportado na auséncia dos HDAgs, permitindo prever que os sinais para exportagao das

RNPs do HDV encontram-se no RNA do virus (Tavanez et al., 2002).
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EXPORTACAO NUCLEAR DO RNA po HDV
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11.1.1 O TRANSPORTE NUCLEO-CITOPLASMATICO

Nas células eucariotas, o nlcleo estd fisicamente separado do compartimento citoplasmatico
por uma dupla membrana, designada de invélucro nuclear (NE). O NE é atravessado em
multiplos pontos por estruturas supramoleculares, designadas de complexos do poro nuclear
(NPCs), especializados no transporte bidireccional de moléculas, entre o ntcleo e o citoplasma
das células eucariotas interfasicas.

O nidmero de NPCs por célula difere muito de espécie para espécie, sendo dependente do
tamanho da célula e da sua actividade. As leveduras apresentam cerca de 200 NPCs, enquanto
uma célula humana e um oécito de Xenopus maduro poderao ter cerca de 5000 a 5x10” NPCs
por nucleo (Lim et al., 2008).

Estudos de microscopia electrénica mostraram que, na generalidade dos casos, a estrutura
tridimensional do NPC encontra-se conservada, mesmo em espécies evolutivamente afastadas
(Adam, 2001). Os NPCs apresentam uma estrutura cilindrica tripartida. No local de fusao entre
a membrana externa e interna do NE encontra-se ancorada a estrutura central do NPC. Esta
estrutura € constituida por oito subunidades que na face nuclear e citoplasmética do NPC
formam os anéis nuclear e citoplasmatico, respectivamente (Suntharalingam and Wente, 2003).
Do anel citoplasmatico emanam oito filamentos de 50 nm de comprimento em direccao ao
citoplasma e do anel nuclear provém oito filamentos mais compridos, com cerca de 75 nm,
que convergem numa estrutura anelar designada de cesto nuclear. Incluso, na estrutura central
do NPC encontra-se o canal central, através do qual efectua-se o transporte nucleo-
citoplasmatico (Suntharalingam and Wente, 2003). O canal central do NPC, com um didametro
funcional de 30 nm, permite a passagem por difusdo passiva a ides e pequenas moléculas,
incluindo proteinas com massas moleculares inferiores a 40 kDa. No entanto, o trafego de
proteinas maiores e das ribonucleoproteinas através do NPC é efectuado por mecanismos de
transporte activo com a participacdo de proteinas especializadas no transporte nuclear
(Fahrenkrog and Aebi, 2003).

A andlise da composicao proteica dos NPCs de vertebrados e leveduras por abordagens
proteémicas revelou que os NPCs sdao constituidos apenas por 30 proteinas diferentes,
designadas de nucleoporinas (Rout et al., 2000; Cronshaw et al., 2002). Cerca de um terco

destas proteinas possuem um motivo estrutural caracteristico, constituido por mdltiplas
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repeticdes de motivos ricos em residuos de fenilalanina e glicina (motivos FG; Cronshaw et al.,
2002). As nucleoporinas FG apresentam caracteristicas bioquimicas semelhantes as proteinas
intrinsecamente desestruturadas, sugerindo que assumem uma conformacao flexivel (Denning
et al., 2003).

A maioria das nucleoporinas apresenta uma distribuicao simétrica em relacao ao plano médio
do invélucro nuclear com duas a quatro cépias por subunidade da estrutura central do NPC
(Rout et al., 2000). Com base na abundancia relativa e massa molecular de cada nucleoporina
estimou-se que a massa molecular dos NPC das leveduras e dos vertebrados ronda
aproximadamente os 44 e 60 MDa, respectivamente (Rout et al., 2000; Cronshaw et al., 2002).
Estes valores distinguem-se das estimativas iniciais, obtidas por microscopia electrénica de
varrimento-transmissao, que atribuiram uma massa molecular de 125 MDa aos NPCs de

vertebrados e de 60 MDa aos NPCs de levedura (Reichelt et al., 1990; Yang et al., 1998).

11.1.2 RECEPTORES DE TRANSPORTE

O transporte ntcleo-citoplasmatico através dos NPCs, para a maioria das macromoléculas, é
um processo mediado por receptores de transporte sollveis, geralmente pertencentes a uma
familia de proteinas denominada de carioferinas-f (Mosammaparast and Pemberton, 2004). As
carioferinas-p sdo responsaveis pela importacio e exportacdo de todas as proteinas que
apresentam dimensdes acima do limite de exclusdo para a difusao simples através dos NPCs,
bem como dos RNAs celulares ndao codificantes. No caso das proteinas, a formagao de
complexos de importagdo ou exportagdo nuclear depende da interac¢do das carioferinas-f
com pequenos motivos proteicos designados de sinais de localizacdo nuclear (NLS) ou de
exportagdo nuclear (NES) presentes nas cargas proteicas (Sekimoto et al., 2005). Os
mecanismos moleculares responsaveis pelo transporte do RNA através do NPC sdo, de um
modo geral, mais complexos, dado que, a ligacdo do receptor de transporte ao RNA é feita por
intermédio de proteinas adaptadoras (Kohler and Hurt, 2007).

As proteinas desta familia, com 14 membros identificados nas leveduras e 20 nos eucariotas
superiores, recebem a designacdo de importinas ou exportinas, consoante a direccao em que
transportam o substrato através do NPC (Mosammaparast and Pemberton, 2004). As
carioferinas-p sdo proteinas acidicas, com massa molecular entre 90 a 145 kDa, que se
caracterizam pela capacidade de interaccao directa com a GTPase Ran e com os dominios FG

das nucleoporinas (Chook and Blobel, 2001).
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A GTPase Ran é uma proteina monomérica de 24 kDa, abundante nas células, que pertence a
superfamilia das Ras. Tal como as outras GTPases, esta proteina pode existir sob duas formas
distintas, consoante se encontra ligada, a GTP ou a GDP. As duas formas da GTPase Ran
distribuem-se assimetricamente entre o nicleo e o citoplasma, localizando-se a Ran ligada a
GTP (RanGTP), predominantemente, no nicleo e a Ran ligada a GDP (RanGDP) no citoplasma
das células (Kalab and Heald, 2008). Esta distribuicao assimétrica das duas formas da GTPase
Ran é mantida pela compartimentacao celular das proteinas reguladoras especificas da
proteina Ran (Kalab and Heald, 2008). Tal como, nos outros membros da familia das Ras, a
hidrélise de GTP em GDP através da actividade de GTPase intrinseca da Ran ocorre a um
ritmo muito lento. Porém, esta actividade é promovida pelas proteinas citoplasmaticas Ran-
GAP e RanBP1. A reacgao inversa, isto é a conversao de RanGDP em RanGTP é estimulada
pela proteina nuclear RCC1 que, ao ligar-se a RanGDP, promove a dissociagao do GDP e a
ligacdo de GTP no centro activo da Ran. A ac¢do combinada das proteinas reguladoras da
proteina Ran resulta na criagdo e perpetuacdo de um gradiente de RanGTP através do
invélucro nuclear (Kalab and Heald, 2008). Este gradiente é um elemento chave no
estabelecimento da direccionalidade do transporte nucleo-citoplasmatico, dado que a
interaccdo das carioferinas-f com os seus substratos é regulada pelo gradiente de RanGTP
(Gorlich and Kutaj, 1999; Madrid and Weis, 2006).

A associagdo estavel das importinas com os respectivos substratos ocorre unicamente na
auséncia de RanGTP, consequentemente, a formacdo dos complexos de importagdo nuclear
tem lugar apenas no citoplasma das células (Gorlich et al., 1996a). A ligacao da proteina
RanGTP as importinas, na face nuclear do NPC, é crucial para a dissociacao da carga do
receptor de transporte e para o seu retorno ao citoplasma. Ap6s a chegada das importinas livres
da carga ao citoplasma é necessdria a hidrélise do GTP para que a proteina Ran se liberte das
importinas, ficando estas livres para um novo ciclo de importagao nuclear.

Contrariamente as importinas, as exportinas formam complexos estaveis com os substratos a
exportar exclusivamente na presenca de RanGTP, razdo pela qual, os complexos de exportacao
formam-se no ndcleo. Ap6s o transporte para o citoplasma, a ligacao cooperativa da proteina
RanGTP e do substrato a uma exportina é quebrada por hidrélise do GTP, sendo as exportinas,
reimportadas para o nicleo (Madrid and Weis, 2006).

Como resultado dos ciclos de importacdo e exportagdo nuclear, a proteina RanGTP ¢é
continuamente exportada do ndcleo para o citoplasma em associagdo com as importinas e
exportinas e, posteriormente, libertada sob a forma RanGDP no citoplasma. Cada ciclo de

transporte mediado por receptores da familia das carioferinas-f3 resulta na exportagao de uma
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molécula de Ran. No caso da proteina RanGDP nao ser re-importada para o ndcleo verificar-
se-ia uma deplecdao de RanGTP no nicleo e uma acumulacdo de RanGDP no citoplasma, o
que resultaria na interrupcdo do gradiente de RanGTP e no bloqueio do transporte
unidireccional através do NPC (Gorlich and Kutay, 1999).

Para além das proteinas reguladoras da proteina Ran, o gradiente de RanGTP é conservado
pela constante importacdo nuclear da proteina RanGDP. O transporte nuclear da proteina
RanGDP ¢é assegurado pelo factor de importagao NTF2 (Ribbeck et al., 1998; Quimby et al.,
2000). A NTF2 é uma proteina conservada com cerca de 15 kDa que liga-se especificamente a
proteina Ran na forma RanGDP (Ribbeck et al., 1998). A importagdo da proteina RanGDP é
um processo que ndo implica gastos energéticos e o complexo sofre dissociacdo apds a
conversao de RanGDP em RanGTP pela proteina nuclear RCC1 (Ribbeck et al., 1998).

Para além das carioferinas-p, existe uma outra familia de receptores de transporte nuclear,
denominada de NXF, na qual estdo agrupadas as proteinas envolvidas na exportagao da
maioria das moléculas de mRNA celular e codificadas por virus. Estas proteinas diferem das
carioferinas-p, na medida em que, ndo sdo directamente reguladas pela GTPase Ran
(Izaurralde, 2002). Porém, partilham com as carioferinas-f a capacidade de interaccao directa
com as unidades estruturais e funcionais dos NPCs, nomeadamente as nucleoporinas FG

(Izaurralde, 2002).

11.1.3 MODELOS EXPLICATIVOS PARA O TRANSPORTE NUCLEAR

Apesar dos avancos no conhecimento da arquitectura e composicdo molecular do NPC, o
mecanismo preciso através do qual o NPC actua, como uma barreira com permeabilidade
selectiva, permanece elusivo. Contudo, mostrou-se que a interaccdo dos receptores de
transporte com os motivos FG das nucleoporinas é essencial para a translocagdo através do
NPC (Bednenko et al., 2003a; Weis et al., 2003). De acordo com esta visdo, foi demonstrado
que a remogao dos dominios de ligacdo as nucleoporinas FG da importina-f resulta na total
abolicdo das vias de importagdo nuclear mediadas pela proteina fundadora da familia das
carioferinas-p (Bednenko et al., 2003b; Bayliss et al., 2000).

De acordo com o modelo proposto por Rout et al. (2000) a presenca de numerosas
nucleoporinas filamentosas a entrada de ambas as faces do canal central do NPC oferece
resisténcia a difusdo passiva da maioria das macromoléculas. No entanto, as macromoléculas

que se encontram ligadas aos respectivos receptores de transporte, por interaccdo com os
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motivos FG, aumentam o tempo de residéncia nas imediagdes do canal central do NPC e desta
forma, a probabilidade de o atravessar. E de referir que o transporte vectorial através do NPC,
acessivel as macromoléculas associadas aos receptores de transporte, é estabelecido pela
distribuicdo assimétrica da proteina RanGTP e de algumas nucleoporinas. Em suma, este
modelo suporta a existéncia de uma barreira virtual originada pela disposicao desordenada das
nucleoporinas filamentosas a volta do canal central do NPC, que impedem a passagem de
proteinas e RNAs que ndo se encontram ligados as proteinas transportadoras (Rout et al., 2003).
O modelo de fase selectiva, proposto por Ribbeck e Gorlich (2001, 2002), prevé que o canal
central do NPC estd preenchido por nucleoporinas ricas em motivos FG que interagem umas
com as outras formando uma rede hidrofébica. Para moléculas hidrofilicas, esta rede actua
como um crivo, permitindo a passagem apenas a moléculas com tamanhos inferiores ao
didmetro do crivo. A moléculas maiores s6 lhes é permitida a passagem em associagdo com
receptores de transporte que apresentam dominios de ligacdo aos motivos FG. Estes complexos
ao ligarem-se aos motivos FG causam a dissociacao local da rede de interacgoes formada pelas
nucleoporinas. Como suporte a este modelo, Frey et al. (2006), mostraram que os motivos FG
da nucleoporina Nsplp de levedura formam um hidrogel in vitro, bastante eldstico e
mecanicamente estavel, estando a formacdo do hidrogel totalmente dependente dos motivos
FG. A substituicao dos residuos de fenilalanina por serinas impede a formacao do hidrogel in
vitro, tendo-se verificado que estas mutagdes sdo letais para a levedura (Frey et al., 2006).

A observacdo de que a afinidade de ligacdo entre a importina-p e as nucleoporinas FG é
progressivamente maior para as nucleoporinas situadas na face nuclear do NPC e que a
importina-p possui mais do que um dominio de interaccdo com as nucleoporinas FG, levou
Ben-Efraim e Gerace (2001) a propor um terceiro modelo para o transporte nuclear. Segundo
estes investigadores, a deslocacdo dos complexo de importacdo é favorecida no sentido
citoplasma-nicleo devido a crescente afinidade da importina-p pelas nucleoporinas
localizadas mais distalmente no NPC. Ainda que o mecanismo pelo qual os complexos de
importacdo sao libertados do primeiro local de ligacdo e estabelecem ligacdo com as
nucleoporinas seguintes seja desconhecido, suspeita-se que a interaccdo simultanea dos
complexos de importagdo com duas nucleoporinas promova a dissociagdo do complexo de
importacdo da nucleoporina, com a qual, apresenta menor afinidade e a subsequente
associagao com nucleoporina seguinte.

O modelo de gradiente de afinidade prevé que os complexos de exportagao se desloquem
através do NPC de um modo semelhante ao descrito para as vias de importagao mediadas pela

importina-p. Este modelo baseia-se na distribuicao assimétrica de alguns constituintes do NPC
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e sugere que o proprio NPC impde uma direccionalidade no transporte nuclear. Porém, a
maioria das nucleoporinas FG apresenta uma distribuicao simétrica, tendo-se verificado que as
nucleoporinas distribuidas assimetricamente sdo dispensaveis para a maioria das vias de
transporte nuclear (Zeitler and Weis, 2004). Por outro lado, as interacgdes muito estaveis entre
um receptor de transporte e as nucleoporinas FG levaria a que a translocacao se efectuasse a
uma velocidade muito lenta. Para além disso, a demonstragdo de que a direccionalidade do
transporte nuclear pode ser invertida na presenca de elevadas concentragdes de RanGTP no
citoplasma indica que o NPC ndo impde directamente uma direccdo no fluxo ndcleo-

citoplasméatico (Nachury and Weis, 1999).

11.1.4 EXPORTACAO NUCLEAR DE RNAS NAO CODIFICANTES

A exportagdao nuclear do RNA de transferéncia (tRNA), microRNA (miRNA), pequenos RNAs
nucleares (snRNA) e do RNA ribossomal (rRNA) segue o modelo atrds mencionado que

envolve a utilizacao de exportinas pertencentes a familia das carioferinas-f3 e a GTPase Ran.

11.1.4.1 A EXPORTACAO NUCLEAR DO RNA DE TRANSFERENCIA (tRNA)

A via de exportagdao nuclear utilizada pelo tRNA foi o primeiro mecanismo de transporte
nicleo-citoplasmatico a ser descrito como mediado por um factor celular saturdvel e
dependente da temperatura (Zasloff et al., 1983). No entanto, a identidade do factor celular
responsavel pela exportacdo nuclear do tRNA, s6 foi identificada quase duas décadas depois
(Arts et al., 1998a; Kutay et al., 1998). Os tRNAs sdo exportados para o citoplasma por um
mecanismo que envolve a interaccao directa com um membro da familia das carioferinas-f3,
designado de exportina-t (Arts et al., 1998a; Kutay et al., 1998). A ligacao da proteina Ran-GTP
a exportina-t é necessaria para a formagao de um complexo de exportacao estavel com o tRNA
(Arts et al., 1998a; Kutay et al., 1998).

A exportina-t reconhece elementos estruturais conservados dos tRNAs, tendo-se comprovado
que a ansa TyC e o brago receptor sdo essenciais para a ligagdao da exportina-t com os tRNAs.
Para além disso, verificou-se que mutacdes que causam perturbagdes na estrutura tercidria da
molécula de tRNA, impossibilitam a formacdao do complexo tRNA/exportina-t/RanGTP in vitro

e a exportacao nuclear in vivo (Arts et al., 1998b; Lipowsky et al., 1999).
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Antes de serem exportados, os tRNAs sintetizados pela RNA polimerase Il sofrem uma série
complexa de modificagdes pds-transcricionais que tém lugar exclusivamente no nicleo. O
processamento do tRNA inclui a remogdo dos nucleétidos extra dos extremos 5’ e 3/, a adicao
do terminal CCA ao extremo 3’, a modificacdo de algumas bases e a remogdo de pequenos
introes. Outras modificagdes pos-transcricionais, importantes no funcionamento do tRNA, sdo
a reaccao de aminoacilagdao, em que o tRNA é conjugado com o seu aminodcido especifico e
a interaccdo com o factor de alongamento da traducdo eEF1A. Ainda que, inicialmente, se
tenha pensado que a aminoacilacio e a interaccdo com o factor eEF1A tém lugar
exclusivamente no citoplasma, dados mais recentes indicam que estas duas reacgdes podem
ocorrer no ndcleo (Mucha, 2002).

Os ensaios de microinjeccdo em Xenopus mostraram que apenas as moléculas de tRNA
maduras sdo eficientemente exportadas para o citoplasma, indicando que a exportina-t é capaz
de discriminar os tRNAs maduros daqueles tRNAs que, ainda, ndo completaram o
processamento.

Ensaios de ligacdo in vitro mostraram que a exportina-t tem uma afinidade 10 vezes superior
para moléculas de tRNA com os extremos 5’ e 3’ correctamente processados (Lipowsky et al.,
1999). De modo semelhante, a exportina-t tem cerca de cinco vezes mais afinidade de ligagao
por tRNAs com as bases modificadas do que para tRNAs sintetizados in vitro, que ndo sofrem
este tipo de modificagdes (Kutay et al., 1998; Lipowsky et al., 1999). Pelo contrario, o splicing
do tRNA ndo altera a afinidade da ligacdo da exportina-t com os tRNAs in vitro, indicando que
in vivo, a exportina-t ndo é capaz de discriminar os tRNAs maduros daqueles que possuem
introes (Arts et al.,, 1998b; Lipowsky et al., 1999). As experiéncias de microinjeccdo em
Xenopus evidenciaram que apenas as moléculas de tRNA com os extremos correctamente
processados sdo substrato para a exportina-t, verificando-se que as formas imaturas ficam
retidas no nicleo, mesmo na presenca de excesso de exportina-t. De igual modo, em
condigoes fisiolégicas, os tRNAs contendo introes ficam retidos no nicleo até conclusao da
reaccdo de splicing. Porém, na presenca de exportina-t em excesso, ambos os tRNAs sdo
exportados para o citoplasma, a uma taxa semelhante.

Tal como o splicing, a reaccdo de aminoacilagdo ndo interfere com a ligagdo da exportina-t
com os tRNAs in vitro (Arts et al., 1998b). No entanto, varios estudos apresentaram evidéncias
experimentais de que a ligagdo covalente do tRNA com o seu aminoacido especifico,
catalizada pelas aminoacil tRNA sintetases (aaRS), aumenta a eficiéncia da exportagao nuclear
dos tRNAs. No que diz respeito a distribuicao intracelular, a maioria das aminoacil-tRNA-

sintetases localiza-se no citoplasma das células, em complexos multienzimdticos de elevada
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massa molecular. Porém, a sua presenca no nucleo foi comprovada em leveduras e em células
de mamiferos (Mucha, 2002).

Lund e Dahlberg (1998) demonstraram que a maioria, sendo todos os tRNAs podem ser
aminoacilados no nicleo dos odécitos de Xenopus. A influéncia da aminoacilagao no transporte
nucleo-citoplasmético foi comprovada em Xenopus e em S. cerevisiae. A inibicdo da reaccao
de aminoacilagdao, apesar de ndo bloquear a saida dos tRNAs, resulta numa reducdo
significativa da taxa de exportacdo nuclear desta classe de RNA em Xenopus (Lund and
Dahlberg, 1998).

Em S. cerevisiae, mutagdes condicionais nos genes que codificam para aminoacil-tRNA-
sintetases inibem a exportacao nuclear dos respectivos tRNAs, observando-se que a diminuicao
na taxa de exportagao nuclear, por vezes, estende-se a tRNAs nao cognatos (Sarkar et al., 1999;
Azad et al., 2001).

Em odcitos de Xenopus, a inibicdo da exportina-t, por microinjeccio de um anticorpo
especifico no nicleo das células, resulta numa redugdao de cerca de 80% na exportacao
nuclear do tRNA (Arts et al., 1998b; Kutay et al., 1998).

Destes resultados depreende-se que a exportagdo nuclear da maioria dos tRNAs estd a cargo da
exportina-t e, caso existam vias de exportacdo alternativas, a sua contribuicdo nesse processo
parece ser pouco significativa. Nao obstante, dois grupos de investigadores mostraram que os
vertebrados possuem uma via alternativa, independente da exportina-t para a exportagao
nuclear do tRNA (Bohnsack et al., 2002; Calado et al., 2002).

Em paralelo com a via mediada pela exportina-t, os tRNAs podem ser exportados em conjunto
com a exportina-5 e a proteina Ran-GTP (Bohnsack et al., 2002; Calado et al., 2002). Tal como
foi demonstrado para a exportina-t, a microinjeccao de exportina-5 recombinante nos ntcleos
dos odcitos de Xenopus € suficiente para reverter o efeito inibitério na exportagao nuclear do
tRNA, causado por saturagdo do transporte mediado pela exportina-t.

Para além de ter como substrato o tRNA, a exportina-5 é o factor de transporte responsavel
pela exportagao do factor de alongamento da traducao eEF1A (Bohnsack et al., 2002; Calado et
al., 2002). Porém, a interaccdo entre a exportina-5 e a proteina eEF1A ndo € directa, ocorrendo
por intermédio do tRNA.

A proteina eEF1A liga-se, preferencialmente, a moléculas de tRNA aminoaciladas (tRNA-aa),
tendo-se demonstrado que a aminoacilacdo do tRNA é condicdo necessdria para a associagao
da exportina-5 com a proteina eEFTA. Por outro lado, a interaccdo da exportina-5 com os
tRNAs é independente do tRNA estar, ou ndo, aminoacilado (Bohnsack et al., 2002; Calado et

al., 2002).
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Nas leveduras a exportacao nuclear dos tRNAs é mediada por uma proteina homoéloga da
exportina-t, a exportina LosTp. Mutagdes no gene LOS1 causam acumulagdo dos tRNAs no
nicleo das células e, tal como acontece nos eucariotas superiores, a ligagdo entre a Los1p e o
tRNA ¢é regulada pela GTPase Ran (Hooper and Phizicky, 2003). No entanto, a funcdo da
exportina Los1p € dispensavel para a viabilidade das leveduras, o que sugere a existéncia de
vias redundantes que compensam os defeitos na exportacdo nuclear causados pela inactivagao
do gene LOST1. E de salientar que as mutacdes condicionais no gene LOS1 afectam igualmente
o splicing dos tRNAs, verificando-se a acumulagdo de tRNAs com intrdes no nicleo das
células. Porém, foi demonstrado que a endonuclease responsavel pelo splicing dos tRNAs, em
leveduras, é uma enzima com localizagdo citoplasmatica associada a membrana externa das
mitocondrias (Dahlberg and Lund, 2005). Esta descoberta alterou o paradigma anteriormente
aceite de que o splicing precede a exportacao nuclear. Esta descoberta ndo explica contudo a
acumulagdo de tRNAs maduros, observada nos nucleos de leveduras defectivas na exportagao
nuclear desta classe de RNAs.

Ensaios realizados em hetecariontes demonstraram, claramente, que apds a transcricao o pré-
tRNA é exportado para o citoplasma, onde ocorre o splicing, sendo o tRNA maduro de seguida
importado para ambos os nucleos dos heterocariontes (Takano et al., 2005). A acumulagao de
tRNAs maduros no nucleo das células s6 é observada em leveduras defectivas na exportagao
nuclear de tRNAs. Em estirpes selvagens, os tRNAs maduros sao rapidamente exportados para
o citoplasma impossibilitando a sua observacao.

A importacdo nuclear de tRNAs maduros pode constituir uma etapa de um mecanismo celular
complexo de monitorizagao da integridade e consequente funcionalidade dos tRNAs clivados
no citoplasma. A suportar esta hipétese identificou-se recentemente um complexo nuclear em
leveduras, o Trf4p, que em conjunto com o exossoma, medeia a degradacdo dos tRNAs
mutantes (Kadaba et al., 2006).

E de salientar que as estirpes de levedura utilizadas nestes trabalhos apresentam supressio dos
genes que codificam para a exportina LosTp e Msn5. Demonstrou-se que a co-supressao destes
dois genes potencia a inibicdao da exportagdo nuclear dos tRNAs maduros (Takano et al., 2005).
O efeito sinergético da supressao de Msn5p em leveduras mutantes Los1p, na inibicdo da
exportagao nuclear de tRNAs, sugere que a Msn5p desempenha funcdes semelhantes a
exportina-5 (homdloga da Msn5p em eucariotas superiores) no transporte nucleo-
citoplasmético dos tRNAs (Takano et al., 2005). Em conclusdo, sustenta-se, quer em eucariotas
superiores quer em leveduras, um modelo para a exportagdo nuclear dos tRNAs com duas e,

provavelmente, mais do que duas vias.
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11.1.4.2 EXPORTACAO NUCLEAR DE MICRORNAS (miRNAS)

Os microRNAs constituem uma familia numerosa de RNAs ndo codificantes, de
aproximadamente 22 nucleétidos, que apresentam um papel fundamental na regulagdo da
expressao génica a nivel pds-transcricional (Du and Zamore, 2005).

Os microRNAs sio transcritos pela RNA polimerase 1l e, tal como, os mRNAs sdo
poliadenilados e adquirem uma estrutura cap na extremidade 5°. O modelo actual para a
biogénese dos miRNAs em animais propde que a maturacdo dos miRNAs ocorre em duas
etapas, que tém lugar em compartimentos celulares distintos (Kim, 2004).

A primeira etapa, nuclear, inicia-se com clivagem do miRNA primério pela RNase Il Drosha
que d& origem a RNAs com cerca de 70 nucledtidos, em forma de grampo, com dois
nucledtidos protuberantes na extremidade 3’. Estas formas intermediarias sdo reconhecidas por
um receptor de transporte e exportadas para o citoplasma.

No citoplasma a RNase Il Dicer cliva os miRNA precursores, aproximadamente 22 nucleétidos
da extremidade gerada pela enzima Drosha, originando pequenos RNAs de cadeia dupla.
Apenas uma das cadeias do miRNA é incorporada nos complexos de silenciamento induzidos
por RNA (complexo RISC) enquanto a outra cadeia é degradada (Du and Zamore, 2005). Uma
vez incorporado nos complexos RISC, o miRNA vai direccionar a clivagem especifica de
mRNAs que possuam sequéncias complementares ao miRNA, ou reprimir a sua traducao.
Devido a compartimentacgao espacial das duas etapas de maturagao da biogénese dos miRNAs,
a exportagdo nuclear das formas precursoras dos microRNAs maduros representa um passo
crucial na formacdo de miRNAs activos.

As experiéncias de microinjeccdo em Xenopus mostraram que a exportagao nuclear dos pré-
miRNAs é saturavel e dependente de RanGTP, indicando que este mecanismo é mediado por
uma exportina pertencente a familia das carioferinas-p (Bohnsack et al., 2004; Lund et al.,
2004).

Os pré-miRNAs sdo transportados activamente do nicleo para o citoplasma, pelo complexo
proteico formado pela exportina-5 associada a proteina Ran-GTP (Yi et al., 2003; Bohnsack et
al., 2004; Lund et al., 2004). De acordo com os ensaios de microinjeccdo em Xenopus, 0s
miRNAs dependem totalmente da exportina-5 para sairem do ntcleo, o que indica que para
esta classe de RNA, as células ndo possuem vias de exportagdo nuclear alternativas (Bohnsack
et al., 2004). O papel da exportina-5 na exportacao nuclear dos miRNAs foi ainda confirmado,
recorrendo a técnicas de RNA de interferéncia (RNAI; Yi et al., 2003; Lund et al., 2004). Yi et

al. (2003) demonstraram que inibicdo da expressdo da exportina-5 é capaz de reverter o
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silenciamento pés-transcricional induzido por um miRNA humano num gene repérter. O
aumento da expressdao do gene repérter resulta da inibicdo da exportacdo nuclear das formas
intermedidrias dos miRNAs, que desta forma, ndo completam as etapas de maturacao
citoplasmaticas (Yi et al., 2003). Contrariamente, a sobre-expressao da exportina-5 causa um
aumento da expressao de miRNA maduro no citoplasma das células, correlacionado com uma
maior inibicao da expressao do gene repérter (Yi et al., 2005).

O complexo exportina-5/Ran-GTP, para além de estar envolvido no transporte activo dos pré-
microRNAs e dos tRNAs do ntcleo para o citoplasma, é ainda, responsavel pela exportagao
nuclear de uma espécie de RNA ndo codificante (RNA VA1), abundante nas células infectadas
pelos adenovirus (Gwizdek et al.,, 2001; 2003). Estes RNAs codificados pelo genoma dos
adenovirus sdo sintetizados pela RNA polimerase Il e acumulam-se maioritariamente no
citoplasma das células. Os RNAs VAT ligam-se especificamente a proteina cinase dependente
de RNA de cadeia dupla PKR, impedindo a sua activacdo e consequente fosforilagdo do factor
de traducdo elF2a, que resultaria na inibicdo da sintese proteica e morte celular. Estes RNAs
virais possuem aproximadamente 160 nucleétidos e tal como as formas intermedidrias dos
miRNAs maduros, apresentam uma estrutura secundaria em forma de hairpin, com cerca de
trés a oito nucledtidos protuberantes na extremidade 3.

Tal como a exportina-t, a exportina-5 interage directamente com as moléculas de RNA sem
recurso a qualquer proteina adaptadora. Verificou-se ainda, que a interaccao da exportina-5
com os pré-microRNAs e os RNAs VAT requer a presenca de uma mini-hélice terminal com
pelo menos 18 bp, em que o nucledtido da extremidade 5" se encontra emparelhado e a
extremidade 3’ possui alguns nucleétidos protuberantes (Gwizdek et al., 2001; 2003; Zeng and

Cullen, 2004).

11.1.4.3 EXPORTACAO NUCLEAR DOS PEQUENOS RNAS RICOS EM URIDINA (U
snRNAS)

As vias de exportagao nuclear descritas para o tRNA e o miRNA baseiam-se na interaccao
directa entre receptores de transporte especificos e elementos estruturais presentes nas
moléculas de RNA. No entanto, a exportacao nuclear da maioria dos RNAs apresenta-se mais
complexa, com a intervencao de proteinas adaptadoras que fazem a ligacdo entre as moléculas
de RNA e os receptores de transporte. E o caso da exportacio nuclear dos pequenos RNAs

nucleares ricos em uridina (UsnRNAs).

35



ESTUDO DO TRAFEGO NUCLEOCITOPLASMATICO DO VIRUS DA HEPATITE DELTA

Os UsnRNAs, com excepgao do U6 snRNA, sdo sintetizados pela RNA polimerase I, na forma
de moléculas de RNA precursoras, que se distinguem das formas maduras por possuirem a
modificacdo 7-metilguanosina (m7G; estrutura cap) na extremidade 5’ e nucleétidos adicionais
na extremidade 3’ (Kiss, 2004). Estes RNAs sao activamente exportados para o citoplasma,
onde ocorre a associagdo das proteinas Sm, a hipermetilacdo da estrutura cap e a remocao dos
nucleétidos adicionais da extremidade 3. Por dltimo, as ribonucleoproteinas UsnRNPs sdo
reimportadas para o nucleo das células, onde sofrem os ultimos processos de maturagdao nos
corpos de Cajal.

A estrutura cap monometilada (m7GpppN), presente em todos os RNAs transcritos pela RNA
polimerase 1l, desempenha um papel fundamental na exportacdo nuclear dos UsnRNAs.
Apenas os UsnRNAs com uma estrutura cap monometilada na extremidade 5’ sao
eficientemente exportados para o citoplasma dos odcitos de Xenopus, ficando os UsnRNAs
sem esta estrutura retidos no ntdcleo (Hamm and Mattaj, 1990).

Para além disso, constatou-se que a exportacdao nuclear dos UsnRNAs pode ser inibida apds
microinjeccdo de um andlogo da estrutura cap, o dinucleétido m7GpppG, sugerindo que a
estrutura cap constitui o elemento cis responsavel pela exportagao nuclear dos UsnRNAs
(Izaurralde et al., 1992; Jarmolowski et al., 1994).

A pesquisa de complexos proteicos de ligacdo a estrutura cap com funcdo na exportacao
nuclear dos UsnRNAs levou a identificacio de um complexo, designado de CBC, formado
pelas proteinas CBP80 e CBP20. A fungcdo do complexo CBC na exportagao nuclear dos
UsnRNAs, foi demonstrada com a utilizagdo de um anticorpo especifico dirigido contra a
proteina CBP20, que impede a interaccado do complexo CBC com a estrutura cap dos
UsnRNAs. Nestas condicdes, a exportagdo nuclear dos UsnRNAs em odcitos de Xenopus é
inibida, comprovando-se que a ligagdo do complexo CBC a estrutura cap, presente na
extremidade 5~ dos UsnRNAs, é essencial para a exportagdo dos mesmos (lzaurralde et al.,
1995).

Paralelamente, foram surgindo fortes evidéncias que a via de exportacdo dos UsnRNAs é
mediada pela exportina CRM1. Como suporte desta hipotese, verificou-se que a exportagao
nuclear dos UsnRNAs é fortemente inibida na presenca de leptomicina B (LMB), um antibiético
que causa inactivacdo da exportina CRM1 por modificagdo covalente de um residuo de
cisteina da regido central da proteina (Fornerod et al, 1997). Foram obtidos resultados
semelhantes ap6s saturacdo das vias de exportacdo mediadas pela exportina CRM1 com

excesso de proteina BSA conjugada com o NES da proteina Rev (Fischer et al., 1995).
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Apesar do complexo CBC e da exportina CRM1 serem essenciais para a exportacao nuclear
dos UsnRNAs, verificou-se que estes elementos ndo sdo suficientes para a formacdo de um
complexo de exportacdo in vitro (Ohno et al., 2000). Estes resultados sugerem que a
exportacao nuclear dos UsnRNAs requer a presenga de um factor celular adicional que faz a
ligacdo entre o complexo CBC e a exportina CRM1. Com efeito, a ligagdo do complexo
CRM1/RanGTP ao UsnRNA depende da associacdo cooperativa da proteina PHAX ao
complexo CBC e ao UsnRNA. Para além do dominio de ligagao ao RNA e ao complexo CBC, a
proteina PHAX possui varios sinais de localizacao nuclear e um sinal de exportacdo nuclear
(NES) rico em residuos de leucina, caracteristico das proteinas que utilizam a exportina CRM1
para sairem do nucleo (Segref et al., 2001).

Curiosamente, verificou-se que a ligacdo do complexo CRM1/RanGTP ao NES da proteina
PHAX depende do estado de fosforilagdo da proteina (Ohno et al., 2000; Segref et al., 2001).
Apenas a forma fosforilada da proteina PHAX é capaz de mediar a interaccdo da exportina
CRMT1 com os UsnRNAs. Por outro lado, a desfosforilagao da proteina PHAX, juntamente com
a hidrélise de GTP resulta na dissociagao dos complexos de exportagcao. Apés a dissociagao
dos complexos de exportagdo, a proteina PHAX livre é reimportada para o nicleo das células
utilizando a via de importacio mediada pela imp-a/imp-, comum a todas as proteinas
contendo NLS cldssicos (Segref et al., 2001).

Assim, a direccionalidade da exportagcdao dos UsnRNAs é garantida ndo s6 pelo ciclo Ran,
como também, por um ciclo de fosforilacao/desfosforilagao da proteina PHAX.

De um modo andlogo a distibuicdo dos reguladores da GTPase Ran, as proteinas reguladoras
do estado de fosforilagdao da proteina PHAX encontram-se assimetricamente distribuidas entre o
nucleo e o citoplasma das células. A proteina responsavel pela fosforilagao da proteina PHAX,
a cinase CDK2, localiza-se predominantemente no ndcleo das células, enquanto a fosfatase
PP2A, responsavel pela desfosforilacdo da proteina PHAX, distribui-se maioritariamente no

citoplasma (Kitao et al., 2008).

11.1.4.4 EXPORTACAO NUCLEAR DO RNA RIBOSSOMICO (rRNA)

A biogénese dos ribossomas inicia-se com a transcricdo de uma molécula de rRNA precursora,
por acgao da RNA polimerase | nos nucléolos (Venema and Tollervey, 1999; Fromont-Racine
et al, 2003). Concomitantemente com a transcricdo, os rRNAs precursores sofrem
modificagdes que consistem, maioritariamente, em reacgdes de metilagdao e pseudouridilagao

catalizadas pelas ribonucleoproteinas nucleolares snoRNPs. Posteriormente, os rRNAs
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precursores sdo clivados dando origem a trés dos quatro rRNAs que se encontram nos
ribossomas maduros; o rRNA de 20S que ird fazer parte das subunidades ribossémicas de 40S,
e 0s rRNAs de 5.8 e de 255/28S que juntamente com um rRNA adicional de 5S, sintetizado
pela RNA polimerase Ill, constituem a componente de RNA das subunidades ribossémicas de
60S.

Apbs a separacao do complexo de 90S nas subunidades pré-ribossomicas de 40S e 60S, as
duas seguem processos de processamento e maturacdo quase independentes. No caso das
subunidades de 60S, o processamento do rRNA é completado no nicleo e apenas as particulas
pré-ribossémicas de 60S contendo rRNA totalmente processado sdo exportadas para o
citoplasma (Nissan et al., 2002). Em oposicdao, o processamento do rRNA da subunidade de
40S termina no citoplasma das células (Zemp and Kutay, 2007).

As evidéncias baseadas em resultados de abordagens genéticas e bioquimicas sugerem que as
duas subunidades ribossémicas sao exportadas do nucleo para o citoplasma como unidades
separadas e independentes (Johnson et al., 2002).

Os primeiros trabalhos realizados, com o objectivo de analisar a exportacdo nuclear das
subunidades ribossémicas em odcitos de Xenopus, mostraram tratar-se de um mecanismo
unidireccional, dependente de energia e saturavel, sugerindo o envolvimento de receptores de
transporte (Bataillé et al., 1990).

O conhecimento sobre o transporte nucleo-citoplasmatico das subunidades pré-ribossémicas
sofreu um avango consideravel com o desenvolvimento de sistemas repérteres que codificam
proteinas ribossomicas funcionais, fundidas com a proteina GFP. Estas proteinas de fusao, apos
sintese no citoplasma, sdo incorporadas nas subunidades ribossémicas em formagdo, o que
permite acompanhar o trafego intracelular das subunidades ribossémicas por microscopia de
fluorescéncia. Utilizando este tipo de abordagem experimental foi demonstrado que as
subunidades ribossémicas sdo exportadas para o citoplasma através do receptor de transporte
CRM1 (Moy and Silver, 2002; Ho et al., 2000; Gadal et al., 2001). Esta dependéncia foi
comprovada, tanto em S. cerevisiae, como nos eucariotas superiores. A inactivacdo da
exportina CRM1, por incubagdo das células com LMB, ou a saturacdo do receptor, por
microinjeccao de albumina bovina conjugada com o NES da proteina PKI, causam acumulacao
das subunidades ribossémicas nos nucléolos e nucleoplasma das células (Trotta et al., 2003;
Thomas and Kutay, 2003). Para além disso, verificou-se que a GTPase Ran estd envolvida na
exportagdo nuclear das subunidades ribossémicas, dado que alteragdes no gradiente de
RanGTP, causam acumulacao das subunidades ribossémicas no ntcleo das células (Hurt et al.,

1999).
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Apesar da falta de evidéncias directas em eucariotas superiores, a associacdo da exportina
CRMT1 com as subunidades pré-ribossémicas de 60S, parece depender da proteina nao
ribossomal NMD3 (Ho et al., 2000; Gadal et al., 2001; Trotta et al., 2003; Thomas and Kutay,
2003). A proteina NMD3 possui dois NES na sua extremidade carboxilica que sdo essenciais
para a exportacdo nuclear das subunidades pré-ribossémicas grandes. A expressdo de uma
forma mutante da proteina NMD3 humana, sem as sequéncias de aminodcidos reconhecidas
pela exportina CRM1, causa inibicao da exportacdo nuclear do RNA ribossomal de 28S,
componente das subunidades de 60S (Trotta et al., 2003).

De acordo com o esperado, a distribuicdo intracelular do rRNA de 18S ndo é afectada na
presenca da proteina NMD3 sem os NES, confirmando a hipétese de que a ligacdo da
exportina CRM1 a subunidade ribossomal pequena, ndo estd a cargo da proteina NMD3 (Trotta
et al., 2003). A natureza do factor celular responsavel pela associagao da exportina CRM1 com
as subunidades ribossémicas de 40S permanece desconhecida.

Abordagens genéticas realizados em levedura mostraram que a exportina CRM1 ndo € o tnico
receptor de transporte envolvido no mecanismo de exportacao nuclear da subunidade pré-
ribossomal grande. As subunidades pré-ribossomais de 60S parecem recrutar varios receptores
de transporte diferentes de modo a tornarem a sua exportagao mais eficiente (Yao et al., 2007;
Hung et al., 2008) .

Surpreendentemente, foi demonstrado em levedura, que o heterodimero Mex67/Mtr2,
responsavel pela exportagdo nuclear dos mRNAs, parece estar igualmente implicado no
transporte nuclear das subunidades pré-ribossémicas de 60S (Yao et al.,, 2007). A sobre-
expressao do complexo Mex67/Mtr2 é capaz de suprimir parcialmente os defeitos na
exportagdo nuclear da subunidade ribossémica grande, em estirpes que produzem uma forma
mutante sem NES da proteina NDM3 (Yao et al., 2007).

A exportacdo nuclear das subunidades de 60S parece, ainda, depender da proteina Arx1 (Hung
et al., 2008). Na auséncia da proteina Arx1, as subunidades pré-ribossémicas de 60S
associadas com os complexos proteicos NMD3/CRM1 e Mex67/Mtr2 acumulam-se no nucleo
das células, indicando que esta proteina é necessdria para a exportagdo nuclear dos complexos
de 60S.

Contrariando as previsdes de que as duas subunidades ribossémicas sdo exportadas para o
citoplasma por vias independentes, foi identificada uma proteina comum as duas subunidades
com papel no transporte nuclear. A proteina Rrp12p associa-se a ambas as subunidades pré-
ribossémicas no ndcleo, acompanhando-as até ao citoplasma (Oeffinger et al., 2004). A

deplecdo desta proteina resulta na inibicdo da exportacdo nuclear das subunidades pré-
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ribossémicas. Tal como as carioferinas-f3, a proteina Rrp12p apresenta um elevado contetdo
em a-hélices anti-paralelas designadas de repeticoes HEAT, capaz de estabelecer in vitro uma
ligacdo estavel com a GTPase Ran e com os dominios FG das nucleoporinas (Oeffinger et al.,
2004). Em suma, foi identificada uma proteina que tem caracteristicas comuns com os
receptores de transporte pertencentes a familia das carioferinas-p e que esta envolvida no

mecanismo de exportagdo nuclear das duas subunidades ribossémicas.

11.1.5 EXPORTACAO NUCLEAR DE RNAS CODIFICANTES

11.1.5.1 EXPORTACAO NUCLEAR DO RNA MENSAGEIRO (MRNA)

A exportacdo nuclear do mRNA constitui a mais complexa e menos compreendida via de
transporte através do invélucro nuclear.

Enquanto a maioria dos receptores de transporte sio membros de uma familia conservada de
proteinas vulgarmente designadas de carioferinas-f, a exportacao nuclear do RNA mensageiro
é levada a cabo por membros da familia NXF, de que a proteina TAP faz parte (Izaurralde,
2002).

A proteina TAP foi, inicialmente, identificada como o factor celular responsavel pela
exportacdo nuclear dos mRNAs do retrovirus simio tipo D, que nao sofrem splicing (Gruter et
al., 1998). Estes RNAs virais possuem na regidao 3’ ndo codificante (3’ UTR) uma sequéncia,
com cerca de 173 nucleétidos, que forma uma estrutura de grampo, designada de elemento de
transporte constitutivo (CTE), essencial para o seu transporte para o citoplasma.

A exportacao nuclear destes RNAs depende da ligagcdo da proteina TAP ao CTE através de um
novo dominio de ligagdo ao RNA e quatro motivos ricos em residuos de leucina (LRR),
localizados na extremidade N-terminal da proteina (Braun et al, 1999). Em odcitos de
Xenopus, o dominio de ligagdo ao RNA e o dominio LRR da proteina TAP sdao necessarios e
suficientes para promover a exportagao nuclear de um intrdo fundido com o CTE (Braun et al.,
1999).

Contrastando com estes resultados, verificou-se que o dominio de ligagao ao RNA da proteina
TAP ndo é suficiente para promover a exportagdo nuclear de um RNA sintético, que consiste
na sequéncia do RNA U6 fundido com o CTE (Bachi et al., 2000). Neste caso, mostrou-se que,
também, a extremidade carboxilica da proteina TAP, que estabelece ligagdo com os dominios

FG das nucleoporinas, é necessaria para promover a exportagcao nuclear destes RNAs.
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A proteina TAP, para além do dominio de ligacdo directa com as nucleoporinas (dominio
UBA), possui um dominio, na extremidade C-terminal, implicado na formacao de
heterodimeros entre a proteina TAP e a proteina p15. Este dominio, designado de NTF2,
associado a proteina p15, constitui o segundo local de ligagdo da proteina TAP as
nucleoporinas (Fribourg et al., 2001).

A interacgdo da proteina p15 com a TAP parece exercer um papel importante na exportacao
nuclear dos mRNAs. Apesar da sobre-expressao da proteina TAP promover a exportacdo
nuclear de mRNAs, que normalmente ficam retidos no nicleo das células, a quantidade de
mRNA exportada é pouco significativa, quando comparada com o aumento induzido pela co-
expressdo das proteinas TAP e p15 (Braun et al,, 2001; Guzik et al., 2001). Adicionalmente,
demonstrou-se que a formacdo de heterodimeros entre a proteina TAP e a proteina p15 é
condicdo necessaria para a exportagdo de mRNAs com intrdes. Apenas as formas mutantes da
proteina TAP que retétm a capacidade de interagir com a proteina p15 sdo capazes de
promover a exportagao nuclear de mRNAs contendo introes.

O papel da proteina p15 na exportagdo nuclear de mRNAs foi ainda evidenciado em C.
elegans e em Drosophila melanogaster. A inibicdo da expressdo da proteina p15, nestes
animais, resulta na acumulagdo dos mRNAs celulares no ndcleo das células (Wiegand et al.,
2002).

Para além disso, foi demonstrado que o heterodimero TAP/p15 é capaz de substituir
funcionalmente o complexo Mex67/Mtr2 em S. cerevisiae. Apesar da proteina Mtr2 nao
apresentar homologia com a proteina p15, as evidéncias sugerem que as duas proteinas
desempenham fungdes analogas na exportagao nuclear dos mRNAs. Abordagens genéticas e
bioquimicas mostraram que a interacgdo entre a proteina Mex67p, proteina homéloga da TAP
em levedura, e os componentes do NPC requer a presenca da proteina Mtr2p. Mutagdes que
impegam a interaccao da proteina Mex67p a Mtr2p inibem a exportagdo nuclear do mRNA
(Santos-Rosa et al., 1998).

Os mecanismos através dos quais a proteina TAP promove a exportagao nuclear dos mRNAs
celulares ndo estdo, ainda, completamente esclarecidos. Contudo, os dados existentes indicam
que os mecanismos envolvidos na exportagdo nuclear dos mRNAs celulares sdo diferentes dos
utilizados pelos RNAs virais, que possuem elementos de transporte como a sequéncia CTE.
Para além dos mRNAs celulares ndo possuirem, geralmente, sequéncias semelhantes ao CTE,
verificou-se que in vitro, a proteina TAP tem cerca de trés vezes mais afinidade de ligagao pela
sequéncia de RNA que forma o CTE do que para a sequéncia do mRNA que codifica para a

proteina DHFR (Braun et al., 1999). Em odcitos de Xenopus, o elemento constitutivo de
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transporte (CTE) dos retrovirus simio MPMV e SRV-1 é capaz de competir com a exportacao
nuclear dos mRNAs celulares (Pasquinelli et al.,, 1997; Saavedra et al., 1997; Gruter et al.,
1998). Contrastando com estes resultados, constatou-se que os mRNAs celulares nao
funcionam como competidores na exportacao nuclear de RNAs contento o CTE, o que sugere
que o mecanismo de interaccdo da proteina TAP com os mRNAs celulares é distinto do
utilizado para a exportacao de RNAs virais (Pasquinelli et al., 1997).

Nos eucariotas superiores, a maioria dos transcritos primarios de mRNA contém intrdes que
sdo removidos pelo spliceossoma antes dos mRNAs serem exportados para o citoplasma.
Ensaios de microinjeccao em odcitos de Xenopus mostraram que os mRNAs sujeitos a splicing
sdo exportados para o citoplasma de forma mais eficiente do que os mRNAs sintetizados a
partir de cDNAs desprovidos de intrdes (Luo and Reed, 1999). Os mRNAs resultantes da
reaccao de splicing encontram-se associadas a complexos proteicos, cuja composigao € distinta
e mais complexa do que as particulas ribonucleoproteicas formadas com mRNAs sem intrdes
(Luo and Reed, 1999). Estes resultados sugerem que o mecanismo de splicing estimula a
exportacdo nuclear do mRNA, através do recrutamento de factores de exportacao, que se ligam
aos mRNAs por interaccdo com os componentes do spliceossoma. De acordo com esta
hipotese, foi demonstrado que uma RNA helicase da familia DEAD box, a proteina UAP56,
implicada no processo de remogao de intrdes, exerce igualmente um papel essencial na
exportacdo nuclear do mRNA (Luo et al., 2001). Esta proteina é responsavel pelo recrutamento
da proteina REF/Aly, previamente identificada em levedura como um factor proteico que
interage directamente com a proteina TAP (Stutz et al., 2000; Straber and Hurt, 2000).

Nas leveduras, as proteinas homdlogas da UAP56 e da REF/Aly, a Sub2 e a Yral,
respectivamente, encontram-se associadas a um complexo tretramérico envolvido no
alongamento da transcricao (Straber et al., 2002). As quatro subunidades do complexo THO
(Tho2, Hpr1, Mftl e Th2p) interagem genética e fisicamente com as proteinas Yral e Sub2, e
apesar de ndo serem essenciais para a viabilidade celular, mutagdes condicionais nos genes do
complexo THO causam acumulacdo do mRNA no ntcleo das células a temperaturas restritivas
(Straber et al., 2002). Devido ao papel duplo destas proteinas, na transcricdo e na exportacao
nuclear do mRNA, atribuiu-se a designagdao de TREX (transcricdo e exportagao) ao complexo
formado pelo complexo proteico THO, associado a factores de exportagdo nuclear. O facto das
proteinas Yral e Sub2 fazerem parte de um complexo proteico envolvido no alongamento da
transcricdo do mRNA sugere que a associacdo dos factores de exportacdo ocorre co-
transcricionalmente (Straber et al.,, 2002). Com efeito, os ensaios de imunoprecipitacdo de

cromatina mostraram que as proteinas Yral e Sub2, tal como as subunidades proteicas do
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complexo THO, associam-se com os genes durante a fase de alongamento da transcricao,
sendo o componente Hpr1 do complexo THO necessario para o recrutamento das proteinas
Yral e Sub2 (Zenklusen et al., 2002; Abruzzi et al., 2004). A associacdo co-transcricional das
proteinas Sub2 e Yral com o mRNA permite explicar como é que, mRNAs codificados por
genes sem introes sdo reconhecidos pelo heterodimero TAP/p15.

A caracterizagdo detalhada do complexo TREX humano mostrou que este é igualmente
constituido pelas proteinas REF/Aly, UAP56 e pelo complexo THO (Masuda et al., 2005). O
complexo TREX humano apresenta um padrdao de distribuicdo semelhante ao exibido pelos
factores de splicing. A co-localizagdo do complexo TREX humano com componentes do
spliceossoma sugere, que o complexo TREX humano ndo € recrutado co-transcricionalmente,
sendo depositado nas cadeias de mRNA de um modo dependente do splicing (Masuda et al.,
2005). Consistente com esta visao, verificou-se que o complexo TREX associa-se somente com
o mRNA apds a excisdo dos intrdes. A exclusao do complexo TREX das moléculas de pré-
mRNA com intrOes é consistente com as observacdes anteriores de Zhou et al. (2000) de que a
proteina REF/Aly, é um componente abundante das mRNPs originadas por splicing mas que
esta ausente das mRNPs com transcritos de mRNA sem introes (Masuda et al., 2005).

Para além de se encontrarem associadas com o complexo THO, as proteinas UAP56 e REF/Aly
foram, igualmente, identificadas como componentes de um complexo proteico que é
depositado cerca de 19 a 33 nucleétidos a montante do local de jungdo entre dois exdes, o
exon junction complex ou EJC, salientando, mais uma vez, o papel do splicing no recrutamento
dos factores de exportacao (Le Hir et al., 2001). Porém, dados mais recentes mostraram que os
complexos TREX e EJC ligam-se a regides diferentes das moléculas de mRNA (Cheng et al.,
2006; Nojima et al., 2007). O complexo TREX associa-se entre a extremidade 5" do mRNA e o
local de ligacdo do complexo EJC, sugerindo que o complexo TREX ndo é componente do
complexo EJC e que a estrutura cap, presente na extremidade 5" de todos os mRNAs, encontra-
se envolvida no recrutamento do complexo TREX. Ensaios de imunoprecipitacio e de
interacgdo in vitro, mostraram que o complexo TREX interage com o complexo proteico de
ligacdo a estrutura cap (CBC) formado pelas proteinas CBP20 e CBP80, ocorrendo esta
associagdo via interaccao directa entre a proteina CBP80 do complexo CBC e a proteina
REF/Aly do complexo TREX (Cheng et al., 2006). O papel da estrutura cap na associacao do
complexo TREX, foi ainda, evidenciado por comparacdo do perfil proteico associado com
transcritos de mRNA, com ou sem estrutura cap. Apenas, os mMRNAs com uma estrutura cap
sdo eficientemente imunoprecipitados com anticorpos contra as proteinas CBC80, REF/Aly e

componentes do complexo THO. Porém, verificou-se que a ligacdo do complexo TREX a
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estrutura cap é dependente da reacgdo de splicing, dado que os componentes do complexo
TREX ligam-se aos mMRNAs somente ap6s a remogao dos intrdes (Cheng et al., 2006).

Apesar, do splicing e a exportagao nuclear do mRNA se encontrarem intimamente ligados,
sabe-se que o splicing ndo é um pré-requisito para o recrutamento de factores de exportacao
nuclear. A existéncia de genes sem intrdes, tais como os genes das histonas, pressupde a
presenca de vias alternativas para o recrutamento de factores de exportacao nuclear de um
modo independente do splicing.

No caso especifico dos mMRNAs das histonas sintetizadas durante a fase S do ciclo celular, foi
identificada uma sequéncia com cerca de 100 nucleétidos, na regido codificante do mRNA,
suficiente para activar a exportagdo nuclear de mRNAs que sdo ineficientemente exportados
para o citoplasma (Huang and Carmichael, 1997). Este elemento de transporte é reconhecido
pelas proteinas SR, a 9G8 e a SRp20, que sdo necessdrias para a exportacao nuclear destes
mRNAs (Huang and Steitz, 2001). A proteina 9G8, a semelhanca da REF/Aly, liga-se
directamente a regidao N-terminal da proteina TAP, e a injeccdo de uma forma mutante da
proteina 9G8, defectiva na interaccdo com a proteina TAP, resulta na inibicdo da exportacao
nuclear dos mRNAs das histonas, em od6citos de Xenopus (Huang et al.,, 2003). De modo
semelhante, a microinjeccdo de anticorpos especificos contra a proteina 9G8 inibe
severamente a exportacdo nuclear destes mRNAs (Masuyama et al., 2004a), enquanto que, a
adicao exdgena da proteina TAP estimula a saida dos mRNAs das histonas do ndcleo (Huang et
al., 2003). Estes resultados sugerem que, a proteina 9G8 recruta activamente a proteina TAP,
funcionando como um adaptador alternativo na exportagdo dos mRNAs.

Erkmann et al. (2005) demonstraram, por RNAI, que a TAP é o receptor de transporte envolvido
na exportagdo nuclear dos mRNAs das histonas. No entanto, em contraste com os resultados
anteriores, este grupo de investigadores, mostrou que a exportacao nuclear dos mRNAs das
histonas é independente do elemento de transporte e da ligacdo da proteina 9G8.
Curiosamente, verificou-se que o comprimento das moléculas de mRNA é um factor
determinante na exportagdo nuclear dos mRNAs das histonas, sendo os mRNAs de tamanhos
inferiores piores substratos para a exportagao nuclear (Erkmann et al., 2005). Masuyama et al.
(2004b) mostraram que a reducdao da dimensao de um mRNA sem intrdes abaixo dos 200
nucledtidos, inibe a sua associagdo com os factores de exportagdo nuclear especificos dos
mRNAs. Surpreendentemente, estes mRNAs de tamanhos reduzidos encontram-se associados
com a proteina PHAX, adaptador proteico que medeia a ligacdo da exportina CRM1 aos
snRNAs. Em contrapartida, a introdugdao de um RNA com cerca de 300 nucleétidos na

sequéncia de um snRNA resulta na associagao destes RNAs hibridos com a proteina REF/Aly e
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na sua exportagcao pela TAP (Ohno et al., 2002; Masuyama et al., 2004b). Estas observacoes
sugerem que, a presenga de uma sequéncia inespecifica de RNA com mais de 250 nucleétidos
é suficiente para definir a identidade de um mRNA e destind-lo a exportacdo pela proteina
TAP. Adicionalmente, estes resultados prevéem a existéncia de um mecanismo de
recrutamento da proteina REF/Aly independente do splicing, contestando as previsdes iniciais
de Zhou et al. (2000) que ndo observaram interaccdo da proteina REF/Aly com mRNAs
desprovidos de introes.

Dados recentes mostraram que, a interaccdo da proteina REF/Aly com os mRNAs sem introes é
estimulada na presenca da proteina UAP56 ligada a ATP (Taniguchi and Ohno, 2007). Apesar
da hidrélise de ATP ndo ser necessaria para o recrutamento da proteina REF/Aly, a ligagcao
simultdnea da proteina UAP56 aos mRNAs e a proteina REF/Aly activa a sua actividade
intrinseca de ATPase. Como a proteina UAP56 ligada a ADP ndo apresenta afinidade de
ligacdo pelos mRNAs, pensa-se que a hidrélise de ATP contribua para a dissociacdo da
proteina UAP56, permitindo a ligacdo do complexo TAP/p15 aos mRNAs (Taniguchi and
Ohno, 2007).

Em suma, as proteinas REF/Aly, UAP56 e o complexo heterodimérico formado pelas proteinas
TAP e p15 parecem desempenhar um papel essencial, tanto na exportagdo nuclear dos mRNAs
celulares processados pelo spliceossoma, como na exportacdo dos mRNAs transcritos a partir
de moldes de DNA sem introes. O facto, das proteinas UAP56 e TAP serem essenciais para a
exportagcao e para a viabilidade celular em S. cerevisiae, Drosophila melanogaster, C. elegans,
reforga, ainda mais, a funcdo destas proteina na exportagdo nuclear do mRNA (Gatfield et al.,
2001, 2003; Tan et al., 2000; Herold et al., 2001). Nos humanos, a inibicao da expressao da
proteina UAP56 ndo apresenta efeitos na proliferacao celular, bem como na distribuicdo do
RNA poliadenilado (Kapadia et al., 2006). No entanto, a inibicdo simultanea da proteina
UAP56 e da RNA helicase URH49, proteina com 90% de homologia com a UAP56, resulta na
reducdo da viabilidade celular e na acumulacdo do mRNA no ndcleo das células. Ao contrario
da proteina UAP56, a proteina REF/Aly e os restantes componentes do complexo EJC sdao
dispensaveis para a exportagcdo da maioria dos mRNAs celulares em Drosophila, o que indica a
existéncia de adaptadores proteicos adicionais, além da REF/Aly, que intervém na ligagao da
TAP aos mRNAs (Gatfield and Izaurralde, 2002).

Apesar da proteina TAP ser o principal factor celular responsavel pela exportagao dos mRNAs,
existem evidéncias que apontam para a participacdo do receptor de transporte CRM1 na
exportacao nuclear de alguns mRNAs. Os mRNAs dos retrovirus complexos contendo intrdes

sdo exemplo de uma populagdo de mRNAs virais que utiliza a via de exportagao mediada pela
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exportina CRM1 para chegar ao citoplasma (Cullen, 2003). A associagdo da exportina CRMT
com os mRNAs contendo intrdes do HIV-1 é mediada pela proteina viral Rev que reconhece
uma sequéncia designada por RRE (Rev-response element) presente em todos os mRNAs com
introes codificados pelo virus (Fornerod et al.,, 1997). O sinal de exportagdao nuclear (NES) da
proteina Rev foi o primeiro sinal de exportacao a ser identificado, sendo constituido por uma
sequéncia de dez aminodcidos rica em residuos de leucina (Pollard and Malim, 1998). Tal
como a maioria dos sinais de localizacao nuclear, o NES da proteina Rev é capaz de promover
a exportacao nuclear de proteinas reporter (Fischer et al., 1995). Para além disso, verificou-se
que o NES da proteina Rev é capaz de inibir a exportagdao nuclear dos RNAs celulares que sao
selectivamente exportados pela exportina CRM1, tais como os snRNAs (Fischer et al., 1995).
Em C. elegans, o mRNA que codifica para a proteina transmembranar TRA2 (mRNA TRA2) é
selectivamente exportado para o citoplasma, por um mecanismo que envolve o factor de
transcricdo TRA1 e a exportina CRM1 (Kuersten et al.,, 2004). A exportacdo destes mRNAs
requer a ligagdo do factor de transcricdo TRAT a um elemento de RNA situado na regido 3’
UTR do mRNA TRA2, chamado de TRE, que na auséncia da proteina TRA1 funciona como um
sinal de retencdo nuclear.

O modelo proposto para explicar a exclusao destes mRNAs da via de exportagao mediada pela
proteina TAP inclui a interaccao de duas proteinas homdlogas da proteina REF/Aly humana e a
ligacdo da proteina NXF2 ao elemento TRE. As proteinas NXF-2 e TAP pertencem a mesma
familia de proteinas, porém a proteina NXF2 ndo possui o dominio UBA essencial para a
interaccao com as nucleoporinas FG do NPC. A reducdo da expressdo destas proteinas por
RNAi tem um efeito semelhante a remocao do elemento TRE na exportagdo nuclear do mRNA
TRA2. Nestas condigoes, a exportacao nuclear do mRNA TRA2 deixa de ser dependente da
exportina CRMT1, passando a ser mediada pela proteina TAP. Estes resultados, mostram que
proteinas normalmente envolvidas na exportacdo nuclear do mRNA podem estar, também,

implicadas em mecanismos de retencdo nuclear do RNA (McKee and Silver, 2004).
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O trabalho descrito neste capitulo teve os seguintes objectivos:

(1) Investigar e identificar os elementos cis responsaveis pela exportacdo nuclear dos RNAs

genémico e antigenémico do HDV.

(2) Investigar possiveis vias de exportacao nuclear do RNA do HDV.
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11.3.1 CONSTRUCAO DE MUTANTES DE DELECAO DO cDNA DO HDV

Para construcdo de uma série de mutantes com dimensdes progressivamente menores do
cDNA do HDV utilizou-se um kit comercial, Erase-a-Base System (Promega), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Este sistema, que se baseia na estratégia desenvolvida por Henikoff
(1984), utiliza a exonuclease Il (Exo Ill) para digerir unidireccionalmente sequéncias de DNA
de cadeia dupla. A Exo Ill cataliza a remocdo sequencial de nucle6tidos a partir das
extremidades 3’-OH recessivas ou cegas das moléculas de DNA de cadeia dupla. Por outro
lado, as extremidades 3’-OH com 4 nucledtidos protuberantes sdo resistentes a digestdao pela
Exo lll. Dadas as propriedades cataliticas da Exo Ill, o sentido da digestao é, facilmente,
controlado por dupla hidrélise enzimatica do DNA de interesse com endonucleases de
restricdo, em que uma das enzimas gera uma extremidade 3’-OH recessiva ou cega,
susceptivel a digestao pela Exo lll, e a outra origina uma extremidade 3°-OH protuberante,
resistente a accao da Exo Ill.

Para além de ser possivel controlar o sentido da digestdao, a actividade de exonuclease 3’'—5’
da Exo Il é constante e dependente da temperatura, sendo a taxa de remocao de nucleétidos
tanto maior, quanto maior for a temperatura da reacgao.

A digestdo unidireccional do cDNA do HDV foi efectuada a 25°C, prevendo-se para esta
temperatura uma taxa de digestao de 90 a 100 nucleétidos por minuto.

O DNA molde utilizado na construcao dos mutantes de delecao do cDNA do HDV foi o do
plasmideo pDL542. Este plasmideo contém uma cépia completa do cDNA do HDV acrescida
de uma repeticdo de 161 bp, clonada no vector de expressao eucariota pSVL (Figura 11.3.1;
Lazinski and Taylor, 1994). Na sequéncia do cDNA do HDV foi efectuada uma delecio de 2
bp que interrompe a grelha aberta de leitura do S-HDAg. Como resultado, apés transfeccao de
células eucariotas com o plasmideo pDL542, sdo produzidas moléculas de RNA genémico do
HDV, sob controlo do promotor tardio do virus SV40, incapazes de se replicar (Lazinski and
Taylor, 1994).

Para a construcdo dos mutantes de delecao do cDNA do HDV, comegou-se por digerir 10 ug

de DNA plasmidico, com as enzimas de restricao Boxl e Sacl (Fermentas). A endonuclease Sacl
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reconhece, somente, um local de restricio no plasmideo pDL542 (5-GAGCT|C-3’), na
posicdo 1938, a dois bp a montante do local de inicio da sequéncia do cDNA do HDV. Esta
enzima de restricao gera extremidades 3’-OH com 4 nucleétidos protuberantes resistentes a
acgao da Exo lll. A enzima de restricao Boxl cliva o plasmideo pDL542 na posicao 2159, a 219
bp a jusante do local, onde se inicia a sequéncia do cDNA do HDV. Ao contrario da
endonuclease Sacl, a Boxl, cuja sequéncia de reconhecimento é 5-GACNN |NNGTC-3" (N
representa qualquer um dos 4 nucleétidos), origina extremidades cegas que sdo susceptiveis a
digestao unidireccional pela Exo Ill.

Da digestao dupla do plasmideo pDL542 com as enzimas Sacl e Boxl foram obtidos dois
fragmentos, um com 6029 e outro com 221 bp. Os fragmentos de restricao foram separados
por electroforese em gel de agarose low melting point 2% e a banda de maior dimensao foi
removida do gel. A extraccdo do DNA foi efectuada pelo método fenol-cloroférmio-alcool
isoamilico, seguida da precipitagdo do DNA com etanol (Sambrook et al., 1989).

Apo6s precipitacdo, o sedimento de DNA foi ressuspenso em 10 ul de tampao TE (10 mM Tris-
HCI, pH 7.5, T mM EDTA). Ao DNA dissolvido foi adicionado tampao da Exo Ill (66 mM Tris-
HCI, pH 8.0, 0.66 mM MgCl,), até um volume final de 60 ul e 400 U de Exo IIl. Esta mistura
foi, entdo, incubada a 25°C, tendo-se procedido a recolha, minuto a minuto, de 2.5 ul da
reaccao (cerca de 200 mg de DNA) para 17 tubos contendo 7.5 ul de uma mistura com
nuclease S1. Finalizadas as digestdes unidireccionais com a Exo Ill, os 17 tubos com
fragmentos do plasmideo pDL542, com tamanhos progressivamente menores, foram
transferidos do gelo para a temperatura ambiente, para permitir a digestdo das caudas de DNA
de cadeia simples resultantes da digestaio com Exo lll, por accao da nuclease S1. Apds 30
minutos de incubacdo, procedeu-se a inactivagdo da nuclease S1, por aquecimento a 70°C
durante 10 min.

Posteriormente, os DNAs foram precipitados com 0.3 volumes de acetato de aménia 7.5M e
dois volumes de etanol absoluto. Depois de secos, os sedimentos de DNA foram ressuspensos
em 9 ul de tampao TE e incubados com 0.1U de fragmento Klenow da DNA polimerase | e
0.05 mM de dNTPs. Finalmente, ap6s o preenchimento das extremidades das moléculas de
DNA, adicionou-se 40 ul de uma mistura contendo 0.2 U de T4 DNA ligase. Uma hora depois,
as misturas de ligagdao, contendo os mutantes de delecao do cDNA do HDV recircularizados,
foram utilizadas para transformar bactérias competentes E. coli JM109.

A seleccdo de plasmideos, com o tamanho esperado para cada tempo de digestao com a Exo
1, foi efectuada por restricdo enzimatica com a endonuclease Hindlll (Fermentas), seguida da

andlise por electroforese em gel de agarose. Os vectores em que o cDNA do HDV apresenta
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dimensdes préoximas das previsdes tedricas foram sequenciados recorrendo, para isso, aos
servigos de sequenciacao da empresa STAB VIDA.

Resolvidas as sequéncias, estas foram alinhadas, utilizando-se ferramentas informaticas
apropriadas como o MultAlin (multiple sequence alignment; Corpet, 1988). Do alinhamento
das sequéncias foi possivel determinar a extensdo da delecio do cDNA do HDV como
resultado da digestdao com a Exo Ill. Na figura 11.3.1.1 apresenta-se o esquema geral utilizado

na construcao dos mutantes de delecao do cDNA do HDV, acima descrito.

[ regiao pSVL
H regido pGEM-4z
B cDNA do HDV

1. Hidrolise enzimatica do plasmideo pDL542 com as enzimas Sacl e BoxI

1938 Sacl 2159 Box1
5' 3
b -
TO 3! 5

2. Digestao unidireccional do pDL542 com Exo I1l a 25°C

LU T
5 &
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3. Remocéo das extremidades de DNA de cadeia simples por incubag&o com a nuclease S1 durante 30 min. a T.A.
4. Preenchimento das extremidades com Klenow e dNTPs.

5. Religacéo dos vectores e transformacéo em E. coli JM109.

Figura 11.3.1.1. Representacdo esquematica do plasmideo pDL542 e da estratégia baseada na utilizagdo da Exo IlI

para construgdo de mutantes de delecdo do cDNA do HDV.
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11.3.2 VECTORES

11.3.2.1 CLONAGEM DE FRAGMENTOS DE cDNA DO HDV NO VECTOR REPORTER
pDM138

11.3.2.1.1 VECTOR REPORTER pDM138

De modo a identificar possiveis elementos cis, de exportagao nuclear presentes no RNA do
HDV recorreu-se ao vector repérter pDM138, gentilmente cedido por Tristram G. Parslow
(Emory University School of Medicine, Atlanta, USA). Este vector repérter, tal como, o vector
que |lhe deu origem, o pDM128, contém a sequéncia que codifica para a segunda metade do
genoma do virus da imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1), sob controlo do promotor do virus
simio 40 (SV40; Hope et al., 1990; Huang et al., 1991). Na construgcao dos vectores pDM128 e
pDM138 foram efectuadas vdrias modificagdes na sequéncia original do cDNA do HIV-1.
Nomeadamente, foram removidos os fragmentos compreendidas entre os nucleétidos 640 e
5863 e 8400 e 8915 do genoma do HIV-1. Os coddes de iniciagdo das ORFs das proteinas Rev
e Env foram substituidos por locais de corte Gnicos das enzimas de restricdo Bcl/l e Notl. A

sequéncia compreendida entre os locais Notl e Dralll foi substituida por uma sequéncia com
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780 bp que codifica para uma proteina de origem bacteriana, a acetiltransferase do
cloranfenicol (CAT). No caso especifico do vector pPDM138, a sequéncia com cerca de 1.2 kb
que contém o RRE do HIV-1, situada entre os locais de corte das enzimas de restricao Stul e
Bsml foi substituida por um linker que contém a sequéncia de reconhecimento da enzima Clal.
Ap0s transfeccao com o vector pDM138 sdo produzidos mRNAs com a ORF da proteina CAT,
inserida na regido intrénica da sequéncia do HIV-1 que codifica para as proteinas do envelope

viral. Na figura 11.3.1.2 apresenta-se um esquema geral do vector repérter pDM138 e da sua

construcao.
. sp SA
5'LTR gag tat 3'LTR
rev
pol env RRE
HIV-1
SD SA
3'LTR
1
env RRE

sD SA

3 3'LTR
- iy S .

Clal

Figura 11.3.1.2. Representacdo esquemadtica dos vectores repérter pDM128 e pDM138 (Hope et al., 1990; Huang et
al., 1991). 1- A segunda metade do genoma do virus HIV-1, com as alteragdes referidas no texto, foi introduzida no
plasmideo comercial pUC18. 2- Parte da ORF da proteina env, situada numa regido intrénica, foi removida e
substituida pela sequéncia que codifica para a proteina CAT, originando o vector repérter pPDM128. 3- A sequéncia
que contém o RRE do HIV-1 foi removida e substituida por um adaptador que apresenta a sequéncia de
reconhecimento e clivagem da enzima de restricao Clal, dando origem ao vector pDM138, utilizado neste trabalho.
A posicao do intrdo do HIV-1 com a ORF da proteina repérter encontra-se assinalado pelas siglas SD e SA, que

correspondem aos locais de splicing 5’ e 3, respectivamente.

11.3.2.1.2 VECTORES REPORTER pDM138-PRE(+) E pDM138-PRE(-)

Como controlo positivo e negativo do sistema reporter pDM138 utilizaram-se os vectores
pDM138-PRE(+) e pDM138-PRE(-), gentilmente cedidos por Benedict Yen (University of

California, San Francisco, USA), que contém um fragmento de DNA de aproximadamente 570
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bp que codifica para o elemento regulador p6és-transcricional do virus da hepatite B (PRE, post-
transcriptional regulatory element; HBV; Huang and Yen, 1995). A sequéncia de DNA que
codifica o PRE do HBV foi isolada por digestdao dupla com as enzimas de restricdo Sphl e Fspl
de um plasmideo que contém o cDNA que codifica para os HBsAg (Zhou and Yen, 1991). O
cDNA do PRE do HBV foi, tal como representado na figura 11.3.1.3, inserido na orientagado
sense e antisense no Unico local de restricao Clal presente no pDM138, originando os vectores

pDM138-PRE(+) e pDM138-PRE(-), respectivamente (Huang and Yen, 1995).

PRE+ do HBV
Sphl | Fspl
3'LTR
SD “/SA
|
pDM138 CAT i |
Clal
\\
Fspl | Sphl
PRE- do HBV

Figura 11.3.1.3. Representacao esquematica dos vectores pDM138-PRE(+) e pDM138-PRE(-) (Huang and Yen, 1995).
O vector pDM138 foi digerido com a enzima de restrigdo Clal e ligado com um fragmento de DNA de 570 bp, que
codifica para o PRE do HBV. O vector pDM138-PRE(+) contém o PRE do HBV na mesma orientagdo da ORF da
proteina CAT, enquanto que o vector pDM138-PRE(-) possui o PRE do HBV na orientagdo inversa.

11.3.2.1.3 CLONAGEM DO CDNA pO HDV NO VECTOR REPORTER pDM138

Para a clonagem dos varios fragmentos de cDNA do HDV, comegou-se por digerir o vector
pDM138 com a enzima de restricao Bsu151 (Clal; Fermentas).

Dado que, a actividade da enzima de restricdo Clal é susceptivel de ser bloqueada, no caso da
adenina no interior da sua sequéncia de reconhecimento (5’-AT|CGAT-3’) se encontrar
metilada pela metilase de adenina de DNA (Dam), o vector foi amplificado numa estirpe de E.
coli deficiente nas enzimas Dam e metilase de citosina de DNA (Dcm; E. coli INV110;

Invitrogen).
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A extraccao e purificagdo do DNA plasmidico foi efectuada a partir de 5 ml de cultura
saturada, resultante do crescimento de uma colénia isolada de E. coli transformada em meio LB
com 50 ug/ml ampicilina, com o kit comercial QlAprep Spin Miniprep (Qiagen).

Ap6s 16 horas de incubagdo, a 37°C com a enzima Clal, procedeu-se a desfosforilacdo das
extremidades do vector com 2U de fosfatase alcalina de camardo (Shrimp Alkaline
Phosphatase; Fermentas). A remocao dos grupos fostato das extremidades do vector, originados
pela hidrélise enzimatica, teve como objectivo evitar a re-circularizacdo do pDM138 sem os
fragmentos de cDNA do HDV. As reacgdes de desfosforilagdo decorreram a 37°C durante uma
1 hora no mesmo tampao de reacgao utilizado para digestao do vector pPDM138 com a enzima
Clal. Ap6s inactivacao das duas enzimas, por aquecimento a 65°C durante 10 min., o vector foi
purificado utilizando o kit GFX PCR DNA (GE Healthcare).

Os fragmentos de cDNA do HDV inseridos no vector pDM138 foram amplificados por PCR e
clonados no Unico local Clal do pDM138. Inicialmente, foram amplificadas 18 sequéncias de
cDNA do HDV, em que a maior corresponde a copia completa do cDNA do virus e as
restantes correspondem a 17 fragmentos com dimensoes progressivamente menores do cDNA
do HDV. Como molde para as reacgoes de PCR utilizaram-se o plasmideo pDL542 e os 17
mutantes de delecao do cDNA do HDV, construidos por digestao unidireccional do plasmideo
pDL542 com a Exo lll, tal como descrito no ponto I1.3.1 dos materiais e métodos deste
capitulo.

As reacgdes de PCR foram realizadas num volume de 100 ul, contendo 10 a 50 ng de DNA
molde, tampao de PCR (75 mM Tris-HCI, pH 8.8 a 25°C, 20 mM (NH,),SO,, 0.01% Tween 20),
2 mM MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 0.5 pmol/ul de cada primer e 2.5 U polimerase de DNA
Taqg (Fermentas). As amostras, apés a desnaturagdo inicial a 95°C durante 3 minutos foram
sujeitas a 25 ciclos de amplificacdo no termociclador Mastercycler personal (Eppendorf). Cada
um destes ciclos é constituido por trés etapas: etapa de desnaturagdao a 94°C, durante 30
segundos, etapa de emparelhamento dos primers com a sequéncia alvo a 55°C, durante 45
segundos, e etapa de extensao a 72°C, durante 2 minutos. Por fim, procedeu-se a extensao final
que decorreu a 72°C, durante 10 minutos.

Os primers sintéticos utilizados nas reaccdes de PCR foram desenhados com o auxilio do
programa Primer Express™1.5 (Applied Biosystems). De modo a criar extremidades compativeis
nos produtos de PCR com as do vector pDM138, adicionou-se um local de corte da enzima de

restricdo Clal nas extremidades 5 de cada um dos primers. Os primers utilizados foram os

seguintes: primer forward 5-TTATCGATGTCCTAATGTGCAGTCAGGTGA-3' € primer reverse 5'-

TTATCGATCGACTCACTATAGGGAGACAAGCT-3', com excepc¢do dos mutantes de delecdo T5 e T7, que
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foram amplificados com o seguinte par de primers: primer forward = s-

TTATCGATCTGTACGGAAGTGTTACTTCTGCTC-3" € primer reverse 5-TTATCGATCGACTCACTATAGGGAGACAAGCT-3".

A sequéncia de reconhecimento da enzima de restricio Clal inserida nas extremidades 5" dos
primers apresenta-se sublinhada.

Ap6s as reacgdes de PCR, os fragmentos amplificados foram analisados por electroforese em
gel de agarose. De seguida, procedeu-se a purificacao dos produtos de PCR com o kit GFX PCR
DNA (GE Healthcare) e a digestio com a enzima de restricio Cla / (Fermentas) durante 16
horas a 37°C. Ap6s uma nova purificagdo, os produtos de PCR foram inseridos no vector
pDM138 linearizado e tratado com fosfatase alcalina. Para isso, o vector e os fragmentos de
cDNA do HDV foram diluidos na razao molar 1:5 em 10 ul de tampao de diluicio de DNA e
as reacgdes de ligagdo foram efectuadas na presenca de 5U ligase de DNA do fago T4 (Rapid
DNA ligation kit; Roche), 1x tampao de ligase, num volume final de 20 ul. As misturas de
ligacdo foram incubadas a temperatura ambiente, durante 5 minutos, e metade do volume foi
usado para transformar bactérias competentes E. coli JM109, de acordo com o método de
cloreto de célcio (Sambrook et al., 1989).

A insercdo dos produtos de PCR nas duas orientagdes no vector pDM138, foi confirmada por
digestdao dos plasmideos recombinantes com as seguintes enzimas de restricao: EcoRl, Pstl,
Xbal e Xho | (Fermentas). As hidrdlises enzimaticas foram realizadas num volume de reaccao
de 20 ul contendo 1 ug de DNA plasmidico, tampdo de reac¢do da enzima respectiva e 10 U
de enzima de restricdo. Ap6s 3 a 16 horas de incubagao, os fragmentos de DNA resultantes da
digestao foram analisados por electroforese em gel de agarose a 1%.

Para além dos 36 vectores repérter construidos através da clonagem de um conjunto de
sequéncias obtidas a partir da digestao sequencial do cDNA do HDV do tipo selvagem com a
Exo Ill, foram introduzidas 10 sequéncias menores, que perfazem a totalidade do cDNA do
HDV no dnico local Clal do vector pDM138. A insercao dos fragmentos no vector pDM138 foi
efectuada nas duas orientagdes possiveis de modo a obter-se 10 constru¢des que codificam
para subregides do RNA genémico do HDV e outras 10 que codificam para o RNA
complementar, o antigenoma.

Os fragmentos de cDNA do HDV, com tamanhos compreendidos entre os 191 e os 337 bp
foram amplificados por PCR, de modo idéntico ao descrito anteriormente, utilizando-se os
pares de primers sintéticos apresentados na tabela 11.3.1. Incluiu-se um local de restricdo Clal
nas extremidades 5’ dos primers para posterior insercao dos fragmentos no local Clal do vector

pDM138.
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Dimensoes dos

cDNA do Forward primer 5°— 3’ Reverse primer 5°— 3°
fragmentos (bp)

HDV

Al CGCATCGATACTCCCTGCAGATTGGGGA CGCATCGATATTCACCGACAAGGAGAGGC 243
A2 CGCATCGATGCCTCTCCTTGTCGGTGAAT CGCATCGATGAGACCTCCGGAAGACAAAGA 202
A3 CGCATCGATTTCCGGAGGTCTCTCTCGAGT CGCATCGATTCTCCTCGCTCGGAACTTG 214
A4 CGCATCGATTTCCTCGGTCAACCTCCTGA CGCATCGATATAAGGATGGAGAGGGGGCT 224
A5 CGCATCGATCCCCTCTCCATCCTTATCCT CGCATCGATAGGGAGAGAAGAGATCCTCGA 167
Ab CGCATCGATCGAATGGGACCCACAAATCT CGCATCGATTCCCCAATCTGCAGGGAGT 337
A7 CGCATCGATCCCAATCCCAGATCTGGAGA CGCATCGATTTTGCTTTCCTCCTCGCTTC 203
A8 CGCATCGATAAAGAAAGCAACGGGGCTAG CGCATCGATGGGAGTCGGAATCGAGCAT 199
A9 CGCATCGATATGCTCGATTCCGACTCCC CGCATCGATCCTAGAGAGATTTGTGGGTCCC 191
A10 CGCATCGATCAAGTTCCGAGCGAGGAGAC CGCATCGATTCTCCAGATCTGGGATTGGG 226

Tabela 11.3.1. Sequéncia dos primers sintéticos utilizados nas reacgdes de PCR para a amplificagdo de 10 sequéncias
do cDNA do HDV. Apresentam-se as dimensdes, em bp, dos fragmentos originados por PCR. A sequéncia

sublinhada corresponde a sequéncia de reconhecimento e de corte da enzima de restricao Clal.

Ap6s a amplificagao, procedeu-se a hidrélise enzimatica dos produtos de PCR com a enzima
Clal, seguida da clonagem em ambas as orientagdes no vector pDM138 linearizado. As
reacgoes de ligacao foram efectuadas com o kit Rapid DNA ligation (Roche), tal como descrito
anteriormente. A seleccao dos vectores recombinantes foi feita por comparagao do padrao de
restricdo dos vectores isolados com o padrao de restricdo do pDM138 do tipo selvagem, apos
digestdo com as enzimas de restricao Banll, EcoRl, Banll e Nhel, Pstl, Xhol (Fermentas) e Bglll e

BamHI (Gibco).

11.3.2.1.4 CLONAGEM DE 8 FORMAS TRUNCADAS DA SEQUENCIA DE 1263 A 1466 DO CDNA

ANTIGENOMICO DO HDV NO VECTOR pDM138

Foram também amplificadas por PCR oito sequéncias truncadas de uma regido restrita do
cDNA antigenémico do HDV, situada entre as posicdes 1263 e 1466, de um modo idéntico ao
descrito atrds em 11.3.2.1.3. As sequéncias dos primers sintéticos utilizados nas reaccdes de

PCR encontram-se na tabela 11.3.2.
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cDNA Dimensdes dos
antigenémico do Forward primer 5" — 3’ Reverse primer 5’ — 3’ fragmentos

HDV (bp)
1263-1411 CGCATCGATGGGAGGAATCCACTCGGAGA CGCATCGATTTTGCTTTCCTCCTCGCTTC 149
1301-1466 CGCATCGATCCCAATCCCAGATCTGGAGA CGCATCGATGCATCTCCTCCTATCGCTATGG 166
1277-1466 CGCATCGATCCCAATCCCAGATCTGGAGA CGCATCGATGCTTCGGTCTCCCCCTACTC 189
1263-1436 CGCATCGATCCCGAAGGGTTGAGTAGCAC CGCATCGATTTTGCTTTCCTCCTCGCTTC 174
1277-1436 CGCATCGATCCCGAAGGGTTGAGTAGCAC CGCATCGATGCTTCGGTCTCCCCCTACTC 159
1263-1366 CGCATCGATACCCCTTCAGCGAACAAGAG CGCATCGATTTTGCTTTCCTCCTCGCTTC 104
1358-1466 CGCATCGATCCCAATCCCAGATCTGGAGA CGCATCGATTGAAGGGGTCCTCGGAGGT 109
1301-1411 CGCATCGATGGGAGGAATCCACTCGGAGA CGCATCGATGCATCTCCTCCTATCGCTATGG 111

Tabela 11.3.2. Sequéncia nucleotidica dos primers sintéticos utilizados na amplificagdo das 8 formas truncadas da
sequéncia A7AS, situada entre os nucleétidos 1263 a 1466 do cDNA antigenémico do HDV. Apresentam-se as
dimensdes, em bp, dos fragmentos originados por PCR. A sequéncia sublinhada corresponde a sequéncia de

reconhecimento e de corte da enzima de restricao Clal.

Ap6s o PCR e hidrélise enzimdtica com a enzima Clal, os produtos de PCR foram clonados na
orientagdo antisense no vector pDM138, tal como descrito em 11.3.2.1.3. A seleccdao dos
vectores recombinantes foi feita por comparagdo do padrao de restricdo dos vectores isolados
com o padrao de restricio do pDM138 do tipo selvagem, apds digestao dupla com as enzimas

de restricdo Haell e BamHI (Fermentas) e Bglll e BamHI (Gibco).

11.3.2.2 CLONAGEM DE FRAGMENTOS DO cDNA ANTIGENOMICO DO HDV NO

VECTOR pDL4381

Para andlise da distribuicao ndcleo-citoplasmatica do RNA antigenémico do HDV utilizou-se o
plasmideo pDL481 que codifica exclusivamente para o RNA antigenémico do HDV (Lazinski
and Taylor, 1994). O plasmideo pDL481 contém uma cépia completa do cDNA antigenémico
do HDV acrescida de uma repeticao de 181 bp, inserida no vector de expressao eucariota
pSVL (Pharmacia Biotech). A sequéncia do cDNA do HDV tem inicio na posicdao 713 do RNA
antigenémico do HDV, estendendo-se até ao final da sequéncia (1679/1), e termina na posicao
894 (Fig. 11.3.2.1).

A sintese do RNA antigenémico do HDV, ap6s transfeccdo esta sob controlo do promotor

tardio do virus simio 40 (SV40), parte integrante da regidao pSVL incluida no vector pDL481.
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Para averiguar a contribuicdo do elemento cis identificado na exportacao nuclear do RNA
antigenémico do HDV construiram-se trés mutantes de delecio do plasmideo pDL481:

pDL481ANEE, pDL481AS e pDL481ANEES (figura 111.3.2.1).

[ regido pSVL

@ regido pGEM4z

Il cDNA antigenémico do HDV

M sinal de exportacao nuclear (NEE)

W sequéncia predita de emparelhar com o NEE

3397 Bpil .
3208 Apal 3098 Bpil

f I |

construcao do vector pDL481ANEE construgao do vector pDL481A & construgao do vector pDL481ANEE &
dupla digestao do vector pDL481 dupla digestao do vector pDL481 dupla digestao do vector pDL481
com as enzimas Apal e Nhel com as enzimas Apal e Bpil com as enzimas Nhel e Bpil

3208 Apal

2696 [N 3208

ligacao dos produtos da hidrélise enzimatica com o
fragmento de DNA, amplificado por PCR, compreendido
entre as bases 2696 a 3208 do vector pDL481

Figura 11.3.2.1. Representagdo esquematica do plasmideo pDL481 e da estratégia utilizada na constru¢do dos
vectores pDL48TANEE, pDL481Ad e pDL481ANEES. A descricdo detalhada da construcdo dos vectores derivados do

plasmideo pDL481 encontram-se nos pontos 11.3.2.2.1 e 11.3.2.2.2 dos materiais e métodos deste capitulo.
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11.3.2.2.1 CONSTRUCAO DO VECTOR pDL48TANEE

Para a construgao do vector pDL481ANEE, que codifica para o RNA antigenémico do HDV
sem o elemento de exportagdo putativo (NEE), procedeu-se inicialmente a hidrélise enzimética
do pDL481 com a enzima de restricdo Apal (Gibco), durante 16 horas, a 30°C. A enzima de
restricdo Apal reconhece dois locais de restricdo no plasmideo pDL481, nas posicoes 2696 e
3208, respectivamente, e gera, ap6s clivagem, dois fragmentos, um com 5762 bp e outro com
512 bp. De seguida, procedeu-se a separagao dos produtos da hidrélise enzimatica por
electroforese em gel de agarose low-melting point 2%, sendo o fragmento com 5762 bp
extraido do gel e purificado com o kit GFX PCR DNA (GE Healthcare). O fragmento com 5762
bp foi subsequentemente digerido com a enzima de restricdo Nhel (GE Healthcare) a 37°C
durante 16 horas. Esta enzima de restricao reconhece um local de digestao na posicao 2473 no
vector pDL481 e apds clivagem origina dois fragmentos, um com 5539 bp e outro com 223 bp.
Os produtos da restricdo enzimatica foram separados por electroforese, em gel de agarose low-
melting point 2% e o fragmento com 5539 bp foi removido do gel e purificado.

Em seguida, procedeu-se a ligagao deste fragmento de DNA com extremidades coesivas Nhel e
Apal com a sequéncia nucleotidica de 2696 e 3208 do vector pDL481. O segmento de DNA
compreendido entre as bases 2696 a 3208 do plasmideo pDL481 foi amplificado por PCR. Os
primers sintéticos utilizados foram desenhados com o programa Primer Express™1.5 (Applied
Biosystems). Nas extremidades 5’ de cada oligonucleétido foram incluidos dois locais de
restricdo das enzimas Apal e Nhel no forward primer e das enzimas Apal e Agel no reverse

primer, respectivamente (Tabela 11.3.3).

Fragmento amplificado Forward primer 5’ — 3’ Reverse primer 5" — 3’

2696 a 3208 do pDL481 GGGCCCGCTAGCGCCCCTTTTTCTTCCACCTT GGGCCCACCGGTGCCCCCTCTCCATCCTTAT

Tabela 11.3.3. Sequéncia dos primers sintéticos utilizados na amplificagdo por PCR do cDNA antigenémico do HDV,
compreendido entre os nucledtidos 2696 e 3208 do plasmideo pDL481. As sequéncias GGGCCC, GCTAGC e
ACCGCT correspondem as sequéncias de reconhecimento das enzimas de restricdio Apal, Nhel, e Agel,

respectivamente.

A reacgdo de PCR realizou-se num volume de 100 ul, com 10 a 50 ng de DNA molde
(pDL481), tampado de PCR (75 mM Tris-HCI, pH 8.8 a 25°C, 20 mM (NH,),SO,, 0.01% Tween
20), 2 mM MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 0.5 pmol/ul de cada primer e 2.5 U de polimerase
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de DNA Taq (Fermentas). Apds a desnaturagao inicial a 95°C, durante 3 minutos, as reacgoes
de PCR foram sujeitas a 25-30 ciclos de amplificagdo, cada um subdividido em 3 etapas
sucessivas: a desnaturacao a 94°C durante 30 segundos, o emparelhamento a 56°C durante 45
segundos e a extensdo a 72°C durante 60 segundos. Por fim, a extensdo final decorreu a 72°C
durante 10 minutos.

Apo6s o PCR, o fragmento de DNA amplificado foi analisado por electroforese em gel de
agarose a 1.5%, sendo de seguida purificado com o kit GFX PCR DNA. Seguiu-se a hidrélise
enzimatica do produto de PCR com as enzimas de restricdo Nhel e Apal para posterior ligacao
com o fragmento de DNA com 5539 bp resultante da digestdo do pDL481 com as mesmas
enzimas. A ligagao entre o fragmento de DNA do pDL481, com 5539 bp e o produto de PCR,
com 512 bp, na razao molar de 1:5, foi efectuada na presenca de 5U ligase de DNA do fago
T4 (Rapid DNA ligation kit; Roche), 1x tampao de ligase, num volume final de 20 ul. Incubou-
se a mistura a temperatura ambiente durante 5 minutos e metade do volume da mistura de
ligacdo foi usado para transformar bactérias competentes E. coli, JIM109. A seleccao dos
vectores recombinantes foi feita por comparagao do padrao de restricdo dos vectores isolados
com o padrdo de restricdo do pDL481 do tipo selvagem, apds digestdo com a enzima de
restricdo Xhol. O vector resultante é idéntico ao pDL481 com excepcdo da sequéncia de 2473

a 2696 que foi removida.

11.3.2.2.2 CONSTRUCAO DOS VECTORES pDL481Ad E pDL481ANEES

Para além do pDL481ANEE, construiram-se os vectores pDL481Ad e pDL481ANEES. O
pDL481Ad tem menos 189 bp do que o pDL481 do tipo selvagem, por remocao do fragmento
de DNA compreendido entre os nucledtidos 3208 e 3397 do pDL481. O pDL481ANEEd
apresenta duas delecdes, uma de 223 bp, entre as bases 2473 e 2696, e outra de 189 bp, entre
as bases 3208 e 3397 do pDL481.

Para a construcdo dos dois mutantes de delecao do pDL481, o vector foi inicialmente digerido
com a enzima de restricao Bpil (Fermentas) durante 16 horas, a 37°C.

A enzima de restricdo Bpil reconhece dois locais de restricdo no plasmideo pDL481, nas
posicdes 3098 e 3397, originando ap6s clivagem, dois fragmentos, um com 5975 bp e outro
com 299 bp. Apés a restricdo enzimatica, procedeu-se ao preenchimento das extremidades
coesivas originadas pela Bpil. Para isso, os produtos da hidrélise enzimatica com a
endonuclease Bpil foram purificado e incubados durante 10 min., a 37°C, em tampao do

fragmento Klenow da DNA polimerase | contendo 0.05 mM de cada dNTP e 5U de Klenow
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(Fermentas). Subsequentemente, os fragmentos de DNA com extremidades cegas foram
purificados utilizando o kit GFX PCR DNA (GE Healthcare). Finalmente, metade do produto da
digestdao com Bpil foi submetido a uma nova hidrélise enzimatica com Apal, para construir o
vector pDL481Ad, ou com Nhel para construir o vector pDL481ANEES.

Tal como ja foi mencionado, a enzima de restricdo Apal reconhece dois locais de restricio no
plasmideo pDL481, nas posi¢des 2696 e 3208. Assim, da digestao dupla do plasmideo pDL481
com Bpil e Apal resultam quatro fragmentos de DNA, com as dimensées 110, 189, 402 e 5573
bp. A enzima Nhel reconhece apenas um local de restricio no vector pDL481, na posicao
2473. Da digestao dupla com Bpil e Nhel resultam 3 fragmentos de DNA com as seguintes
dimensoes, 299, 625 e 5350 bp. Apé6s digestdo com as enzimas Apal e Nhel, procedeu-se a
separagao dos fragmentos de DNA por electroforese em gel de agarose low-melting point 2%.
Removeram-se e purificaram-se os fragmentos com 5573 e 5350 bp do gel com o kit GFX PCR
DNA (GE Healthcare), para posterior ligacdo com o segmento de DNA de 2696 a 3208 do
pDL481, amplificado por PCR.

Antes das reaccdes de ligacao, foi necessario criar extremidades compativeis no fragmento de
DNA amplificado por PCR, com as extremidades dos fragmentos de DNA de 5573 e 5350 bp
do vector pDL481. Como estes possuem uma extremidade cega, o produto de PCR foi digerido
com a enzima Agel, e ap6s purificacdo foi incubado a 37°C durante 10 min., com 0.05 mM de
cada dANTP e 5U de Klenow (Fermentas). Ap6s o preenchimento das extremidades 5’
protuberantes originadas pela Agel, o produto de PCR foi purificado e sujeito a uma segunda
hidrélise enzimética com as enzimas Apal ou Nhel. Os DNAs foram purificados com o kit GFX
PCR DNA (GE Healthcare). O produto de PCR duplamente digerido foi finalmente ligado com
os fragmentos de 5573 e 5350 bp do pDL481, respectivamente. As reaccdes de ligagdao foram
efectuadas com o kit Rapid DNA ligation (Roche). Foi usado metade do volume da mistura de
ligacdo na transformagdao de bactérias competentes E. coli, JM109 e a seleccio de
recombinantes foi realizada por digestio com a enzima de restricdo Xhol, comparando o

padrao de restricao obtido com o do vector parental.

11.3.3 CULTURA DE CELULAS EUCARIOTAS

A linha celular Huh?7, derivada de um hepatoma humano, foi cultivada em monocamada, em

meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS; Invitrogen).
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A linha celular Huh7-D12 foi cultivada em monocamada, em meio idéntico ao utilizado para
as células Huh7, suplementado adicionalmente com 200 ug/ml geneticina (G418; Sigma). Esta
linha resulta da transfeccdo estavel da linha celular Huh7 com o plasmideo pSVL(D3) (Kuo et
al., 1988). O plasmideo pSVL(D3) contém um trimero do cDNA completo do HDV,
originariamente obtido por transcricdo reversa do RNA total do figado de uma marmota
infectada com HDV, e clonado no vector de expressao eucariota pSVL.

As duas culturas foram mantidas a 37°C, numa atmosfera himida contendo 5% de CO.,.

11.3.4 TRANSFECCAO TRANSITORIA DE CELULAS EUCARIOTAS

Para transfeccao, as células Huh7 foram cultivadas em lamelas de vidro de 12 x 12 mm ou em
frascos de 25 cm” até atingirem cerca de 50 a 60% de confluéncia, de acordo com o objectivo
pretendido.

Para a introducao de DNA plasmidico nas células utilizou-se uma mistura de lipidos comercial,
o FUGENE® 6 Transfection Reagent (Roche). O reagente de transfeccdo (6 a 15 ul) foi diluido
em meio RPMI 1640 sem soro (100 a 250 ul) e incubado durante 5 min., a temperatura
ambiente. De seguida, adicionou-se o DNA plasmidico e incubou-se a mistura pelo menos 15
minutos, a temperatura ambiente. Por fim, a mistura de transfeccao foi cuidadosamente
adicionada as células em cultura. As células foram incubadas apés transfeccao, durante 48
horas, nas condigoes de crescimento ja referidas.

A quantidade de DNA plasmidico usado nas transfecgdes variou conforme os ensaios a que se
destinavam. Para os ensaios de quantificagdo da expressdo da proteina CAT por ELISA (CAT-
ELISA), as células Huh7 foram transfectadas em triplicado com 100 ng de vector repérter, 20
ng de pSV-B-galactosidase e 1.88 ug de pUC19 ou pGEX-6p-2. Nos ensaios CAT-ELISA em que
se utilizou leptomicina B (LMB; Sigma), 18 horas apds a transfec¢ao procedeu-se a substituicao
do meio de cultura por meio novo contendo 10 nM de LMB ou meio novo sem LMB, e as
células foram incubadas durante 24 horas e recolhidas para analise (Paca et al., 2000).

Para os ensaios de Northern blot e qRT-PCR, as células Huh7 cultivadas em frascos de 25 cm?,
foram transfectadas com cerca de 5 ug de DNA plasmidico. Nos ensaios de hibridagao in situ,
as células Huh7 cultivadas em placas de 35 mm, foram transfectadas com cerca de 1 ug de

DNA plasmidico.
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11.3.5 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DA ENZIMA ACETILTRANSFERASE
DO CLORANFENICOL DE E. coli EM EXTRACTOS CELULARES

Para avaliar os niveis de expressdao transitéria do gene reporter, acetiltransferase do
cloranfenicol de E. coli, em células Huh7 transfectadas com o plasmideo pDM138 ou com os
seus derivados, realizaram-se ensaios imunolégicos colorimétricos do tipo ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) sanduiche. Recorreu-se a um kit comercial, CAT ELISA
(Colorimetric enzyme immunoassay for the quantitative determination of chloramphenicol
acetyltransferase (CAT) from E. coli in transfected eukaryotic cells; Roche), que contém placas
de 96 pocos revestidas com um anticorpo policlonal de carneiro especifico para a proteina
reporter, a acetiltransferase do cloranfenicol (CAT).

O procedimento experimental foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante. Ap6s
transfeccao, as células Huh7 cultivadas em monocamada foram lavadas trés vezes com 5 ml de
PBS 1X pré-arrefecido, sendo, em seguida, incubadas a temperatura ambiente com 1 ml de
tampao de lise (Roche). Apdés 30 min. de incubacao, os lisados celulares foram recolhidos para
um tubo de 1.5 ml e centrifugados a 15000 x g durante 10 minutos, a 4°C. Transferiram-se os
sobrenadantes resultantes para tubos de 1.5 ml que foram de imediato usados para a
quantificacdo da proteina repérter, ou em alternativa, congelados em azoto liquido e
guardados a -80°C até serem usados.

Para a quantificacdo da proteina reporter, aplicaram-se 200 ul dos extractos proteicos de
células Huh7, nos pocgos da placa. Para além dos extractos celulares com niveis de expressao
da proteina repérter desconhecidos, aplicaram-se ainda 200 ul, de 4 solucdes padrao com
concentragoes crescentes de CAT na placa (0.125, 0.25, 0.5 e 1 ng/ml). Dois dos pogos da
placa foram preenchidos apenas com tampdo de amostra. As solugdes padrao foram
preparadas por diluicdo sucessiva de 1:2 a partir de uma solucao inicial com 1 ng/ml de CAT.
Todas as amostras foram ensaiadas em duplicado.

Ap6s aplicacdo dos extractos celulares e das solugdes padrdao, incubou-se a placa durante 1
hora, a 37°C. Apds 5 lavagens com PBS, adicionou-se a cada pogo 200 ul de uma solugao
contendo 2ug/ml de um anticorpo policlonal especifico para a proteina repérter, conjugado
com digoxigenina (anti-CAT-DIG), incubando-se, de seguida a placa durante 1 hora a 37°C.
Apds 5 lavagens com 250 ul de PBS por pogo, adicionou-se 200 ul de tampao de amostra
contendo 150 mU/ml de um segundo anticorpo especifico para a digoxigenina conjugado com
peroxidase (anti-DIG-POD). A incubagdo com o anticorpo anti-DIG-POD decorreu durante 1
hora a 37°C.
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Por fim, realizaram-se 5 lavagens com PBS e adicionou-se 200 ul por poco de solucao
contento substrato para a peroxidase. A placa foi incubada a temperatura ambiente, durante 10
a 15 minutos, até o substrato incolor ser convertido pela peroxidase em produto de reaccao
colorido.

Para a leitura das densidades Opticas, utilizou-se um leitor de placas de ELISA (Modelo 550;
Bio-Rad) com dois filtros, um de 405 nm e um filtro de referéncia de 490 nm. O aparelho faz
as duas leituras simultaneamente e subtrai os valores obtidos com o comprimento de onda de
referéncia (490 nm) aos valores obtidos com o comprimento de onda primdrio, neste caso 405
nm, corrigindo, deste modo, as imperfei¢des Spticas da placa.

Em todos os ensaios deixaram-se dois pogos da placa livres, onde se colocou apenas solugcao
de substrato da peroxidase, usada como branco na experiéncia. O leitor de ELISA foi
programado para subtrair o valor médio de absorvancia do branco dos valores de absorvancia
de todas as amostras.

Finalizado o procedimento experimental, tragou-se a recta de calibracao dos valores médios de
absorvancia das solugdes padrdao, em funcdo da sua concentragdo e determinou-se a equagao
da recta, bem como o coeficiente de correlacdo. A partir da equagao da recta calculou-se a
concentracdo da proteina repérter CAT presente nas amostras. Os niveis de expressao da
proteina CAT foram normalizados em relagao aos valores de p-Galactosidase correspondendo

a média de 3 ensaios independentes.

11.3.6 QUANTIFICACAO DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE DE E. coli EM
EXTRACTOS CELULARES

Para normalizar possiveis variagdes na eficiéncia da transfeccdo, as células Huh7 foram co-
transfectadas com o plasmideo pSV-B-galactosidase (Promega) que codifica para a f-
galactosidase (B-Gal). O plasmideo, usado como controlo interno da transfecgcao, contém o
gene lacZ bacteriano, sob controlo do promotor do virus simio 40 (SV40).

A quantificagdo dos niveis de expressao transitéria da p-Gal, em cada transfeccdo, foi
efectuada por um método andlogo ao utilizado para determinar a concentracdo da proteina
CAT. Para isso utilizou-se um kit comercial B-Gal ELISA (Colorimetric enzyme immunoassay for
the quantitative determination of f-galactosidase from E. coli in transfected eukaryotic cells;
Roche) que contém placas de 96 pocos revestidas com um anticorpo monoclonal de

murganho, especifico para a p-Gal.
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Tal como foi descrito para a proteina CAT, preparam-se 5 solugdes padrdo com concentragdes
conhecidas e crescentes de $-Gal (0.078, 0.156, 0.312, 0.624 e 1.248 ng/ml).

Aliquotas de 200 ul de cada uma das solugbes padrao, bem como, dos extractos celulares
utilizados na quantificagdo da proteina CAT, foram aplicadas em placas de ELISA revestidas
com o anticorpo primario anti-B-Gal. Cada amostra foi testada em duplicado. Apés 1 hora de
incubacdo a 37°C, realizaram-se 3 lavagens com PBS e adicionou-se a cada pogo da placa 200
ul de uma solucdo contendo um anticorpo especifico para a p-Gal conjugado com
digoxigenina (0.5 ug/ml anti-p-Gal-DIG). A incubagdo com o anticorpo anti-B-Gal-DIG
decorreu durante 1 hora a 37°C. No final desta incubagdo, realizaram-se novas lavagens e
adicionou-se um segundo anticorpo especifico para a digoxigenina conjugado com peroxidase
(150 mU/ml anti-DIG-POD). Apés 1 hora de incubagao a 37°C, realizaram-se 3 lavagens com
PBS e adicionou-se por fim o substrato da peroxidase. Apds breve incubacdo, a temperatura
ambiente, realizaram-se as leituras das densidades dpticas num leitor de placas de ELISA, com
os filtros de 405 ym e de 490 nm.

Tal como descrito anteriormente, os valores médios de absorvancia das solu¢des padrao com
concentracdes de p-Gal conhecidas foram utilizados na construcdo de uma recta de
calibragdo. A partir da equacao da recta determinou-se a concentracdo da f-Gal presente nas

amostras.

11.3.7 NORTHERN BLOT

11.3.7.1 MARCACAO DE SONDAS DE DNA DE CADEIA SIMPLES POR PCR
ASSIMETRICO COM DIGOXIGENINA-11-dUTP

Para andlise por Northern blot utilizou-se uma sonda de DNA de cadeia simples ndo-isotdpica,
marcada com digoxigenina-11-dUTP (DIG-11-dUTP; Roche). A sonda foi marcada por
reacgOes de PCR do tipo assimétrico.

O PCR assimétrico é usado para amplificar preferencialmente uma das cadeias do DNA molde,
em relacdo a outra. Esta técnica é executada de forma analoga ao PCR convencional, mas um
dos primers é adicionado em excesso em relacdo ao outro, de modo a maximizar a sintese da
cadeia complementar a sequéncia alvo. A quantidade de DNA produzida por este processo é
menor do que no PCR convencional, dado que a reaccdo de amplificagao deixa de ser
exponencial e passa a ser aritmética, a partir do momento em que o primer em menor

concentracao € gasto.
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Como molde para as reacgoes de PCR assimétrico utilizou-se o vector repdrter pDM138. Os
primers sintéticos utilizados no PCR assimétrico foram desenhados para amplificar uma regiao
de 481 bp da ORF da proteina CAT (Tabela I1.3.4). O primer reverse foi adicionado a reacgao
numa concentracao 10 vezes maior do que o forward primer, obtendo-se um fragmento de
DNA maioritariamente de cadeia simples, complementar aos mMRNAs com a ORF da proteina

CAT inserida no intrao.

Fragmento amplificado da ORF da proteina CAT Forward primer 5’ — 3’ Reverse primer 5" — 3’

nt 109 a 590 GTTCAGCTGGATATTACGGCC TCACAGACGGCATGATGAAC

Tabela 11.3.4. Sequéncias dos primers sintéticos utilizados na sintese de sondas de DNA de cadeia simples marcadas

com DIG-11-dUTP.

As reacgoes de PCR foram feitas num volume de 50 ul, cada uma com tampao de PCR 1x (75
mM Tris-HCI, pH 8.8 a 25°C, 20 mM (NH,),SO,, 0.01% Tween 20), 2 mM MgCl,, 0.2 mM
dATP, dCTP e dGTP, 0.13 mM dTTP, 0.07 mM DIG-11-dUTP, 0.1 uM forward primer, T uM
reverse primer, 10-50 ng de DNA molde e 2,5 U de polimerase de DNA Taqg (Fermentas). As
misturas de reacgao foram colocadas no termociclador e sujeitas a 35 ciclos de amplificagao.
Ap6s a desnaturagao inicial a 95°C durante 3 minutos, seguiram-se 35 ciclos de amplificacao,
cada um constituido por 3 etapas sucessivas: a desnaturagao a 94°C durante 30 segundos, o
emparelhamento a 55°C durante 45 segundos e a extensao a 72°C durante 60 segundos. Por
fim decorreu a extensdo final, a 72°C durante 10 minutos.

Efectuaram-se, em todos os casos, reacgoes controlo sem o DNA molde. Para além disso,
reacgoes de PCR convencional testaram a especificidade dos primers desenhados, antes da
realizagdo do PCR assimétrico. Neste caso, os primers foram usados numa concentracao final
de 0.5 uM. Paralelamente as reacgdes de PCR assimétrico na presenca de DIG-11-dUTP,
realizaram-se reaccoes somente com 0.2 mM dTTP, sem DIG-11-dUTP. Este controlo foi
realizado tendo em conta que a incorporacao de DIG-11-dUTP nas cadeias de DNA atrasa a
sua migracdao num gel de agarose, por comparacdo com a migracao do mesmo DNA ndo
marcado. Desta forma, pode-se avaliar a incorporagdo do nucleétido modificado nas
moléculas de DNA, através de uma simples electroforese, em gel de agarose. Os produtos do
PCR assimétrico, bem como, os controlos foram analisados por electroforese em géis de
agarose, a 1%. Posteriormente as sondas foram purificadas usando o kit GFX PCR DNA e

eluidas em 50 ul de dgua tratada com DEPC (Sambrook et al., 1989).
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11.3.7.2 NOTHERN BLOT, GEIS DE AGAROSE DESNATURANTES, TRANSFERENCIA,

FIXACAO E CONDICOES DE HIBRIDACAO

Para os ensaios de Northern blot, o mRNA de extractos totais e citoplasmaticos de células
Huh?7 foi isolado utilizando o kit Oligotex (Qiagen), de acordo com as instru¢des do fabricante.
De seguida, as amostras de mRNA foram separadas por electroforese em géis de agarose a 1%,
contendo formaldeido 2.2 M numa solucdo de 1X MOPS (40 mM d&cido-(N-morfolino)
propanosulfénico (MOPS), pH 7.0, 10 mM acetato de sédio e 1T mM EDTA, pH 8.0). As
amostras foram colocadas em gel equilibrado em tampao de electroforese, 1X MOPS, durante
30 minutos a temperatura ambiente.

Para a electroforese, as amostras foram diluidas em tampao de amostra (5X tampao de amostra;
4X MOPS, 30.84% (v/v) formamida, 0.89 M (v/v) formaldeido, 4 mM EDTA, pH 8.0, 20% (p/v)
glicerol e 0.4% azul de bromofenol) e desnaturadas por aquecimento, a 65°C durante 5
minutos, seguido de uma incubacao de 5 minutos no gelo.

A electroforese decorreu a 5V/cm, até o azul de bromofenol ter percorrido cerca de trés quartos
do comprimento do gel. Apds a electroforese, o gel foi incubado 2 vezes durante 30 minutos,
com agitacdo em tampao de transferéncia, 0.5X TBE (44.5 mM Tris, 44.5 mM 4cido bérico e 1
mM EDTA, pH 8.0). A eletrotransferéncia das moléculas de RNA para membranas de nylon
(Hybond-N Amersham) foi efectuada num aparelho de transferéncia semi-seca (Trans-Blot SD
semi-dry electrophoretic transfer cell, BioRad) a 200 mA durante 30 minutos.

Ap6s a transferéncia, o RNA foi fixado por irradiacio com luz ultravioleta no aparelho
Stratalinker UV Crosslinker 1800 & 2400 (Stratagene), em modo autocrosslink. Neste modo, a
membrana é exposta a uma radiacdo de 1200 microjoules/cm?, aproximadamente durante 30
segundos. Neste periodo de tempo formam-se ligagdes covalentes entre os grupos amino do
nylon e as bases azotadas uracilo das moléculas de RNA.

Ap6s fixacdo do RNA, por irradiagdo com luz ultravioleta, as membranas foram lavadas com
uma solugdo 2X SSC (1XSSC: 150 mM NaCl, 15 mM Citrato de sédio, pH 7.0) e em seguida
lavadas com 6X SSC e colocadas num tubo de hibridacdo com a face contendo o RNA, voltada
para o interior. As membranas foram pré-hibridadas durante 1 hora, a 42°C, com agitagcdo em 1
ml de solucao de pré-hibridacao/hibridacido [5X SSC, 5X Solucdo de Denhart, 2% (p/v) Ficoll
400, 2% (p/v) PVP e 2% (p/v) BSA), 1% SDS, 50% (v/v) formamida e 100 ug/ml tRNA] por cm?
de membrana. Apds esse tempo, adicionou-se 2 ul de sonda marcada com DIG-11-dUTP por
ml de solucao de pré-hibridagao/hibridagido e a hibridacao foi efectuada a 42°C durante 16

horas com agitagao.
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Ap6s hibridacao, as membranas foram lavadas duas vezes em 2X SSC contendo 0.1% SDS,
durante 5 minutos a temperatura ambiente e duas vezes em 0.2X SSC e 0.1% SDS, durante 5
minutos, a mesma temperatura. Realizaram-se mais duas lavagens em 0.2X SSC, contendo
0.1% SDS, a 42°C durante 15 minutos, seguidas de uma lavagem rapida em tampao de acido
maleico (0.1 M acido maleico, 0.15 M NaCl, pH 7.5 suplementado com 0.3% Tween 20). Em
seguida, as membranas foram bloqueadas, durante 1 hora a temperatura ambiente em tampao
de 4cido maleico contendo 5% (p/v) de leite magro em po, e incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente com 150 mU/ml de anticorpo monoclonal anti-DIG conjugado com
peroxidase (anti-DIG-POD; Roche) no mesmo tampao. Apds trés lavagens de 15 minutos, a
temperatura ambiente, em tampao de 4cido maleico, adicionaram-se os reagentes do sistema
de deteccdo (Lumi-Light™® Western Blotting Kit, Mouse/Rabbit; Roche), segundo as indicagdes
do fabricante e as membranas foram expostas a chapas de auto-radiografia (Hyperfilm;

Amersham) por periodos de tempo variaveis.

11.3.8 RT-PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

Para a quantificagdo do RNA do HDV nas fracgdes nucleares e citoplasmaticas de células
Huh7 por gRT-PCR, procedeu-se, inicialmente, ao fraccionamento celular. A separagdao dos
nucleos dos citoplasmas foi efectuada de acordo com o procedimento descrito por Wang et al.
(2006). Sucintamente, 48 horas apds a transfeccao, as células Huh7 foram tripsinizadas,
recolhidas em meio RPMI com 10% FBS e lavadas trés vezes com PBS 1X pré-arrefecido a 4°C.
Ap6s uma centrifugacdo a 4000 rpm durante 3 min. a 4°C, os sedimentos celulares foram
gentilmente ressupensos em 1 ml de tampao RSB (10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 10 mM NaCl, 3
mM MgCl,). Ap6s uma breve incubagao a 4°C, seguida de uma centrifugagao nas condigoes
anteriores, as células targidas foram ressuspensas em quatro volumes de tampao de lise
RSBG40 (10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 10 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 10% (p/v) Glicerol, 0.5%
Nonidet-P40, 0.5 mM DTT e 100U/ml inibidores de RNases (Ribolock, Fermentas). Seguiu-se
uma nova centrifugacdo a 7000 rpm, durante 3 min., a 4°C, e os sobrenadantes (primeira
fraccdo citoplasmatica) foram transferidos para um novo tubo. Os nicleos sedimentados foram
ressuspensos e incubados durante 5 min. em tampdo de lise suplementado com 0.3%
deoxicolato de sédio. Seguidamente, os nucleos foram centrifugados e o sobrenadante
resultante (segunda fracgdao citoplasmatica) foi adicionado a fraccao citoplasmatica,

previamente recolhida. Os nicleos foram lavados, uma ultima vez, em tampao de lise RSBG40
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e centrifugados a 10000 rpm a 4°C, durante 5 min. A lise celular e a integridade dos ntcleos
foi analisada por microscopia éptica, ap6s incubacao de uma aliquota da suspensao nuclear,
com uma solugao de 0.4% azul tripano.

Os extractos nucleares e citoplasmaticos foram imediatamente utilizados para extraccao do
RNA e das proteinas totais com o kit NucleoSpin® RNA/Protein (Macherey-Nagel). As proteinas
totais das fracgdes celulares foram analisadas por electroforese em géis de poliacrilamida-SDS
(SDS-PAGE), seguida da técnica de Western blot, para monitorizar possiveis contaminacoes
entre as fracgdes citoplasmaticas e nucleares (descrito mais a frente, no ponto 11.3.9 dos
materiais e métodos deste capitulo).

Apesar do kit NucleoSpin® RNA/Protein incluir um passo que consiste na hidrélise enzimatica
do DNA presente nos extractos celulares, o RNA total de ambas as fracgdes celulares foi, antes
das reacgoes de sintese de cDNA, submetido a uma segunda incubagdo com DNAse | para
assegurar a remogao completa de quaisquer vestigios de DNA das amostras. Para isso, utilizou-
se o kit comercial DNA-free™ (Ambion), de acordo com as instrugdes indicadas pelo
fabricante.

O RNA livre de DNA foi, em seguida, utilizado na sintese de cDNA por transcricao reversa
(RT), utilizando o kit Revert Aid™ first strand cDNA Synthesis (Fermentas). Antes de se
iniciarem as reacgdes de RT, procedeu-se a desnaturacdo de cerca de 5 ug de RNA total e 0.2
ug de primers aleatérios num volume total de 12.5 ul, por aquecimento a 70°C durante 5 min.
Ap6s desnaturacao, as amostras foram colocadas em gelo e adicionou-se tampao da
transcriptase reversa do virus da leucemia murina Moloney (M-MuLV), 2 mM dNTP e 20 U de
inibidores de RNAses. As amostras foram entdo incubadas durante 5 min. a temperatura
ambiente, para permitir o emparelhamento dos primers aleatérios com as sequéncias de RNA
presentes na amostra. Por fim, adicionou-se 200 U de transcriptase reversa M-MulLV, num
volume final de 20 ul e incubaram-se as amostras durante 10 min., a temperatura ambiente,
seguindo-se uma incubagdo de uma hora, a 42°C. Por fim a transcriptase reversa do M-MulLV
foi inactivada por aquecimento a 70°C, durante 10 min.

O cDNA resultante foi, em seguida, utilizado em reaccdes de PCR em tempo real para
quantificagdo do RNA do HDV presente nas fracgdes nucleares e citoplasmaticas de células
Huh7. O PCR em tempo real difere do convencional, na medida em que, os produtos de
amplificagdo sdao analisados na fase exponencial da reaccdo. Durante esta fase, a quantidade
de DNA obtido por amplificagao reflecte a concentragao de cDNA inicial presente na amostra.
A acumulagdo do DNA, como resultado da amplificacdo por PCR, foi detectada através da

excitagdo de um fluorocromo que se intercala entre as de bases do DNA, SYBR® Green |, e
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emite uma fluorescéncia directamente proporcional a quantidade de DNA de cadeia dupla
presente na amostra. Os resultados do qRT-PCR foram posteriormente analisados segundo o
método de quantificacdo relativa AACt (Livak and Schmittgen, 2001).

As reaccoes de PCR em tempo real foram realizadas no aparelho GeneAmp® 5700 SDS
Sequence Detection System (Applied Biosystems) e os resultados foram processados pelo
software GeneAmp® 5700 SDS (Applied Biosystems) .

Todas as amostras foram analisadas em triplicado, num volume de reac¢do de 20 ul com 3.5
mM MgCl,, 200 uM dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP e dUTP), 0.6 ul SYBR® Green |
(Eurogentec), 0.5 U DNA polimerase HotGold Star (Eurogentec), 1X tampao de reacgao, 300
nM de forward e reverse primer e 2 ul de cDNA. Ap6s uma incubagao de 10 min. a 95°C, para
activagdo da DNA polimerase (HotGoldStar), as amostras foram sujeitas a 40 ciclos de
amplificagdo constituidos por uma incubagao de 15 segundos, a 95°C, para desnaturacao das
cadeias de DNA, seguida de uma incubacao de 1 min., a 60°C, para emparelhamento e
extensdao dos primers.

A quantidade de DNA em cada reacgdo de PCR é expressa pelo valor de Ct, que corresponde
ao ciclo da fase exponencial de amplificagdo em que o valor de fluorescéncia intersecta o
limiar definido pelo experimentador, sendo neste caso de 0.1.

Para aplicagdo do método de quantificacdo relativa AACt, utilizaram-se dois pares de primers
nas reacgoes de PCR em tempo real. Um dos pares de primers foi utilizado para amplificar o
cDNA complementar ao RNA do HDV, presente nas fracgdes nucleares e citoplasmaticas de
células Huh7 e o outro par, usado para amplificar o cDNA complementar ao mRNA da $-2-
microglobulina ($-2-MG), utilizado como normalizador. Utilizou-se o programa Primer
Express™ 1.5 para desenhar os pares de primers sintéticos utilizados nas reac¢oes de PCR,

cujas sequéncias se encontram na tabela I1.3.5.

cDNA . X Codigo de acesso a base de dados
Forward primer 5'— 3’ Reverse Primer 5'— 3’
amplificado Genebank da NBCI
B2MG GGCTATCCAGCGTACTCCAA TCACACGGCAGGCATACTC NM_004048
HDV CAGAGATTCTCCGGCGTTGT CGGTAAAGAGCATTGGAACG M21012

Tabela 11.3.5. Sequéncia dos primers sintéticos utilizados nas reacgdes de amplificagao por gPCR.

O método AACt requer que a eficiéncia de amplificacao dos primers seleccionados para o gene

de interesse e para o gene normalizador seja muito aproximada, com valores superiores a 95%.

-1/m

A eficiéncia dos primers foi calculada pela férmula E = 10", sendo (m) o declive das rectas
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de regressao linear construidas com os valores de Ct obtidos na amplificagao das diluigdes 1:1,
1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000 do cDNA, com os primers seleccionados. Foi ainda, tracada a
recta de regressao que representa a variacdo dos valores de Ct (ACt) obtidos para o RNA do
HDV em relagdo ao mRNA da B-2-MG, em fungdo da concentracdo de cDNA. O declive desta
recta de regressao, que deve ser inferior a 0.1, ¢ um indicador de que a eficiéncia das reaccoes
de amplificagdo com os dois pares de primers se mantém constante, independentemente da
concentracao do cDNA.

De acordo com o método de quantificagdo relativa AACt, os valores de Ct obtidos em amostras
diferentes ndo podem ser directamente comparados. Os valores de Ct para o RNA de interesse,
neste caso o RNA do HDV nas duas fracgdes celulares, foram primeiro comparados com os
valores de Ct obtidos para o mRNA da -2-MG, a partir da mesma amostra de cDNA. Esta
comparagao, ACt (Ctgua do nov— Ctgomc) destina-se a normalizar a quantidade de cDNA obtida
por transcricao reversa do RNA total das fracgdes nucleares e citoplasméticas de células Huh7.
Em seguida, os valores de Ct normalizados para o RNA do HDV no citoplasma foram
comparados com os respectivos valores nucleares, obtendo-se um valor AACt para cada
transfecgdo. As variagdes na proporcao nucleo-citoplasmética de RNA do HDV, em relacao ao
valor de AACt para as células Huh7 transfectadas com o vector pDL481, sdo expressas pelos
valores 2. Os resultados apresentados correspondem a média de dois ensaios

independentes.

11.3.9 WESTERN BLOT

Para avaliar a eficicia do método utilizado no fraccionamento celular, as proteinas das
fraccbes nucleares e citoplasmdticas foram separadas por electroforese em géis de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE), seguida da técnica de Western Blot, utilizando um anticorpo
especifico para uma proteina celular predominantemente citoplasmatica, a desidrogenase
gliceraldeido-3-fostato (GAPDH; Ambion).

Antes da electroforese, os extractos celulares foram diluidos em tampao de amostra com SDS
(6X tampdo de amostra: 0.35 M Tris-HCI, pH 6.8, 10.28% SDS, 36% glicerol, 5% p-
mercaptoetanol, 0.012% azul de bromofenol) e desnaturadas por aquecimento a 100°C
durante 5 minutos.

A separacdo das proteinas das fraccdes nucleares e citoplasmaticas foi feita em mini-géis

verticais de poliacrilamida a 12%, em condic¢bes desnaturantes, isto €, na presenca de dodecil
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sulfato de sédio (SDS), utilizando o sistema descontinuo de dois géis, descrito inicialmente por
Laemmli (1970).

A composicao dos géis desnaturantes de poliacrilamida a 12% encontra-se indicada na tabela
[1.3.6. Preparou-se, primeiro, a solugdao do gel de separacdo com uma concentracdo de
acrilamida a 12% e depositou-se a solucdo entre duas placas de vidro. Adicionaram-se alguns
microlitros de isopropanol no topo da solucdo do gel de separacdo, para impedir o contacto
com o O, que inibe a polimerizacdo. Depois do gel de separacdo estar polimerizado,
preparou-se a solucdo do gel de concentracdo com uma concentracdo de acrilamida a 4%.
Removeu-se o isopropanol, com papel absorvente, e cobriu-se o gel de separacdo com a

solucdo de concentragdo deixando-se polimerizar, a temperatura ambiente, durante 20-30

minutos.
SOLUCOES STOCK GEL DE SEPARACAO GEL DE CONCENTRACAO
30% (p/v) acrilamida (29% acrilamida, 1% bisacrilamida) 4.0 ml 1.3(3) ml
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 2.5ml -
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 - 2.5 ml
10% SDS 100 ul 100 ul
H,0 3.4 ml 6. 07 ml
10% APS 40 ul 30.5 ul
TEMED 20 ul 30.5 ul

Tabela 11.3.6. Solugdes utilizadas na preparagio dos géis de separacdo e concentragio de poliacrilamida-SDS.

Ap6s a polimerizagdao, procedeu-se a montagem do gel no aparelho de electroforese e
adicionou-se tampao de electroforese (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 0.1% SDS). Finalmente,
aplicaram-se as amostras e uma aliquota de padrdes moleculares de proteinas (Prestained SDS-
PAGE Standards, Low Range; Biorad) em diferentes pocos do gel.

A electroforese decorreu a 60 V, até as amostras atingirem o gel de concentragao e a partir
desse momento a voltagem foi aumentada para 100 V, até o azul de bromofenol atingir o fim
do gel de resolucao.

ApOs a electroforese, os géis foram equilibrados em tampao de transferéncia (48 mM Tris, 39
mM Glicina, 0,04% SDS e 10% Metanol) durante 20 minutos, a temperatura ambiente. De
seguida, as proteina foram transferidas para membranas de nitrocelulose Protran BA 85

(Schleicher and Schuell, Germany) num aparelho de transferéncia semi-seca (BioRad
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Laboratories, USA) a 100 mA, durante 48 min. Apos transferéncia, as membranas foram
bloqueadas, durante pelo menos 1 hora, com 5% (p/v) de leite magro em p6 em PBS 1X, a
temperatura ambiente. Depois do bloqueio, incubou-se a membrana com 1 ug/ml de anticorpo
primario diluido em PBS com 5% leite magro em p6 durante 16 horas, a 4°C. O anticorpo
primario utilizado foi um anticorpo monoclonal produzido em murganho, que reconhece
especificamente a proteina GAPDH (Ambion). Posteriormente, as membranas foram lavadas
trés vezes, durante 15 min., com PBS 1X, contendo 2% leite magro em p6 e 0.05% Tween 20.
Ap6s as lavagens, procedeu-se a incubacdo, a temperatura ambiente, com o anticorpo
secundario anti-imunoglobulinas de murganho conjugado com peroxidase (anti-lgG-HRP de
murganho; BioRad Laboratories, USA) diluido 1:3000 em PBS 1X contendo 5% leite mago em
po6. Ap6s cerca de 1 hora de incubacao, realizaram-se 3 lavagens com PBS 1X contendo 2%
leite magro em pé e 0.05% Tw-20 durante 10 min., seguidas de 2 lavagens com PBS 1X. A
deteccdo da proteina GAPDH foi efectuada com o sistema quimioluminescente ECL™ Western

blotting analysis system (GE Healthcare).

11.3.10 HIBRIDACAO IN SITU

A hibridagdo in situ do RNA do HDV foi efectuada de acordo com o método descrito por

Zirbel et al. (1993), com algumas modificagdes introduzidas por Cunha et al. (1998).

11.3.10.1 MARCACAO DE SONDAS POR NICK-TRANSLATION COM DIGOXIGENINA-
11-dUTP

A hibridagao in situ em células Huh7 transfectadas com o plasmideo pDL542 ou com os 17
mutantes de delecdo do plasmideo pDL542 que expressam o RNA genémico do HDV
completo ou fragmentos progressivamente menores do RNA do virus foi efectuada utilizando
como sondas os plasmideos usados na tranfec¢do marcados com digoxigenina-11-dUTP
(Roche). Para deteccio do RNA do HDV em células Huh7-D12 utilizou-se o plasmideo
pSVL(D3) (Kuo et al., 1988). Este plasmideo contém um trimero do cDNA completo do cDNA
do HDV clonado no vector de expressao eucariota pSVL.

A marcagao das sondas foi realizada por nick-translation (Johnson et al., 1991). As reaccdes
foram efectuadas a 15°C, durante 2 horas, num volume final de 100 ul, na presenga de 2 ug de
DNA plasmidico, 5 ng de DNase | (Roche), 20U de DNA polimerase | de E. coli (Fermentas), 1
mM DTT, 40.2 uM dATP, dCTP e dGTP, 26 uM dTTP, 14 uM dig-11-dUTP em tampao de nick-
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translation (0.05 M Tris-HCI, pH 7.5, 0.01 M MgSO,, 50 ug/ml BSA e 0.1 mM DTT). Terminado
o tempo de incubacgao, avaliou-se a dimensao dos fragmentos de DNA originados pela accao
combinada da DNAse | e DNA polimerase |, por electroforese em gel de agarose a 1%. A
maioria dos fragmentos de DNA deve ter cerca de 200 bp, pois tamanhos inferiores aumentam
a probabilidade de ocorréncia de hibridacdo nao especifica, enquanto que, a utilizagdo de
sondas com dimensdes superiores pode resultar na reducdo da capacidade de deteccao da
sequéncia alvo.

Confirmada a dimensdo dos fragmentos de DNA marcados com dig-11-dUTP, a actividade
enzimatica da DNAse | e da DNA polimerase foi inactivada por adigao de 100 ul de solucao
de paragem (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 0.1 M NaCl, 20 mM EDTA, pH 8.0, 0.1% de azul de
bromofenol e 0.5% azul dextrano). Procedeu-se de seguida, a purificacdo dos fragmentos de
DNA, marcados com dig-11-dUTP dos nucleétidos ndao incorporados, por precipitagio com
etanol. Para isso, a cada reaccao de nick-translation adicionou-se 10 ug tRNA de E. coli, 0.05
volumes de 3M acetato de sédio e 2.5 volumes de etanol absoluto. A mistura foi incubada pelo
menos uma hora, a -20°C, sendo de seguida centrifugada a 4°C, durante 30 min. a 10000 rpm.
O sobrenadante foi removido e o DNA precipitado foi lavado com 70% etanol (p/v) pré-
arrefecido a -20°C. Apds nova centrifugacdo a 4°C, durante 5 min. a 10000 rpm, o DNA foi
seco e, por fim, foi ressuspenso em tampdo de hibridacdo (50% formamida, 10% sulfato

dextrano, 2X SSC, 50 mM fosfato de sédio, pH 7.0).

11.3.10.2 HIBRIDACAO IN SITU

Previamente a hibridacdo do RNA do HDV com as respectivas sondas marcadas com dig-11-
dUTP, as células cultivadas em lamelas de vidro de 12 x 12 mm foram fixadas e
permeabilizadas. A fixagdo e a permeabilizacao foram efectuadas a temperatura ambiente, por
incubacdo sequencial, com uma solugao de 3.7% (p/v) formaldeido (PFA) e 0.5% Triton X-100
em PBS durante 10 min., respectivamente. De seguida, procedeu-se a hidrélise enzimatica in
situ do DNA. Para isso, as células foram equilibradas durante 15 min. em tampao da DNAse |
(10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 25 mM MgCl, e 2 mM DTT), seguida de uma incubagdo durante 2
horas a 37°C, em camara escura himida com 200 U/ml de DNAse | livre de RNAses (Roche)
em tampao da DNAse | contendo inbidores das RNases (Roche).

Ap06s incubagdo com DNAse |, as células foram lavadas trés vezes durante cinco min. com PBS
1X. Depois disso, os RNAs virais intracelulares foram desnaturados por incubagdo com uma

solugdo com 70% formamida (v/v), 2X SSC, 50 mM fosfato de sédio, pH 7.0 durante 3 min. a
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73°C, seguida de uma nova incubagao com 50% formamida (p/v), 2X SSC, 50 mM fosfato de
sodio, pH 7.0 durante 1T min. a 73°C. Com esta desnaturagao pretendeu-se reduzir o elevado
nimero de emparelhamentos internos entre as sequéncias intramoleculares complementares do
RNA do HDV, aumentando a probabilidade de hibridacido da sonda com o RNA alvo.
Imediatamente a seguir a desnaturagao dos RNAs intracelulares, adicionou-se as lamelas 8 ul
de sonda em mistura de hibridacao (10 ng/ul), previamente desnaturada por aquecimento a
75°C durante cinco minutos. A hibridacdo decorreu a 37°C, durante 12 a 16 horas, em camara
escura himida. Ap6s hibridagdo das sondas marcadas com dig-11-dUTP com o RNA do virus
realizaram-se trés lavagens de cinco min. com cada uma das seguintes solugdes: solucao de
50% formamida (p/v), 2X SSC, a 45°C, solugdo de 2X SSC, a 60°C, e solucao de 4X SSC
contendo 0.1% Tween-20, a 37°C.

A deteccao da sonda marcada com dig-11-dUTP foi efectuada por incubacao das células, a
37°C, durante 30 min., com os seguintes anticorpos, diluidos 1:100, em 4X SSC contendo 0.1%
Tween-20 e 1% BSA: monoclonal anti-dig-11-dUTP conjugado com fluoresceina (Roche) e
monoclonal anti-fluoresceina conjugado com FITC (Molecular Probes, USA). Entre as
incubacgdes, as células foram lavadas trés vezes durante 5 min. com 4X SSC contendo 0.1%
Tween-20, a 37°C. No final da dltima incubacdo realizaram-se trés lavagens de 5 min. com
PBS 1X contendo 0.05% Tween-20 (PBS-T).

Para a detecgao simultanea do RNA do HDV e dos antigénio delta nas células Huh7-D12, ap6s
a hibridacdo do RNA viral com a sonda pSVL(D3) marcada com dig-11-dUTP e deteccao, as
células foram incubadas com os seguintes anticorpos, diluidos 1:100, em PBS-T: soro
policlonal de coelho anti-antigénios delta, B3 (Saldanha et al., 1990) e monoclonal anti-
imunoglobulinas de coelho conjugado com Texas Red (Jackson Immunoresearch Laboratories).
As incubacdes com os anticorpos decorreram durante 1 hora, a temperatura ambiente, em
camara escura humida.

Finalmente, apds incubacao com os anticorpos, procedeu-se a pds-fixacdo das células com
3.7% PFA em PBS, a temperatura ambiente, durante 5 min. e a montagem das lamelas em

[dminas de vidro com meio de montagem Vectashield (Vector Laboratories).

11.3.11 MICROSCOPIA CONFOCAL

A andlise das amostras marcadas com fluorocromos foi efectuada num microscépio confocal

Zeiss LSM 510, equipado com um laser de argon (488 mm) para excitar FITC e um laser de
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hélio-néon (543 mm) para excitar Texas Red. Em experiéncias de marcagcdao dupla (dois
fluorocromos), as imagens do mesmo plano focal foram primeiro captadas em canais diferentes
e depois sobrepostas. Com o objectivo de obter um alinhamento preciso das imagens
sobrepostas, o equipamento foi calibrado com o auxilio de microesferas fluorescentes
(Molecular Probes, USA) e de um filtro de banda dupla que permite a visualizacdo simultanea

de fluorescéncia verde e vermelha.

11.3.12 IMUNOPRECIPITACAO DE RIBONUCLEOPROTEINAS

A imunoprecipitacdo das ribonucleoproteinas (RNPs) do HDV foi efectuada seguindo o

procedimento descrito por Niranjanakumari et al. (2002).

11.3.12.1 FIXACAO DAS RNPs DO HDV E CONDICOES DE IMUNOPRECIPITACAO

Nos ensaios de imunoprecipitagdo utilizaram-se extractos da linha celular Huh7-D12, que
deriva da transfeccdo estavel de células de hepatoma humano, Huh7, com um vector que
codifica para o RNA e HDAgs do HDV.

Para a preparacdo dos extractos, cerca de 107 células Huh7-D12 em cultura foram
tripsinizadas, recolhidas em meio RPMI suplementado com 10% FBS e lavadas duas vezes com
PBS 1X, a 4°C. Ap6s uma centrifugacao a 2000 rpm, durante 10 min., a 4°C, os sedimentos
celulares foram ressuspensos em 10 ml de PBS 1X com 0.5% (v/v) de PFA e incubados durante
10 min., a temperatura ambiente, com ligeira agitacdo. A incubacdao com PFA foi efectuada
para fixar as interacgoes existentes entre os RNAs e as proteinas intracelulares. A fixagao pelo
PFA foi, em seguida, bloqueada pela adicao de uma solugao de glicina numa concentragao
final de 0.25 M. Apds uma breve incubacdo a temperatura ambiente, as células foram
sedimentadas por centrifugacdo e lavadas duas vezes com PBS frio, procedendo-se, entdo, a
lise celular. Para isso, as células foram ressuspensas em 2 ml de tampao de lise RIPA | (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 1% Nonidet P-40, 0.5% deoxicolato de s6dio, 0.05% SDS, 1 mM EDTA, pH
8.0, 150 mM NaCl e um cocktail de inibidores de proteases; Roche) e submetidas a quatro
ciclos de 20 segundos de sonicacdo, alternados com incubacdes de 2 min. em gelo. A lise
celular foi confirmada por microscopia éptica apds incubacdo de uma aliquota do extracto

celular com uma solucao 0.4% de azul tripano.
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ApOs sonicacao, os extractos celulares foram centrifugados a 14000 rpm, durante 10 min., a
4°C. O sobrenadante resultante foi transferido para tubos de 1.5 ml, em aliquotas de 250 ul, as
quais se adicionou 0.1 ug/ul de tRNA de E. coli e 40 ul de 50% (v/v) de proteina A ou G
conjugada com sefarose (GE Healthcare), em tampao de lise RIPA I. Seguiu-se uma incubacao
de 1 hora, a 4°C, com o objectivo de remover as proteinas dos extractos celulares que
apresentam ligacdo ndo especifica com a proteina A ou G conjugada com sefarose. Apds
centrifugacdo a 4000 rpm, durante 5 min., a 4°C, recolheram-se os extractos celulares
utilizados nos ensaios de imunoprecipitagdo. Um dos extractos foi utilizado de imediato para
extraccao de RNA total com o kit RNeasy (Qiagen), de acordo com as instru¢des do fabricante.
Os restantes extractos foram incubados com 2 ug de anticorpos previamente imobilizados em
cerca de 100 ul de 50% proteina A ou G-sefarose em tampao RIPA I.

Os anticorpos utilizados nos ensaios de imunoprecipitagdo foram os seguintes: soro policlonal
de cabra anti-CRM1 (Santa Cruz Biotechnology), soro policlonal de coelho anti-HDAgs (B3;
Saldanha et al., 1988) e os soros normais de coelho e cabra inactivados.

A imobilizagdo dos anticorpos foi efectuada por incubacdo durante 2 horas a 4°C, de 2 ug de
anticorpo com 100 ul de 50% (v/v) proteina A-sefarose para o soro policlonal de coelho anti-
HDAg e soro normal de coelho inactivado ou com 100 ul de 50% (v/v) proteina G-sefarose
para o soro policlonal de cabra anti-CRMT1 e soro normal de cabra inactivado, em tampao RIPA
l.

No final desta incubacdo, a matriz de sefarose com os anticorpos imobilizados foi lavada cinco
vezes com tampao RIPA I. Por fim, os anticorpos imobilizados foram, ainda, incubados durante
10 min., a temperatura ambiente, na presenca de 40 U de inibidores de RNAses (Roche).

As imunoprecipitacoes decorreram a 4°C, durante 12 a 16 horas. Finalizada esta incubacao,
recolheram-se os sobrenadantes da imunoprecipitagdo por centrifugacdo a 6000 rpm durante
um minuto, tendo sido posteriormente utilizados para extraccio do RNA total. Os
imunoprecipitados foram ainda, lavados cinco vezes durante 10 min. com tampao RIPA Il ( 50
mM Tris-HCI, pH 7.5, 1% NP-40, 1% deoxicolato de sédio, 0.1% SDS, TmM EDTA, 1 M NaCl,
0.2 mM PMSF e 3M Ureia). Finalmente, os imunoprecipitados foram ressuspensos em 100 ul
de 50 mM Tris-HCI, pH 7.0, 0.5 mM EDTA, 10 mM DTT e 1% SDS e incubados a 70°C,
durante 45 min., para reverter a accdo do fixador nas interacgdes RNA-proteinas. Apods
incubagdo, os imunoprecipitados foram centrifugados e o sobrenadante resultante foi utilizado

na extraccao de RNA total com o kit RNeasy (Qiagen).
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11.3.12.2 RT-PCR

A extraccao de RNA total foi realizada com o kit RNeasy (Qiagen) de acordo com as instru¢des
do fabricante. Antes das reaccoes de transcricao reversa os RNAs foram incubados com 2 U de
DNAse | livre de RNAses (Ambion). O RNA total purificado foi, em seguida, utilizado na
sintese de cDNA com o kit Revert Aid™ first strand cDNA Synthesis (Fermentas). As reaccoes
de transcrigdo reversa foram efectuadas tal como descrito anteriormente no ponto 11.3.2.8 deste
capitulo.

O cDNA resultante foi amplificado por PCR com um par de primers especifico para o cDNA
do HDV (Tabela 11.3.7). As reac¢oes de PCR foram efectuadas num volume de 50 ul tal como
descrito anteriormente.

Dimensao do
Fragmento amplificado

Primer forward 5’ — 3’ Primer reverse 5" — 3’ produto de PCR
do cDNA do HDV
(bp)
927 a 1469 cDNA genémico
AAACCTGTGAGTGGAAACCCG ATAGAGGACGAAAATCCCTGGC 542

211 a 753 cDNA antigenémico

Tabela 11.3.7. Sequéncia dos primers sintéticos utilizados na amplificagdo do cDNA do HDV apds ensaios de

imunoprecipitagao.

Ap06s 35 ciclos de amplificagdo, os produtos de PCR foram analisados por electroforese em gel

de agarose a 1%.
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11.4.1 DISTRIBUICAO INTRACELULAR DOS MUTANTES DE DELECAO DO
RNA GENOMICO DO HDV

A analise da distribuicao intracelular das RNPs do HDV por técnicas de hibridacao in situ e
imunofluorescéncia mostrou que o RNA e as proteinas virais apresentam uma localizagao
exclusivamente nuclear, podendo esta ser difusa ou concentrada em inclusdes esféricas
discretas, vulgarmente designadas por focos delta (Cunha et al.,, 1998). Este padrao de
distribuicdo ndo significa contudo, que as RNPs do HDV se encontram retidas
permanentemente no nucleo das células. A deteccdo das RNPs do HDV no nicleo de
fibroblastos de murganho NIH 3T3, ap6s fusdo celular induzida por glicol de polietileno com
células de hepatoma humano Huh7-D12, que expressam constitutivamente o RNA do HDV e
os HDAgs, indica claramente que as RNPs do HDV sdo capazes de ser exportadas para o
citoplasma (Tavanez et al., 2002). A andlise separada dos componentes do HDV mostrou que
os antigénios delta ndo possuem os sinais necessdrios para a exportacao nuclear das RNPs do
virus, colocando-se a hipétese da migragao das RNPs do HDV do nicleo para o citoplasma ser
mediada por sinais presentes no RNA viral. De acordo com esta hipétese, o RNA do HDV na
auséncia dos HDAgs é detectado no citoplasma das células (Tavanez et al., 2002).

Para testar a hip6tese da exportacao nuclear do RNA do HDV ser mediada por elementos cis
especificos, comegou-se por construir uma série de mutantes de delecdo com dimensoes
progressivamente menores do cDNA do HDV. Com este objectivo, utilizou-se o plasmideo
pDL542 que contém a sequéncia completa do cDNA genémico do HDV (Lazinski and Taylor,
1994). Da transfeccdo com este plasmideo sdo produzidas unicamente moléculas de RNA
genémico circulares, incapazes de se replicar, devido a delecao de 2 bp da ORF do S-HDAg
(Lazinski and Taylor, 1994).

Na construcdo dos mutantes de delecdo do cDNA do HDV utilizou-se a Exo lll, enzima que
cataliza a remogao unidireccional de nucleétidos a partir das extremidades 3’-OH recessivas
ou cegas de sequéncias de DNA de cadeia dupla. Para que apenas as extremidades 3’-OH do
cDNA do HDV fossem alvo da actividade de exonuclease da enzima Exo Ill, o vector pDL542
foi duplamente digerido com a enzimas de restricao Sacl e Boxl. Enquanto, a enzima Boxl
origina extremidades cegas sensiveis a digestdao pela Exo Ill, a endonuclease Sacl cria

extremidades 3°-OH protuberantes, que sdo resistentes a actividade de exonuclease 3'—5’" da
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Exo Ill. Assim, foi possivel obter fragmentos progressivamente menores do cDNA do HDV, sem
contudo, digerir a regido correspondente ao plasmideo pSVL no plasmideo pDL542.

A digestao unidireccional do cDNA do HDV foi efectuada a 25°C, temperatura para a qual a
taxa de remocao de nucleétidos pela Exo Il é de, aproximadamente, 90 a 100 nucleétidos por
minuto.

Os DNAs resultantes da digestdao com a Exo Il foram de seguida incubados com a nuclease ST,
de modo a criar extremidades cegas nas moléculas de DNA, passiveis de serem religadas e
usadas para transformar bactérias competentes. Das colénias bacterianas recombinantes, foram
isolados 17 mutantes de delecao do plasmideo pDL542, que apds, digestdo com a enzima de
restricao Hindlll, apresentam um padrao de bandas cujas dimensoes sao préximas das previstas
para cada ponto temporal de digestdo com a Exo Ill, a 25°C (Figura 11.4.1.1). A enzima Hindlll
reconhece no plasmideo pDL542 e nos 17 mutantes de delegdo trés locais de restricao. Note-se
que, apenas um dos fragmentos de DNA, resultantes da hidrélise enzimatica dos mutantes de
delecao do plasmideo pDL542 com a enzima Hindlll, apresenta dimensdes progressivamente
menores. Estes fragmentos correspondem ao cDNA do HDV e sdo resultantes da digestao do

plasmideo pDL542 com a Exo Ill.
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Figura 11.4.1.1. Analise por electroforese em gel de agarose do plasmideo pDL542 (coluna n°1) e dos 17 mutantes de
delecdo (colunas n°2 a n°18) digeridos com a enzima de restricdo Hindlll. A primeira e Gltima colunas, assinaladas
com um M correspondem aos marcadores de dimensdes de DNA GeneRuler DNA ladder mix (Fermentas). A
hidrélise enzimatica do plasmideo pDL542 (coluna n°1) com a enzima Hindlll origina um padrdo de restrigdo com 3
fragmentos, com as seguintes dimensdes: 2795, 2337 e 1118 bp. Nas restantes colunas pode-se observar que os
mutantes de delegdo apresentam o mesmo niimero de fragmentos de restricio que o vector parental, porém, em
resultado da digestio com a Exo Ill, o fragmento que contém o cDNA do HDV (banda intermédia) é

progressivamente menor.

Os 17 mutantes de delecao do plasmideo pDL542, que codificam para partes do RNA
genémico do HDV foram sequenciados e posteriormente utilizados para transfectar células

Huh?7. Na figura 11.4.1.2 apresentam-se as dimensdes dos mutantes de delecdo do cDNA
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genoémico do HDV e as posicdes onde se iniciam as sequéncias de RNA do virus produzidas

apos transfecgao.

cDNA do HDV
625 1679/1 785
T0-842
T1-940
T2-1011
T3-1113
T4-1280
T5-1211
T6-1398
T7-1487
T8-1609
T9-1671
T10-52
T11-197
T12-290
T13-381
T14-476
T15-512

———
4

T16-39

Figura 11.4.1.2. Representacao esquematica das sequéncias dos mutantes de delecdo do cDNA genémico do HDV
originadas por digestdo do plasmideo pDL542 com a Exo Ill. O primeiro rectangulo corresponde ao cDNA completo
do HDV que tem inicio na posicdo 625 do RNA genémico do HDV. A sequéncia estende-se até ao final do RNA do
HDV, posicdo 1679, e termina na posicao 785. A regido assinalada a vermelho corresponde a sequéncia de 160 bp
do cDNA do HDV que se encontra repetida no plasmideo pDL542. A esquerda dos restantes rectangulos encontra-
se indicada a posicao onde se iniciam as sequéncias de RNA genémico do HDV codificadas pelos 17 mutantes de

delecdo do cDNA do HDV.

Numa abordagem preliminar testou-se se os RNAs virais truncados, produzidos a partir dos
mutantes de delecdo do cDNA do HDV, sdo capazes de ser exportados do ndcleo para o
citoplasma ou, em alternativa, por perda dos sinais de exportagdo, apresentam eventualmente
um padrdo de distribuicao intracelular diferente do exibido pelo RNA genémico do HDV do

tipo selvagem, localizando-se exclusivamente no ntcleo.
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A distribuicdo intracelular dos RNAs virais foi analisada por hibridagao in situ, utilizando como
sondas os respectivos mutantes de delecao do plasmideo pDL542 marcados com dig-11-dUTP.
A marcagao de sondas para os ensaios de hibridacao in situ foi efectuada por nick-translation.
De modo a aumentar a probabilidade de hibridacao da sonda com o RNA viral, que possui um
elevado nimero de sequéncias intramoleculares complementares, a hibridacao foi efectuada
em condigoes desnaturantes (Cunha et al., 1998).

Como se pode observar nas figuras 11.4.1.3 A e B, o RNA genémico do HDV, em células Huh7

transfectadas com o plasmideo pDL542, apresenta dois padroes de distribuicdo intracelular.

Figura 11.4.1.3. Distribuicdo intracelular do RNA genémico do HDV em células Huh7 transfectadas com o
plasmideo pDL542 (A e B). Células Huh7 foram transfectadas com o plasmideo pDL542 e o RNA viral (verde) foi
detectado por hibridagao in situ, utilizando-se como sonda o vector pDL542 marcado com dig-11-dUTP. Na maioria
das células, o RNA viral é detectado exclusivamente no nicleo, com excepgdo dos nucléolos (A). Numa

percentagem significativa de células transfectadas, o RNA genémico do HDV pode ser observado no citoplasma (B).

Na maioria das células transfectadas é possivel observar uma marcagao exclusivamente
nuclear para o RNA genémico do HDV (Figura 11.4.1.3 A). Este padrdao de distribuicdo é
idéntico ao observado para o RNA do HDV em células Huh7-D12, as quais expressam
constitutivamente o RNA e as proteinas virais (Figura 11.4.1.4). A linha celular Huh7-D12
resulta da transfeccao estavel de células Huh7 com o plasmideo pSVL(D3) (Cheng et al., 1993).
Esta construcdo contém um trimero do cDNA completo do HDV clonado no vector de
expressao eucariota pSVL e codifica exclusivamente para o RNA genémico do HDV e para o S-
HDAg (Kuo et al., 1988). Para além dos RNAs virais sintetizados como resultado da transcrigcao
do cDNA do HDV sao, também produzidas moléculas de RNA genémico e antigenémico do
HDV, por um mecanismo de circulo rolante, em que os RNAs virais servem de molde a sintese

de RNAs multiméricos complementares. Estes RNAs s3ao autoclivados dando origem a
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moléculas monoméricas que, apds ligacao, continuam a replicar-se no interior da célula. Nas
experiéncias de hibridagdo realizadas, a sonda utilizada permite detectar tanto com o RNA
genémico como o RNA antigenémico do virus.

As células Huh7-D12, para além dos RNAs do HDV, acumulam as duas formas do antigénio
delta. Para analisar a localizacdo do RNA do HDV e dos HDAgs, as células Huh7-D12 foram
hibridadas com a sonda pSVL(D3) e incubadas com soro policlonal de coelho anti-antigénios
delta. De acordo com o esperado, o RNA do HDV, bem como os HDAgs, localizam-se
exclusivamente no nucleo das células (Figura 11.4.1.4). Estes resultados mostram que na

presenca dos HDAgs, os RNAs genémico e antigenémico do HDV sdo detectados, somente, no

nucleo das células.

Figura 11.4.1.4. Distribuicdo intracelular do RNA do HDV e dos HDAg em
células Huh7-D12. Células Hu7-D12 apés fixagdo e permeabilizacio
foram hibridadas, em condigdes desnaturantes, com a sonda pSVL(D3)

(verde) e incubadas com soro policlonal de coelho anti-antigénios delta

(vermelho).

Em contraste com a distribuicao exclusivamente nuclear do RNA do HDV nas células Huh7-
D12, verificou-se que um ndmero significativo de células Huh7 transfectadas com o plasmideo
pDL542 exibe um padrao nucleo-citoplasmatico de distribuicio do RNA genémico do HDV
(Figura 11.4.1.3 B). A localizagao citoplasmatica do RNA gendémico, na auséncia dos HDAgs,
estd em conformidade com a hipétese dos sinais para exportagdo das RNPs do HDV se
encontrarem no RNA viral.

As experiéncias de hibridagao in situ, efectuadas para examinar a distribuicao intracelular dos
RNAs do HDV codificados pelos mutantes de delecao do plasmideo pDL542 mostraram que
todos os RNAs virais truncados apresentam, de um modo geral, o mesmo padrao de
distribuicio do RNA genémico completo do HDV. A semelhanca do que sucede com o RNA
genémico completo do HDV, todos os mutantes de delecao do genoma do HDV sdo
detectados no nicleo e no citoplasma das células transfectadas. Nas figuras 11.4.1.5 A e B

podem-se observar os padroes tipicos da localizacdo intracelular dos RNAs virais truncados.
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Figura 11.4.1.5. Distribuicdo intracelular dos mutantes de delecado do RNA genémico do HDV (A e B). Células Huh7
foram transfectadas com os mutantes de dele¢do do plasmideo pDL542 e os RNAs truncados foram detectados por
hibridacio in situ (verde). A semelhanga do que sucede com o RNA genémico completo do HDV, os RNAs

truncados podem ser observados no ntcleo (A) mas também no citoplasma (B) das células transfectadas.

A expressao e andlise da distribuicdo intracelular de uma série de mutantes de delecao do RNA
genémico do HDV ndo permitiu identificar nenhuma sequéncia essencial para a exportacao
nuclear do RNA do virus.

Com o objectivo de verificar se alguns dos mutantes de delecio do RNA genémico do HDV
sdo menos eficientes na exportacdo nuclear do que o RNA genémico do virus do tipo selvagem
procedeu-se a contagem do ndmero de células com marcacdo citoplasmatica do RNA do
HDV, apés transfeccdo com o plasmideo pDL542 e com os 17 mutantes de delecao (Tabela
11.4.1).

Os resultados obtidos mostraram ndo existir diferenga significativa na percentagem de células
com marcagao citoplasmatica do RNA genémico do HDV entre o plasmideo pDL542 e os
mutantes de delecdo TO, T1, T2, T3 e T5 indicando que a sequéncia compreendida entre os
nucledtidos 625 a 1211 do RNA genémico do HDV ndo é necessdria para a exportagao
nuclear (Tabela 11.4.1 e resultados ndo apresentados). Note-se que parte desta sequéncia,
nomeadamente entre os nucledtidos 625 a 785, encontra-se repetida em todos os mutantes de
delecao.

Por outro lado, verificou-se, em relagdo ao vector pDL542, que a digestao parcial ou completa
da sequéncia compreendida entre os nucleétidos 1211 e 1487 do RNA genémico causa uma
reducdo significativa no nimero de células com marcacao citoplasmatica do RNA do virus. Em
relagdo ao vector pDL542 observou-se uma redugdo de 40 e 50% do nimero de células com

RNAs virais no citoplasma apds transfeccdo com os mutantes de delecido T4 e T7,
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respectivamente (Tabela 11.4.1). Os mutantes de delecao do plasmideo pDL542 T4 e T7
codificam para RNAs virais com menos 167 e 374 nucleétidos do que os RNAs produzidos a
partir do mutante de delecdo T3 (Figura 11.4.1.2).

Esta diminuicdo na percentagem de células com marcacao citoplasmatica podera indicar que
0s RNAs genémicos do HDV sem a sequéncia compreendida entre os nucleétidos 1211 e 1487
sdo menos eficazmente exportados para o citoplasma.

A reducdo na percentagem de células com um padrao de marcagao citoplasmatica foi, ainda,
maior quando se analisaram os mutantes de delecdo que codificam para RNAs genémicos do
HDV com dimensdes inferiores a 300 nucledtidos, sem a sequéncia compreendida entre os
nucledtidos 476 e 512 (mutantes de delecdao T15 e T16). Nestes casos, a reducdo na
percentagem de células com RNAs genémicos do HDV distribuidos no citoplasma foi de 67%
(Tabela 11.4.1 e resultados ndo apresentados).

Em resumo, os resultados parecem sugerir que os mutantes de delecdo do RNA genémico do
HDV sem as sequéncias compreendidas entre os nucleétidos 1211 e 1487 e os nucleétidos

476 e 512 sdo menos eficientemente exportados para o citoplasma.

Tabela. 11.4.1. Percentagem de células Huh7 transfectadas com o plasmideo pDL542 ou com os mutantes de

delecao indicados, que exibe um padrdo de distribuigdo citoplasmatico do RNA genémico do HDV, em relagdo as

células Huh7 com um padrdo de marcagdo exclusivamente nuclear.

As experiéncias anteriores ndo permitiram identificar, inequivocamente, nenhuma regidao no
RNA genémico do HDV, essencial para promover a sua exportagao para o citoplasma.
Para investigar a provavel presencga e identificar os elementos cis envolvidos na exportagao

nuclear do RNA do HDV utilizou-se uma abordagem experimental que consiste na transfecgao
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transitoria de células eucariotas com o vector repérter pDM138, no qual foram inseridos varios
cDNAs que codificam para o RNA do HDV.

Este vector foi originariamente desenvolvido para identificar a sequéncia minima do genoma
do HIV-1, designada de RRE (Rev responsive element), indispensavel para a exportagdo nuclear
de mRNAs virais com introes que codificam para as proteinas estruturais do virus (Huang et al.,
1991). O vector pDM138, tal como o vector que lhe deu origem, o pDM128, codifica a
segunda metade do genoma do HIV-1/SF2, sob controlo do promotor do virus SV40. Na regido
intronica do gene que codifica para as proteinas do envelope do HIV-1 foi inserida uma
sequéncia de 780 bp que codifica para a proteina reporter acetiltransferase de cloranfenicol
(CAT; Hope et al., 1990). A expressao da proteina repérter depende da exportagdao nuclear de
moléculas de mRNA com um intrdo na sua sequéncia. Regra geral, estes mRNAs ficam retidos
no nucleo das células até a remocao completa dos introes, que acabam por ser degradados. Os
mRNAs produzidos em resultado da transcricio do vector pDM128 sao eficientemente
exportados para o citoplasma desde que as células expressem simultaneamente a proteina Rev.
A Rev, proteina codificada pelo HIV-1, reconhece especificamente o elemento de exportacao
nuclear RRE presente a jusante da sequéncia que codifica para a CAT e promove o transporte
nuclear dos mRNAs com um intrdo, produzidos a partir do vector pDM128, pela via celular
mediada pela exportina CRM1 (Hope et al., 1990).

A sequéncia que contém o elemento de transporte RRE foi retirada do pDM138 e substituida
por um linker que possui um local de corte tnico para a enzima de restricdo Clal. Deste modo,
a exportacdo nuclear dos mRNAs sintetizados a partir do vector pDM138 e consequente
expressao da proteina repérter depende da insercao de um elemento de transporte funcional no

local de restricao Clal do vector pDM138 (Huang et al., 1991).

11.4.2 IDENTIFICACAO DO(S) ELEMENTO(S) DE EXPORTACAO NUCLEAR
PRESENTES NO RNA po HDV

11.4.2.1 CLONAGEM DO cDNA DO HDV NO VECTOR pDM138

Com o objectivo de investigar se o RNA do HDV possui elementos cis na sua sequéncia,
capazes de promover a exportacdo nuclear de mRNAs heter6logos com um intrdo, com o
consequente aumento na expressao da proteina CAT, procedeu-se a clonagem de vdrios
fragmentos de cDNA do HDV no Unico local de restricdo da enzima Clal do plasmideo

pDM138.
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As sequéncias de cDNA do HDV foram amplificadas por PCR usando-se primers especificos.
Inicialmente foram amplificados os 17 mutantes de delecao do cDNA do HDV, construidos por
digestao unidireccional do plasmideo pDL542 com a Exo lll, e ainda o cDNA completo do

HDV (Figuras 11.4.2.1 e 11.4.2.2).

Figura 11.4.2.1. Analise por electroforese em gel de agarose a 1% dos fragmentos de cDNA do HDV amplificados
por PCR a partir do vector pDL542 e dos mutantes de delecdo do vector pDL542 TO a T13. A primeira e Gltima
colunas, assinaladas com um M correspondem aos marcadores de dimensdes de DNA GeneRuler DNA ladder mix
(Fermentas). Foram utilizados dois pares de primers especificos para amplificagdo do cDNA do HDV. As colunas
indicadas com os nimeros 1 e 2 correspondem aos controlos negativos das reacgdes de PCR com omissdo do DNA
molde. As colunas n°3 e n°4 correspondem ao cDNA completo do HDV amplificado a partir do plasmideo pDL542.
As restantes colunas (n°5 a n°18) correspondem aos produtos resultantes da amplificagdo por PCR dos mutantes de

delecdo do cDNA do HDV TO a T13.
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Figura 11.4.2.2. Analise por electroforese em gel de agarose a 1% dos
fragmentos de cDNA do HDV amplificados por PCR a partir dos
mutantes de delegdo do plasmideo pDL542 T14 a T16.

Atendendo ao facto das sequéncias dos mutantes de delecido do cDNA do HDV e do cDNA

completo do virus se encontrarem flanqueadas por sequéncias nucleotidicas idénticas, as
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reacgdes de amplificacdo, com excepgao dos mutantes T5 e T7, foram efectuadas unicamente
com um par de primers sintéticos.

Verificou-se, ap6s sequenciagio, que os mutantes de delecdo do plasmideo pDL542 T5 e T7
(colunas n°10 e n°12 da Figura 11.4.2.1), muito provavelmente devido a presenca de nicks nas
cadeias de DNA, a montante das extremidades 3’-OH protegidas da actividade da Exo lII,
possuem uma delecdo de 276 e 65 nucleétidos, respectivamente, da regidao pSVL do plasmideo
pDL542. Para amplificacdo destes mutantes foi, por isso, necessdrio utilizar nas reaccoes de
PCR um forward primer diferente do usado para amplificar os restantes mutantes. Para criar nos
produtos de PCR extremidades compativeis com as geradas por clivagem do vector pDM138
com a enzima de restricao Clal, adicionou-se a sequéncia de reconhecimento e clivagem desta
endonuclease nas extremidades 5 dos primers sintéticos (ponto 11.3.2.1.3 dos materiais e
métodos do capitulo II).

Os 18 fragmentos do cDNA do HDV, em que o maior com 1955 bp contém o cDNA completo
do HDV e o menor possui apenas 307 bp foram, apés PCR, clivados com a enzima de restricao
Clal e inseridos no vector pDM138.

Para além de se procurar identificar as sequéncias responsaveis pela exportacio do RNA
genémico do HDV, pretendeu-se igualmente investigar a presenca de elementos cis com
fungdo na exportagao no RNA antigenémico do virus. Para isso os cDNAs do HDV obtidos por
PCR foram clonados nas duas orientagdes possiveis, sense e antisense, no vector pDM138.
Uma vez que o RNA antigenémico do HDV é complementar ao RNA genémico do virus, por
cada reaccdo de ligacdo do pDM138 com um cDNA do HDV, foram isolados dois vectores
reporter, sendo que um deles codifica para um mRNA heterélogo que contém um fragmento
do RNA genémico do HDV e o outro, apés transfeccdo, expressa um mRNA rep6rter com uma
sequéncia do RNA antigenémico viral inserido no intrao.

A seleccdo dos vectores recombinantes foi efectuada por comparagdo do padrao de restricao
dos vectores isolados com o vector pDM138 parental, apds digestdo com enzimas de restricao
apropriadas. Nas figuras 11.4.2.3, 11.4.2.4 e 11.4.2.5 podem-se observar os resultados da andlise
por electroforese em gel de agarose dos vectores pDM138 isolados, digeridos com as enzimas
de restricao EcoRl, Pstl e Xbal. Nas tabelas 11.4.2, 11.4.3 e 11.4.4 apresentam-se as dimensdes, em
bp, dos fragmentos de restricao resultantes da clivagem dos vectores pDM138 recombinantes

com as enzimas de restricao indicadas.
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Figura 11.4.2.3. Andlise por electroforese em gel de agarose a 1% dos vectores pDM138-pDL542 e pDM138-TO a
T16 digeridos com a enzima de restricdo EcoRI. As colunas assinaladas com um S correspondem as construgdes que
codificam para o RNA genémico do HDV, e as que se encontram indicadas com AS correspondem aos vectores

pDM138 que codificam para o RNA antigenémico do virus.

Figura 11.4.2.4. Andlise por electroforese em gel de agarose a 1% dos vectores
pDM138-T8 e T9 com a enzima de restricao Xbal. S: Construgdes em que o cDNA
do HDV foi clonado na orientagdo sense; AS: Construgbes em que o cDNA do

HDV foi clonado na orientacdo antisense.
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Figura 11.4.2.5. Andlise por electroforese em gel agarose a 1% dos vectores pDM138-T10 a T12 digeridos com a
enzima Xbal e dos vectores pDM138-T7 e pDM138-T13 a T16 digeridos com a enzima de restrigio Pstl. S:
Construgdes em que o cDNA do HDV foi clonado na orientagdo sense; AS: Construgdes em que o cDNA do HDV

foi clonado na orientagdo antisense.
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pDM138.pD | pDM138.T0 | pDM138.T1 ‘ pDM138.T2 ‘ pDM138.T3 | pDM138.T4 | pDM138.T5 | pDM138.T6

S AS ‘ AS ‘ AS ‘ AS ‘ AS ‘ AS ‘ AS | AS
3640 | 3640 ‘ 3640 | 3640 ‘ 3640 | 3640 ‘ 3640 | 3640 ‘ 3640 @ 3640 ‘ 3640 | 3640 ‘ 3640 | 3640 | 3640 | 3640
2236 | 1988 ‘ 2236 | 1877 ‘ 2236 | 1877 ‘ 2236 | 1877 ‘ 2236 | 1877 ’ 2236 | 1877 ’ 2236 | 1877 | 2236 | 1877
1629 | 1877 ‘ 1411 | 1770 ‘ 1312 | 1671 ‘ 1243 | 1602 ‘ 1141 | 1500 ’ 974 | 1333 ’ 1062 | 1421 | 856 | 1215

Tabela 11.4.2. Dimensdes dos fragmentos de DNA, em bp, originados por hidrélise enzimatica dos vectores
pDM138-pDL542 e pDM138-TO a T6 com a enzima de restricio EcoRI. As colunas indicadas com um §
correspondem as construgdes que codificam para o RNA genémico do HDV e as colunas AS as que codificam para

o RNA antigenémico do virus.

pDM138.T7 | pDM138.T8 | pDM138.T9 | pDM138.T10 ‘ pDM138.T11 ‘ pDM138.T12

S AS ‘ S AS ‘ S AS ‘ S AS ‘ S AS ‘ S AS
3843 4759 ‘ 5070 4172 ‘ 5009 4172 ‘ 4952 4172 ‘ 4778 4172 ‘ 4715 4172
2717 1801 ‘ 1449 2347 ‘ 1449 2286 ‘ 1449 2229 ‘ 1449 2055 ‘ 1449 1992
142 142

Tabela 11.4.3. Dimensdes dos fragmentos de DNA, em bp, originados por hidrélise enzimatica dos vectores
pDM138-T7 e pDM138-T8 a T12 com as enzimas de restricdo Pstl e Xbal, respectivamente. As colunas indicadas
com um § correspondem as construgdes que codificam para o RNA genémico do HDV e as que se encontram

assinaladas com AS correspondem aos vectores pPDM138 que codificam para o RNA antigenémico do virus.

pDM138.T13 ‘ pDM138.T15 | pDM138.T16 ’ pDM138.T14
S AS ‘ AS S | S AS ‘ S AS
3843 4104 ‘ 4006 3843 | 3843 3977 ‘ 3843 3895
2065 1801 ‘ 1801 1964 | 1935 1801 ‘ 1853 1801
142 142 ‘ 142 142 | 142 142 ’ 142 142

Tabela 11.4.4. Dimensdes dos fragmentos de DNA, em bp, originados por hidrélise enzimatica dos vectores
pDM138-T13 a T16 com a enzima de restricao Pstl. As colunas assinaladas com um $ correspondem as construcoes
que codificam para o RNA genémico do HDV, e as que se encontram indicadas com AS correspondem aos vectores

pDM138 que codificam para o RNA antigenémico do virus.

No total foram isoladas 36 constru¢des derivadas do plasmideo pDM138, das quais 18
codificam para diferentes partes do RNA genémico do virus e os restantes para diferentes

porcoes do RNA antigenémico do HDV.
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11.4.2.2 QUANTIFICACAO DOS NiVEIS DE EXPRESSAO DA PROTEINA CAT EM
EXTRACTOS PROTEICOS DE CELULAS HUH7

Apds confirmagado da insercao dos fragmentos de cDNA do HDV no plasmideo pDM138, os
36 vectores construidos foram utilizados para transfectar transitoriamente células Huh7.

Tal foi como descrito anteriormente, a exportagao nuclear e acumulacdo citoplasmatica dos
mRNAs heterélogos com um intrdo foi avaliada pelos niveis de expressao da proteina repérter
CAT. A quantificacdo da proteina CAT em lisados celulares, foi efectuada por ensaios
imunolégicos colorimétricos do tipo ELISA, com um kit comercial, CAT ELISA (Roche),
seguindo as recomendacoes do fabricante.

Os niveis de expressdo de um gene repérter podem variar de acordo com a eficiéncia da
transfeccdo. Para minimizar os efeitos que a variacdo na eficiéncia de transfeccao poderiam ter
na interpretacdo dos resultados foi necessario proceder a sua normalizagdo. Assim, assegura-se
que as diferencas encontradas na expressdo da proteina CAT resultam da exportacdo e
acumulagao citoplasmatica de mRNAs com um intrdo e ndo a diferengas a nivel da eficiéncia
da transfeccao.

Deste modo, as células Huh7 foram co-transfectadas com um vector comercial, pSV--
galactosidase, que codifica para a f-Gal. A quantificagdo dos niveis de expressao da $-Gal em
extractos proteicos de células Huh7 co-transfectadas com o plasmideo pSV-p-galactosidase e
com os vectores derivados do pDM138 foi efectuada através de um método analogo ao
utilizado para quantificar a proteina CAT, recorrendo ao kit comercial $-Gal ELISA (Roche).

A concentragdo das proteina CAT e p-Gal nos extractos celulares ensaiados foi determinada a
partir de rectas de calibracdo construidas a partir dos valores médios de absorvancia de
solugdes padrao com concentragdes de proteina CAT e B-Gal conhecidas. Foram determinadas
tantas rectas de calibragcdo quantas as placas ensaiadas. As figuras 11.4.2.6 e 11.4.2.7 apresentam
dois exemplos das rectas de calibracao utilizadas para calcular a concentracdo das proteinas
CAT e B-Gal, respectivamente.

Os resultados apresentados dos niveis de expressao da proteina CAT por ELISA, normalizados

em relacdo aos valores de B-Gal correspondem a média 3 ensaios independentes.

93



ESTUDO DO TRAFEGO NUCLEOCITOPLASMATICO DO VIRUS DA HEPATITE DELTA

RECTA DE CALIBRACAO PARA A PROTEINA CAT
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Figura 11.4.2.6. Exemplo de uma recta de calibragdo para a proteina CAT. A recta foi determinada a partir dos

valores médios de absorvancia, obtidos por ELISA de quatro solugdes com concentragdes de CAT crescentes. A
equacdo da recta de calibracdo é dada por y=1.1275x-0.0123, em que y corresponde ao valor médio da

absorvancia e x & concentragdo da proteina CAT.
RECTA DE CALIBRACAO PARA A PROTEINA B-Gal
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Figura 11.4.2.7. Exemplo de uma recta de calibragao para a proteina $-Gal. A recta foi determinada a partir dos

valores médios de absorvancia, obtidos por ELISA de cinco solugdes com concentragdes de -Gal crescentes. A
equacdo da recta de calibracdo é dada por y=0.4847x+0.0266, em que y corresponde ao valor médio da

absorvancia e x a concentracdo da proteina -Gal .
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Como controlos do sistema reporter escolhido para identificacdo dos sinais de exportacao do
RNA do HDV utilizaram-se o plasmideo pDM138 parental e os vectores pDM138-PRE(+) e
pDM138-PRE(-). Estes vectores contém um fragmento de DNA com 570 bp que codifica para o
PRE do HBV, inserido em orientagdes opostas (Huang and Yen, 1995).

Estudos prévios mostraram que o PRE do HBV é capaz de substituir o RRE/Rev do HIV-1 no
sistema reporter pDM138 e induzir um aumento de cerca de oito vezes na actividade da
proteina reporter CAT, quando quantificada por cromatografia de camada fina (Huang and
Yen, 1995). Foi também demonstrado que a fun¢do do PRE do HBV na exportagcao nuclear
depende da sua orientacdo em relacdo ao gene da proteina repérter.

VALORES MEDIOS DE EXPRESSAO DA PROTEINA CAT

1.40
1.20
1.00 -
0.80
0.60
0.40

0.20 -

0.00 -

pDM138 PRE(+) PRE(-)

Figura 11.4.2.8. Valores médios de expressdo da proteina CAT em extractos de células Huh7 transfectadas com os
vectores pDM138, pDM138-PRE(+) e pDM138-PRE(-). Para efeitos de normalizacdo da eficiéncia da transfecgdo, as
células Huh7 foram co-transfectadas com o plasmideo pSV-B-Galactosidase. Os niveis da expressdo da proteina
CAT foram quantificados por ELISA e normalizados, dividindo os valores de concentragdo determinados para a
proteina CAT pela concentragdo calculada para a g-Gal. Os valores normalizados da proteina CAT apresentados

correspondem a média de trés ensaios independentes.

Tal como se pode observar na figura 11.4.2.8, apenas as células Huh7 transfectadas com o
vector pDM138-PRE(+), que possui o PRE do HBV na mesma orientacdo da ORF da proteina
reporter, apresentam valores médios de CAT significativamente superiores aos observados com
o vector parental. Por outro lado, células transfectadas com o PRE do HBV inserido na

orientacdo inversa a da sequéncia que codifica para a proteina CAT, pDM138-PRE(-)
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apresentam valores médios de expressao da proteina repérter semelhantes aos obtidos com o
vector pDM138 sem nenhum sinal de exportagdo nuclear. Estes resultados mostram que a
insercao de um sinal de exportagdo nuclear funcional e na orientagdo correcta no plasmideo
pDM138 causa um aumento significativo na expressdo da proteina CAT.

Os ensaios do tipo ELISA, realizados para quantificacdo dos niveis da proteina repérter nos
extractos de células Huh7 transfectadas com as 36 construcdes derivadas do vector pDM138,
mostraram que as sequéncias de RNA do HDV testadas sdo incapazes de promover um
aumento na expressao da CAT superior ao registado com os vectores pDM138 sem nenhum
elemento de transporte ou com o PRE(-) do HBV (Figuras 11.4.2.9 e 11.4.2.10, barras a preto).
Com efeito, ndo foi possivel detectar a expressao da proteina reporter em células transfectadas
com os vectores que codificam para o RNA genémico do HDV. Verificou-se contudo, que as
células foram eficazmente transfectadas, dado que todos os extractos celulares ensaiados

apresentam niveis de $-Gal mensuraveis (Figuras 11.4.2.9 e 11.4.2.10, barras a vermelho).

VALORES MEDIOS DE EXPRESSAO DAS PROTEINAS CAT E B-Gal
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Figura 11.4.2.9. Valores médios de expressdo da proteina CAT em extractos de células Huh7 transfectadas com os
vectores pDM138, pDM138-pDL542, pDM138-T0 a T7 e pDM138-T9 a T10, que codificam para as sequéncias
completa ou parciais do RNA genémico do HDV. Para efeitos de normalizacdo da eficiéncia da transfecgdo, as
células Huh7 foram co-transfectadas com o plasmideo pSV-f-Galactosidase. Os niveis da expressao da proteina
CAT foram quantificados por ELISA e normalizados, dividindo os valores de concentragdo determinados para a
proteina CAT pela concentracdo calculada para a -Gal. Os valores normalizados da proteina CAT e a concentragao

média de B-Gal apresentados correspondem a média de trés ensaios independentes.
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VALORES MEDIOS DE EXPRESSAO DAS PROTEINAS CAT E B-Gal
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Figura 11.4.2.10. Valores médios de expressao da proteina repérter CAT em extractos de células Huh7 transfectadas
com os vectores pDM138-PRE(-), pDM138-PRE(+), pDM138-T8 e pDM138-T11 a T16, que codificam para
sequéncias parciais do RNA genémico do HDV. Para efeitos de normalizagdo da eficiéncia da transfeccdo, as
células Huh7 foram co-transfectadas com o plasmideo pSV-f-Galactosidase. Os niveis de expressdo da proteina
CAT foram quantificados por ELISA e normalizados, dividindo os valores de concentragdo determinados para a
proteina CAT pela concentragdo calculada para a $-Gal. Os valores normalizados da proteina CAT e a concentragdo

média de B-Gal apresentados correspondem a média de trés ensaios independentes.

Obtiveram-se resultados muito semelhantes quando se analisaram os niveis de expressdao da
proteina CAT em células transfectadas com os vectores pDM138 que codificam para a
sequéncia completa ou subregides do RNA antigenémico do HDV. Os valores médios da
proteina CAT mostraram-se, mais uma vez, sempre abaixo dos determinados para os controlos
negativos (resultados ndo apresentados).

As experiéncias atrds descritas, mostram que nenhum dos fragmentos de cDNA do HDV
analisados é capaz de induzir um aumento da expressao da proteina CAT superior ao vector
parental e ao controlo negativo, pPDM138-PRE(-). Estes resultados parecem indicar que os RNAs
do HDV nao possuem quaisquer elementos cis capazes de mediar a exportacao nuclear de
mRNAs heter6logos com um intrdo ou que eventualmente as sequéncias parciais analisadas
ndo apresentam um elemento de transporte completo e funcional. Esta hipdtese parece,
contudo, pouco provavel uma vez que dois dos fragmentos de cDNA do HDV clonados no
vector pPDM138 codificam para o genoma e antigenoma completo do virus. Em alternativa, os
RNAs genoémico e antigenémico do HDV testados poderdo conter mais do que um elemento

cis na sua sequéncia nucleotidica com func¢des antagénicas na exportagao nuclear.
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11.4.2.3 CLONAGEM DE FRAGMENTOS DE CDNA DO HDV NO VECTOR pDM138

Para evitar a presenca de mais do que um elemento cis, possivelmente com fungdes opostas no
transporte nucleo-citoplasmatico, no mesmo fragmento de cDNA do HDV, optou-se como
alternativa a estratégia baseada na inser¢ao de um conjunto de sequéncias obtidas por digestao
sequencial do cDNA completo do HDV pela Exo lll, por clonar dez sequéncias mais pequenas
e distintas do cDNA do HDV no tnico local Clal do plasmideo pDM138. Os varios fragmentos
com tamanhos entre os 167 e os 337 bp foram amplificados por PCR. Note-se que os
fragmentos amplificados cobrem a totalidade do genoma e antigenoma do virus (Tabelas 11.4.5

e ll.4.6).

1 1679 |
A10 | 8 234 |
A7 | 214 417 |
A8 [ 415 613 |
A9 [ 595 785 |
A6 | 760 1096 |
Al 1078 1320 |
A4 1191 1414 |
A2 1301 1504 |
A5 1395 1566 |
A3 [ 1492 1679/26 |

Tabela 11.4.5. Fragmentos de cDNA genémico do HDV clonados no vector pDM138. Os nimeros indicados
correspondem as sequéncias de RNA genémico do HDV codificadas por cada um dos fragmentos de cDNA

amplificados por PCR.

1 1679 |
A5 | 113 282 |
A2 [ 176 380 |
A4 [ 266 490 |
A1 | 360 601 |
A6 | 584 920 |
A9 | 894 1085 |
A8 1067 1265 |
A7 1263 1466 |
A10 1446 1672 |
A3 [ 1653 1679/188 |

Tabela 11.4.6. Fragmentos de cDNA antigenémico do HDV clonados no vector pDM138. Os niimeros indicados
correspondem as sequéncias de RNA antigenémico do HDV codificadas por cada um dos fragmentos de cDNA

amplificados por PCR.

Ap6s amplificagao, os produtos de PCR foram digeridos com a enzima Clal e clonados nas
duas orientacdes no vector pDM138. A insercdo e a orientacdo dos fragmentos de cDNA, foi
confirmada por hidrélise enzimética com enzimas de restricao adequadas.

Obtiveram-se 20 construgdes derivadas do pDM138, em que cada uma codifica para uma

regido diferente do RNA do HDV.
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Para testar a capacidade destas sequéncias de RNA do HDV (10 de RNA genémico e 10 de
antigenémico) mediarem a exportacao nuclear de moléculas de mRNA heterélogas com um
intrdo, transfectaram-se células Huh7. A exportacdo nuclear dos mRNAs, produzidos apds a
transfeccdo, foi avaliada pelos niveis de expressdo da proteina reporter detectados por ELISA,

tal como atras descrito.

11.4.2.4 ANALISE DAS SEQUENCIAS DE RNA GENOMICO DO HDV NA EXPORTACAO
NUCLEAR DE mMRNAS HETEROLOGOS

Os resultados obtidos por ELISA, mostram que nenhuma das sequéncias de cDNA genémico
do HDV inseridas no pDM138, é capaz de causar um aumento na expressao da proteina CAT

tao significativo como o induzido pelo PRE do HBV, clonado na orientagdo correcta (Figura

11.4.2.11). VALORES MEDIOS DE EXPRESSAO DA PROTEINA CAT
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Figura 11.4.2.11. Valores médios de expressao da proteina repérter CAT em extractos de células Huh7 transfectadas
com os vectores pDM138, pDM138-PRE(+), pDM138-PRE(-) e pDM138-A2 a A10, em que o cDNA do HDV foi
clonado na orientacdo sense. Para efeitos de normalizacdo da eficiéncia da transfeccao, as células Huh7 foram co-
transfectadas com o plasmideo pSV-f-Galactosidase. Os niveis de expressdo da proteina CAT foram quantificados
por ELISA e normalizados, dividindo os valores de concentragdo determinados para a proteina CAT pela
concentragdo calculada para a -Gal. Os valores da proteina CAT apresentados correspondem a média de trés

ensaios independentes.

Conforme se pode observar na figura 11.4.2.11, nas células transfectadas com o vector
pDM138-A9S, que contém a sequéncia que codifica para a ribozima do RNA genémico do

virus, ndo foi possivel detectar a proteina repérter. Para além disso, observou-se que seis dos
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vectores analisados, mostram valores de expressao inferiores ou compardveis aos detectados
em extractos de células Huh7 transfectadas com o vector pDM138 parental. Estes resultados
indicam que os RNAs genémicos do HDV codificados por estes vectores sdo incapazes de
promover a exportagao nuclear de mRNAs heter6logos com intrdes.

Por outro lado, em contraste com os resultados anteriores, foram detectados niveis de
expressao da proteina CAT superiores aos obtidos com o pDM138 e pDM138-PRE(-), em
extractos proteicos de células Huh7 transfectadas com vectores pDM138-A4S, A6S e A8S.

O vector pDM138-A4S codifica para a sequéncia compreendida entre os nucleétidos 1191 e
1414 do RNA genémico do HDV e o vector A6S para uma sequéncia adjacente no genoma do
virus, situada entre os nucleétidos 760 e 1096 (Tabela 11.4.5).

De acordo com a andlise da distribuicao intracelular do RNA genémico do HDV por
hibridagao in situ, a digestdao parcial ou completa da sequéncia compreendida entre os
nucledtidos 1211 a 1487 pela Exo Il causa uma redugdo de 40 a 50% na percentagem de
células com marcagao citoplasmatica especifica para o RNA do HDV (Figura 11.4.1.2, Tabela
[1.4.1 e resultados ndo apresentados). Estes resultados, em conjunto com os valores de proteina
CAT detectados por ELISA para o vector pPDM138-A4S parecem indicar um possivel papel para
a sequéncia compreendida entre os nucledtidos 1191 e 1414 do RNA genémico do HDV na
exportagdo nuclear.

A andlise da distribuicdo intracelular dos mutantes de delecdo do RNA genémico do HDV
mostrou ainda que a delecao simultanea das sequéncias compreendidas entre os nucleétidos
1211 e 1487 (mutantes de deleccdo T4 e T7) e 476 e 512 (mutantes de delecao T15 a T16)
causa uma redugcdo ainda mais evidente no nimero de células que exibe um padrao
citoplasmatico de distribuicdo do RNA do virus (Figura 11.4.1.2, Tabela I.4.1 e resultados ndo
apresentados). Curiosamente, a sequéncia situada entre os nucleétidos 476 e 512 faz parte do
fragmento de cDNA do HDV clonado no vector pDM138-A8S (nt 415 a 613), para o qual
foram detectados niveis intermédios de expressao da proteina CAT. Estes resultados, apesar de
ndo poderem ser considerados conclusivos, sugerem a presenca de sequéncias especificas para

exportagao no RNA genémico do HDV.

11.4.2.5 O RNA ANTIGENOMICO DO HDV POSSUI UM ELEMENTO CIS
FUNCIONALMENTE EQUIVALENTE AO PRE DO HBV

Apbs a analise do RNA genémico do HDV utilizou-se a mesma abordagem para investigar a

presenca de sinais de exportagdo no RNA antigenémico do virus. Para isso, células Huh7
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foram transfectadas com as construcdes derivadas do pDM138 que codificam para sequéncias
do RNA antigenémico do HDV e os niveis de expressio da proteina repérter foram
quantificados por ELISA.

De acordo com os resultados obtidos o antigenoma do HDV possui uma sequéncia
compreendida entre os ribonucleétidos 1263 e 1466, designada de A7AS, que constitui um
forte activador da expressdo da proteina CAT, o que sugere a presenca de um elemento de
exportagao no RNA antigenémico do virus (Figura 11.4.2.12).

VALORES MEDIOS DE EXPRESSAO DA PROTEINA CAT
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Figura 11.4.2.12. Valores médios de expressao da proteina repérter CAT em extractos de células Huh7 transfectadas
com os vectores pDM138, pDM138-PRE(+), pDM138-PRE(-) e pDM138-A2AS a A10AS, em que o cDNA do HDV
foi clonado na orientacdo antisense. Para efeitos de normalizacdo da eficiéncia da transfeccdo, as células Huh7
foram co-transfectadas com o plasmideo pSV-p-Galactosidase. Os niveis de expressdo da proteina CAT foram
quantificados por ELISA e normalizados, dividindo os valores de concentragdo determinados para a proteina CAT
pela concentracdo calculada para a p-Gal. Os valores de proteina CAT apresentados correspondem a média de trés

ensaios independentes.

Tal como se pode observar na figura 11.4.2.12, células Huh7 transfectadas com o vector
pDM138-A7AS apresentam niveis de expressio da proteina repérter compardveis aos
registados para o PRE do HBV. Foi registado um aumento de cerca de 2 vezes na expressao da
proteina CAT para os vectores pDM138-A7AS e pDM138-PRE(+) em relacdo aos vectores
pDM138 parental e pDM138-PRE(-). Com excepcdo das sequéncias A7AS e A2AS, todas as

outras mostraram-se incapazes de promover o transporte ndcleo-citoplasmatico de mRNAs
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heter6logos com intrdes, apresentando valores médios de CAT comparaveis ou inferiores aos
dos controlos negativos. Em relacdo ao vector pDM138-A2AS, registaram-se valores médios de
proteina CAT situados entre os observados para os controlos positivo e negativo.

A actividade da sequéncia identificada no antigenoma do HDV na exportagdo nuclear parece
depender, a semelhanca do PRE do HBV, da orientacdo em relacdo a ORF da proteina repérter.
De acordo com as figuras 11.4.2.11 e 11.4.2.12, apenas as células transfectadas com o vector
que codifica para a sequéncia de 1263 a 1466 do RNA antigenémico do HDV (A7AS) e ndo a
sua complementar (A7S) apresentam valores de proteina CAT semelhantes aos obtidos com o

controlo positivo pDM138-PRE(+).

11.4.2.6 A EXPORTACAO NUCLEAR DE mMRNAS REPORTER MEDIADA PELO MOTIVO
A7AS E SENSIVEL A LEPTOMICINA

Varios RNAs celulares, bem como os mRNAs com introes codificados pelo virus HIV-T,
utilizam a exportina CRM1 para mediar a sua exportacdo para o citoplasma das células. No
caso do HIV-1, a exportagao nuclear depende da presenca de uma sequéncia com estrutura
complexa, designada de RRE, situada no intrdo do gene env e da proteina Rev. Esta proteina
serve de adaptador entre os mRNAs que possuem RRE e a exportina CRM1. A interaccdo da
proteina Rev com a CRM1 é mediada por um sinal de exportacao nuclear (NES) rico em
residuos de leucina, presente na extremidade carboxilica da proteina (Askjaer et al., 1998). Por
outro lado, a exportagao nuclear da maioria dos mRNAs celulares e a actividade do PRE do
HBV é independente da CRM1 (Otero et al., 1998; Zang and Yen, 1999).

Estudos anteriores mostraram que a leptomicina B (LMB) constitui um forte inibidor, especifico
da actividade da CRMT1, podendo ser utilizada para investigar a participacao desta exportina na
exportacdo nuclear de RNAs e proteinas (Kudo et al., 1999).

Para averiguar se a CRM1 intervém na via de exportagdo nuclear do RNA antigenémico do
HDV, numa primeira abordagem analisou-se o efeito da LMB na expressao da proteina CAT
em células Huh7 transfectadas com o vector pPDM138-A7AS. Para isso, as células Huh7 foram
tratadas com 10 nM LMB durante 24 horas apés a transfeccao. Como controlo negativo da
acgao da LMB na exportagao nuclear utilizou-se o vector pDM138-PRE(+).

Os valores médios de proteina CAT registados na auséncia de LMB confirmam os resultados
anteriores em que a sequéncia compreendida entre 1263 e 1466 do RNA antigenémico do
HDV possui um elemento de exportagdo nuclear capaz de induzir o transporte ndcleo-

citoplasma de RNAs, que normalmente ficariam retidos no ndcleo. De acordo com a figura

102



CAPITULO Il. EXPORTACAO DO RNA DO HDV

11.4.2.13, a actividade do PRE do HBV ndo € inibida na presenca de LMB, verificando-se
mesmo um ligeiro aumento dos niveis médios de expressao da proteina CAT na presenca de 10
nM de antibiético. Este efeito da LMB na exportacao nuclear mediado pelo PRE do HBV foi
anteriormente descrito em estudos que quantificaram as variagdes na expressao da proteina

CAT através de métodos que medem a sua actividade enzimatica (Otero et al., 1998).

VALORES MEDIOS DE EXPRESSAO DA PROTEINA CAT
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Figura 11.4.2.13. Valores médios de expressdo da proteina repérter CAT em extractos de células Huh7 transfectadas
com os vectores pDM138-PRE(-), pDM138-PRE(+) e pDM138-A7AS na auséncia e presenca de 10 nM de LMB. Para
efeitos de normalizagdo da eficiéncia da transfeccdo, as células Huh7 foram co-transfectadas com o plasmideo pSV-
B-Galactosidase. Os niveis de expressdo da proteina CAT foram quantificados por ELISA e normalizados, dividindo
os valores de concentragio determinados para a proteina CAT pela concentragdo calculada para a 3-Gal. Os valores

de proteina CAT apresentados correspondem a média de trés ensaios independentes.

Em oposicao, verificou-se que a actividade do elemento de exportacdo do HDV é afectada na
presenca de LMB. Registou-se uma diminuicao de aproximadamente 50% nos valores médios
da proteina CAT em extractos de células Huh7 transfectadas com o pDM138-A7AS na
presenca de 10 nM de LMB (Figura 11.4.2.13). Os resultados, obtidos no sistema reporter
utilizado, mostram que a exportacio nuclear mediada pelo elemento identificado no
antigenoma do HDV é dependente da CRM1 e sugerem um possivel envolvimento desta

exportina na exportagao do RNA do HDV.
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11.4.2.7 O AUMENTO DA EXPRESSAO DA PROTEINA CAT RESULTA DA PRESENCA DE
MRNAS REPORTER NO CITOPLASMA

A quantificagdo dos niveis de expressao transitéria da proteina CAT constitui um método
indirecto de medicao da acumulacdo de mRNAs com intrdes, no citoplasma das células. Com
o objectivo de averiguar se o aumento observado na expressdo da proteina repodrter, em
extractos de células Huh7 transfectadas com o pDM138-A7AS, resulta da acumulacdo de
mRNAs repérter com um intrdo no citoplasma, realizaram-se ensaios de Northern blot. Para
isso, as células Huh7 foram transfectadas com o vector pDM138-A7AS e ap6s 48 horas foi
extraido o mRNA total e citoplasmatico.

Como controlos, transfectaram-se células Huh7 com os vectores pDM138-PRE(+) e pDM138-
A9S. A funcdo do PRE do HBV na exportagdo nuclear encontra-se bem estudada, tendo sido
por diversas vezes demonstrado que este elemento promove a exportacdo e acumulagdo
citoplasmatica de moléculas de mRNA, incluindo as produzidas a partir do vector repérter
pDM138 (Huang and Liang, 1993; Huang and Yen, 1995; Zang and Yen, 1999). O plasmideo
pDM138-A9S, por sua vez, foi utilizado como controlo negativo. Recorde-se que o vector
pDM139-A9S codifica para a ribozima do RNA genémico do HDV e que em células
transfectadas com esta construgdo nao foi possivel detectar a proteina reporter (Figura
1.4.2.11).

ApOs extraccdo, as fraccbes de mRNA totais e citoplasméticas foram separadas por
electroforese em condic¢des desnaturantes, e transferidas para membranas de nylon. A deteccao
dos mRNAs reporter contendo a ORF da proteina CAT inserida no intrdo foi efectuada por
hibridagado do mRNA imobilizado na membrana com uma sonda de DNA de cadeia simples
marcada com digoxigenina-11-dUTP por PCR assimétrico. A sonda utilizada nos ensaios de
Northern blot é complementar a sequéncia de RNA que codifica para a proteina CAT,
hibridando apenas com 0os mRNAs heter6logos com a ORF da proteina CAT inserida no intrao.
A incorporagdo da dig-11-dUTP nas moléculas de DNA foi confirmada por comparacado do
padrao de migracao em gel de agarose do DNA amplificado na presenca de dig-11-dUTP com
um produto de PCR idéntico, originado na auséncia do nucleétido modificado. Tal como se
pode observar na Figura 11.4.2.14, os produtos da amplificagao por PCR na presenca de dig-11-
dUTP migram mais lentamente do que moléculas de DNA ndo marcadas com dimensdes

idénticas (comparar as colunas 2 e 3 com as colunas 1 e 4).
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500 bp |

Figura 11.4.2.14. Andlise por electroforese em gel de agarose a 1% da sonda de DNA marcada com dig-11-dUTP por
PCR assimétrico. Em 1, 2 e 3 pode-se observar o produto de amplificagdo por PCR assimétrico na auséncia (coluna
n°1) e presenga de dig-11-dUTP (colunas n°2 e 3). A coluna n°4 corresponde ao produto obtido numa reaccdo de
amplificagdo por PCR convencional, em que os primers forward e reverse foram adicionados em quantidades
equimolares. A esquerda encontra-se o perfil electroforético de uma mistura de DNAs de cadeia simples, cujas

dimensoes sao conhecidas.

A figura 11.4.2.15 representa um resultado tipico de hibridagio do mRNA produzido a partir
dos vectores pDM138-PRE(+), pDM138-A7AS e pDM138-A9S, em extractos celulares totais e

citoplasmaticos, por Northern blot .

Figura 11.4.2.15. Deteccdo por Northern blot do mRNA repérter nas fracgdes de mRNA totais e citoplasméticas de
células Huh7 transfectadas com os vectores pDM138-PRE(+), pDM138-A7AS e pDM138-A9S. Apés transferéncia
para membranas de nylon, os mRNAs de cada uma das fracgdes foram hibridados com uma sonda de DNA marcada
com dig-11-dUTP. As sequéncias alvo foram detectadas por quimioluminescéncia, apés incubagdo das membranas

com um anticorpo anti-Dig conjugado com peroxidase.

Conforme esperado foi possivel detectar a presenca de mRNA que codifica para a CAT nas
fraccoes de mRNA totais e citoplasmaticas de células transfectadas com o pDM138-PRE(+) e
pDM138-A7AS. De acordo com a figura 11.4.2.15, as células transfectadas com o vector

pDM138-PRE(+) apresentam uma maior quantidade de mRNA com intrdo no citoplasma do

105



ESTUDO DO TRAFEGO NUCLEOCITOPLASMATICO DO VIRUS DA HEPATITE DELTA

que células transfectadas com o pDM138-A7AS. Verificou-se uma variagdo semelhante na
quantidade de mRNA quando se analisaram as fraccoes de mRNA totais, sugerindo que as
diferencas observadas na quantidade de mRNA citoplasmdtico entre as células transfectadas
com o pDM138-A7AS e o controlo positivo traduzem variagdes na eficiéncia de transfeccao
entre os ensaios e nao a diferencas na capacidade de exportacdo dos RNAs. Em células
transfectadas com o vector pDM138-A9S, nao foi possivel detectar a presenca de mRNAs que
codificam para a proteina CAT em nenhuma das fracgdes celulares analisadas. E de salientar
que os resultados de Northern blot para o pDM138-A9S sdao compativeis com os resultados
obtidos por ELISA, em que se verificou auséncia de expressdo da proteina reporter. Estes
resultados sugerem que a auséncia de expressao da proteina CAT nas células transfectadas com
o vector pPDM138-A9S resulta da incapacidade dos mRNAs repérter serem exportados para o
citoplasma, e provavelmente devido a presenca de uma sequéncia com actividade
autocatalitica sao degradados logo ap6s a sintese no ntcleo.

A quantificacio do mRNA que codifica para a CAT em extractos totais e citoplasmaticos por
Northern blot veio confirmar que o aumento na expressao da proteina CAT observado em
células transfectadas com o vector pDM138-A7AS resulta da exportacdo e acumulagdo de
mRNAs repérter no citoplasma, em virtude da presenca de um sinal para exportacdo na

sequéncia de 1263 a 1466 do antigenoma do HDV.

11.4.2.8 ANALISE DETALHADA DA SEQUENCIA DO ANTIGENOMA DO HDV
NECESSARIA PARA PROMOVER A EXPORTACAO NUCLEAR

Tendo-se demonstrado a presenca de um motivo de exportagao nuclear na sequéncia de 1263
a 1466 do RNA antigenémico do HDV (A7AS) procedeu-se, de seguida, a uma andlise mais
detalhada da sequéncia do RNA antigendmico do HDV necessdria para substituir
funcionalmente o PRE do HBV nos ensaios de exportagdo nuclear com o plasmideo pDM138.
Para isso, clonaram-se oito formas truncadas da sequéncia A7AS no local de corte Clal do
vector pDM138. Dos vectores recombinantes obtidos, seleccionaram-se apenas os que
codificam para RNAs do HDV de polaridade antigenémica. Os vectores pDM138 com cDNA
do HDV na orientagdo pretendida, foram seleccionados por hidrélise enzimdtica com as
enzimas de restricdo adequadas. A capacidade destas sequéncias promoverem a exportagao
nuclear de mRNAs heterélogos com intrdes foi testada por medicao da expressao da proteina

CAT ap6s transfeccao. Na figura 11.4.2.16 apresentam-se as oito sequéncias truncadas dos
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cDNAs clonadas no vector pDM138, que codificam para RNAs antigenémicos do HDV,

alinhadas em relacdo a sequéncia A7AS.

1 20 40 60 80
A7AS I I I I I
1263-1466 TTTGCTTTCCTCCTCGCTTCGGTCTCCCCCTACTCCTAGCATCTCCTCCTATCGCTATGGTCTTACTCCTACCGCTCGAA
1263-1436 TTTGCTTTCCTCCTCGCTTCGGTCTCCCCCTACTCCTAGCATCTCCTCCTATCGCTATGGTCTTACTCCTACCGCTCGAA
1263-1411 TTTGCTTTCCTCCTCGCTTCGGTCTCCCCCTACTCCTAGCATCTCCTCCTATCGCTATGGTCTTACTCCTACCGCTCGAA
1263-1366 TTTGCTTTCCTCCTCGCTTCGGTCTCCCCCTACTCCTAGCATCTCCTCCTATCGCTATGGTCTTACTCCTACCGCTCGAA

1277-1466 - —\———————————-— CGCTTCGGTCTCCCCCTACTCCTAGCATCTCCTCCTATCGCTATGGTCTTACTCCTACCGCTCGAA
1277-1436 -—\———————————- CGCTTCGGTCTCCCCCTACTCCTAGCATCTCCTCCTATCGCTATGGTCTTACTCCTACCGCTCGAA
1301-1466 -—————————— GCATCTCCTCCTATCGCTATGGTCTTACTCCTACCGCTCGAA
1301-1411 - —\—————— GCATCTCCTCCTATCGCTATGGTCTTACTCCTACCGCTCGAA
1358-1466 ———————— -
81 101 121 141 161 170

GCGCCTCTTGTTCGCTGAAGGGGTCCTCTGGAGGTGATTTCTCTGCTCATCTCCGAGTGGATTCCTCCCTCTGAGTGCTACTCAACCCTT
GCGCCTCTTGTTCGCTGAAGGGGTCCTCTGGAGGTGATTTCTCTGCTCATCTCCGAGTGGATTCCTCCCTCTGAGTGCTACTCAACCCTT
GCGCCTCTTGTTCGCTGAAGGGGTCCTCTGGAGGTGATTTCTCTGCTCATCTCCGAGTGGATTCCTCCC- === === == —mm—mm—
GCGCCTCTTGTTCGCTGAAGGGGT— === === = — e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCGCCTCTTGTTCGCTGAAGGGGTCCTCTGGAGGTGATTTCTCTGCTCATCTCCGAGTGGATTCCTCCCTCTGAGTGCTACTCAACCCTT
GCGCCTCTTGTTCGCTGAAGGGGTCCTCTGGAGGTGATTTCTCTGCTCATCTCCGAGTGGATTCCTCCCTCTGAGTGCTACTCAACCCTT
GCGCCTCTTGTTCGCTGAAGGGGTCCTCTGGAGGTGATTTCTCTGCTCATCTCCGAGTGGATTCCTCCCTCTGAGTGCTACTCAACCCTT
GCGCCTCTTGTTCGCTGAAGGGGTCCTCTGGAGGTGATTTCTCTGCTCATCTCCGAGTGGATTCCTCCC- === === == —mm—mm— - ——
---------------- GAAGGGGTCCTCTGGAGGTGATTTCTCTGCTCATCTCCGAGTGGATTCCTCCCTCTGAGTGCTACTCAACCCTT

171 191 203

CGGGCCGGAGTGCTCTCCAGATCTGGAGATTGGG

CGGGCCGGAGTGCTCTCCAGATCTGGAGATTGGG
CGGGCCGGAGTGCTCTCCAGATCTGGAGATTGGG

Figura 11.4.2.16. Sequéncias nucleotidicas dos cDNAs do HDV que codificam para oito versdes mais pequenas do

sinal de exportacdo, situado entre os nucledtidos 1263 a 1466 do antigenoma do virus.

Os valores médios da expressao da proteina CAT obtidos com as novas construgdes mostram
que os Ultimos 14 e 30 nucledtidos das extremidades 5’ e 3’, respectivamente, da sequéncia
compreendida entre os nucledtidos 1263 a 1466 do RNA antigenémico do HDV, ndo sao
necessdrios para a exportacdo nuclear dos mRNAs repoérter produzidos a partir do vector
pDM138 (Figura 11.4.2.17). As sequéncias que compreendem os nucleétidos 1277 a 1466 e
1263 a 1436 do RNA antigenémicos do HDV, induzem um aumento na expressdo da proteina
CAT comparavel ao registado para o PRE(+) do HBV. Estes resultados mostram que os
nucledtidos 5" e 3’ terminais do sinal de exportacdo identificado no antigenoma do HDV sao
dispensaveis para a sua funcao, sugerindo que a sequéncia compreendida entre os nucle6tidos
1277 a 1436 do RNA antigenémico do virus € suficiente para promover a acumulacao
citoplasmdtica de mRNAs heter6logos com um intrdo. De acordo com esta hipétese, verificou-

se que células Huh7 transfectadas com a construcdo que codifica para a sequéncia
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compreendida entre os nucleétidos 1277 a 1436 do RNA antigenémico do HDV, apresentam
um valor médio expressao da proteina CAT semelhante ao registado para os vectores pDM138-
(1263-1436) e pDM138-(1277-1466). Estes resultados indicam que a sequéncia de 1277 a
1436 do RNA antigenémico do HDV é suficiente para substituir funcionalmente o PRE do HBV
no sistema repérter pDM138, constituindo possivelmente a sequéncia de RNA minima que
define o sinal de exportagao nuclear do antigenoma do HDV.

VALORES MEDIOS DE EXPRESSAO DA PROTEINA CAT

1.60
1.40

1.20

1.00 -
0.80 -
0.60
0.40 -
0.20 -
0.00 T T T ]

PRE(+) PRE() 1277 2 1466 1263 a 1436 1277 a 1436
Figura 11.4.2.17. Valores médios de expressdo da proteina rep6rter em extractos de células Huh7 transfectadas com

os vectores pDM138-PRE(+), pDM138-PRE(-), pDM138-1277-1466(AC), pDM138-1263-1436(ACG) e pDM138-

1277-1436(AG). Para efeitos de normalizacdo da eficiéncia da transfeccdo o plasmideo pSV-B-Galactosidase foi
incluido em todos os ensaios. Os niveis de expressio da proteina CAT foram quantificados por ELISA e
normalizados, dividindo os valores de concentragdo determinados para a proteina CAT pela concentragdo calculada

para a B-Gal. Os valores de CAT apresentados correspondem a média de trés ensaios independentes.

No que diz respeito as restantes formas truncadas do elemento de exportagao do antigenoma
do HDV, verificou-se que nenhuma mostrou ser tao eficiente quanto a sequéncia completa
(A7AS) no aumento da expressdao da proteina repoérter (Figura 11.4.2.18). As sequéncias
compreendidas entre os nucledtidos 1358 e 1466 e 1301 e 1466 causam um aumento na
expressao da proteina CAT muito aproximado ao registado para o PRE do HBV clonado na
orientacao correcta. Note-se contudo, que os valores médios da proteina CAT obtidos para
estas sequéncias sdo cerca de 30 a 45% inferiores aos observados com a sequéncia completa
do sinal de exportacdo do RNA antigenémico do HDV. Neste ensaio, a variagdo na expressao

da proteina CAT em células Huh7 transfectadas com o vector pDM138-A7AS, em relagdo ao
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vector parental vazio, foi cerca de 1.5 vezes superior a registada para o PRE do HBV orientado
correctamente.
VALORES MEDIOS DE EXPRESSAO DA PROTEINA CAT
1.00
0.90
0.80
0.70

0.60

0.50 -

0.40

0.30 -

0.20 -

0.10 j

0.00 - T T T T T —

pDM138 PRE(+) PRE(-) A7AS (1263a 1263 a 1366 1358 a 1466 1301 a 1411 1301 a 1466 1263 a 1411
1466)

Figura 11.4.2.18. Valores médios de expressao da proteina repérter CAT em extractos de células Huh7 transfectadas
com os vectores pDM138, pDM138-PRE(+), pDM138-PRE(-), pDM138-A7AS, pDM138-1263-1366(AG), pDM138-
1358-1466(AG), pDM138-1301-1411(AG), pDM138-1301-1466(AG) e pDM138-1263-1411(AG). Para efeitos de
normalizacdo da eficiéncia da transfeccdo, o plasmideo pSV-B-Galactosidase foi incluido em todos os ensaios. Os
niveis de expressdo da proteina CAT foram quantificados por ELISA e normalizados, dividindo os valores de
concentragdo determinados para a proteina CAT pela concentragdo calculada para a f-Gal. Os valores de CAT

apresentados correspondem a média de trés ensaios independentes.

As restantes sequéncias analisadas, compreendidas entre os nucleétidos 1263 e 1411, 1263 e
1366 e 1301 e 1411 do RNA antigenémico do HDV, sdao menos eficientes na exportagao
nuclear, uma vez que as quantidades de proteina CAT detectadas por ELISA sdo similares as
observadas para os controlos negativos. O facto das sequéncias compreendidas entre os
nucleétidos 1301 e 1466, 1277 e 1436 do RNA antigenémico do HDV induzirem um aumento
significativo na expressdo da proteina CAT, parece indicar que a sequéncia situada entre os nt
1301 a 1346 corresponde a regido mais pequena do RNA antigenémico do HDV capaz de
substituir funcionalmente o PRE do HBV no sistema repérter pDM138. No entanto, os
nucleétidos situados entre as posicdes 1277 a 1301 parecem contribuir de alguma forma para a
actividade do sinal de exportacdo, uma vez que a remocdo desta sequéncia causa uma
diminuicdo da expressao da proteina CAT comparativamente aos valores obtidos em células

transfectadas com o vector pPDM138-A7AS.
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11.4.3 A SEQUENCIA COMPREENDIDA ENTRE OS NUCLEOTIDOS 1263 A
1466 ALTERA A DISTRIBUICAO INTRACELULAR DO ANTIGENOMA DO
HDV

De acordo com os resultados obtidos nos ensaios de transfeccao transitéria com o vector
pDM138 e northern blot pode-se concluir que o RNA antigenémico do HDV possui um
elemento cis que desempenha fungdes pds-transcricionais semelhantes ao PRE do HBV na
acumulagdo de mMRNAs com intrdes no citoplasma. A actividade pods-transcricional do
elemento de exportagcdo do HDV (NEE) é independente das proteinas codificadas pelo virus, tal
como o PRE do HBV.

Apesar dos resultados obtidos indicarem que NEE do antigenoma do HDV é capaz de substituir
funcionalmente o PRE do HBV no sistema repérter pDM138, desconhece-se o seu papel na
exportacdo nuclear do RNA antigenémico do virus. Para averiguar a eventual participagao do
NEE na exportagao nuclear dos RNAs antigenémicos do HDV utilizou-se o plasmideo pDL481.
Este vector codifica exclusivamente moléculas de RNA antigenémico do HDV (Lazinski and
Taylor, 1994) que na auséncia dos HDAgs sdao detectadas simultaneamente no ndcleo e
citoplasma das células (Tavanez et al., 2002). A analise funcional do motivo de exportagao foi
realizada por delecao da sequéncia que codifica o NEE do pDL481, seguida da transfeccao de
células Huh7 com o vector resultante, o pDL481ANEE.

Utilizando uma interface da internet (www.tbi.univie.ac.at/~ivo/RNA/) que permite fazer
predicdes da estrutura secundaria de sequéncias de RNA, verificou-se que o NEE analisado
isoladamente apresenta uma estrutura secundaria complexa com varios hairpins (Figura 11.4.3.1
A). Na tentativa de estabelecer uma relagdo entre a estrutura secundaria prevista para o sinal de
exportagdo identificado no antigenoma do HDV e a sua actividade, fizeram-se predi¢cdes da
estrutura secunddria das oito sequéncias truncadas do sinal de exportagdo, anteriormente
testadas por ELISA. Verificou-se, curiosamente, que as sequéncias truncadas capazes de induzir
um aumento na expressao da proteina CAT semelhante ao PRE do HBV, possuem um motivo
estrutural constituido por uma regido de RNA de cadeia dupla que bifurca em duas mini-
hélices. As duas mini-hélices, assinaladas em A, C, D a F da figura 11.4.3.1 com um circulo a
vermelho, sdo formadas por dois stems com 8 e 10 bp e duas ansas com 10 nucledtidos. Este
motivo estrutural parece ser importante para a actividade do sinal de exportacdo. Delecoes na
sequéncia compreendida entre os nucledtidos 1263 e 1466 do RNA antigenémico que

impossibilitam a formagao desta estrutura, resultam na perda de funcao do sinal de exportagao
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nuclear, tal como observado nos ensaios de CAT-ELISA. Na figura 11.4.3.1 B encontra-se
representada a estrutura secunddria prevista para uma das sequéncias truncadas considerada
defectiva na exportacdo nuclear de mRNAs heter6logos com um intrdo produzidos a partir do
vector pDM138. Para esta sequéncia ndo se prevé a formacao das duas mini-hélices presentes
em todas as sequéncias de RNA antigenémico do HDV funcionais na exportagcao nuclear no

sistema pDM138.

1263-1466 1263-1411 1301-1436

1263-1436 1277-1466 ot 1277-1436

Figura 11.4.3.1. Estruturas secunddrias previstas para seis sequéncias compreendidas entre os nucleétidos 1263 e
1466, 1263 e 1411, 1301 e 1436, 1263 e 1436, 1277 e 1466, e 1277 e 1436 do RNA antigenémico do HDV. O
circulo a vermelho aponta para as duas mini-hélices necessarias para a actividade do sinal de exportacdo do RNA

anigenémico do HDV.

Contudo, as previsdes informaticas para a sequéncia completa do RNA antigenémico do HDV
sugerem uma conformacao diferente para o sinal de exportacdo. No contexto do RNA
antigenémico completo, o sinal de exportacao identificado situa-se na regido central de cadeia
dupla da estrutura de bastonete do antigenoma do HDV, para a qual ndo se prevéem
bifurcacdes, exceptuando a presenca de duas mini-hélices com 2 e 3 bp de comprimento

(Flgura 11.4.3.2).
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Figura 11.4.3.2. Estrutura secunddria prevista para o sinal de exportagdo identificados (nucledtidos 1263 a 1466) na

sequéncia completa do RNA antigenémico do HDV.

Estes dados podem sugerir que a sequéncia que, por complementaridade de bases, emparelha
com o sinal de exportagdo nuclear, estd também envolvida no transporte do RNA
antigenémico do nucleo para o citoplasma.

Tendo em conta as previsdes feitas para a estrutura secundaria do NEE construiram-se mais
dois mutantes de delecao do plasmideo pDL481, o pDL481ANEEd e o pDL481As. O
plasmideo pDL481ANEEd codifica para o RNA antigenémico do HDV sem o elemento de
exportagdo (nt 1263 a 1466) e sem a sequéncia prevista de formar emparelhamentos
intramoleculares com o NEE (nt 301 a 507) , enquanto a constru¢cao pDL481Ad codifica para
um mutante do RNA antigenémico do virus, apenas sem a sequéncia que emparelha com o
referido sinal de exportacao.

Os RNAs produzidos pelo vector pDL481ANEES, de acordo com as ferramentas informaticas
utilizadas, formam uma estrutura de bastonete sem ramificagbes, semelhante a conformacao
assumida pelas moléculas de RNA antigenémico do tipo selvagem. Deste modo foi possivel
estudar o papel da sequéncia identificada, utilizando o sistema repérter pDM138, na
exportacdo nuclear do RNA antigenémico do HDV, preservando-se a conformacdo mais
provavel para RNA do virus. Os RNAs antigenémicos mutantes produzidos a partir dos
plasmideos pDL481ANEE e pDL481A9, formam uma estrutura de bastonete interrompida numa
pequena extensdo da sequéncia por mini-hélices que ramificam da regido de RNA de cadeia
dupla (resultados nao apresentados).

Os vectores construidos foram utilizados para transfectar células Huh7 e a distribuicao
intracelular dos RNAs sintetizados foi comparada com a do RNA antigenémico do tipo
selvagem. No caso do NEE estar envolvido na exportagdo nuclear do antigenoma do HDV,
seria natural registar-se uma alteracdo na distribuicao intracelular dos RNAs mutantes em
relacdo ao RNA do tipo selvagem, verificando-se uma acumulagdo no ntcleo das células.

Nas transfecgoes utilizou-se ainda o plasmideo pDL542, que codifica para o RNA genémico do
HDV, o qual se localiza tanto no ndcleo como no citoplasma das células. Recorde-se que,

utilizando o sistema reporter pDM138, ndo foi possivel identificar nenhum elemento cis no
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genoma do HDV tio forte quanto o NEE do RNA antigenémico na exportagao nuclear de
mRNAs com intrdes. No entanto, sabe-se que as RNPs do HDV formadas pelo RNA genémico
do virus e os HDAgs sdo continuamente exportados do nicleo para o citoplasma das células,
sendo este processo mediado pelo RNA do virus (Tavanez et al., 2002).

A andlise da distribuicdo ndcleo-citoplasmatica do RNA do HDV, apés transfeccao, foi
efectuada por RT-PCR quantitativo em tempo real (qQRT-PCR).

Para quantificacdo relativa do RNA do HDV nas frac¢oes celulares por qPCR, os citoplasmas
das células Huh7 transfectadas foram separados dos nicleos e o RNA de ambas as fraccoes foi
isolado, purificado e utilizado na sintese de cDNA. Para avaliar a eficacia do método adoptado
no fraccionamento celular, as proteinas das frac¢des nucleares e citoplasmaticas foram
analisadas por electroforese em géis de SDS-PAGE seguida da técnica de Western Blot, em que
se empregou um anticorpo especifico para uma proteina celular predominantemente
citoplasmdtica, GAPDH.

Como se pode observar na figura 11.4.3.3, utilizando quantidades equivalentes de proteina
total, a proteina GAPDH é detectada predominantemente nas fracgdes citoplasmdticas. Estes
resultados mostram que o método utilizado no fraccionamento celular permite a obtencgao de
fracgoes nucleares quase livres de contaminagdo por proteinas citoplasmaticas, permitindo a

sua utilizacdo em ensaios de qRT-PCR.
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Figura 11.4.3.3. Andlise de extractos nucleares e citoplasmaticos de células Huh7, por Western blot com um
anticorpo anti-GAPDH (Ambion). Células Huh7 foram transfectadas com os vectores pDL481, pDL542,
pDL481ANEE, pDL481ANEES e pDL481AS. Apés fraccionamento celular e isolamento do RNA total, as proteinas
das fracgbes nucleares e citoplasmaticas foram precipitadas e dissolvidas em tampdo de amostra. Quantidades
equivalentes de extractos nucleares (colunas assinaladas com a letra N) e citoplamaticos (colunas assinaladas com a
letra C) foram separados por electroforese em gel de poliacrilamida a 12% e transferidos para uma membrana de
nitrocelulose e incubados com um anticorpo anti-GAPDH. A esquerda encontram-se indicados os pesos

moleculares, em kDa, de uma mistura comercial de proteinas cujas dimensgdes sdo conhecidas.
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Os resultados do qRT-PCR foram analisados segundo o método de quantificagdo relativa AACt,
utilizando-se o gene da $-2-MG como normalizador (Livak and Schmittgen, 2001). Na figura
[1.4.3.4 apresentam-se as rectas de regressdao e as respectivas equagdes utilizadas para
determinar a eficiéncia dos primers usados nas reac¢des de amplificacdo do cDNA do HDV e
da -2-MG.

VARIACAO DE Ct EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE cDNA
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Figura 11.4.3.4. Determinacdo da eficiéncia de amplificagdo (E) nas reac¢des de qPCR. Para cada par de primers
tragou-se uma recta de regressao linear dos valores de Ct obtidos por amplificagdo de cinco diluigdes sucessivas

1:10 do cDNA sintetizado por transcri¢do reversa. O declive (m) das rectas foi utilizado para cdlculo da eficiéncia

dos primers pela férmula E = 10",

Os valores de Ct utilizados na determinagdo da eficiéncia dos primers foram ainda usados para
tracar uma recta de regressao que representa a variagao de Ct (ACt) do gene de interesse em
relacdo ao gene normalizador em funcdo da concentragdo de cDNA. A aplicacdo do método
AACt implica a utilizagdo de primers nas reaccdes de qRT-PCR com eficiéncias superiores a
95% e também um declive inferior a 0.1 para a recta de regressao que representa as variagoes
de Ct do gene de interesse em relagao ao gene normalizador em funcdo da concentragcdo de
cDNA. Neste caso obtiveram-se eficiéncias de 96% para os dois pares de primers utilizados
nas reacgoes de amplificagdo do cDNA do gene da $-2-MG e do ¢cDNA do HDV (Figura

[1.4.3.4) e a inclinacao da recta tem um valor de -0.0092.
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Para analisar o efeito do NEE na distribuicao intracelular do RNA antigenémico do HDV,
determinou-se inicialmente o valor de ACt (Ct gua do Hov — Ct raa do p2-mc) Para todas as fracgdes
nucleares e citoplasmdticas. Na figura 11.4.3.5 apresenta-se um exemplo das curvas de
amplificagdo do cDNA do HDV e do gene normalizador -2-MG obtidas nas reac¢des de PCR

em tempo real.

Rnyvs Cycles Rn vs Cycles

0,001

12 345 68 7 8 01011121214 1618 17 18 1020 21 22 23 24 25 26 27 28 20 30 31 32 33 34 36 36 37 38 0001
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Figura 11.4.3.5. Exemplo das curvas de amplificagdo do cDNA do HDV (A) e do gene normalizador -2-MG (B)
obtidas por PCR em tempo real. Apés fraccionamento celular, as fracgdes nucleares e citoplasmaticas de células
Huh? transfectadas foram utilizadas para extracgdo do RNA total. A quantificagdo do RNA do HDV e do gene
normalizador, a partir do cDNA complementar foi efectuada por qPCR na presenca de SYBR green e os resultados
analisados com o programa GeneAmp 5700 SDS Sequence Detection System (Applied Biosystems). O threshold
corresponde ao ciclo de amplificagdo em que o valor de fluorescéncia emitido pelo SYBR green, proporcional a

quantidade de DNA presente na amostra, intersecta um determinado limiar, neste caso de 0.1.

Ap6s quantificacdo relativa do cDNA do HDV em cada uma das fracgdes celulares, os os
valores de ACt das fracgdes citoplasmaticas foram comparados com os valores de ACt
determinados para as frac¢des nucleares correspondentes, obtendo-se um valor de AACt para
cada um dos vectores testados. Finalmente estes valores, que traduzem a abundancia relativa
de RNA do HDV entre os dois compartimentos celulares, foram comparados com o valor de
AACt do plasmideo pDL481, usado como calibrador dos ensaios. As variagdes na proporgao de
RNA do HDV entre o ntcleo e o citoplasma, produzido a partir dos vectores pDL481ANEE,
pDL481ANEES, pDL481AS e pDL542, em relagdo ao pDL481 sdo expressas pelos valores 2744
(Figura 11.4.3.6).
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DISTRIBUICAO DO RNA DO HDV ENTRE O CITOPLASMA E O NUCLEO
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Figura 11.4.3.6. Distribuicdo nicleo-citoplasmética do RNA do HDV em células Huh? transfectadas com os vectores
pDL542, pDL48TANEE, pDL481ANEES e pDL481Ad. O RNA do virus das fracgdes citoplasmdticas e nucleares (C/N)
foi quantificado por qRT-PCR e os resultados foram analisados pelo método de quantificacao relativa AACt. Os
resultados apresentados correspondem a media de 2 experiéncias independentes. As barras verticais a branco

correspondem ao desvio padrdo.

Os resultados obtidos por gRT-PCR mostram que o elemento de exportacdo nuclear
identificado no antigenoma do HDV altera a distribuicdao nucleo-citoplasmdtica do RNA
antigenémico do HDV. Células Huh7 transfectadas com vectores pDL481ANEE e o
pDL481ANEES, que codificam para moléculas de RNA antigenémico do HDV sem o elemento
de exportacdao nuclear, apresentam uma diminuicio de 60% na proporcao de RNA
antigenémico no citoplasma em relagdao ao ndcleo. Esta reducdo na proporcao de RNA
antigenémico no citoplasma em relagdo ao nucleo, sugere que o NEE, para além de promover
a exportacdo nuclear de mRNAs heter6logos com intrdes, encontra-se envolvido no
mecanismo de exportacdo nuclear do RNA antigenémico do HDV. Consequentemente, o RNA
antigenémico sem NEE é menos eficiente na exportagao nuclear.

Em relacdo a sequéncia predita de emparelhar com o NEE na estrutura de bastonete do RNA
antigenémico do HDV, os resultados obtidos sugerem que esta sequéncia ndo se encontra
directamente envolvida na exportacdio nuclear. A variagio na distribuicdao ndcleo-

citoplasmatica do RNA antigenémico do HDV em células Huh7 transfectadas com o vector
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pDL48TANEES é similar a variagcdo observada para células que expressam antigenomas
mutantes apenas para o elemento de exportagdo. Por outro lado, obtiveram-se evidéncias que
os RNAs antigenémicos sem a sequéncia que forma emparelhamentos intramoleculares com
NEE, sao mais eficientes na exportacao nuclear do que as moléculas de RNA antigenémico do
tipo selvagem. Em relacdao ao vector pDL481, as células transfectadas com o vector pDL481Ad
apresentam uma maior quantidade de RNA antigenémico no citoplasma.

Segundo um estudo anterior (Macnaughton and Lai, 2002), o RNA genémico do HDV é
preferencial e continuamente exportado do nicleo para o citoplasma, logo apds a sintese e
processamento, enquanto que o RNA antigenémico é detectado predominantemente no nicleo
das células. Sendo o RNA gendémico a Unica espécie de RNA do HDV detectada nos virides, a
exportagdo nuclear diferencial dos RNAs do HDV poderia intervir num mecanismo que
contribui para a exclusdo do RNA antigenémico do processo de formagao de particulas virais.
Neste sistema experimental os resultados obtidos por qRT-PCR contestam as evidéncias
anteriores de que os RNAs do HDV apresentam uma distribuicdo ndcleo-citoplasmética
distinta. Nao se registaram diferengas significativas na proporcio de RNA do HDV no
citoplasma em relagdo ao nucleo, em células transfectadas com um vector que codifica
exclusivamente para o RNA genémico do virus (pDL542). A alteragdo média na proporcao de
RNA genémico em células transfectadas com o vector pDL542, em relacdao ao vector pDL481
foi apenas de 0.9 vezes (Flgura 11.4.3.6). Estes resultados mostram que, na auséncia dos HDAgs,
o RNA antigenémico e genémico do HDV sdo exportados do nicleo para o citoplasma em

quantidades semelhantes.

11.4.4 A EXPORTINA CRM1 NAO FORMA COMPLEXOS COM AS RNPsS
DO HDV

Os resultados obtidos com o sistema repdrter pDM138 mostraram que a exportagdo nuclear
mediada pelo elemento de exportacdo identificado no antigenoma do HDV é inibida na
presenca de LMB. A LMB inibe as vias de exportacdo nuclear que utilizam a exportina CRM1
impedindo a formacao de complexos de exportacao entre a CRM1, a GTPase Ran e proteinas
com sinais de exportacdo nucleares ricos em residuos de leucina (Kudo et al., 1999).

Com o objectivo de averiguar o papel da CRM1 na exportacao das RNPs do HDV, analisou-se
a capacidade da CRMT1 formar complexos com as RNPs do virus. Para isso, realizaram-se
ensaios de imunoprecipitagdo com um anticorpo policlonal de cabra especifico para a CRM1

humana (anti-CRMT; Sta Cruz) em extractos totais de células Huh7-D12 fixadas com PFA.
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A linha celular Huh7-D12 apresenta cerca de 40 cépias do cDNA do HDV integradas no seu
genoma e expressa constitutivamente tanto o RNA como os antigénios delta.

A presenca de RNA do HDV na fraccdo imunoprecipitada com o anticorpo anti-CRM1 foi
analisada por RT-PCR com primers especificos para o cDNA do HDV. Em paralelo, como
controlos, realizaram-se ensaios de imunoprecipitagdo com o anticorpo policlonal B3, que
reconhece especificamente os antigénios delta, e com os soros normais inactivados de coelho e

cabra.

soro coelho soro cabra anti-CRM1

M. Huh7-  Sob IP Sob 1P Sob P IP Sob P

D12
I T s e e ) - e

Figura 11.4.4.1. Imunoprecipitacdo das RNPs do HDV seguido de RT-PCR. Células Huh-12 foram fixadas com PFA e
sonicadas. Os lisados celulares foram incubados com soro policlonal de coelho B3, soro normal de coelho e cabra e
anticorpo policlonal de cabra anti-CRM1. O RNA total presente nos lisados de células Huh7-D12 fixadas (Huh7-
D12), nos sobrenadantes (Sob) e nas fracgdes imunoprecipitadas (IP) foi purificado e analisado e por RT-PCR. As
colunas assinaladas com um M correspondem aos marcadores de dimensées de DNA Cene Ruler DNA ladder mix

(Fermentas).

Como se pode observar na figura 11.4.4.1, o RNA do HDV pode ser detectado em lisados de
células Huh7-D12 fixadas com PFA, por transcricao reversa seguida de amplificacao por PCR.
De acordo com o esperado, obtiveram-se resultados semelhantes nas fraccoes de RNA
purificadas do sobrenadante e nas frac¢des imunoprecipitadas de extractos totais de células
Huh7-D12 incubadas com o anticorpo B3 (Figura 11.4.4.1). O facto do RNA do HDV ser
facilmente detectado por amplificagdo do cDNA complementar nas fracgbes
imunoprecipitadas com o anticorpo B3 indica que o método utilizado é adequado para
identificar as proteinas que interagem com o RNA do HDV, uma vez que os HDAgs formam
complexos ribonucleoproteicos com o RNA do virus. Em contraste com o observado com o
anticorpo B3, o soro de coelho inactivado ndo é capaz de precipitar o RNA do HDV. Apesar
de, em alguns ensaios, ser possivel observar uma banda que corresponde ao produto da
amplificacdo do cDNA do HDV nos precipitados pelo soro de coelho inactivado, a quantidade

de DNA é muito inferior a observada com o anticorpo B3.
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Utilizando este tipo de abordagem, obtiveram-se evidéncias que sugerem que a proteina
CRMT, contrastando com os HDAgs, ndo forma complexos com o RNA e/ou RNPs do HDV. A
quantidade, avaliada por RT-PCR, de RNA do HDV presente nos imunoprecipitados de
extractos totais de células Huh7-D12 com o anticorpo anti-CRM1 é semelhante a observada

com os soros inactivados de coelho e cabra.
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Neste capitulo descreveu-se o trabalho desenvolvido com o objectivo de identificar os
elementos cis envolvidos na exportagao nuclear do RNA genémico e antigenémico do HDV.
Um trabalho prévio mostrou que as RNPs do HDV, apesar da sua localizagdo
predominantemente nuclear, sdo exportadas para o citoplasma das células independentemente
da presenca de HBsAg (Tavanez et al., 2002). Foi também demonstrado que nenhum dos
antigénios delta é exportado para o citoplasma na auséncia do RNA do virus, observacao essa
que indica a auséncia de NES na sequéncia de aminoacidos do HDAg. Por outro lado, quando
analisado separadamente dos HDAgs, o RNA do HDV é detectado nos dois compartimentos
celulares, o que indica que os sinais para exportagdo das RNPs do HDV encontram-se na
componente de RNA do virus (Tavanez et al., 2002).

Com o objectivo de identificar as sequéncias de RNA no genoma do HDV envolvidas na
exportagao foram construidos 17 mutantes de delecdo de um plasmideo (pDL542) que codifica
somente para o RNA genémico do virus (Lazinski and Taylor, 1994). Na constru¢cdo dos
mutantes de delecao empregou-se o método, descrito por Henikoff (1984), que utiliza a Exo IlI
para digerir, de modo unidireccional e a taxa constante, moléculas de DNA de cadeia dupla.
Ap6s clonagem dos cDNAs resultantes da digestao com a Exo lll, procurou-se averiguar se os
RNAs sintetizados a partir dos mutantes de delecao apresentam alteracbes no transporte
nicleo-citoplasmatico. Para isso, transfectaram-se células Huh7 com as 17 construgdes,
procedendo-se a andlise da distribuicao intracelular do RNA do HDV por hibridacdo in situ
seguida de microscopia confocal.

Os ensaios de hibridacao in situ em células transfectadas com o vector pDL542 do tipo
selvagem mostraram que o RNA genémico do HDV, na auséncia de HDAgs, pode apresentar
dois padroes de distribuicao intracelular. Verificou-se que, em cerca de 76% das células
transfectadas com o plasmideo pDL542, o RNA do HDV apresenta uma localizagio

exclusivamente nuclear. Por outro lado, nas restantes células (24%), o genoma do HDV exibe
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um padrao de distribuicdo ndcleo-citoplasmatico. Por outro lado, a deteccdo do RNA do HDV,
em células que expressam constitutivamente os dois componentes do virus, mostrou que o
RNA e os HDAgs apresentam uma localizacao exclusivamente nuclear. Estes resultados
confirmam as observagoes feitas anteriormente por Tavanez et al. (2002) em que o RNA do
HDV é exportado do nicleo para o citoplasma, prevendo-se a existéncia de sinais de
exportagdo nuclear na sua sequéncia nucleotidica. No caso do RNA do HDV conter
sequéncias que o destinem a exportacao nuclear, serd natural que os RNAs sem os elementos
cis envolvidos na exportacdo fiquem retidos no nicleo das células. Contudo, a analise da
distribuicdo intracelular dos RNAs codificados pelos mutantes de delecido do plasmideo
pDL542 mostrou que todos os RNAs truncados, sem excepcdo, apresentam o mesmo padrao
de distribuicdo do RNA produzido pelo vector pDL542 do tipo selvagem. A aparente auséncia
de alteragoes na distribuicdo intracelular dos RNAs truncados do HDV sugere que a exportagao
do genoma do HDV é independente da presenca de sequéncias de RNA especificas. Porém,
em relacdo ao RNA do HDV produzido a partir do plasmideo pDL542, verificou-se uma
reducdo de 40 a 50% na percentagem de células com marcagao nucleo-citoplasmatica para as
formas truncadas do RNA do virus, com tamanhos abaixo dos 1300 nucleétidos, sem a
sequéncia compreendida entre os nucledtidos 1211 e 1487. A redugdo na percentagem de
células com marcagdo nucleo-citoplasmatica €, ainda, mais evidente para RNAs de polaridade
genémica do HDV com dimensdes inferiores a 300 nucledtidos, sem a sequéncia
compreendida entre os nucleétidos 476 e 512, sendo nestes casos de 67%. Se por um lado,
estes resultados parecem sugerir que os RNAs virais sem as sequéncias compreendidas entre os
nucledtidos 1211 e 1487, e 467 e 512 sao menos eficientemente exportados para o citoplasma,
por outro lado, podem ser igualmente indicativos de que a eficiéncia da exportacdo nuclear do
RNA genémico do HDV se encontra relacionada com o comprimento dos RNAs virais.

Curiosamente, foram encontradas evidéncias de que a eficiéncia da exportagao nuclear do
mRNA esta relacionada com o comprimento, sendo os mRNAs mais pequenos piores
substratos para a exportacao nuclear (Rodrigues et al., 2001; Erkmann et al., 2005). Masuyama
et al. (2004b), enquanto procuravam identificar os elementos que definem a identidade do
mRNA e os destinam a via de exportagao nuclear mediada pelo complexo TAP/p15, mostraram
que os mMRNAs com cerca de 130 nucleétidos encontram-se preferencialmente associados a
proteina PHAX, factor envolvido na exportagdao nuclear dos UsnRNAs que ocorre através da
exportina CRMT1. Estes resultados mostram que para o mRNA, o comprimento das moléculas
de RNA é um factor determinante na associacdo dos factores de exportacao especificos para

esta classe de RNA.
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Os resultados obtidos para o RNA genémico do HDV parecem indicar que os RNAs com
tamanhos préoximos do RNA viral do tipo selvagem sdao mais eficientes na exportacao nuclear
do que as formas truncadas com dimensdes abaixo dos 1300 nucleétidos, constituindo os
RNAs mutantes com dimensdes inferiores a 300 nucledétidos os piores substratos para a
exportacdo nuclear. Porém, a reducdo na percentagem de células que exibem marcacao
nucleo-citoplasmética para o RNA do HDV poderd nao ser o resultado da incapacidade dos
RNAs mais pequenos serem exportados para o citoplasma, mas da alteragdo da conformacao
das moléculas de RNA. Por outro lado, o RNA pode conter mais do que uma sequéncia ou
elemento estrutural envolvidos na exportacdo nuclear e a delecao de uma das sequéncias
como resultado da digestio do cDNA do HDV com a Exo lll, estar na base dos resultados
obtidos.

Na tentativa de clarificar se a exportacdo do genoma do HDV depende da presenca de
sequéncias de RNA especificas, utilizou-se um sistema reporter originariamente desenvolvido
para o estudo da exportagao nuclear dos mRNAs com introes do HIV-1 (Huang et al., 1991).
Este sistema utiliza o plasmideo pDM138 que codifica para a segunda metade do genoma do
HIV-1. Na regido intrénica do gene que codifica para as proteinas do envelope do HIV-1 foi
inserida uma sequéncia que codifica para a proteina reporter CAT. A expressao da proteina
CAT esta condicionada pela capacidade dos mRNAs com um intrao, produzidos em resultado
da transcricao do plasmideo pDM138, serem exportados para o citoplasma das células. A
exportagdo nuclear de moléculas de MRNA com intrdes depende, por sua vez, da presenca de
sequéncias especificas de RNA capazes de recrutar, directamente ou por intermédio de
adaptadores proteicos, receptores de transporte, tais como a exportina CRM1 ou o complexo
TAP/p15.

No caso do HIV-1, foi identificada uma sequéncia nucleotidica, designada de RRE, que é
essencial para a exportagdo nuclear de todos os transcritos de mRNA com intres sintetizados
durante a replicacao do virus (Cullen, 1998). A presenca deste elemento em cis, a jusante da
sequéncia de cDNA que codifica para a proteina repérter CAT no vector pDM138, é necessdria
para a inducdo da expressao da proteina repérter CAT, em células que produzem em
simultaneo a proteina viral Rev (Hope et al.,, 1990). A proteina Rev reconhece e liga-se
especificamente ao RRE, promovendo a exportacdo nuclear dos mRNAs com a ORF da
proteina CAT na regido intrénica, por um mecanismo que envolve a interaccdo directa da
proteina Rev com a exportina CRM1 associada a GTPase Ran na forma RanGTP (Fornerod et

al., 1997; Cullen, 1998; Askjaer et al., 1998).
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A exportagdo nuclear de mRNAs virais com intrdes nem sempre requer a presenca de
adaptadores proteicos codificados pelo genoma do virus. Os mRNAs com intrdes codificados
pelos retrovirus simples sdo exportados activamente para o citoplasma pela proteina TAP, sem
a intervencdo de proteinas adaptadoras virais. A proteina celular TAP, responsavel pela
exportagao nuclear dos mRNAs celulares, estabelece interaccdo directa com uma sequéncia
denominada de CTE, presente na regido 3’"UTR dos mRNAs com intrdes dos retrovirus simples
(Braun et al., 1999). A sequéncia CTE substitui funcionalmente o RRE e a proteina Rev no
sistema repérter pDM138, promovendo a eficiente exportacdo nuclear dos mRNAs que
possuem a ORF da proteina CAT no intrdo (Tang et al., 1997a; Herold et al., 2000). E de
salientar, que a introducao do elemento CTE no vector pDM138 resulta na exportagao nuclear
dos mRNAs com introes pela via da proteina TAP (Gruter et al., 1998). Na auséncia de
elementos de exportagdo nuclear a jusante da ORF que codifica para a proteina CAT, os
mRNAs sintetizados, em resultado da transcricio do pDM138, sdo processados pelo
spliceossoma e degradados no ntcleo (Popa et al., 2002).

O sistema reporter pDM138 foi utilizado, também, na identificacdo e caracterizagdo de
sequéncias envolvidas na exportagao nuclear de mRNAs virais sem intrdes. Os mRNAs que
codificam para as proteinas de superficie dos virus HBV e WHV possuem um elemento
designado de PRE, que se verificou desempenhar um papel importante na exportacao nuclear
(Huang and Yen, 1995; Donello et al., 1998).

A capacidade de um elemento de RNA promover a exportagao nuclear pode ser facilmente
investigada por quantificacao da actividade enzimdtica ou da concentragdo citoplasmatica da
proteina reporter CAT, em células transitoriamente transfectadas com o plasmideo pDM138.

As sequéncias de cDNA do HDV utilizadas para clonagem no vector pDM138 foram obtidas
por PCR, tendo-se usado o plasmideo pDL542 que codifica para o RNA genémico do virus e os
mutantes de delecdo resultantes da digestdio com a Exo lll, como moldes nas reacgoes de
amplificagdo. Da ligagao das sequéncias de cDNA do HDV com o vector pDM138 foram
obtidas 18 construgoes que codificam para um mRNA quimérico com um segmento do RNA
genémico do HDV inserido no intrdo do vector repérter.

A presenca de sinais de exportacao nuclear no genoma do HDV foi testada por quantificagao
dos niveis de expressdo da proteina reporter CAT por ELISA, apés transfeccdo transitéria de
células Huh7. Os valores médios de expressao da proteina CAT, normalizados em relacdo aos
valores de expressdo da proteina B-galactosidase, foram comparados com os niveis de
expressao da proteina reporter em células transfectadas com os vectores pDM138-PRE(+) e

pDM138-PRE(-). O vector pDM138-PRE(+), utilizado como controlo positivo, contém o cDNA
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do PRE do HBV inserido na orientagao correcta. De acordo com os trabalhos anteriores (Huang
and Yen, 1995; Donello et al., 1998; Popa et al., 2002), verificou-se que o PRE do HBV
orientado correctamente é capaz de induzir um aumento significativo na expressao da proteina
reporter comparativamente com os valores obtidos para o vector pDM138 parental. Por outro
lado, o PRE do HBV na orientagdo inversa, parece ndo ser funcional na exportacao nuclear,
dado que os valores médios de expressao da proteina CAT para as células transfectadas com o
vector pDM138-PRE(-) ndo sao significativamente diferentes dos valores registados para o
vector pDM138 parental.

Neste trabalho, para além da identificacdo de sinais de exportagdao nuclear no genoma do
HDV, pretendeu-se também investigar a eventual presenca de sinais para exportagdo no RNA
antigenémico do virus.

Durante a replicacdo do genoma do HDV sdo produzidas multiplas cépias de um RNA cuja
sequéncia é exactamente complementar ao RNA presente nas particulas virais. A andlise da
distribuicao intracelular do RNA do HDV por Northern blot mostrou que, a quantidade de RNA
antigenémico no citoplasma das células é inferior a observada para o RNA genémico,
sugerindo que o antigenoma do HDV é menos eficiente na exportagdo nuclear (Gudima et al.,
2002). De facto, Macnaughton e Lai (2002), mostraram, utilizando células marcadas com
ortofosfato radioactivo, que o RNA genémico € rapidamente exportado para o citoplasma,
enquanto o RNA antigenémico fica retido no nicleo das células. Porém, em células
transfectadas com um vector que codifica somente para o RNA antigenémico, a distribuicao
intracelular do RNA do virus é semelhante a observada para o RNA genémico, indicando que
0s RNAs do HDV sdao compardveis na exportagao nuclear (Tavanez et al., 2002).

Com o objectivo de investigar a presenca de sinais de exportacdo na sequéncia do RNA
antigenémico do HDV, as sequéncias de cDNA do HDV utilizadas na construcao dos
derivados do vector pDM138 que codificam para o RNA genémico do HDV, foram
introduzidas no vector pDM138 no sentido inverso. Foram obtidas 18 constru¢des que
codificam para um mRNA quimérico com uma regido do RNA antigenémico do HDV
subclonado a jusante da ORF da proteina CAT.

Ap6s transfeccao, os valores médios de expressao da proteina CAT foram quantificados por
ELISA e normalizados em relagdo aos valores de p-Gal. Verificou-se que nenhuma das
sequéncias de RNA do HDV testadas sdo capazes de promover um aumento na expressao da
proteina reporter superior ao observado para o vector pDM138 parental. Na maioria das
sequéncias analisadas, os valores de expressdo da proteina CAT foram muito inferiores aos

obtidos com os vectores pDM138 parental e pDM138-PRE(-), o que indica que o RNA do HDV

125



ESTUDO DO TRAFEGO NUCLEOCITOPLASMATICO DO VIRUS DA HEPATITE DELTA

é incapaz de promover a exportagao nuclear de um mRNA heter6logo com um intrdo na sua
sequéncia.

Estes resultados, podem ser interpretados como auséncia de sinais de exportagdo nuclear nas
sequéncias do RNA genémico e antigenémico do HDV. No entanto, a auséncia de sinais de
exportacdo ndo é suficiente para explicar os valores de expressao da proteina CAT, muito
inferiores aos obtidos com o vector pPDM138 vazio.

As variagbes na eficiéncia da transfeccio, entre ensaios independentes, poderiam ser uma
justificacao plausivel para os valores de expressdo da proteina repérter. Contudo, esta hipdtese
parece pouco provavel, dado que todos os extractos celulares quantificados por ELISA
apresentavam valores de expressdao de p-Gal mensurdveis como resultado da co-transfecgao
com o plasmideo pSV-B-Galactosidase. A presenca da proteina -Gal mostra que as células
foram eficazmente transfectadas e que a auséncia, ou fraca expressao, da proteina CAT pode
resultar de eventuais acontecimentos intracelulares que se seguem a transfeccao, tais como
retencao nuclear dos mRNAs repérter ou a rdpida degradagao logo ap6s a transcricao. O RNA
genémico e antigenémico do HDV possuem um elevado nimero de sequéncias
intramoleculares complementares, o que contribui para a ocorréncia de emparelhamentos
internos, formando uma extensa regido de RNA de cadeia dupla. A presenca deste tipo de
estrutura no interior da sequéncia dos mRNAs produzidos a partir do plasmideo pDM138
poderia reduzir a estabilidade e o tempo de semi-vida dos mRNAs reporter.

Por outro lado, a presenca de dominios com actividade de ribozima e de possiveis elementos
de retengdo nuclear nos RNAs do virus poderdo estar na base dos resultados obtidos. Neste
dltimo caso, os mRNAs retidos no ndcleo acabariam por ser processados pelo spliceossoma e a
ORF da proteina CAT, situada na regido intrénica seria degradada.

O RNA genémico e antigenémico do HDV possuem na sua sequéncia nucleotidica um
dominio com actividade ribozimica que cataliza reac¢oes de autoclivagem do RNA do HDV
em locais especificos. A analise detalhada da sequéncia do plasmideo pDL542 mostrou que o
cDNA do HDV encontra-se flanqueado por duas cépias da sequéncia que codifica para a
ribozima do RNA genémico do HDV. Como resultado, apds transfeccdo com o plasmideo
pDL542, sdao produzidas moléculas de RNA genémico, cujas extremidades, através de dois
acontecimentos de autoclivagem, podem ligar-se formando moléculas circulares (Lazinski and
Taylor, 1994).

Tal como mencionado anteriormente, o plasmideo pDL542 e os 17 mutantes de delecao,
foram usados como moldes nas reac¢des de amplificagdo dos cDNAs do HDV para clonagem

no vector reporter pPDM138. Todos os cDNAs amplificados possuem uma cépia do dominio de
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ribozima na sua sequéncia, exceptuando o cDNA que codifica para a sequéncia completa do
RNA genémico do HDV, que possui duas cépias. Deste modo, os mRNAs produzidos, apds
transfeccdo, com as construcdes derivadas do vector pDM138 possuem pelo menos um
dominio de ribozima inserido no intrdo.

Apesar de falta de evidéncias directas que mostrem que as ribozimas do HDV sdo capazes de
mediar a autoclivagem dos mRNAs codificados pelo plasmideo pDM138, estes RNAs
autocataliticos tém vindo a ser utilizados para clivar in cis sequéncias heter6logas de RNA
(Schurer et al., 2002; Price et al., 2005). Estes dados e os valores de expressao da proteina CAT
em extractos de células Huh7 transfectadas com as construcdes derivadas do vector pDM138
que codificam para o RNA do HDV suportam a hipdtese das ribozimas poderem encontrar-se
activas e mediar a autoclivagem dos mRNAs produzidos. Em resultado das reacgdes de
autoclivagem, acumular-se-iam, no nucleo das células, mRNAs heter6logos sem parte da
sequéncia da extremidade 3’ e a cauda poli(A). A perda da cauda poli(A) estd relacionada com
a diminuicdo da estabilidade das moléculas de RNA, e na redugdo da capacidade dos mRNAs
serem traduzidos em proteinas. Segundo Huang e Carmichael (1996), a poliadenilagao das
extremidades 3" dos MRNAs produzidos a partir do vector pDM128 é condicao necessaria para
a exportagao nuclear. O vector pPDM128 contém a sequéncia que codifica para o RRE do HIV-
1 clonado a jusante da ORF da proteina CAT. A substituicdo do sinal de poliadenilacao do
vector pDM128 por uma sequéncia que codifica para uma ribozima do tipo cabega de martelo
resulta na producdo de mRNAs repérter que ndao sdao poliadenilados, menos estdveis e
defectivos na exportacao nuclear (Huang and Carmichael, 1996).

Em suma, a auséncia ou fraca expressao da proteina reporter nos extractos de células Huh7
transfectadas com os derivados do vector pDM138 pode dever-se provavelmente a alteragoes
na estabilidade dos mRNAs e a incapacidade dos mesmos serem exportados, em resultado da
autoclivagem mediada pela ribozima do HDV.

Numa tentativa de minimizar os eventuais efeitos da presenga das ribozimas na estabilidade
dos mRNAs e na exportagdo nuclear procedeu-se a clonagem de dez sequéncias mais
pequenas do cDNA do HDV no vector pDM138, que cobrem a totalidade do genoma do virus.
Apenas uma das construgdes, o vector pDM138-9S, possui o cDNA que codifica para o
dominio autocatalitico do RNA genémico do HDV. Com estas construgdes pretendeu-se
investigar a capacidade do RNA do HDV promover a exportagao nuclear de moléculas de
mRNA heter6logas com um intrdo, de um modo independente das alteracdes na estabilidade

das moléculas de mRNA induzidas pela auto-clivagem gerada pela ribozima.
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Os resultados da quantificagdo dos niveis de expressao da proteina CAT por ELISA mostraram
que nenhum dos segmentos subgenémicos do RNA do HDV é capaz de induzir um aumento
na expressdo da proteina repérter tdo significativo como o PRE do HBV, orientado
correctamente. Salienta-se contudo, que trés das sequéncias analisadas de polaridade
gendmica, nucledtidos 415 a 613, 760 a 1096 e 1191 a 1414, mostraram alguma actividade na
exportagcdo nuclear, com valores de expressao da proteina CAT compreendidos entre os dos
controlos positivo e negativos.

Note-se que a menor eficiéncia das sequéncias identificadas na exportacao nuclear de mRNAs
heter6logos com um intrdo, ndo significa contudo, que as mesmas ndo estejam envolvidas no
mecanismo de transporte do RNA genémico do HDV do ndcleo para o citoplasma.

Os elementos reguladores pds-transcricionais presentes no genoma dos virus HBV e WHYV sao
um exemplo de dois sinais de exportagdo nuclear com elevado grau de homologia,
funcionalmente equivalentes que diferem na capacidade de indugdo da expressao da proteina
reporter CAT. Depois de terem confirmado que o WPRE é capaz de substituir funcionalmente o
PRE do HBV na expressao das proteinas de superficie do HBV, Donello et al. (1998)
investigaram o papel do WPRE na exportacao nuclear. Foi demonstrado que, tal como o PRE
do HBV, o WPRE é capaz de promover a exportacao nuclear de mRNAs heter6logos com um
intrdo. Porém, neste e em comparagao com o PRE do HBV, o aumento na expressdo da
proteina CAT é cerca de 120% (Donello et al., 1998; Popa et al., 2002).

A diferenga nos valores de expressao da proteina CAT para células transfectadas com um sinal
de exportagdo nuclear funcional, em relagdo ao vector parental pode variar consoante as
metodologias empregues na quantificacao da proteina reporter.

No presente estudo, registou-se um aumento de duas vezes nos valores de expressdao da
proteina CAT para o PRE do HBV, orientado correctamente, em relacdo ao vector pDM138
parental e ao vector pDM138 com o PRE do HBV orientado no sentido inverso. Esta variacao,
embora constante, é cerca de quatro vezes inferior ao reportado com métodos que em vez da
concentragdo quantificam a actividade enzimdtica da proteina repérter (Huang and Liang,
1993; Huang and Yen, 1995). Salvo a possibilidade de ocorréncia de mutagdes na sequéncia
do PRE do HBV que interfiram com a sua fungdo na exportagdo, muito provavelmente os
métodos de quantificagdo baseados na actividade enzimatica da proteina CAT parecem ser
mais sensiveis na discriminagdo de sequéncias envolvidas na exportacdo daquelas que nao
participam neste processo.

Em conclusdo, foram identificadas trés sequéncias de RNA no genoma do HDV capazes de

induzir um aumento nos niveis da proteina CAT em relagdo ao vector pDM138 sem nenhum
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elemento de exportacdo funcional. Porém, dado que o aumento observado é inferior ao do
controlo positivo e devido a diferenca nos valores de expressdo da proteina CAT, entre os
controlos, ser reduzida, permanece incerto, se a exportagao nuclear do RNA genémico do
HDV depende da presenca de sequéncias de RNA especificas. Os valores de expressao da
proteina repoérter situados entre os controlos positivo e negativo registados para trés das
sequéncias de RNA genémico do HDV analisadas, poderd indicar que a eficiéncia da
exportagdo nuclear do RNA genémico do virus depende do ndmero de sinais de exportacao
presentes na sua sequéncia. Neste caso, as trés sequéncias em simultaneo poderiam induzir um
aumento da expressao da proteina CAT semelhante ao PRE do HBV.

Destes ensaios foi ainda possivel confirmar que existe uma correlagdo entre a presenga da
ribozima do HDV e a auséncia ou reduzida expressao da proteina CAT, concluindo-se que a
actividade ribozimica do RNA do HDV é em parte responsavel pelos valores de expressao da
proteina reporter abaixo dos registados para o vector pDM138 parental.

Contrastando com os resultados obtidos para o RNA genémico, o RNA antigenémico parece
possuir inequivocamente um sinal para exportacdo nuclear, funcional no sistema reporter
pDM138.

A sequéncia de RNA identificada, situada entre os ribonucleétidos 1263 a 1466 das moléculas
de RNA de polaridade antigenémica do HDV, mostrou-se tao eficaz quanto o PRE do HBV na
inducdo da expressao da proteina CAT.

O elemento cis encontrado no antigenoma do HDV, tal como o PRE do HBV s6 € funcional na
exportagdo nuclear se estiver orientado correctamente. A insercao do cDNA do HDV que
codifica para a sequéncia 1263 a 1466 do RNA antigenomico do virus no sentido inverso, no
vector pDM138 resulta em valores de expressao da proteina repérter inferiores aos dos
controlos negativos.

Para além desta sequéncia, foi identificada uma segunda regido no RNA antigenémico para a
qual se registaram valores de expressdao da proteina CAT superiores aos controlos negativos.
Porém, e a semelhancga das sequéncias de RNA genémico, o efeito na exportagdo nuclear é
menos evidente do que o observado para a sequéncia 1263 a 1466 do antigenoma do HDV e
para o PRE do HBV.

A regido identificada, localizada entre os nucleétidos 176 a 380 do RNA antigenémico do
HDV, sobrepde-se com a extremidade 5" da ORF que codifica para os HDAg. Apesar da ORF
que codifica para os HDAgs estar contida na sequéncia do RNA antigenémico do HDV, estes

RNAs ndo sdo utilizados na tradugao das proteinas virais (Lo et al., 1998). Durante a replicagao
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do HDV sao sintetizadas moléculas de mRNA poliadeniladas com cerca de 800 nucleétidos
que servem de molde para a producao dos antigénios delta.

A sobreposicao de um hipotético sinal de exportacdo com a extremidade 5’ da sequéncia que
codifica para os antigénios delta permite especular sobre a possivel presenca nos mRNAs do
HDV de um elemento cis com func¢do na exportagao nuclear.

A presenca de sinais de exportagdao nas regides codificantes de transcritos de mRNA foi
demonstrada, tanto para mRNAs celulares como virais. No caso particular dos mRNAs
celulares que codificam para proteinas que sdo secretadas, verificou-se que a sequéncia que
codifica para péptido sinal responsavel pelo transporte destas proteinas através do reticulo
endoplasmatico, facilita in cis a exportagdao nuclear de um mRNA repdérter, sem introes que
normalmente fica retido no nicleo (Palazzo et al., 2007). Um outro exemplo da presenga de
sinais de exportagdo nuclear na regido codificante dos mRNAs foi reportada por Huang e
Carmichael (1997). Os autores demonstraram que a exportagdo nuclear dos mRNAs sem
introes, que codificam para a histona H2a, é mediada por um sinal presente na regidao
codificante.

Dado que os mRNAs virais sintetizados durante a replicagdo do HDV nao possuem sequéncias
intrénicas, seria interessante, no futuro, averiguar se a sequéncia identificada na extremidade 5’
da ORF dos HDAgs desempenha algum papel na exportacao nuclear dos mRNAs codificados
pelo virus.

Em conclusdo, utilizando o sistema repérter pDM138 foram identificadas cinco sequéncias no
RNA do HDV, das quais trés sao de polaridade genémica e duas de polaridade antigenémica,
capazes de induzir um aumento na expressao da proteina CAT em relacdo ao vector parental,
sem sinais de exportagdo nuclear. Destas cinco sequéncias, a julgar pelos valores de expressao
normalizados da proteina CAT, apenas uma, localizada entre os nucleétidos 1263 e 1466 do
RNA antigenémico do HDV, parece exercer um papel equivalente ao PRE do HBV na
exportagdo nuclear. Esta hipdtese foi confirmada por deteccdo do mRNA sintetizado em
resultado da transcricdo do vector pDM138, nas fracgoes citoplasmaticas e totais de células
que expressam o PRE do HBV e a sequéncia de 1263 a 1466 do RNA antigenémico do HDV.
Recorde-se que a acumulagdo citoplasmética dos transcritos de mRNA codificados pelo
pDM138 requer a presenca de um sinal de exportacdo. Na auséncia deles, a maioria desta
populacdo de mRNAs é processada pelo spliceossoma e a sequéncia intrénica que contém a
ORF da proteina CAT acaba por ser degradada.

Em conformidade com os resultados obtidos por ELISA, que sustentam a hipdtese da sequéncia

compreendida de 1263 a 1466 do RNA antigenémico do HDV conter um sinal de exportacao,
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mostrou-se que o aumento na expressao da proteina CAT resulta da acumulagao citoplasmatica
de mRNAs heterol6gos com a ORF da proteina repérter no intrdo. De facto, observou-se que a
proporcao de mRNAs heter6logos com um intrdo codificados pelo pDM138 no citoplasma em
relacdo a fraccao de mRNA total para células que expressam a sequéncia de 1263 a 1466 do
RNA antigenémico do HDV é muito semelhante a detectada para o PRE do HBV. Nas mesmas
condigdes experimentais, ndo foi possivel detectar mMRNA com a ORF da proteina CAT em
células transfectadas com o vector pDM138-A9S que contém o cDNA da ribozima do RNA
genémico do HDV. E possivel, assim concluir que, a auséncia de expressio da proteina CAT
nestas células resulta da auséncia de sinais de exportagao na sequéncia de RNA do virus
analisada e da instabilidade dos mRNAs produzidos, induzida pela autoclivagem catalizada
pela ribozima do HDV.

Os valores de expressao da proteina repérter comparaveis aos observados com o PRE do HBV
e a deteccao de mRNA com a ORF da proteina CAT no intrdo, no citoplasma das células, sdao
evidéncias claras de que a sequéncia compreendida de 1263 a 1466 do RNA antigenémico do
HDV possui um sinal de exportacdo nuclear.

Com o objectivo de analisar mais detalhadamente a sequéncia de polaridade antigenémica do
RNA do HDV necessdria para garantir a exportagao nuclear, analisou-se o efeito da digestao
crescente das extremidades 5’ e 3’ da sequéncia de 1263 a 1466 do RNA antigenémico do
HDV na exportagdo dos mRNAs heter6logos com um intrdo codificados pelo vector pDM138.
Foram clonadas oito versdes mais pequenas do sinal de exportagdo nuclear do antigenoma do
HDV no vector pDM138 e a sua actividade na exportagdao foi avaliada por ELISA. Destes
ensaios foi possivel concluir que os 30 nucledtidos mais proximos da extremidade 3’ sao
dispensaveis para a actividade do motivo identificado na exportagao nuclear. Porém, delecées
para além dos 30 nucleétidos terminais da extremidade 3’ resultam na perda de funcdo do
sinal de exportacao nuclear. Em relacdo a extremidade 5’, verificou-se que a actividade do
motivo de exportagdao é menos sensivel a delegoes nesta extremidade da sequéncia, do que na
oposta. Registaram-se valores de expressdao da proteina CAT superiores ao dos controlos
negativos, mesmo apds, remogao de 95 nucledtidos da extremidade 5’ do sinal de exportagao.
Contudo, comparativamente com o PRE do HBV e com a sequéncia de 1263 a 1466 do
antigenoma do HDV, estas formas truncadas sao menos eficazes a promover a exportacao
nuclear dos mRNA heter6logos com um intrao.

De acordo com uma simulagdo baseada em ferramentas informdticas, a sequéncia do RNA
antigenémico do HDV, identificada como sinal de exportacdo nuclear, apresenta uma

conformagdo complexa. A estrutura secunddria calculada prevé que os ribonucleétidos da
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sequéncia de 1263 a 1466 do RNA antigenémico do HDV estabelecam muitos
emparelhamentos intramoleculares formando uma estrutura de RNA de cadeia dupla que
bifurca numa das extremidades, interrompida nalguns locais por ansas de tamanho varidvel. Se
procurarmos estabelecer uma relacdo entre a estrutura secunddria prevista para o sinal de
exportacdo e a sua actividade, podemos dizer que, o segmento de RNA de cadeia dupla que
termina em duas mini-hélices pode ser necessdrio para a fungao do elemento identificado na
exportagdo nuclear.

Porém, segundo as previsoes feitas para a estrutura secundaria do RNA antigenémico do HDV,
o sinal de exportagdo nuclear localiza-se na regido central de cadeia dupla do antigenoma,
para a qual ndo se prevéem bifurcagdes da molécula de RNA.

As diferengas sugeridas pelas ferramentas computacionais para a estrutura secundaria do sinal
de exportacdo nuclear consoante a analise é feita com a sequéncia de 1263 a 1466 do RNA
antigenémico do HDV ou com o antigenoma completo, dificultam a antevisdo do possivel
papel que o motivo identificado possa ter na exportagdo nuclear do RNA antigenémico do
HDV.

A analise funcional do sinal de exportacdo, identificado com o sistema repérter pDM138, no
transporte para o citoplasma do RNA antigenémico do HDV, foi efectuada por comparagao da
distribuicao intracelular do RNA do tipo selvagem com moléculas de RNA antigenémico sem o
sinal de exportacao.

Para expressao do RNA antigenémico do HDV, na auséncia dos restantes componentes do
virus, utilizou-se o plasmideo pDL481 e mais trés constru¢des derivadas deste, que codificam
para mutantes do RNA antigenémico do HDV sem o sinal de exportagdo, sem o sinal de
exportacdo e sem a sequéncia prevista de formar emparelhamentos intramoleculares com o
sinal de exportagdo, ou apenas, sem a sequéncia predita de emparelhar com o sinal de
exportagdo. Os dois Ultimos vectores foram construidos para garantir que as possiveis
alteracoes na distribuicdo intracelular do RNA antigenémico sdo causadas pela auséncia do
sinal de exportagao e que ndo resultam de alteragdes da estrutura secundaria das moléculas de
RNA.

Para além destas construgdes, utilizou-se também, o vector pDL542 que codifica
exclusivamente para o RNA genémico do virus (Lazinski and Taylor, 1994). Deste modo, para
além de se avaliar o efeito do sinal de exportacdo na distribuicdo intracelular do RNA
antigenémico do HDV, pretendeu-se averiguar se existem diferencas na exportacao nuclear

entre o RNA genémico e antigenémico do HDV.
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As alteragdes na distribuicdo intracelular dos RNAs do HDV foram aferidas por quantificacao
relativa do RNA viral, presente nas fracgoes nucleares e citoplasmaticas, pela técnica PCR em
tempo real.

Os resultados obtidos mostraram que o sinal de exportagdo, funcional no sistema reporter
pDM138, altera a distribuicdo intracelular do RNA antigenémico do HDV. Em comparacao
com o RNA antigenémico do tipo selvagem registou-se uma redugao de cerca de 60% na
proporcao de RNA no citoplasma em relacdo ao nicleo nas células transfectadas com os
vectores que codificam para moléculas de RNA antigenémico sem o sinal de exportagao
nuclear.

Por outro lado, a sequéncia predita de estabelecer emparelhamentos intramoleculares com o
sinal de exportagdo parece nao ter um papel directo na distribuicdo nucleo-citoplasmética do
RNA antigenémico do HDV. A delecdo simultanea desta sequéncia e do sinal de exportacao
produz um efeito semelhante a remogdo apenas do sinal de exportagao na distribuicdo
intracelular do RNA antigenémico.

Estes resultados mostram que a sequéncia de 1263 a 1466 do RNA antigenémico do HDV,
para além, de promover a exportagao nuclear de mRNAs heterélogos com um intrdo, encontra-
se envolvida no mecanismo de exportagao do RNA antigenémico do virus.

Curiosamente, quando se analisou o efeito da sequéncia predita de emparelhar com sinal de
exportagao na distribuicdo intracelular do RNA antigenémico, verificou-se que a sua delecao
causa um aumento na propor¢cao de RNA no citoplasma em relagdo ao ndcleo. A delecao da
sequéncia predita de emparelhar com o sinal de exportagao pode induzir uma alteracdo na
conformagao local das moléculas de RNA antigenémico do HDV, que por sua vez facilitard o
acesso dos receptores de transporte as sequéncias de RNA que destinam o RNA antigenémico
a exportagdo. Esta interpretagdo é meramente especulativa dado que se desconhece a
conformagdo exacta assumida pelas moléculas de RNA antigenémico do HDV durante o
processo de exportacdo nuclear. Existem, contudo, evidéncias de que os RNAs do HDV podem
assumir conformacdes diferentes da estrutura de bastonete. A conformacdo mais provavel para
o RNA antigenémico do HDV do genétipo 1ll, a semelhanga dos RNAs do virus do genétipo |,
é a estrutura de bastonete. Esta estrutura, porém, ndo é compativel com os requisitos estruturais
necessdrios para a reaccao de deaminacdo da adenosina do codado stop (UAG) da ORF do
SHADg em inosina (UIG) (Linnstaedt et al., 2006). Esta modificagdo pos-transcricional,
designada de editing do RNA, é essencial para a sintese do HDAg grande do HDV, necessério
para o empacotamento e montagem dos virides. Foi demonstrado, que as moléculas de RNA

antigenémico do HDV do genétipo Il tém que sofrer um rearranjo na sua estrutura, perto do
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local de editing, que envolve a formacdo de dois hairpins, para que a ADART catalize a
reacgdo de conversdao da adenosina do codao stop UAG numa inosina (Linnstaedt et al., 2006).
Para além disso, nem todas as moléculas de RNA do HDV estdo covalentemente fechadas,
sendo frequente a detecgao de moléculas na forma linear em células que replicam o genoma
do virus.

Outra conclusdo importante, a retirar dos resultados obtidos por qRT-PCR é a de que, no
sistema experimental utilizado, o RNA antigenémico apresenta uma distribuicdo nucleo-
citoplasmdtica muito semelhante ao RNA genémico. Nao se observaram diferengas
significativas nas proporcoes de RNA genémico e antigenémico do HDV no citoplasma, em
relagdo ao nicleo das células transfectadas com vectores que codificam exclusivamente uma
das espécies de RNA do virus. Estes resultados mostram que o RNA genémico e antigenémico
do HDV, na auséncia de replicagcdo do genoma do virus, sdo exportados com igual eficiéncia
do ndcleo para o citoplasma das células.

A observacao de que as moléculas de RNA antigenémico do HDV sdo exportadas em
quantidades semelhantes ao RNA genémico ndo suporta o modelo explicativo proposto por
Macnaughton e Lai (2002), para a exclusaio do RNA antigenémico das particulas virais.
Segundo estes autores, o RNA gendémico, apds sintese no ntcleo, é rapidamente exportado
para o citoplasma das células, observando-se quantidades aproximadas de RNA nas fracgoes
nucleares e citoplasmaticas. Ja, a maioria das moléculas de RNA antigenémico apresenta uma
distribuicdo exclusivamente nuclear. Como resultado da exportacao diferencial dos RNAs do
HDV, apenas o RNA genémico com localizagao citoplasmatica seria incorporado na particulas
virais em formacao. Este modelo é apoiado pela evidéncia de que o RNA genémico é a Unica
espécie de RNA presente nos virides do HDV.

No entanto, face a presenca de um sinal de exportacdo na sequéncia do RNA antigenémico
parece pouco provavel que este seja excluido das vias de exportacao nuclear. Alids, a presenga
de RNA antigenémico nas particulas semelhantes a virus secretadas por células que expressam
moléculas de RNA antigenémico, L-HDAg e HBsAgs, parece confirmar que o antigenoma do
HDV possui propriedades intrinsecas que sdao reconhecidas pela maquinaria celular
responsavel pela exportagdo nuclear (Lazinski and Taylor, 1994).

Uma hipotese alternativa para explicar a exportacao preferencial das moléculas de RNA
gendémico do HDV seria a existéncia de competicdao entre os RNAs do virus por receptores de
transporte comuns. Como o RNA gendémico é cerca de 20 vezes mais abundante do que o seu
complementar, a ligacdo do RNA antigenémico com o receptor de transporte especifico para o

RNA do HDV seria diminuida, na mesma proporcao. Porém, esta hipétese apenas seria valida
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no caso dos RNAs do HDV utilizarem a mesma via de exportagdo nuclear. Até a data
desconhece-se se os RNAs do HDV utilizam a mesma ou, em alternativa, vias de exportagao
diferentes.

Ha ainda a considerar, a hipétese dos RNAs do HDV, durante a replicacao, poderem associar-
se a complexos proteicos diferentes que, por sua vez, poderdo influenciar a interaccdo dos
RNAs com os receptores de transporte. A ideia da replicagdo do RNA do HDV poder ser levada
a cabo por duas RNA polimerases celulares distintas explicaria a deposicdo de proteinas
diferentes com as cadeias nascentes de RNA genémico e antigenémico do HDV. Porém, o
significado biol6gico da descoberta de que o RNA antigenémico possui um sinal de exportagao
e que na auséncia da replicacao do genoma do virus estes RNAs sao exportados com a mesma
eficiéncia do que os RNAs gendmicos, permanece por averiguar.

A observacdo de que a proporcao de RNA antigenémico do HDV, no citoplasma, em relacao
ao nicleo, é reduzida em 60% na auséncia do sinal de exportacao, sugere que as moléculas de
RNA antigenémico do HDV, tal como foi descrito para os mRNAs com intrdes codificados pelo
genoma dos retrovirus simples e para os mRNAs desprovidos de sequéncias intronicas dos virus
HBV e WHYV, sdao exportadas por meio de um mecanismo independente da presenca das
proteinas codificadas pelo virus. Este indicio é ainda reforcado pelo facto do RNA
antigenémico apresentar uma distribuicdo intracelular comparavel com a do RNA genémico,
para o qual foi demonstrada a localizagdo no citoplasma na auséncia dos antigénios delta
(Tavanez et al., 2002).

Estas conclusdes contrastam, contudo com as hipéteses de Wang et al. (2005) que sugerem a
participagdo do L-HDAg na exportagao do RNA genémico do HDV. Um trabalho prévio havia
sugerido a presenca de um NES entre os aminodcidos 198 a 210 do L-HDAg (Lee et al., 2001).
Através das técnicas dois hibrido em levedura e de imunoprecipitagao foi demonstrado que o
L-HDAg estabelece interaccao com a proteina NESI, e que a ligacdo entre as proteinas depende
da presenga do NES (Wang et al., 2005). Estes resultados incentivaram os autores a investigar o
papel desta proteina na exportagao nuclear do L-HDAg e do RNA genémico do HDV e na
formagao de particulas virais. Foi observado que a reducdo da expressao da proteina NESI, por
RNAI, causa uma inibigdo total do empacotamento do RNA genémico e uma reducao de 60%
do L-HDAg nas particulas virais. A auséncia de RNA viral nas particulas virais foi relacionada
com a diminui¢do acentuada da quantidade de RNA genémico no citoplasma das células
tratadas com siRNAs dirigidos para o mRNA da proteina NESI (Wang et al., 2005).

No mesmo ano em que Lee et al. reportaram que o NES do L-HDAg é capaz de promover a

exportacdo nuclear de uma proteina repérter, Lischka et al. (2001), utilizando ensaios de
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heterocariontes, obtiveram resultados que indicam que o L-HDAg ndo possui sinais de
exportagdo. Conclusdes idénticas foram obtidas apds andlise da distribuicao intracelular dos
antigénios delta, em heterocariontes, na auséncia ou presenca do RNA do HDV (Tavanez et al.,
2002).

Neste trabalho foram obtidos resultados que sugerem o envolvimento da exportina CRM1 na
exportagdo nuclear do RNA antigenémico do HDV. A CRM1, tal como todas as exportinas
pertencentes a familia das carioferinas-p, estabelece interaccao com os substratos apenas na
presenca da GTPase Ran na forma RanGTP. A CRMT1 é responsavel pela exportacdo de quase
todas as proteinas que apresentam um NES rico em residuos de leucina e de duas classes de
RNAs celulares ndo codificantes, os RNAs ribossomais e os UnRNAs (Fornerod et al., 1997).
Para além disso, é ainda responsavel pela exportacdo de alguns mRNAs virais e celulares.

A importancia da exportina CRM1 na exportacao nuclear de uma proteina ou RNA pode ser
facilmente estudada através da andlise do efeito da LMB na distribuicao intracelular da proteina
ou RNA em estudo. A LMB é um antibiético, produzido por Streptomyces spp, que por ligacao
covalente a um residuo de cisteina da regido central da exportina CRM1, reduz, de um modo
dependente da concentracao, a ligacao da exportina CRM1 aos NES (Kudo et al., 1999).

O envolvimento da exportina CRM1 na exportagao nuclear do RNA antigenémico do HDV foi
analisado recorrendo ao sistema repérter pDM138. O efeito da LMB na exportacdo nuclear
mediada pelo sinal de exportagdo do RNA antigenémico foi comparado com o PRE do HBV
que é insensivel a LMB, funcionando como controlo negativo.

Os resultados obtidos confirmaram, de acordo com o esperado, que a actividade do PRE do
HBV nao € inibida na presenca de LMB, verificando-se mesmo um aumento nos niveis médios
de expressao da proteina CAT na presenca de LMB. O aumento registado na expressdao da
proteina CAT na presenca de LMB podera resultar da diminuicdo da competicdo entre
receptores de transporte distintos pela ligacdao a locais comuns do NPC, nomeadamente os
dominios FG das nucleoporinas. Sendo a exportina CRM1 responsavel pela exportagao de
inGmeros substratos, a sua inibicdo pela LMB, poderia facilitar o transporte através do NPC
mediado por receptores de transporte diferentes.

Contrariamente aos resultados obtidos com o PRE do HBYV, verificou-se que a actividade do
sinal de exportacdo do RNA antigenémico do HDV ¢€ inibida na presenca de LMB. Com efeito,
registou-se uma redugdo de 50% nos valores de expressio médios da proteina CAT,
compardveis com os obtidos com o vector pDM138 parental. A observacdo de que a
actividade do sinal de exportacdo do RNA antigenémico do HDV é drasticamente inibida pela

LMB sugere o envolvimento da exportina CRM1 no transporte do RNA do virus do ntcleo para
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o citoplasma. Como a exportina CRM1 nao forma complexos de exportacdo directamente com
0os RNAs, mas através da ligacao de proteinas adaptadoras contendo um NES, a exportacao do
RNA antigenémico do HDV pela via da exportina CRM1 implica a participagao de proteinas
celulares capazes de fazer a ligagdo do RNA viral com a CRM1.

Note-se contudo, que ndo foi possivel comprovar a interaccdo da exportina CRM1 com as
RNPs do HDV. A auséncia de RNA do HDV dos imunoprecipitados de células Huh7-D12 com
um anticorpo anti-CRM1 ndo significa necessariamente que a exportina CRM1 nao forme
complexos de exportagdo com os RNAs do HDV. Tal como foi descrito para o sinal de
exportagdo do RNA antigenémico, o RNA ribossomal e os mRNAs que codificam para a
proteina TRA2 em C. elegans ficam retidos no nicleo das células na presenca de LMB (Thomas
and Kutay, 2003; Trotta et al., 2003; Kuersten et al., 2004). No caso das subunidades
ribossémicas de 60S foi identificada uma proteina, a NMD3, que possui dois NES na sua
sequéncia de aminodcidos, necessdrios para a exportagao nuclear (Thomas and Kutay, 2003;
Trotta et al., 2003). Analogamente, o mRNA TRA2 encontra-se associado com o factor de
transcricdo TRAT1, para o qual as ferramentas informdticas indicam a presenca de dois NES
(Kuersten et al., 2004). Apesar destas proteinas possuirem as propriedades necessdrias para
mediarem a interaccdo entre os respectivos substratos e a exportina CRM1, até hoje, em
eucariotas superiores nao foi possivel reconstituir in vitro a formacdo de complexos de
exportacao entre as subunidades ribossomais de 60S contendo a proteina NMD3, e a exportina
CRMT1 na presenca de RanGTP, nem comprovar a interaccdo do factor de transcricio TRAT
com a exportina CRM1 (Trotta et al., 2003; Kuersten et al., 2004). Diversos factores podem
contribuir, isolada ou conjuntamente, para a incapacidade de isolar complexos de exportacao
nuclear associados a exportina CRM1. As interaccdes formadas entre os varios componentes de
um complexo de exportacdo sdo transitorias e no caso da exportina CRM1 sdo regra geral de
baixa afinidade (Engelsma et al., 2004). Para além disso, as préprias condigdes experimentais,
nomeadamente, os tampdes usados na lise celular que contém diversos detergentes e sais

podem destabilizar os complexos de exportagdo e a dissociagao da exportina CRMT.

Em conclusao, o trabalho descrito neste capitulo permitiu identificar uma regido no
antigenoma do HDV, compreendida entre os nucleétidos 1263 e 1466, capaz de promover a
exportacdo nuclear de mRNAs heterélogos com um intrdao produzidos a partir do vector
reporter pPDM138.

Nos eucariotas superiores, a associacdo de factores de exportacdo com as moléculas de

mRNAs é um processo intimamente ligado com os processos de maturagao do mRNA. Diversas
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evidéncias tém mostrado a interaccdo de proteinas directamente envolvidas na exportagdo do
mRNA com os componentes do spliceossoma, indicando que o splicing contribui para o
recrutamento dos receptores de transporte do mRNA. A interac¢ao dos receptores de transporte
do mRNA com os componentes do spliceossoma sugere, ainda, que o splicing participa nos
mecanismos de controlo utilizados pelas células para regular o fluxo da informagao genética
do nicleo para o citoplasma, local de sintese proteica. Assim, os mRNAs que ndo completam
correctamente as etapas de processamento, nomeadamente a remogdo das sequéncias
intrénicas, sdo menos eficientes no recrutamento dos factores necessdrios para a exportacao,
ficando retidos no nicleo das células. Por outro lado, os retrovirus simples e complexos
requerem a constante exportacao nuclear de genomas virais e de mRNAs contendo intrdes para
completarem o seu ciclo de replicacdo nas células infectadas. A exportagdo nuclear destes
RNAs depende da presenca de sinais de exportagao nuclear na sua sequéncia nucleotidica
capazes de recrutar os receptores de transporte, directa ou por intermédio de proteinas
codificadas pelos virus. Note-se que a presenca de elementos cis de exportagdao nuclear ndo é
exclusiva dos mRNAs virais contendo intrdes. Foram igualmente identificadas sequéncias que
facilitam a exportacdo nuclear em mRNAs virais e celulares desprovidos de intrdes. A
actividade da maioria destas sequéncias na exportagdao nuclear foi avaliada utilizando a
abordagem experimental descrita neste trabalho.

A descoberta de um elemento cis no RNA antigenémico do HDV capaz de promover a
exportagdo nuclear de mRNAs heterélogos com um intrdo pode sugerir que o antigenoma do
virus é capaz de se ligar a proteinas celulares que participam no transporte nuclear. Esta
hipétese é sustentada pelos resultados obtidos nos ensaios de exportagdo em que se utilizou
leptomicina B, inibidor especifico da exportina CRMT.

Neste trabalho, foi ainda demonstrado por quantificacdo relativa do RNA viral nas fracgoes
nucleares e citoplasmdticas, que na auséncia de replicacdo do genoma do HDV e sintese dos
HDAgs, os RNAs genémico e antigenémico sdo exportados para o citoplasma em quantidades
comparaveis. No caso particular do RNA antigenémico, verificou-se que a distribuicao
intracelular é alterada para os RNAs virais sem o sinal de exportacdo identificado. Estes
resultados, para além de mostrarem que a sequéncia identificada no RNA do HDV participa na
exportacdo nuclear dos antigenomas do virus, sugerem uma funcdo bioldgica associada a
localizagao citoplasmatica do RNA antigenémico do HDV. Seria, portanto, interessante avaliar

o efeito da remocao do sinal de exportagdao do antigenoma do HDV na replicagao do virus.
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IMPORTACAO NUCLEAR DO HDAg
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111.1.1 IMPORTACAO NUCLEAR DE PROTEINAS

A presenca do invélucro nuclear impde uma barreira fisica a (livre) passagem de moléculas
entre 0 nlcleo e o citoplasma das células eucariotas, constituindo os complexos do poro
nuclear (NPC) as Unicas vias de transito entre os dois compartimentos celulares. Cerca de 30%
das proteinas que formam os NPCs apresentam um dominio constituido por miltiplas
repeticoes de motivos ricos em residuos de fenilalanina e glicina (FG) (Cronshaw et al., 2002).
Os modelos propostos para o transporte bidireccional através do NPC sugerem que as
nucleoporinas ricas em motivos FG desempenham um papel importante na permeabilidade
selectiva do NPC, ndo oferecendo resisténcia a passagem de proteinas com massa molecular
abaixo dos 40 kDa. Por outro lado, as proteinas com dimensdes superiores sdo transportadas
activamente através do NPC por proteinas que se caracterizam pela capacidade de interagir,
em simultaneo, com sinais especificos presentes nos substratos a transportar e com os motivos
FG das nucleoporinas residentes no NPC (Fahrenkrog and Aebi, 2003).

A importacao nuclear de proteinas é efectuada por proteinas da familia das carioferinas-f. Nos
eucariotas superiores foram identificadas mais de 20 carioferinas-p diferentes, das quais 10
participam na importagdo nuclear, designando-se estas proteinas de importinas
(Mosammaparast and Pemberton, 2004). As interacgdes entre as carioferinas-f e os substratos,
bem como a direccionalidade do transporte nuclear, sdo reguladas pela GTPase Ran (Chook
and Blobel, 2001). As duas formas da proteina Ran, ligada a GTP ou a GDP, distribuem-se
assimetricamente entre o ndcleo e o citoplasma das células, encontrando-se a Ran ligada a
GTP (RanGTP) predominantemente no nicleo e a RanGDP no citoplasma (Kalab and Heald,
2008). As importinas ligam-se aos substratos no citoplasma, local onde a concentracao de
RanGDP é alta. O complexo de importacdo é dissociado no nucleo, apés interaccdo da
importina com a proteina RanGTP. A associacdo das importinas aos substratos depende da
presenca de sequéncias peptidicas especificas denominadas de sinais de localizagdo nuclear

(NLS) nas proteinas a transportar.
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111.1.2 SINAIS DE LOCALIZACAO NUCLEAR

A primeira evidéncia do transporte nuclear de proteinas ser mediado por sinais peptidicos
especificos, proveio da observagao de que a hidrélise proteolitica dos aminoacidos C-terminais
da nucleoplasmina, uma proteina nuclear muito abundante nos oécitos de Xenopus, impede a
sua migracdo para nucleos (Dingwall et al., 1982). Contudo, verificou-se que os péptidos
formados pelos 50 aminoacidos C-terminais da nucleoplasmina, eram capazes de atravessar os
poros nucleares, acumulando-se nos ndcleos dos odcitos de Xenopus laevis (Dingwall et al.,
1982). Estes resultados sugeriram que a importagdo nuclear de proteinas é um processo
selectivo que, no caso da nucleoplasmina, depende da presenca de um péptido sinal que se
encontra na extremidade carboxilica da proteina. Apesar da descoberta da necessidade dos 50
aminodacidos da extremidade C-terminal para a importacdo nuclear da nucleoplasmina, o
primeiro sinal de localizacao nuclear caracterizado a nivel molecular foi o NLS do antigénio T
grande do virus SV40 (Kalderon et al., 1984). Esta sequéncia formada por sete aminodcidos,
°PKKKRKV', rica em residuos bésicos, é necessaria e suficiente para promover a importagdo
nuclear de proteinas originariamente citoplasmaticas, tais como a p-galactosidase e a cinase do
piruvato (Kalderon et al., 1984). Mais tarde, analisando a distribuicdo intracelular da proteina
cinase do piruvato fundida com sequéncias da extremidade C-terminal da nucleoplasmina,
Dingwall et al. (1988) identificaram o NLS da nucleoplasmina. A sequéncia minima necessaria
para a importagdo nuclear da nucleoplasmina é maior do que o NLS do antigénio T grande do
virus  SV40, sendo constituida por dois motivos ricos em aminodcidos bdasicos,
PKRPAATKKAGQAKKKKLD''. A andlise da contribuicdo individual dos aminodcidos que
formam o NLS da nucleoplasmina mostrou que os dois dominios, ricos em aminodcidos
bdsicos, sdo essenciais para a actividade do NLS (Robbins et al., 1991).

Os NLSs do antigénio T grande do virus SV40 e da nucleoplasmina formam o protétipo dos
NLSs, sendo designados de classicos ou convencionais, podendo ser constituidos por uma
sequéncia Unica ou bipartida de aminodcidos basicos. Seguindo abordagens experimentais que
utilizam proteinas de fusdo, foram identificados varios outros sinais de localizacao nuclear

(Tabela I11.1).
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PROTEINA SINAL DE LOCALIZACAO NUCLEAR REFERENCIA
Antigénio T grande | pyyyepiy 122 Kalderon et al., 1984
do virus SV40
Antigénio T
ntigénio Tgrande | opyrpRp 19 Richardson et al., 1986
do virus polioma
322
Convencionais p53 PPQPKKKPLDGE Shaulsky et al., 1990
monopartidos NF-kB p50 QRKRQK ¥ Henkel et al., 1992
NF-xB p65 EEKRKR 286 Zabel et al., 1993
c-myc PAAKRVKLD 328/ RQRRNELKRSF 374 Dang and Lee, 1988
.. Nucleoplasmina KRPAATKKAGQAKKKKLD 7! Dingwall et al., 1988
Convencionais
bipartid Receptor d
Iparfidos eceptor dos YRKCLQAGMNLEARKTKKKIKGIQQATA 52¢ Picard and Yamamoto, 1987
glucocorticoides
RCC1 MSPKRIAKRRSPPADAIPKSKKVKVSHR 28 Nemergut and Macara, 2000
Ricos em Rex do virus HLTV-1 MPKTRRRPRRSQRKRPPT '8 Palmeri and Malim, 1999
residuos de
arginina Rev do virus HIV-1 RQARRNRRRRWR #° Truant and Cullen, 1999
Mata2 MNKIPIKDLLNPQ '3/ VRILESWFAKNI 59 Hall et al., 1984
HBcAg SKCLGWLWG %° Qu et al., 1989
VHSHKKKKIRTSPTFTTPKTLRLRRQPKYPR-
Atipicos rpL23a S 5 Q Jakel and Gorlich, 1998
KSAPRRNKLDHY 74
hnRNP A1 NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGEEEQ- Siomi and Dreyfuss, 1995
YFAKPRNQGGY 3%
RSSINDKIELKDLVMGTDAKMHKSGVLRK-
SREBP2 Nagoshi and Yoneda, 2001
AIDYIKYLQQVNHKLRQENMVLKLANQKNKL*

Tabela 111.1. Exemplos seleccionados de sinais de localizagdo nuclear. Os dois motivos ricos em aminodacidos

basicos dos NLS bipartidos encontram-se sublinhados.

Apesar de ndo existir uma sequéncia consenso entre os NLSs identificados, a maioria dos NLSs
caracteriza-se pela presenca de uma ou duas sequéncias ricas em aminodcidos basicos. De
acordo com um estudo informético do proteoma de S. cerevisiae, 45% das proteinas celulares
anotadas no GenBank™ e 57% das proteinas com localizacdo nuclear possuem um NLS do
tipo convencional, indicando que a importacdo nuclear da maioria das proteinas € sinalizada
por pequenas sequéncias peptidicas ricas em aminodacidos basicos (Lange et al., 2007).

Existem, porém, excepcdes, como é o caso do NLS da proteina oncogénica humana c-myc. O

péptido sinal responsavel pela importagao nuclear da proteina c-myc é constituido por nove
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aminodcidos, dos quais apenas trés sdo bdasicos, **’PAAKRVKLD’*® (Dang and Lee, 1988).
Curiosamente, Makkerh et al. (1996) mostraram que a adicao de um residuo de prolina seguido
de duas alaninas (PAA) altera a distribuicdo intracelular da proteina cinase do piruvato fundida
com o segundo dominio do NLS da nucleoplasmina KKKKLD. O segundo dominio do NLS da
nucleoplasmina, embora necessario, ndao € suficiente para a importacdo nuclear,
consequentemente a proteina reporter fundida com os aminoacidos KKKKLD localiza-se no
citoplasma. No entanto, a adi¢do da sequéncia PAA a montante do segundo dominio do NLS
da nucleoplasmina resulta na localizagao exclusivamente nuclear da proteina de fusdo. Estes
resultados evidenciaram, pela primeira vez, o papel dos aminodcidos acidicos e neutros na
actividade dos sinais de localizagao nuclear.

Para além do NLS da proteina c-myc foram identificados outros motivos de importagdo que
apresentam caracteristicas distintas dos NLSs convencionais. Entre os NLSs atipicos o que se
encontra melhor caracterizado é o NLS da ribonucleoproteina heterogénea nuclear AT (hnRNP
A1). Este sinal, designado de M9, é constituido por 38 aminodcidos e tem a particularidade de
participar tanto na importagdo como na exportagao nuclear da proteina hnRNP A1 (Siomi and
Dreyfuss, 1995).

Um outro exemplo de um sinal de localizagdo nuclear com propriedades distintas dos sinais
convencionais é a sequéncia responsavel pela importagdo nuclear da proteina ribossomal
rpL23a. O NLS da proteina rpL23a, também designado de dominio BIB, consiste numa
sequéncia complexa de 42 aminodcidos, rica em residuos bdsicos (Jakel and Gorlich, 1998).
Mais recentemente, foi identificado um elemento estrutural com propriedades de sinal de
localizagao nuclear nos homodimeros e heterodimeros formados pelos factores de transcrigao
STAT1/STAT1 e STAT1/STAT2. A importacdio nuclear dos dimeros STAT1/STAT1 e
STAT1/STAT2 depende de dois elementos contendo alguns residuos de arginina e lisina,
localizados no interior do dominio de ligagdo ao DNA de cada uma das subunidades, que
possuem actividade de NLS apds dimerizacdo das proteinas (Melén et al., 2001, Fagerlund et
al., 2002). A formacao de dimeros entre os factores de transcricdo STAT é catalizada por
fosforilacdo de um dnico residuo de tirosina da extremidade carboxilica pelas cinases Janus,
activadas em resposta a sinais extracelulares, como o interferon (Meyer and Vinkemeier, 2004).
Em células nao estimuladas, os factores de transcricio STAT, na forma nao fosforilada, sao
predominantemente detectados no citoplasma das células. Contudo, verificou-se que algumas
proteinas STAT nao fosforiladas sdo capazes de atravessar o poro nuclear por um mecanismo
independente de proteinas transportadoras, presumivelmente por interaccao directa com as

nucleoporinas contendo motivos FG (Meyer and Vinkemeier, 2004; Vinkemeier, 2004).
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Existem ainda, evidéncias de que a importagao nuclear de proteinas desprovidas de sinais de
localizagdo nuclear, logo incapazes de formar um complexo de importacdo com as proteinas
transportadoras, pode ocorrer por interaccdo com proteinas que possuam um NLS funcional
(Leslie et al., 2004; Shiota et al., 1999; Jans et al., 1997; Xia et al., 1992). Este mecanismo de
importacdo, designado de piggyback, parece contribuir para a localizagao nuclear de um
mutante do antigénio delta defectivo na importacdao nuclear, em células que expressam
igualmente a proteina do tipo selvagem. Como a forma mutante do HDAg defectiva na
importagdo nuclear retém a capacidade de formar dimeros pode ser importada em associagao

com o antigénio delta do tipo selvagem (Xia et al., 1992).

111.1.3 VIAS DE IMPORTACAO NUCLEAR DE PROTEINAS

As vias de importacdo nuclear mais estudadas e melhor caracterizadas sdao as que utilizam a
importina-p (imp-f3). A imp-p é responsavel pela importagdao nuclear de todas as proteinas que
contém sinais de localizacdo nuclear classicos. Porém, a interaccdo entre a imp-f e as
sequéncias de aminoacidos que formam os NLSs cladssicos ndo é directa, ocorrendo através de
outras proteinas, membros da familia das importinas-o. (imp-a; Gorlich et al., 1995; Goldfarb et
al., 2004). As 10 repeticoes ARM da regido central das imp-a, dispostas em tandem, formam
um dominio de ligagao a NLS (Conti et al., 1998). A resolucao das estruturas tridimensionais da
imp-a ligada a NLSs do tipo monopartido e bipartido mostrou que o dominio central da imp-a
apresenta dois locais especificos de ligacdo a NLS (Conti et al., 1998; Fontes et al., 2000). O
primeiro local de ligacdo, situado entre os motivos ARM 1 a 4, estabelece contacto directo com
os aminodcidos que formam os NLS monopartidos e com a sequéncia de aminoacidos maior
dos NLS bipartidos. O segundo local de ligagao da imp-a, motivos ARM 7 a 8, acomoda a
sequéncia de aminodcidos menor dos NLS bipartidos (Chook and Blobel, 2001; Cook et al.,
2007). De acordo com os estudos cristalograficos, mutagdes nos aminodacidos do primeiro local
de ligacdo a NLS, diminuem severamente a ligacdo da imp-a com os dois tipos de NLS
classicos (Leung et al., 2003). Mutagdes no segundo local de ligacdo a NLS e em dois
aminoacidos da regido que separa os dois locais especificos de ligacdo a NLS, diminuem a
afinidade entre a imp-a e os NLS bipartidos, sem contudo afectar a interaccdo com os NLS
monopartidos (Leung et al., 2003).

Enquanto o reconhecimento dos NLS presentes nas proteinas € feito directamente pela imp-a, a

formagdo de um complexo de importagao funcional requer que a imp-f se associe a imp-a.. A
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interacgdo entre as duas importinas ocorre através do dominio IBB localizado na extremidade
N-terminal da imp-a (Gorlich et al.,, 1996b; Weis et al., 1996). Moroianu et al. (1996)
mostraram, pela primeira vez, que o dominio IBB contém uma sequéncia de aminoacidos
bédsicos semelhante a um NLS com capacidade de ligacdo ao dominio central da imp-a. A
andlise da estrutura cristalizada da imp-a de murganho mostrou que a sequéncia de
aminodacidos semelhante a um NLS do dominio IBB ocupa o primeiro local de ligagdao ao NLS
do dominio central da imp-a (Kobe, 1999). Na sua forma livre, a ligagdo intramolecular do
dominio IBB ao dominio central da imp-a exerce um efeito auto-inibitério, na interacgdo entre
a imp-a e os NLS exégenos. Apesar do NLS do dominio IBB competir com os NLS exdégenos
pela ligacao ao dominio central da imp-a, verificou-se que esta interaccao intramolecular ndo
é suficiente para impedir a ligagdo da imp-a as proteinas contendo NLS cldssicos. Contudo, a
ligacdo da imp-f a imp-a, ao impedir que o dominio IBB ocupe o primeiro local de ligacao a
NLS, aumenta a afinidade da interaccdo entre a imp-a e o substrato. Consequentemente,
sustenta-se um modelo em que as proteinas com NLS classicos ligam-se preferencialmente a
imp-o. em associagdo com imp-f, do que a imp-o na forma livre (Stewart, 2007). Os
complexos de importagdo, formados no citoplasma, atravessam os poros nucleares por um
mecanismo que envolve interaccoes entre a imp-p e os dominios repetidos FG das
nucleoporinas residentes no poro nuclear (Weis, 2003).

Uma vez na face nuclear do poro e devido a presenca da proteina RanGTP no ndcleo das
células, os complexos de importagao sao dissociados, dando origem a libertagdao das proteinas
transportadas e ao retorno das importinas ao citoplasma. A dissociacdo dos complexos de
importacdo inicia-se com a ligacao da proteina RanGTP a trés locais diferentes da imp-f. Esta
ligacdo causa uma alteragdo na conformagdo da imp-p, impedindo a sua interacgdo com o
dominio IBB da imp-a (Lee et al., 2005). A separacao da imp-f§ do complexo de importacao
resulta, por sua vez, na libertagdo do dominio IBB da imp-a, ficando este livre para competir
com os NLS das proteinas transportadas pela ligacdo ao dominio central da imp-a. Para além
do mecanismo auto-inibitério mediado pelo dominio IBB contribuir para a dissociacao da imp-
a das proteinas transportadas, existem outros factores que aceleram o processo. Com efeito, a
taxa de dissociagdo, in vitro, dos complexos imp-a/NLS é bastante lenta, podendo ser
acelerada na presenca da exportina CAS ligada a proteina RanGTP (Gilchrist et al., 2002). A
exportina CAS é o receptor de transporte responsavel pela exportagdo nuclear da imp-a (Kutay
et al.,, 1997). A ligacdo cooperativa da exportina CAS e da RanGTP com o dominio acidico
proximo da extremidade carboxilica da imp-o ocorre somente ap6s a dissociacdo do NLS do

dominio central da imp-a (Herold et al.,, 1998). A resolucao da estrutura tridimensional do
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complexo de exportagdo nuclear, formado pela exportina CAS ligada a proteina Ran-GTP e a
imp-0, mostrou que para além do dominio acidico presente na extremidade C-terminal, o
complexo CAS/Ran-GTP também estabelece interaccdo com o dominio IBB ligado a regiao
central da imp-a (Stewart, 2007). A ligagdo exclusiva da exportina CAS a imp-o, na sua forma
livre, impede a ocorréncia de ciclos de importagao fateis, com o retorno das proteinas
transportadas ao compartimento celular inicial, o citoplasma.

Existem ainda evidéncias que apontam para a participagdo de nucleoporinas, residentes na
face nuclear do NPC, na dissociacado dos complexos de importagcdo (Gilchrist et al., 2002,
Matsuura et al.,, 2003, Matsuura and Stewart, 2005). As nucleoporinas Nup2 e Nup50,
localizadas predominantemente na face nuclear do NPC de S. cerevisiae e de murganho,
respectivamente, promovem a dissociacdo dos complexos de importacao através da interac¢ao
directa com a imp-a (Matsuura et al., 2003, Matsuura and Stewart, 2005). Estudos estruturais e
de mutagénese dirigida mostraram que as nucleoporinas Nup2 e Nup50 ligam-se a dois sitios
especificos da imp-a, essenciais para a interaccdo da exportina CAS ligada a proteina Ran-GTP
(Matsuura and Stewart, 2005). A ligacao das nucleoporinas Nup2 e Nup50 ao complexo imp-
o/NLS, causa uma diminuicao da afinidade da imp-o pelo substrato, resultando na sua
dissociagao. Por fim, a ligacdo da exportina CAS, a extremidade C-terminal da imp-a, em
combinagdo com o efeito auto-inibitério do dominio IBB, resultam na dissociacdo do
complexo de exportacdo, formado pela exportina CAS ligada a proteina RanGTP e a imp-a, da
face nuclear do poro nuclear. Este complexo é, entdo exportado para o citoplasma. A imp-f3 é
exportada para o citoplasma em associagdo com a proteina Ran-GTP, sem intervengao de
outros receptores de transporte. O ciclo de importacdo nuclear termina com o retorno das
importinas ao citoplasma, onde a actividade intrinseca de GTPase da Ran é estimulada por
acgao das proteinas RanGAP e RanBP1, culminando com a hidrélise de GTP e a libertacdo da
Ran da imp-p e da exportina CAS (Kutay et al., 1997).

Todos os organismos analisados, ttm em comum o facto de possuirem apenas um gene que
codifica para a imp-p (Quensel et al., 2004). Ao contrario da imp-B, a familia das imp-a, nos
humanos, possui seis proteinas classificadas em trés sub-familias, de acordo com a similaridade
entre as sequéncias de aminodacidos (Goldfarb et al., 2004). Com excep¢do da imp-a6, apenas
detectada nos testiculos, as restantes imp-a sdo expressas, em simultaneo, na maioria dos
tecidos analisados (Kohler et al., 1997; 1999). Contudo, os niveis de expressao relativos de
cada uma das imp-a variam entre os tecidos analisados, bem como, entre linhas celulares
diferentes (Kohler et al.,, 1997,1999; Kamei et al., 1999). Todas as imp-a ligam-se

eficientemente a imp-f e a exportina CAS. Para além disso, verificou-se que todas as imp-a sdao
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capazes de promover a importagdo nuclear da nucleoplasmina e da BSA conjugada com o NLS
do antigénio T grande do virus SV40, em células semi-permeabilizadas com digitonina (Kohler
et al.,, 1999). Mais recentemente, foi publicado um estudo que analisou in vivo, os efeitos
causados pela inactivacdo dos genes que codificam para as imp-o na importagdao nuclear
(Quensel et al.,, 2004). De acordo com os ensaios de importagdo nuclear in vitro, a
nucleoplasmina é importada, independentemente dos genes inactivados, indicando que, pelo
menos em algumas vias de importacao nuclear, as diferentes imp-a desempenham funcdes
idénticas. Por outro lado, certas proteinas, como por exemplo a proteina RCC1, utilizam
preferencialmente uma determinada imp-o. para acederem ao nucleo das células (Miyamoto et
al.,, 1997, Talcott and Moorre, 2000). Estudos de ligagdo in vitro mostraram que a proteina
RCC1 liga-se com maior afinidade a imp-a3 (Kohler et al., 1999; Talcott and Moore, 2000). A
inactivacdo do gene que codifica para a imp-a3, resulta numa inibicdo da importacdo nuclear
da proteina RCC1 em 50% das células analisadas, sugerindo que a utilizacao preferencial de
uma imp-a é determinada pela especificidade da interaccao imp-a/substrato (Quensel et al.,
2004). Apesar dos mecanismos que determinam a especificidade da ligagcdo da imp-a com os
substratos ndo se encontrarem totalmente esclarecidos, sabe-se que os aminoacidos que
formam os NLS contribuem para a interaccao preferencial de uma imp-a com o substrato. Num
estudo recente, Friedrich et al. (2006) mostraram que as sequéncias de aminoacidos que
formam os NLS nao sdo suficientes para explicar a especificidade imp-a/substrato. A fusao do
NLS da proteina RCC1 com a nucleoplasmina, resulta num aumento da afinidade da proteina
quimérica pela imp-a3, quando comparada com a nucleoplasmina nativa (Friedrich et al.,
2006). Verificou-se, contudo que na presenga da proteina RCC1 nativa, a nucleoplasmina
fundida com o NLS da proteina RCC1 é incapaz de estabelecer interaccdo com a imp-a3
(Friedrich et al., 2006). Estes resultados indicam que a conformagdo da proteina onde o NLS
estd inserido contribui igualmente para a especificidade da ligagao imp-o/substrato. Para além
disso, os resultados sugerem que a capacidade de uma dada imp-a mediar a importagao
nuclear de proteinas é condicionada pela presenca de mais substratos. Ensaios de importacao
nuclear realizados in vitro, mostraram que a proteina P/CAF, tal como a nucleoplasmina,
quando testada isoladamente é eficientemente importada para o ndcleo por todas as imp-a
(Kohler et al., 1999). No entanto, na presenca da nucleoplasmina, a importagao nuclear da
proteina P/CAF é preferencialmente mediada pela imp-a3. A maioria dos ensaios realizados in
vitro, com o objectivo de avaliar a capacidade das imp-a estabelecerem interaccdo com
substratos especificos, foi efectuada com proteinas recombinantes. Seguindo esta metodologia,

Miyamoto et al. (1997) constataram que as imp-al e imp-a2 humanas sdo capazes de
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reconhecer substratos diferentes, com afinidades idénticas, sugerindo que as duas imp-a
desempenham fungdes equivalentes na importacdo nuclear. Registaram-se contudo, diferengas
na ligacdo das duas imp-a com os substratos analisados, quando utilizados extractos proteicos
de células Hela. Apenas a imp-02 nativa mantém a capacidade de se ligar a todos os NLS
testados, indicando que a ligacdo da imp-al aos NLS é condicionada pela presenga de
proteinas celulares (Miyamoto et al., 1997).

A imp-f, para além de ser, conjuntamente com a imp-a, responsavel pela importacao nuclear
de proteinas que possuem NLS classicos, participa em vias de importacdo nuclear, que
ocorrem de um modo independente da imp-a. E o caso das ribonucleoproteinas UsnRNP,
componentes do spliceossoma, e da proteina de replicacdo A (RPA).

A maioria das pequenas ribonucleoproteinas nucleares ricas em uridina (UsnRNP) do
spliceossoma passam por etapas de maturacdo, fundamentais para a sua fungdo no
processamento do mRNA, no citoplasma das células. A biogénese das ribonucleoproteinas
UsnRNP, inicia-se no ntcleo das células com a transcricao de UsnRNAs precursores. Tal como
0s mMRNAs, os UsnRNAs sdo modificados nas terminagdes 5’, pela adicdo de uma guanosina
monometilada (m7GpppQ), designada de estrutura cap (Kiss, 2004). De acordo com o que foi
descrito na introducao do capitulo Il desta tese, a estrutura cap e as proteinas CBP20 e CBP80,
formam o sinal responsavel pela exportagao nuclear dos UsnRNAs. No citoplasma das células,
apo6s dissociacdo das proteinas PHAX e CRM1, formam-se complexos ribonucleoproteicos
entre 0os UsnRNAs e sete proteinas Sm (Kiss, 2004). A componente de RNA das
ribonucleoproteinas recém-formadas é novamente modificada por hipermetilacdo da estrutura
cap, constituindo um dos sinais que contribui para a importagdo nuclear das
ribonucleoproteinas UsnRNP (Rollenhagen and Panté, 2006). Para além da estrutura cap
hipermetilada, as ribonucleoproteinas UsnRNP maduras, possuem um segundo sinal de
localizagdo nuclear, ainda ndo identificado, na sua componente proteica constituida pelas
proteinas Sm (Rollenhagen and Panté, 2006).

A importancia da estrutura cap hipermetilada na importacao nuclear nao é igual para todas as
ribonucleoproteinas  UsnRNP  em  odécitos de Xenopus, verificando-se que as
ribonucleoproteinas U1/U2snRNP sdo mais dependentes da estrutura cap hipermetilada do que
as ribonucleoproteinas U4/U5snRNP. Em células somdticas, a estrutura cap ndo tem um papel
essencial na importagdo nuclear das ribonucleoproteinas UsnRNP (Marshallsay and Luhrmann,
1994). No entanto, a presenca deste elemento torna o transporte nuclear das
ribonucleoproteinas UsnRNP mais eficiente, sugerindo que a estrutura cap hipermetilada

participa na importacdo nuclear (Fischer et al., 1994).
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A importacdo nuclear das ribonucleoproteinas UsnRNP é mediada pela imp-f (Palacios et al.,
1997). Contudo, contrastando com as proteinas contendo NLS cldssicos, o transporte nuclear
das ribonucleoproteinas UsnRNP é independente da presenca da imp-a (Palacios et al., 1997).
Estes resultados pressupdem que a importacao nuclear das ribonucleoproteinas UsnRNP pode
ocorrer por um mecanismo que envolve a ligacdo directa da imp-f as ribonucleoproteinas
UsnRNP, ou em alternativa, por intermédio de uma proteina adaptadora diferente da imp-a.. O
facto da importacao nuclear das ribonucleoproteinas UsnRNP, ser inibida na presenca de
quantidades saturdveis de andlogos da estrutura cap, bem como, na presenca do dominio
central das ribonucleoproteinas UsnRNP, sugere a participacdo de dois receptores de
transporte (Fischer et al., 1993). Dado que a importagdo nuclear das ribonucleoproteinas
UsnRNP menos dependentes da estrutura cap hipermetilada, é igualmente bloqueada por
inactivacado da imp-B, o modelo hipotético para a importagao nuclear das ribonucleoproteinas
UsnRNP envolve duas proteinas adaptadoras que estabelecem interaccdo com a imp-p
(Palacios et al., 1997). A ligacdo da imp-p a estrutura cap hipermetilada da componente de
RNA das ribonucleoproteinas UsnRNP ocorre por intermédio da proteina snurportina (Huber et
al., 1998). O dominio de ligacao a imp-f, situado na extremidade N-terminal da snurportina
possui uma sequéncia de 40 aminoacidos com elevada homologia com o dominio IBB da imp-
o (Huber et al., 1998). Tal como se verifica para a imp-a, os residuos basicos do dominio IBB
da snurportina sdo essenciais para a ligagdo com a imp-p (Huber et al., 1998). A inibicao quase
total da importagdo nuclear das ribonucleoproteinas UsnRNP, apés microinjeccao de uma
forma mutante da snurportina, sem o dominio IBB, em odcitos de Xenopus, realga a
importancia da ligacao da imp-p a snurportina na importagao nuclear (Huber et al., 1998). O
dominio IBB da snurportina possui um segundo local de ligacdo a imp-f, com elevada
homologia com uma regido da nucleoporina Nup153 (Mitrousis et al., 2008). A nucleoporina
Nup153, residente na face nuclear do NPC, estabelece interaccdo com vdrios receptores de
transporte, entre eles a imp-p (Walther et al.,, 2001). Uma vez que a imp-f§ apresenta maior
afinidade de ligacdo para a nucleoporina Nup153 do que para a regido homdloga da
snurportina, a interaccdo da imp-f com a nucleoporina Nup153, poderd contribuir, a
semelhanca da ligacdo da imp-o. com a Nup2/Nup50, para a dissociacdo da snurportina da
imp-p (Mitrousis et al.,, 2008). O retorno da snurportina ao citoplasma é mediado pela
exportina CRM1 associada a proteina RanGTP (Paraskeva et al., 1999).

De acordo com Huber et al. (2002), a snurportina juntamente com a imp-f, é capaz de
promover a importacdo nuclear de ribonucleoproteinas UsnRNP in vitro, sendo este

mecanismo dependente da presenca da estrutura cap hipermetilada. Pelo contrario, as
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ribonucleoproteinas UsnRNP sem a estrutura cap hipermetilada, ficam retidas no citoplasma
das células, na auséncia de outros factores celulares. Estes resultados sustentam a hipétese da
importacdo nuclear das ribonucleoproteinas UsnRNP envolver duas proteinas adaptadoras.
Mostrando ainda, que pelo menos in vitro, a via de importacdo nuclear mediada pela
snurportina e imp-p funciona de um modo auténomo da que é sinalizada pela componente
proteica das ribonucleoproteinas UsnRNP (Huber et al., 2002). Presentemente, desconhece-se
a natureza do(s) factor(es) envolvidos na via de importacdo de nuclear sinalizada pelo NLS do
dominio central das ribonucleoproteinas UsRNP. Existem porém, evidéncias que apontam para
a participagdo do complexo SMN e a proteina zinc finger ZPR1 (Narayanan et al., 2002). A
proteina zinc finger ZPR1 foi implicada no transporte nuclear do complexo SMN. Uma das
funcdes do complexo SMN é coordenar a associacao das proteinas Sm aos UsnRNAs. Este
complexo permanece associado as ribonucleoproteinas UsRNP ap6s ligacdo da snurportina a
estrutura cap hipermetilada. Curiosamente, verificou-se que o complexo SMN interage
directamente com a imp-f in vitro, e que a proteina zin finger ZPR1 é capaz de interagir com a
snurportina, sendo esta interaccdo dependente da presenca de RNA. O facto do complexo
SMN permanecer associado as ribonucleoproteinas UsnRNP durante as etapas citoplasmaticas
da biogénese das ribonucleoproteinas UsnRNP (Massenet et al., 2002) e estabelecer ligacao
directa com a imp-f indica uma possivel participacdo deste complexo no transporte nuclear.
Com efeito, foi demonstrado que o complexo SMN e a imp-3, sdo capazes de reverter o efeito
inibitério da deplecdo da snurportina na importacao nuclear das ribonucleoproteinas UsnRNP
em células semi-permeabilizadas com digitonina (Narayanan et al., 2004). Compativel com a
ideia do complexo SMN funcionar como adaptador entre o dominio central das
ribonucleoproteinas UsnRNP e a imp-f, a deplecao dos complexos SMN intracelulares causa
uma inibicdo na importacao nuclear da ribonucleoproteina U1snRNP. Porém, o transporte
nuclear sé é normalizado apés adicdo de complexos SMN funcionais purificados a partir de
extractos celulares. O complexo SMN formado por proteinas recombinantes é incapaz de
reverter o efeito inibitério na importagao nuclear da ribonucleoproteina U1snRNP, apontando
para o envolvimento de outros factores celulares neste processo. De acordo com esta hipotese,
constatou-se que in vivo a interacgao da imp-p com o complexo SMN é indirecta e dependente
de RNA (Narayanan et al., 2004).

Tal como acontece com as ribonucleoproteinas UsRNP do spliceossoma, a importagdao nuclear
da proteina de replicagdo A (RPA) ocorre via imp-f, por um mecanismo independente da imp-
a. Neste caso, a proteina adaptadora entre a proteina RPA e a imp-p é a XRIPa (Jullien et al.,

1999). O dominio de ligacao da proteina XRIPa a imp-f} situa-se na extremidade N-terminal da
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proteina, sendo constituido por uma sequéncia de aminoacidos bdasicos, rica em residuos de
arginina. A proteina RPA parece constituir o Gnico substrato da proteina XRIPa, uma vez que, a
deplecdo da proteina RPA resulta na remocao, quase total, da proteina XRIPa dos extractos
proteicos (Jullien et al., 1999).

A imp-p é o unico receptor de transporte da familia das carioferinas-p que utiliza proteinas
adaptadoras para estabelecer interacgdo com os seus substratos. No entanto, a imp-f, a
semelhanga dos restantes membros da familia, participa em vias de importacao nuclear sem o
intermédio de proteinas adaptadoras. A proteina Rex, codificada pelo virus HTLV-1, é
importada por um mecanismo que envolve a ligagdo directa da imp-ff a um péptido sinal rico
em residuos de arginina (Palmeri and Malim, 1999). As histonas e as proteinas ribossomais sao
exemplos de proteinas celulares que possuem sinais de localizagdao nuclear, reconhecidos
directamente pela imp-f3, sem o envolvimento de proteinas adaptadoras. Contrastando, com a
proteina Rex, as histonas e as proteinas ribossomais nao dependem exclusivamente da imp-f3
para entrarem no ntcleo das células (Jakel and Gorlich, 1998; Muhlhausser et al., 2001). Varias
proteinas da familia das carioferinas-f foram implicadas no transporte nuclear destas proteinas,
incluindo a transportina, proteina responsavel pela importacdo nuclear de mais de 20 proteinas
envolvidas no processamento do mRNA, tais como a hnRNP A1 e a TAP (Lee et al., 2006). A
par das suas fungdes na importagao nuclear, as importinas funcionam como chaperonas de
proteinas muito bdsicas impedindo que estas formem agregados insoliveis no citoplasma das

células (Jakel et al., 2002).

111.1.4 A IMPORTACAO NUCLEAR DO ANTIGENIO DELTA

O genoma do HDV possui uma unica grelha de leitura da qual derivam duas formas de uma
Unica proteina, o antigénio delta. Os antigénios delta, tal como o RNA do HDV localizam-se
predominantemente no nuicleo das células (Cunha et al, 1998). Nao obstante, as suas
pequenas dimensdes, 24 kDa para o S-HDAg e 27 kDa para o L-HDAg, compativeis com o
movimento passivo através do poro nuclear, as evidéncias sugerem que o transporte nuclear
dos HDAgs é dirigido por péptidos sinais especificos. Utilizando abordagens experimentais
similares, embora com o recurso a proteinas reporter diferentes, foram identificados dois
motivos na sequéncia de aminoacidos do HDAg com propriedades de sinais de localizacao
nuclear (Chang et al., 1992; Xia et al., 1992). Um dos motivos identificados, localizado entre

os aminodcidos 67 a 88 do HDAg (“GAPPAKKLRMDQMEIDAGPRKR®), consiste numa
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sequéncia bipartida de aminodcidos basicos. De acordo com Xia et al. (1992), as sequéncias
“PPAKKLR” e ¥PRKR® do HDAg, sdo necessdrias e suficientes para a importacdo nuclear da
proteina repoérter a-globina. A andlise dos dois dominios separadamente, evidenciou a
necessidade das duas sequéncias com aminodcidos bdsicos para a actividade do NLS do
HDAg. A proteina a-globina fundida com os aminoacidos 67 a 77 do HDAg apresenta uma
localizagdo intracelular mista, distribuindo-se no nucleo e citoplasma. Por outro lado, a a-
globina fundida com os aminoacidos 85 a 88 do HDAg, localiza-se somente no citoplasma,
indicando que o segundo dominio do NLS do HDAg é defectivo na importagao nuclear (Xia et
al., 1992). Utilizando a p-galactosidase como proteina repérter, Chang et al. (1992),
identificaram um segundo NLS no HDAg capaz de promover a importacdo nuclear de
proteinas heterélogas. Este NLS, situado entre os aminodcidos 35 a 44 do HDAg, apresenta
elevada homologia com o NLS NL1 do receptor de glucocorticéides (Picard and Yamamoto,
1987). No que diz respeito ao NLS bipartido do HDAg, situado entre os aminoacidos 67 a 88,
Chang et al. (1992) mostrou que o segundo dominio do NLS é capaz de promover a
importacdo nuclear da proteina repérter. Para além das discrepancias encontradas nos dois
estudos, quanto ao niimero de NLS presentes e sua composicao aminoacidica, ha a referir que
nenhum dos estudos procurou averiguar o papel dos NLS identificados na importacdo do
HDAg nativo.

Um estudo posterior mostrou que o NLS bipartido do HDAg é essencial para a importagao
nuclear do HDAg fundido com a proteina GST, em células Hela semi-permeabilizadas com
digitonina. Para além disso, verificou-se que a importacao nuclear do RNA do HDV, depende
da presenca do HDAg com um NLS funcional. O facto do NLS do HDAg ser determinante para
a importacdo nuclear do RNA do virus, sugere que o RNA do HDV é transportado para o
nicleo, em associagdo com o HDAg (Chou et al.,, 1998). Com efeito, demonstrou-se que a
ligacdo do HDAg ao RNA, é condigdo necessaria para que o RNA viral seja transportado para
o ntcleo. Na tentativa de identificar quais as vias de importagao nuclear utilizadas pelas RNPs
do HDV, foi testada a capacidade do antigénio delta interagir com duas proteinas da familia
das imp-o. Estudos de ligagao in vitro mostraram que o HDAg liga-se especificamente a imp-
a2, sendo esta ligacao dependente da presenca da sequéncia de aminodcidos que constitui o
NLS bipartido do HDAg (Chou et al., 1998). O papel da imp-a2 na importagao nuclear do

HDAg nao foi ainda esclarecido.
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O trabalho descrito neste capitulo teve como objectivos:

(1) Identificar o(s) sinais de localizagdo nuclear presentes na sequéncia de aminodcidos do

antigénio delta capazes de promover a importagao nuclear de uma proteina reporter.

(2) Averiguar o papel do(s) sinais de localizacao nuclear do HDAg identificados na distribuicao

intracelular da proteina nativa.

(3) Identificar eventuais proteinas celulares que interagem com o(s) NLS do HDAg.
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I11.3.1 VECTORES

111.3.1.1 VECTOR pcDNAT-c-myc-PK

Com o objectivo de identificar o sinal de localizagao nuclear (NLS) do HDAg recorreu-se ao
vector repérter pcDNAT-c-myc-PK (Michael et al., 1997). Este vector codifica a proteina cinase
de piruvato de galinha (aminoacidos 12 a 443) fundida na extremidade N-terminal com o
epitopo 9E10 da proteina c-myc.

Os vectores pcDNAT-c-myc-PK foram amplificados na estirpe MC1061/P3 (Invitrogen) de E.
coli, especifica para a propagacao de vectores que codificam o supressor do tRNA tirosina
(supF). Estas bactérias sao portadoras de um plasmideo low copy, o P3, que contém os genes
que codificam marcadores de resisténcia a ampicilina, tretraciclina e canamicina. Porém,
devido a presenca de um codao amber nas suas sequéncias, os genes que codificam os factores
de resisténcia a ampicilina e tretraciclina sé se tornam activos apds a transformagao das
bactérias com um plasmideo que possua o gene supF de E. coli. Este gene codifica um tRNA
que reconhece os coddes amber dos mMRNAs como coddes tirosina, permitindo assim a
tradugdo completa das proteinas envolvidas na resisténcia aos antibidticos ampicilina e

tretraciclina.
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111.3.1.2 CLONAGEM DE SEQUENCIAS DE CDNA DO HDAg NO VECTOR pcDNAT -
c-myc-PK

Os fragmentos de cDNA, que codificam sequéncias de aminoacidos do antigénio delta, com
dimensdes superiores a 100 bp, foram obtidos por PCR, utilizando pares de primers
especificos, cujas sequéncias sdo apresentadas na tabela Il.3.1. Os primers foram desenhados
com o auxilio do programa de computador Primer Express™1.5 (Applied Biosystems). Todos os
primers forward e reverse, com excepcao do primer reverse do primeiro par e o primer forward
do segundo par de primers utilizados para amplificar as sequéncias que codificam os
aminodcidos 92 a 195 e 13 a 67 do HDAg, possuem uma sequéncia extra com um local de
restricdo para as enzimas Munl e Sall, nas extremidades 5’, respectivamente. Os primers
forward e reverse sintetizados para amplificagao dos fragmentos que codificam os aminoacidos
92 a 195 e 13 a 67 do HDAg, possuem um local de restricao Xbal. Os locais de restricao Munl
e Sall foram adicionados para criar nos fragmentos amplificados por PCR extremidades
coesivas, compativeis com as resultantes da hidrolise enzimatica do vector pcDNAT-c-myc-PK
com as enzimas EcoRl e Xhol. Da ligagao de duas extremidades coesivas originadas por
digestio com as endonucleases EcoRl e Munl resulta uma sequéncia de seis nucléotidos
GAATTG incapaz de ser hidrolisada pela enzimas que lhe deram origem. O mesmo se verifica
para a sequéncia resultante da ligacdo de duas extremidades coesivas geradas por hidrélise

enzimatica com as enzimas Xhol e Sall.

AMINOACIDOS DO
Forward primer 5’ — 3’ Reverse primer 5’ — 3’
HDAg
13-a-112 TTTC | AATTGAGAGAAGAGATCCTCGAGCAGTG TTTG| TCGACCTTGCTGAGGTTCTTGCCTC
34-a-116 TTTC | AATTGGACCTCCGGAAGACAAAGAAG TTTG| TCGACGCCGATAGCTGCTTCTTCTTG
58-a-116 TTTC | AATTGCTCGGAAAGAAGGATAAGGATGG TTTG| TCGACGCCGATAGCTGCTTCTTCTTG
58-a-88 TTTC | AATTGCTCGGAAAGAAGGATAAGGATGG TTTG | TCGACCCTCTTCCGAGGTCCGGAGT
13-a-55 TTTC | AATTGAGAGAAGAGATCCTCGAGCAGTG TTTG| TCGACCCAGGGATTTTCGTCCTCTATC
13-a-67 TTTC | AATTGAGAGAAGAGATCCTCGAGCAGTG TTTT|CTAGACCCCTCTCCATCCCTTATCCTTC
92-a-195 TTTT | CTAGAGGAGGATTCACCGACAAGGA TTTG | TCGACGGAAATCCCTGGTTTCCCCT
88-a-116 TTTC | AATTGCCTCTCAGGGGAGGATTCAC TTTG | TCGACGCCGATAGCTGCTTCTTCTTG
61-a-88 TTTC | AATTGAAGGATGGAGAGGGG TTTG| TCGACCCTCTTCCGAGGTCCGGAGT

Legenda: C|AATTG- local de restricdo da enzima Munl; T|CTAGA- local de restricdo da enzima Xbal; G|TCGAC- local de

restricdo da enzima Sall

Tabela 111.3.1. Sequéncias dos primers sintéticos utilizados na amplificacdo por PCR de sequéncias especificas de

cDNA do HDAg.
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As reacgoes de PCR foram efectuadas num volume total de 50 ul, contendo 50 ng de DNA
molde, tampao de PCR (75 mM Tris-HCI, pH 8.8 a 25°C, 20 mM (NH,),SO,, 0.01% Tween-20),
2 mM MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 0.5 pmol/ul de cada primer e 2.5 U polimerase de DNA
Tag (Fermentas). Ap6s desnaturacdo inicial a 95°C, durante 3 minutos, as amostras foram
sujeitas a 25-30 ciclos de amplificacdo (30 segundos a 94°C, 45 segundos a temperatura
varidvel, consoante a temperatura de fusao dos primers, 60 segundos a 72°C). A extensdo final
decorreu a 72°C, durante 10 minutos. Uma vez finalizadas as reacgdes de amplificagdo, os
produtos de PCR foram analisados por electroforese em gel de agarose e purificados com o kit
GFX PCR DNA and gel band purification (GE Healthcare). De seguida, procedeu-se a hidrélise
enzimatica com as enzimas Munl e Sall, para posterior insercao dos produtos de PCR entre os
locais EcoRI e Xhol do vector pcDNAT-c-myc-PK. As reaccdes de restricdo foram, regra geral,
efectuadas entre 3 a 16 horas, a 37°C, num volume final de 20 ul contendo 1 ug, tampao de
reaccao da enzima, e 10 U de endonuclease.

Para a construcdo do vector pcDNAT-c-myc-PK-HDAgA68-a-91, os cDNAs que codificam os
aminoacidos 13 a 67 e 92 a 195 do HDAg, foram digeridos com as enzimas de restricio Munl
e Xbal e Xbal e Sall, respectivamente. De seguida, as extremidades coesivas resultantes da
digestdo dos dois cDNAs com a enzima Xbal foram ligadas, obtendo-se um fragmento Gnico
que codifica para o HDAg sem os aminoacidos 68 a 91. A reacgao de ligacao foi efectuada por
incubacao dos dois fragmentos durante 4 horas, a 22°C, na presenga de 5U de T4 DNA ligase
(Fermentas).

As sequéncias de cDNA do HDV com tamanhos inferiores a 100 bp foram obtidas por
emparelhamento in vitro de oligonucleétidos sintéticos de cadeia simples, complementares

(Tabela 111.3.2).
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AMINOACIDOS DO R 5
SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS 5" — 3/
HDAg
Forward AATTGCTCGGAAAGAAGGATAAGGATGGAGAGGGGG
58-a-67
Reverse TCGACCCCCTCTCCATCCTTATCCTTCTTTCCGAGC
; r AATTGGATGGAGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAACGGACCAGATGGAGGTA
orwar
GACTCCGGACCTCGGAAGAGGG
64-a2-88
< TCGACCCTCTTCCGAGGTCCGGAGTCTACCTCCATCTGGTCCGTTCGGGCCCTCTTCGC
everse
GGGGGGAGCCCCCTCTCCATCC
; r AATTGGGAGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAACGGACCAGATGGAGGTAGAC
orwar
TCCGGACCTCGGAAGAGGG
65-2-88
< TCGACCCTCTTCCGAGGTCCGGAGTCTACCTCCATCTGGTCCGTTCGGGCCCTCTTCGC
everse
GGGGGGAGCCCCCTCTCCC
; r AATTGGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAACGGACCAGATGGAGGTAGACTCC
orwar
GGACCTCGGAAGAGGG
66-a2-88
< TCGACCCTCTTCCGAGGTCCGGAGTCTACCTCCATCTGGTCCGTTCGGGCCCTCTTCGC
everse
GGGGGGAGCCCCCTCC
; r AATTCGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAACGGACCAGATGGAGGTAGACTCCGGA
orwar
CCTCGGAAGAGGC
67-a2-88
< TCGAGCCTCTTCCGAGGTCCGGAGTCTACCTCCATCTGGTCCGTTCGGGCCCTCTTCGC
everse
GGGGGGAGCCCCG
; r AATTGGATGGAGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAACGGACCAGATGGAGGTA
orwar
GACTCCGGACCTGCGGCAGCAG
A86AB7A88
R TCGACTGCTGCCGCAGGTCCGGAGTCTACCTCCATCTGGTCCGTTCGGGCCCTCTTCGC
everse
GGGGGGAGCCCCCTCTCCATCC
. y AATTGGATGGAGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAACGGACCAGATGGAGGTA
orwar
GACTCCGGACCTGCGAAGGCAG
A86K87A88
R TCGACTGCCTTCGCAGGTCCGGAGTCTACCTCCATCTGGTCCGTTCGGGCCCTCTTCGC
everse
GGGGGGAGCCCCCTCTCCATCC
. y AATTGGATGGAGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAACGGACCAGATGGAGGTA
orwar
GACTCCGGACCTGCGAAGGCAG
R86A87R88
R TCGACCCTTGCCCGAGGTCCGGAGTCTACCTCCATCTGGTCCGTTCGGGCCCTCTTCGC
everse
GGGGGGAGCCCCCTCTCCATCC
Forward AATTGGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAG
66-a-75
Reverse TCGACTCGGGCCCTCTTCGCGGGGGGAGCCCCCTCC
» Forward AATTGGCAGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAG
E*°A-a-75
Reverse TCGACTCGGGCCCTCTTCGCGGGGGGAGCCCCTGCC
Forward AATTGACGGACCAGATGGAGGTAGACTCCGGACCTCGGAAGAGGG
76-a2-88
Reverse TCGACCCTCTTCCGAAGTCCGGAGTCTACCTCCATCTGGTCCGTC
Forward AATTGGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCG
66-a-74
Reverse TCGACGGCCCTCTTCGCGGGGGGAGCCCCCTCC
‘ r AATTGGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGG
orwar
GCCCGAGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAC
3X-HDAg NLS
R TCGAGTCGGGCCCTCTTCGCGGGGGGAGCCCCCTCTCGGGCCCTCTTCGCGGGGGGAGC
everse
CCCCTCTCGGGCCCTCTTCGCGGGGGGAGCCCCCTCC

Tabela 111.3.2. Sequéncias dos oligonucleétidos sintéticos utilizados para gerar sequéncias especificas de cDNA do
HDAg. Os nucleétidos que formam as extremidades coesivas compativeis com as resultantes da digestdo com EcoRl

e Xhol sdo apresentados a vermelho e a azul, respectivamente.
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A ligacdo dos oligonucledtidos de cadeia simples e complementares foi efectuada por diluicao
das duas moléculas de DNA na razdo molar de 1:1 em tampao de emparelhamento (10 mM
Tris-HCI, pH 7.5, 50 mM NaCl, T mM EDTA). A mistura contendo 10 uM de cada
oligonucleétido foi incubada a 95°C, durante 5 minutos num banho seco, para eliminar todas
as estruturas secundarias existentes. O emparelhamento das sequéncias complementares, apds
a desnaturagao inicial, foi efectuado por arrefecimento gradual das amostras, a temperatura
ambiente. Como os oligonucledtidos sintéticos de cadeia dupla possuem extremidades
coesivas compativeis com as que resultam da digestdao do vector pcDNAT-c-myc-PK com as
enzimas EcoRl e Xhol, estes foram directamente clonados no vector linearizado. A clonagem
dos fragmentos de cDNA, obtidos por PCR ou por ligagdo de oligonucleétidos sintéticos de
cadeia simples e complementares, no vector pcDNA1-c-myc-PK, foi levada a cabo por
incubacdo a 22°C, durante quatro horas, com 5U de T4 DNA ligase (Fermentas).

As clonagens no vector pcDNAT-c-myc-PK foram efectuadas de modo a manter a continuidade
da grelha de leitura entre a proteina c-myc-PK e as sequéncias de aminoacidos do HDAg. Apds
insercao dos fragmentos de cDNA que codificam para diferentes porgdes do antigénio delta no
vector pcDNAT-c-myc-PK, as misturas de ligacdo foram usadas para transformar bactérias E.
coli, MC1061/P3, de acordo com o método do cloreto de cdlcio (Sambrook et al., 1989). Os
plasmideos recombinantes resultantes foram analisados em gel de agarose apés digestao com
endonucleases de restricdo apropriadas. Note-se que todos os vectores construidos foram
sequenciados recorrendo aos servigos de sequenciacdao da empresa STAB VIDA.

Nas tabelas 111.3.3, 111.3.4 e 1l1.3.5 sdo apresentados os padrdes de restricio dos vectores

construidos, apés digestao com as enzimas Apol e Banll.

Fragmentos resultantes da digestao dos vectores pcDNA1-c-myc-PK com Banll

parental 67-88 13-112 34-116 58-116 HDAgA68-91
1436
1402 1402 1402 1402 1402 1402
1236 1236 1236 1236 1236 1236
1220 1220 1220 1220 1220 1220
1099
1039
1005
964
937
480 480 480 480 480 480
151 151
137
65
18 18 18 18

Tabela 111.3.3. Dimensoes dos fragmentos de DNA, em bp, originados por hidrélise enzimatica do vector pcDNAT1-
c-myc-PK e dos vectores que codificam a proteina c-myc-PK fundida com as aminoacidos 67 a 88, 13 a 112, 34 a

116, 58 a 116 do HDAg e com o HDAgA68-91, com a enzima de restricao Banll.
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Fragmentos resultantes da digestao dos vectores pcDNA1-c-myc-PK com Apol

parental 13-55 58-88 88-116 61-88 64-88 65-88 66-88 58-67
1458 1458 1458 1458 1458 1458 1458 1458 1458
1259 1259 1259 1259 1259 1259 1259 1259 1259

897
876
869
867
858
855
852

814
794 794 794 794 794 794 794 794 794
639
528 528 528 528 528 528 528 528 528
459 459 459 459 459 459 459 459 459
195

11 11 11 11 11 11 11 11 11

Tabela 111.3.4. Dimensdes dos fragmentos de DNA, em bp, originados por hidrélise enzimdtica do vector pcDNAT-
c-myc-PK e dos vectores que codificam a proteina c-myc-PK fundida com os aminoacidos 13 a 55, 58 a 88, 88 a

116, 61 a 88, 64 a 88, 65 a 88, 66 a 88 e 58 a 67 do HDAg, com a enzima de restricdo Apol.

Fragmentos resultantes da digestdo dos vectores pcDNA1-c-myc-PK com Apol

parental 66-74 66-75 E66A-75 ABCAB7ABS ABOADS K¥A 76-88 3X-NLS
1458 1458 1458 1458 1458 1458 1458 1458 1458
1259 1259 1259 1259 1259 1259 1259 1259 1259
873
858 858 858
823
813 813
810
794 794 794 794 794 794 794 794 794
639
528 528 528 528 528 528 528 528 528
459 459 459 459 459 459 459 459 459
195

11 11 11 11 11 11 11 11 11

Tabela 111.3.5. Dimensdes dos fragmentos de DNA, em bp, originados por hidrélise enzimética do vector pcDNAT-
c-myc-PK e dos vectores que codificam a proteina c-myc-PK fundida com os aminoacidos 66 a 74, 66 a 75, E66A-

75, ABCARABE ABOABS KE7A 76 2 88 e 3X-NLS do HDAg, com a enzima de restricio Apol.

111.3.1.3 CONSTRUCAO DO VECTOR pGFP-C1-S-HDAgANLS

Para a construcdo do vector pGFP-C1-S-HDAgGANLS iniciou-se por digerir o vector de
expressao eucariota pGFP-C1-S-HDAg (Tavanez et al., 2001) com as endonucleases Hindlll e
Sall (Fermentas). As enzimas de restricao Hindlll e Sall reconhecem dois locais de corte no
vector pGFP-C1-S-HDAg e originam, apés hidrélise enzimatica, dois fragmentos, um com 4714
bp e outro com 651 bp. O fragmento maior que corresponde ao vector pGFP-C1 linearizado,

sem o cDNA que codifica para o S-HDAg, foi separado por electroforese em gel de agarose
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low melting point 2% e purificado com o kit GFX PCR DNA and gel band purification
(GEHealthcare).

O cDNA que codifica para o S-HDAg, sem os aminoacidos que formam o NLS, foi sintetizado
por amplificagdo, por PCR, de duas sequéncias que codificam os aminodcidos 1 a 65 e 75 a
195 do S-HDAg. Os primers forward e reverse utilizados nas reac¢des de amplificagao (Tabela
[11.3.6) possuem nas suas extremidades 5" uma sequéncia extra que contém locais de restricao
especificos. Foi introduzido um local de restricio da enzima Xbal no primer reverse do
primeiro par de primers e no forward do segundo par para posterior ligagdo dos dois
fragmentos amplificados por PCR, e sitios de restricao para as enzimas Hindlll e Sall no primer
forward do primeiro par e no reverse do segundo par de primers, respectivamente, para

posterior inser¢ao do fragmento ligado no vector pGFP-C1.

Aminoacidos do HDAg Forward primer 5'— 3’ Reverse primer 5'—3’
1a 65’ TTATA | AGCTTCGATGAGCCGGTCCGAGTCG TTT|CTAGATCCATCCTTATCCTTCTTTCCG
75 a 195’ TTT | CTAGACGAACGGACCAGATGGAGG TTATG | TCGACCTATGGAAATCCCTGGTTTCCC
HDAg completo TTT | CTAGAATGAGCCGGTCCGAGTCG TTT | CTAGACTATGGAAATCCCTGGTTTCCC
1 a 652 TTT | CTAGAATGAGCCGGTCCGAGTCG TTTG| TCGACTCCATCCTTATCCTTCTTTCCG
75 a 1952 TTTG| TCGACCGAACGGACCGAGTGGAGG TTT|CTAGACTATGGAAATCCCTGGTTTCCC

Legenda: '- fragmentos clonados no vector pEGFP-C1; ?-fragmentos clonados no vector pCl-neo; T|CTAGA - local de restrico da

enzima Xbal; G|TCGAC - local de restricio da enzima Sall; A|AGCTT - local de restricio da enzima Hindlll

Tabela 111.3.6. Sequéncia dos primers sintéticos utilizados na amplificagdo por PCR de sequéncias especificas de
cDNA para construgdo dos vectores pEGFP-C1-S-HDAGANLS, pCl-neo-S-HDAg, pCl-neo-S-HDAGANLS e pCl-neo-S-
HDAGE66A.

As reacgoes de ligacdo foram efectuadas durante 4 horas a 22°C, na presenca de 5U de T4
DNA ligase (Fermentas). As misturas de ligacdo foram utilizadas para transformar bactérias E.
coli J]M109 competentes e a seleccdo dos vectores recombinantes foi feita por comparagao do
padrdo de restricdo dos vectores isolados com o padrao de restricdo do vector parental pGFP-

C1-SHDAg ap6s digestao com a enzima de restricao Apal (Invitrogen).

111.3.1.4.1 CONSTRUCAO DO VECTOR pCl-neo-S-HDAg

A sequéncia de cDNA que codifica o S-HDAg completo foi obtida por PCR, utilizando, para o

efeito, um par de primers sintéticos que possui um sitio de restricao Xbal nas extremidades 5’
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(Tabela 111.3.6). O produto resultante da digestao com Xbal foi clonado no vector pCl-neo
(Promega) previamente digerido com a mesma enzima de restricdo e tratado com fosfatase

alcalina de camarao (Fermentas).

111.3.1.4.2 CONSTRUCAO DO VECTOR pCl-neo-S-HDAgANLS

A estratégia utilizada para clonar o fragmento de cDNA que codifica o HDAgANLS no vector
pCl-neo (Promega) foi idéntica a utilizada na constru¢ao do vector pGFP-C1-S-HDAgGANLS. As
sequéncias de cDNA que codificam os aminodcidos de 1 a 65 e 75 a 195 do HDAg foram
amplificadas por PCR, utilizando os pares de primers sintéticos indicados na tabela Il1.3.6.
Ap6s as reaccdes de amplificacdo, os produtos de PCR foram digeridos com a enzima de
restricao Sall e ligados. A sequéncia de cDNA resultante da reacgao de ligacdo, foi sujeita a
nova hidrélise enzimatica com a endonuclease Xbal, sendo por fim, clonada no vector pCl-
neo. O vector resultante codifica o antigénio delta sem os aminodcidos que formam o sinal de

localizacao nuclear.

111.3.1.4.3 CONSTRUCAO DO VECTOR pCl-neo-S-HDAgE66A

Para a construgdo do vector pCl-neo-S-HDAgGE66A, que codifica o antigénio delta com uma
mutacdo pontual no aminodcido 66, procedeu-se, inicialmente, a hidrélise enzimatica do
cDNA do HDAg amplificado por PCR com as endonucleases EcoRl (Fermentas) e Apal
(Invitrogen). As enzimas de restricdao EcoRl e Apal reconhecem dois locais de clivagem, nas
posicoes 370 e 417, no cDNA do HDAg e, ap6s hidrélise enzimética, geram 3 fragmentos com
as seguintes dimensdes: 47, 171 e 370 bp. Os fragmentos com 171 e 370 bp que codificam
para os aminodcidos 1 a 56 e 76 a 195 do HDAg, respectivamente, foram separados por
electroforese em gel de agarose low melting point a 2% e purificados com o kit GFEX DNA PCR
and gel band purification (GE Healthcare). O fragmento com 47 bp que codifica os
aminoacidos 57 a 75 do HDAg do tipo selvagem foi substituido por um oligonucleétido
sintético no qual o coddao GAG foi substituido GCA, pelo que codifica para os aminoacidos 57
a 75 do HDAg, com um residuo de alanina na posicao 66 (Tabela 111.3.7).

Os oligonucleétidos de cadeia simples foram desenhados de modo a criar no produto

resultante da hibridacdo extremidades coesivas compativeis com as extremidades geradas pela
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hidrélise enzimatica do cDNA do HDAg com as enzimas EcoRIl e Apal. Apés ligacao dos dois
fragmentos de cDNA com o oligonucleétido de cadeia dupla, procedeu-se a digestao do
fragmento ligado com a enzima Xbal. Por fim, o cDNA que codifica o S-HDAgGE66A foi

clonado no vector pCl-neo.

Aminoacidos do
SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS 5/ — 3’
HDAg
Forward AATTCTCGGAAAGAAGGATAAGGATGGAGCAGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCC
57-a-75
Reverse CTCTTCGCGGGGGGAGCCCCTGCTCCATCCTTATCCTTCTTTCCGAG

Tabela 111.3.7. Sequéncia dos oligonucleétidos sintéticos utilizados na construgdo do vector pCl-neo-HDAgGE66A. Os
nucledtidos que formam as extremidades coesivas compativeis com as resultantes da digestdo com EcoRl e Apal sdo
apresentados a azul e a verde, respectivamente. A vermelho estd assinalada a sequéncia que codifica o aminoacido

66.

111.3.2 CULTURA E TRANSFECCAO TRANSITORIA DE CELULAS

EUCARIOTAS

A linha celular de fibroblastos de murganho NIH 3T3 foi cultivada em monocamada em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s suplementado com 10% de FBS. As condicdes de crescimento
utilizadas para as células de hepatoma humano Huh7 foram descritas anteriormente. As duas
culturas foram mantidas a 37°C, numa atmosfera himida contendo 5% de CO,.

Para transfeccao, as células foram cultivadas sobre lamelas de vidro de 12 x 12 mm, estéreis,
até atingirem cerca de 50 a 60% de confluéncia. Na transfeccdo foi utilizada a mistura de
lipidos comercial FUGENE 6 (Roche) de acordo com as instrugdes do fabricante e cerca de 1 pg
de DNA plasmidico. As células foram analisadas por imunofluorescéncia, cerca de 24 horas

apos a transfecgao.

111.3.3 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

A distribuicdo intracelular das proteinas de fusdao c-myc-PK e do HDAg foi analisada por
imunofluorescéncia indirecta e microscopia confocal. Para imunofluorescéncia, as células

Huh?7 ou NIH 3T3 cultivadas em lamelas de 12 x 12 mm, foram lavadas rapidamente em PBS
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1X e fixadas com uma solugdo de formaldeido a 3.7% em PBS 1X a temperatura ambiente,
durante 10 minutos. De seguida, as células foram permeabilizadas com 0.5% Triton X-100 em
PBS 1X, durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Seguiram-se trés lavagens de cinco
minutos com PBS 1X contendo com 0.05% de Tween-20 (PBS-T). Imediatamente a seguir a
dltima lavagem, as células foram incubadas durante uma hora com os anticorpos primdrios
diluidos 1:100 em PBS-T. Apds incubacao realizaram-se trés lavagens de cinco minutos com
PBS-T e efectuou-se nova incubacdo com os anticorpos secunddrios. As incubagdes com os
anticorpos primdrios e secunddrios foram realizadas a temperatura ambiente, em cdmara
escura himida.

Posteriormente as incubagdes com os anticorpos realizaram-se 3 lavagens de 5 min. com PBS
1X, procedendo-se de seguida a pds-fixagdo das células com 3.7% PFA em PBS, a temperatura
ambiente, durante cinco minutos. Apds novas lavagens com PBS 1X, procedeu-se, por fim, a
montagem das lamelas em laminas de vidro com meio de montagem Vectashield (Vector
Laboratories).

Os anticorpos primarios utilizados nos ensaios de imunofluorescéncia foram o monoclonal de
murganho anti-c-myc 9E10, policlonal de coelho anti-lamina A/C (BD Biosciences) e policlonal
de coelho anti-HDAg (B3; Saldanha e tal., 1990). Os anticorpos secundarios utilizados foram o
monoclonal anti-imunoglobulinas de murganho conjugado com FITC e o monoclonal anti-
imunoglobulinas de coelho conjugado com FITC ou Texas Red (Jackson ImmunoResearch

Laboratories, USA).

111.3.4 MICROSCOPIA

A andlise das amostras marcadas com fluorocromos foi efectuada num microscépio confocal
Zeiss LSM 510, equipado com um laser de argon (488 mm) para excitar FITC e um laser de
hélio-néon (543 mm) para excitar Texas Red. Em experiéncias de marcagdo dupla (dois
fluorocromos), as imagens do mesmo plano focal foram primeiro captadas em canais diferentes
e depois sobrepostas. Com o objectivo de obter um alinhamento preciso das imagens
sobrepostas, o equipamento foi calibrado com o auxilio de microesferas fluorescentes
(Molecular Probes, USA) e de um filtro de banda dupla que permite a visualizagdo simultanea

de fluorescéncia verde e vermelha.
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111.3.5 EXPRESSAO DE PROTEINAS HETEROLOGAS EM E. coli

As proteinas GST, GST-S-HDAg, bem como a proteina GST fundida com os aminoacidos
responsaveis pela importagdo nuclear do antigénio delta foram produzidas em bactérias E. coli
BL21, utilizando o vector pGEX-6p-2 (GE Healthcare). As proteinas de fusdao GST, expressas
sob controlo do promotor indutivel tac, possuem um local de clivagem especifico para a

protease PreScisson, permitindo a separacdo das proteinas de interesse do dominio GST.

111.3.5.1 CONSTRUGCAO DO VECTOR pGEX-6p-2-3X-HDAg-NLS

O vector pGEX-6p-2-3X-HDAg-NLS, que codifica a proteina GST fundida com trés cépias em
tandem do NLS do HDAg, foi construido através da insercao de um oligonucleétido sintético
de cadeia dupla entre os locais EcoRl e Xhol do pGEX-6p-2. Os oligonucleétidos sintetizados,
apos ligagao, apresentam extremidades coesivas compativeis com as originadas por clivagem
do vector pGEX-6p-2 com as enzimas EcoRl e Xhol (Tabela 111.3.8). Para além disso, os
oligonucledtidos utilizados na construcao do vector pGEX-6p-2-3X-HDAg-NLS possuem dois
nucledtidos adicionais, assinalados a negrito, por comparagao com os oligonucleétidos usados
na expressdo da proteina c-myc-PK-3X-HDAg-NLS (Tabela [l1.3.2). A adicdo de dois
nucledtidos adicionais foi efectuada com o objectivo de manter a continuidade da grelha de

leitura entre a proteina GST e o NLS do HDAg.

Aminoacidos . ’
SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDOS SINTETICOS (5'— 3”)
do HDAg
; y AATTGCCGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAGAGGGGGCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAGAGGGG
orwar
INLS GCTCCCCCCGCGAAGAGGGCCCGAC
TCGAGTCGGGCCCTCTTCGCGGGGGGAGCCCCCTCTCGGGCCCTCTTCGCGGGGGGAGCCCCCTCTCGGGCCC
reverse
TCTTCGCGGGGGGAGCCCCCTCGGC
Tabela 111.3.8. Sequéncia dos oligonucleétidos sintéticos utilizados na construgdo do vector pGEX-6p-2-

3xHDAgNLS. Os nucleétidos que formam as extremidades coesivas compativeis com as resultantes da digestao com
EcoRI e Xhol sdo apresentadas a vermelho e a azul, respectivamente. A negrito assinalam-se os dois nucleétidos

adicionais.

Os vectores recombinantes isolados foram analisados por electroforese em gel de agarose a 1%

ap6s digestdo com a enzima de restricao Hincll.
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111.3.5.2 PRODUCAO DE PROTEINAS DE FUSAO GST

Os vectores pGEX-6p-2, pGEX-6p-2-3X-HDAg-NLS e pGEX-6p-2-S-HDAg foram utilizados
para transformar uma estirpe de E. coli deficiente na producdo de duas proteases, a Lon e a
OmpF. De modo a potenciar a traducao das proteinas de fusao, as bactérias E. coli BL21 foram
simultaneamente transformadas com um plasmideo, pACYC-RP, que codifica dois tRNAs raros
em E. coli, nomeadamente os que transportam os aminodacidos arginina e prolina. As colénias
individualizadas de E. coli BL21, co-transformadas com os vectores pGEX-6p-2 e pACYC-RP,
foram em seguida inoculadas em meio 2X YTA (16 g/L triptona, 10 g/L extracto de levedura, 5
g/L de NaCl) e incubadas a 37°C, com agitagdo a 250 rpm. Ap6s 12 a 16 horas de incubacao,
as culturas liquidas saturadas foram usadas para inocular cinco volumes de meio 2X YTA e
incubadas por mais duas horas a 37°C, com agitacao a 100 rpm. A indugdo da expressao das
proteinas de fusao GST foi efectuada por adicao de isopropil-p-D-tiogalactopiranosido (IPTG),
numa concentracao final de T mM. Apds duas horas de incubagado, a 37°C, com agitacdo, as
culturas liquidas foram transferidas para tubos de propileno de 50 ml, e centrifugadas a 2280xg
a 4°C, durante 10 minutos. De seguida, procedeu-se a lise da parede bacteriana por adicao de
uma solugao de lisozima (Sigma), numa concentragao final 0.1 mg/ml. Ap6s uma incubacao de
5 minutos a temperatura ambiente, a suspensdo celular sofreu 5 ciclos de congelacao, em
azoto liquido e descongelacdo por aquecimento a 37°C, num banho maria. No final,
adicionaram-se 324 U de Benzonase (Sigma) ou 10 ug/ml de DNase | para digestao do DNA
genémico libertado durante a lise celular. Apés cerca de 30 minutos de incubagdo a
temperatura ambiente, os lisados foram centrifugadas a 14000xg durante 10 minutos, a 4°C e
os sobrenadantes foram guardados a -80°C.

Antes da purificagdo das proteinas de fusdao GST, os extractos proteicos bacterianos foram

analisados por electroforese em géis de poliacrilamida e Western Blot.

111.3.5.3 PURIFICACAO E QUANTIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

A purificacao das proteinas de fusdo GST, a partir dos lisados bacterianos, foi efectuada por
cromatografia de afinidade, utilizando colunas de purificacao preenchidas com uma matriz de
glutationa conjugada com agarose (colunas GSTrap FF, GE Healthcare). Apenas as proteinas
com afinidade para a glutationa, isto €, as proteinas de fusdao GST, ficam retidas na coluna,

enquanto que as restantes proteinas bacterianas sdao eliminadas durante o processo de

168



CAPITULO IIl. IMPORTAGAO NUCLEAR DO HDAg

cromatografia de afinidade. A purificacao decorreu de acordo com o protocolo fornecido pelo
fabricante. Antes da adicdo dos extractos proteicos bacterianos, as colunas de purificagao
foram equilibradas com cinco volumes de PBS 1X filtrado (filtros de 0.45 um), a temperatura
ambiente. Para aumentar a quantidade de proteina de fusao GST purificada, a adicdo dos
extractos proteicos foi efectuada lentamente, cerca de 0.1 ml de lisado bacteriano por minuto.
Ap6s lavagem com 5 a 10 volumes de PBS 1X, para remover as proteinas que ndo se
encontram ligadas a matriz de glutationa, as proteinas de fusdao GST foram eluidas com 1.4 ml
de 10 mM glutationa reduzida em 50 mM Tris-HCI, pH 8.0. As proteinas GST purificadas
foram separadas por SDS-PAGE e analisadas por coloracdo com azul de Coomassie ou Western
blot.

Por fim, as fraccdes que apresentavam maior concentragdo proteica foram dializadas contra
2000 volumes de PBS 1X a 4°C, durante 16 horas. Para a didlise utilizaram-se cassetes de
didlise Slide-A-lyzer com capacidade maxima de 3 ml (Pierce).

A determinacdo da concentracdo das proteinas de fusdo GST foi realizada pelo método
colorimétrico de Bradford, utilizando o kit comercial Bio-Rad Protein assay (BioRad). O
principio do método baseia-se no facto do corante azul brilhante de Coomassie G-250, em
meio 4cido, reagir com as proteinas presentes nas amostras a quantificar, ocorrendo uma
visivel mudanga de coloracdo, inicialmente acastanhada para tons de azul, de acordo com a
concentracdo da proteina. A absorvancia das amostras foi medida num espectrofotémetro ou
num leitor de placas de ELISA a 595 nm. Apos a leitura, os valores de absorvancia das amostras
foram comparados com os valores de cinco solu¢des padrao de albumina sérica bovina (BSA

fracgao V; Sigma) com concentragao conhecida: 100, 300, 500, 700 e 900 ug/ml.

111.3.5.4 SDS-PAGE E WESTERN BLOT

A separagdo de proteinas por SDS-PAGE seguiu o procedimento descrito nos materiais e
métodos do capitulo Il, ponto 11.3.9. Apés transferéncia para membranas de nitrocelulose as
proteinas de fusao GST foram detectadas por incubagdo com os anticorpos monoclonal de
cabra anti-GST (GE Healthcare) diluido 1:5000 em PBS 1X-5% leite magro e monoclonal anti-
imunoglobulinas de cabra conjugado com peroxidase (BioRad) diluido 1:5000 em PBS 1X com

2% leite magro e 0.05% Tween-20.
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111.3.6 PREPARACAO DE EXTRACTOS PROTEICOS DE CELULAS Huh?7
PARA ENSAIOS DE CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

As células Huh7 cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? foram lavadas com PBS 1X,
incubadas com uma solucdo de tripsina e recolhidas em meio RPMI 1640 suplementado com
10% de FBS. Ap6s uma breve centrifugacdo a 800 rpm, as células foram lavadas duas vezes
com PBS 1X e ressuspensas em tampao hipoténico (20 mM Hepes-KOH, pH 7.9), seguida de
uma incubacdo durante cinco a 10 minutos no gelo. De seguida, a suspensao celular foi
submetida a trés ciclos de 20 segundos de sonicagdo, intercalados com incubagdes de dois
minutos em gelo. Finalmente, os lisados celulares foram centrifugados a 12.000xg a 4°C,
durante 10 minutos, e os sobrenadantes foram guardados a -80°C, até utilizagcdo. Antes da
utilizacdo dos extractos celulares nos ensaios de cromatografia de afinidade, estes foram
dialisados contra 50 volumes de tampdo de cromatografia com elevada concentracdo salina (1
M KCI, 20 mM HEPES-KOH, pH 7.9; 0.2 mM EDTA, pH 8.0; 0.1 mM DTT; 20% (p/v) glicerol)
ou contra 50 volumes do mesmo tampao mas com baixa concentracao salina (100 mM KCl, 20

mM HEPES-KOH, pH 7.9; 0.2 mM EDTA, pH 8.0; 0.1 mM DTT; 20% (p/v) glicerol).

111.3.7 SELECCAO DE PROTEINAS COM AFINIDADE PARA O NLS DO

HDAg

Para os ensaios de cromatografia de afinidade, procedeu-se, inicialmente, a imobilizacao de 20
ug de cada uma das proteinas de fusdo GST a 20 ul de uma matriz constituida por glutationa
ligada covalentemente a particulas magnéticas (MagneGST™ Protein Purification System;
Promega). Para isso, as particulas magnéticas foram lavadas trés vezes com PBS 1X e incubadas
com 20 ug de proteina, a temperatura ambiente, durante 30 minutos. Apds imobilizagdao das
proteinas GST, juntaram-se cerca de 5 mg de extractos proteicos de células Huh7 em tampao
de baixa ou elevada salinidade. A ligacdo das proteinas celulares as proteinas GST
imobilizadas decorreu a 4°C, durante duas horas, com agitacdo. Ap6s incubagao, as particulas
magnéticas foram lavadas seis vezes com tampao de ligagdao (200 mM KCI, 20 mM HEPES-
KOH, pH 7.9, 0.2 mM EDTA, pH 8.0, 0.1 mM DTT e 20% glicerol), pré-arrefecido em gelo. Os
complexos proteicos associados as proteinas GST foram eluidos com 30 ul de tampao de
amostra, contendo SDS (composicdo, ponto 11.3.9 dos materiais e métodos do capitulo 1), e

desnaturados por aquecimento a 100°C durante cinco minutos.
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Com vista a isolar os complexos proteicos associados ao NLS do HDAg, das proteinas que
interagem com o dominio GST da proteina de fusdo, procedeu-se a digestdo enzimatica da
proteina de fusdo GST-3X-HDAg-NLS com uma protease PreScission que cliva entre os
residuos Gln e Gly da sequéncia LeuGluValLeuPheGlIn|GlyPro, que separa a proteina GST do
NLS do HDAg. Para isso, ap6s as lavagens com tampao de ligacdo, as particulas magnéticas
foram ressuspensas em 100 ul de tampao de clivagem (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM DTT, pH 7.0 a 5°C) contendo 16 unidades de protease PreScission (GE
Healthcare). Ap6s 72 horas de incubagdao a 4°C, o sobrenadante contendo as proteinas
celulares com afinidade para o NLS do HDAg foi recolhido e as proteinas foram precipitadas
com 4cido tricloroacético. As proteinas celulares que permaneceram ligadas ao dominio GST

foram eluidas com 30 ul de tampao de amostra, contendo SDS.

111.3.8 PRECIPITACAO DE PROTEINAS COM TCA

As proteinas celulares com afinidade para o NLS do HDAg foram concentradas por
precipitacio com 0.1 volumes de acido tricloroacético (TCA). Ap6és uma incubacdo de 30
minutos em gelo, as proteinas precipitadas foram centrifugadas a 12000xg a 4°C, durante 5
minutos. O sedimento resultante foi lavado com 3 volumes de acetona pré-arrefecida e
incubado durante duas horas, a -20°C. Por fim, as proteinas foram de novo centrifugadas e os

sedimentos, apds secagem, foram ressuspensos em 30 ul de tampao de amostra com SDS.

111.3.9 IDENTIFICACAO DAS PROTEINAS COM AFINIDADE PARA O NLS
DO HDAg

111.3.9.1 SDS-PAGE E COLORACAO COM BRILLIANT BLUE G-250

Os complexos proteicos isolados por cromatografia de afinidade foram separados por
electroforese em géis de 18 x 16 cm de SDS-poliacrilamida a 7.5% ou de gradiente (5-20%).

As solugoes utilizadas para a preparagao dos géis de SDS-poliacrilamida estao sumariadas na
tabela 111.3.9. A electroforese decorreu a uma corrente constante de 25 mA, até o azul de
bromofenol presente no tampdo de amostra migrar até a base do gel de separacao,

aproximadamente 5 horas.
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Gel de separacao
. Gel de separacio Gel de concentracgio
Solugdes stock Solucao Heavy Solucao Light
7.5% 4%

(20%) (5%)
30% (p/v) (29% acrilamida,

10 ml 2.5 ml 3.75 ml 2.0 ml
1% bisacrilamida)
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 3.75 ml 3.75 ml 3.75 ml 0
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 0 0 0 3.75 ml
10% SDS 150 ul 150 ul 150 ul 150 l
100% glicerol 1.0 ml 0 0 150 ul
H,O 100 ul 8.6 ml 2.2 ml 8.950 ml
10% APS 22.5 ul 45 ul 150 ul 100 ul
TEMED 5.4 ul 5.4 ul 10 ul 10 ul
Volume final 15 ml 15 ml 15 ml 15 ml

Tabela 111.3.9. Solugdes utilizadas na preparagdo de géis de 18 x 16 cm de SDS-poliacrilamida a 7.5% ou de
gradiente 5 a 20%.

Ap6s a separacdo electroforética, as proteinas foram fixadas durante 15 minutos com TCA a
12% e incubadas com uma solucdo de azul brilhante G-250 (0.12% azul brilhante G-250,
10% éacido fosférico, 10% sulfato de aménia e 20% metanol) durante 48 horas, a temperatura
ambiente, com agitagdo suave. Ap6s a coloracdo, os géis foram lavados trés vezes com agua a
temperatura ambiente, sendo que a primeira lavagem decorreu durante cinco minutos e as
restantes durante uma hora. Finalmente os géis foram incubados durante 15 minutos com uma

solucao de 3% glicerol (p/v) e guardados a 4°C.

111.3.9.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ESPECTROMETRIA DE MASSA

Ap6s separacdo electroforética e coloracdo com azul brilhante G-250, as proteinas
seleccionadas para identificacdo, foram, primeiro, removidas dos géis com o auxilio de um
bisturi e lavadas com agua, com agitacdo, durante 20 minutos. As bandas contendo as
proteinas a identificar, foram descoradas por incubacdo a 37°C, com agitacdo, com uma
solucdo de acetonitrilo (ACN) a 50%. Seguiram-se os processos de reducdo e alquilagdo das
proteinas no gel. Para reducdo das proteinas, as bandas foram incubadas com 10 mM DTT a
56°C, durante 15 minutos. Para a alquilacdo adicionou-se 55 mM iodoacetamida durante 30

minutos, na auséncia de luz. A solucdo de iodoacetamida bloqueia os residuos de cisteina
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reactivos, evitando a reformacao das pontes dissulfito. Finalizado o processo de alquilagao,
removeu-se o sobrenadante e adicionou-se uma solugdo de ACN a 100%. Apds uma
incubacdo de cinco minutos, a temperatura ambiente, adicionou-se uma nova solugdo de ACN
a 100%, incubando-se a mistura por mais 30 minutos, com agitacdo. Removida a solucao de
ACN, as bandas foram desidratadas por centrifugacdo, em vacuo. Procedeu-se, em seguida, a
digestao das proteinas com tripsina. Para isso, as bandas de gel foram rehidratadas com tampao
de digestao contendo 6.7 ng/ul de tripsina diluida em NH,HCO;. Ap6s uma incubacdo de 30
minutos, a temperatura ambiente, o tampao de digestao foi substituido por uma solugao de 50
mM NH,HCO,, incubando-se as bandas nesta solucao a 37°C, durante a noite. No final, os
sobrenadantes contendo os péptidos foram recolhidos e acidificados por adicdo de uma
solugdo de 5% dacido férmico. Antes da aplicacdo na placa de MALDI, as amostras foram
dessalinizadas e concentradas em microcolunas com resina Poros R2 (Applied Biosystems). Os
péptidos nas colunas, foram lavados duas vezes com uma solugdo de 2% &cido trifluoroacético
(TFA) e finalmente eluidos com uma matriz de 10 mg/ml de CHCA (dcido a-ciano-4-

hidroxicinamico em 0.1% TFA e 50% ACN) directamente para a placa.

111.3.9.3 ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF-TOF

O espectrometro de massa utilizado para identificacdo das proteinas seleccionadas foi o 4700
Proteomics Analyser with TOF/TOF optics (Applied Biosystems), recorrendo aos programas
4000 series Explorer Software, versao 3.0 e GPS Workstation, versao 3.5.

Os espectros foram calibrados utilizando uma mistura de calibragcdo (Calibration mixture 3,
Sequazyme peptide mass standard kit, Applied Biosystems) constituida por cinco péptidos,
angiotensina |, hormona adrenocorticotrépica (ACTH) (1-17), ACTH (18-39), ACTH (7-38) e
insulina bovina.

Os espectros obtidos foram comparados com os valores tedricos disponiveis numa base de
dados. Deste modo, os resultados foram submetidos a base de dados MSDB2004010 e
comparados com os valores tedricos para Homo sapiens com uma tolerancia de 100 ppm. A
identificacdo foi considerada valida para valores de identificacao (score) iguais ou superiores a

64.
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111.4.1 CARACTERIZACAO DO SINAL DE LOCALIZACAO NUCLEAR DO
ANTIGENIO DELTA

111.4.1.1 O NLS BIPARTIDO DO HDAg, COMPREENDIDO ENTRE OS AMINOACIDOS
67 A 88, NAO E SUFICIENTE PARA PROMOVER A IMPORTACAO NUCLEAR DA
PROTEINA c-myc-PK

Com o objectivo de identificar as sequéncias de aminoacidos necessarias e suficientes para a
importacdo nuclear do HDAg, numa primeira abordagem, procurou-se verificar se os
aminodcidos 67 a 88 do HDAg sdo capazes de promover a importacao nuclear da proteina
repérter cinase do piruvato de galinha (PK) fundida com o epitopo 9E10 da proteina c-myc (c-
myc-PK). Esta proteina apresenta uma distribuicdo exclusivamente citoplasmatica, podendo
localizar-se no nucleo quando fundida com um NLS funcional.

Para analisar o efeito do NLS bipartido do HDAg na distribuicdo intracelular da proteina
reporter, foi clonado o fragmento de cDNA que codifica para os aminoacidos 67 a 88 do
HDAg entre os locais EcoRl e Xhol do vector de expressdao eucariota pcDNAT-c-myc-PK

(Michael et al., 1997).
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A sequéncia de cDNA do HDV que codifica para os aminodcidos
“ GAPPAKRARTDQMEVDSGPRKR® foi obtida por sintese de oligonucleétidos de cadeia
simples complementares. Estes foram emparelhados in vitro, e introduzidos no vector pcDNAT-
c-myc-PK, na mesma grelha de leitura da proteina de fusdao c-myc-PK. Para ligacdo do cDNA
de cadeia dupla que codifica para os aminodcidos 67 a 88 do HDAg, com o vector pcDNAT-c-
myc-PK, os oligonucledtidos sintéticos foram desenhados de modo que, apdés o
emparelhamento das cadeias complementares, sdo criadas extremidades coesivas compativeis
com as originadas por clivagem do vector com as enzimas de restricao EcoRl e Xhol.

A seleccdo dos vectores recombinantes foi efectuada por hidrélise enzimatica com a enzima de
restricdo Banll, que ap6s clivagem, gera padroes de restricao distintos nos vectores pcDNAT-c-
myc-PK-67-a-88-HDAg e vector parental. Note-se, que todos os vectores construidos para
identificacdo dos NLS do HDAg foram sequenciados, para garantir que os cDNAs que
codificam para as sequéncias parciais do HDAg, introduzidas no vector pcDNAT-c-myc-PK se
encontram em grelha com a proteina de fusao c-myc-PK.

O vector pcDNAT-c-myc-PK-67-88HDAg foi utilizado, subsequentemente, para transfectar
células Huh7. A analise da distribuicao nicleo-citoplasmatica da proteina de fusdao c-myc-PK-
67-88 foi efectuada por imunofluorescéncia, apés incubagdo com o anticorpo monoclonal de
murganho anti-myc (BD Biosciences), seguida de um anticorpo secundario apropriado. Com o
propésito de facilitar a visualizagdo do ndcleo das células, procedeu-se, também, a detecgao
das laminas A/C, proteinas integrantes da lamina nuclear, com um anticorpo policlonal de
coelho anti-laminas A/C (BD Biosciences).

Como controlos positivo e negativo utilizaram-se os vectores pcDNAT-c-myc-PK-NLS-hnRNP K
e pcDNAT-c-myc-PK, respectivamente. O primeiro codifica para a proteina c-myc-PK fundida
com o NLS bipartido da extremidade N-terminal da proteina hnRNP K humana, que se mostrou
funcional neste sistema repérter (Michael et al., 1997). Por outro lado, a proteina de fusdo c-
myc-PK produzida a partir do vector parental, na auséncia de um NLS funcional, localiza-se
somente no citoplasma.

A figura 11.4.1.1 A e B ilustra a localizacdo celular das proteinas de fusdao c-myc-PK e c-myc-
PK-NLS-hnRNP K, respectivamente. De acordo com o esperado, a fusdo da sequéncia
aminoacidica que comporta o NLS da proteina hnRNP K a extremidade C-terminal da proteina
c-myc-PK resulta na localizacdo nuclear da proteina de fusao c-myc-PK-NLS hnRNP K (Figura
[11.4.1.1 B), contrastando com a distribui¢do exclusivamente citoplasmatica da proteina c-myc-

PK (Figura I11.4.1.1 A).
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Figura 111.4.1.1. Distribuicdo intracelular das proteinas de fusdo c-myc-PK e c-myc-PK-NLS hnRNP K. Células Huh7
foram transfectadas com os vectores pcDNAT-c-myc-PK (A) e pcDNAT-c-myc-PK-NLS hnRNP K (B). 16 a 24 horas
apos transfecgdo as células foram fixadas e permeabilizadas. A detec¢do das proteinas de proteinas de fusdo c-myc-
PK (a vermelho) foi efectuada por incubagdo com o anticorpo monoclonal anti-c-myc, 9E10. Para marcagao dos

nucleos (a verde) as células Huh7 foram incubadas com um anticorpo policlonal anti-laminas A/C.

Finalmente, a analise da distribuicao intracelular da proteina c-myc-PK fundida com
aminodacidos 67 a 88 do HDAg, mostrou que a proteina de fusdo localiza-se somente no

citoplasma das células (Figura 111.4.1.2).

Figura 111.4.1.2. Distribuicdo intracelular da proteinas de fusdo c-
myc-PK-67-88HDAg. Células Huh7 foram transfectadas com o
vector pcDNAT-c-myc-PK-67-88HDAg. A marcagdo da proteina
de fusdo (vermelho) e dos nicleos (verde) foi efectuada por
incubacdo das células fixadas e permeabilizadas com os
anticorpos monoclonal anti-c-myc e policlonal anti-lamina A/C,

respectivamente.

Estes resultados evidenciam que, ao contrario do NLS da proteina hnRNP K, o NLS bipartido do
HDAg, situado entre os aminoacido 67 a 88, ndo é funcional no sistema repérter c-myc-PK. A
localizagao citoplasmatica da proteina c-myc-PK-67-a-88HDAg nao confirma os resultados de
Xia et al. (1992), que levaram a conclusio de que os aminoacidos
Y GAPPAKRARTDQMEVDSGPRKR® formam o sinal responsavel pela importagao nuclear do
HDAg. Serd de salientar, que existem diferencas nas abordagens utilizadas para analisar o
papel dos aminodcidos 67 a 88 do HDAg na importacao nuclear. Os aminodcidos vizinhos do
local de fusdao entre as proteina reporter (a-globina e c-myc-PK) e os aminodcidos do HDAg

sao distintos, o que poderd explicar as diferengas registadas.
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111.4.1.2 OSs AMINOACIDOS DA EXTREMIDADE N-TERMINAL DO HDAg NAO SAO
NECESSARIOS PARA A LOCALIZACAO NUCLEAR DA PROTEINA

Face aos resultados obtidos, decidiu-se proceder a uma andlise mais detalhada dos
aminoacidos do HDAg necessarios e suficientes para promover a importagao nuclear da
proteina c-myc-PK. Para isso, introduziram-se vdrias sequéncias de cDNA do HDAg, na mesma
grelha de leitura do Gltimo codao da cinase do piruvato, no vector pcDNA1-c-myc-PK. Apds
transfeccdo de células eucariotas Huh7 com os vectores construidos, seguiu-se a analise da
distribuicdo intracelular das proteinas de fusdo por imunofluorescéncia indirecta seguida de
microscopia confocal.

Estudos mutacionais do HDAg mostraram que os primeiros 88 aminodcidos do antigénio delta
apresentam uma distribuicao intracelular idéntica a da proteina do tipo selvagem, sugerindo
que os aminodcidos 89 a 195 do HDAg sao dispensaveis para a localizacdo nuclear da
proteina. Utilizando abordagens experimentais baseada na expressdao de proteinas reporter
fundidas com sequéncias do HDAg, demonstrou-se que os primeiros 30 aminodcidos nao
contribuem para a localizagdo nuclear da proteina (Xia et al.,, 1992; Chang et al., 1992). No
entanto, a utilizacdo de ferramentas informaticas como o PROSITE (Hofmann et al., 1999), o
PredictNLS (Cokol et al., 2000) e o Motif Scan apontam para a existéncia provavel de um NLS
entre os aminodcidos 25 a 39 do HDAg (*KKLEELERDLRKTKK®’). Com vista a averiguar a
presenca de um NLS na extremidade N-terminal do HDAg, construiram-se os vectores
pcDNAT-c-myc-PK-13-112HDAg, pcDNAT-c-myc-PK-34-116HDAg e pcDNAT-c-myc-PK-58-
116HDAg que codificam para a proteina c-myc-PK fundida com os aminoacidos 13 a 112, 34
a 116 e 58 a 116 do HDAg. Os fragmentos de cDNA do HDV de 300 bp, 262 bp e 213 bp,
que codificam para os aminoacidos 13 a 112,34 a 116 e 58 a 116 do HDAg, respectivamente,
foram obtidos por amplificacdo por PCR e introduzidos no vector pcDNAT-c-myc-PK.

Apo6s transfeccdo e de acordo com o esperado, a proteina de fusao c-myc-PK-13-112HDAg
distribui-se exclusivamente no ndcleo das células (Figura 111.4.1.3 A), sugerindo que os
aminodacidos responsdveis pela localizacdo do HDAg situam-se entre os 100 aminodacidos da
extremidade N-terminal. Obtiveram-se resultados idénticos quando se analisou a distribuicao
intracelular da proteina repérter c-myc-PK fundida com os aminoacidos 34 a 116 do HDAg (c-
myc-PK-34-116HDAg; Figura 111.4.1.3 B). A semelhanca do que se verificou para os
aminodcidos da extremidade carboxilica, a localizagao nuclear da proteina c-myc-PK-34-116
indica que os primeiros 33 aminodcidos da extremidade N-terminal do HDAg ndo sao

necessdrios para a importagao nuclear da proteina repérter.
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Figura 111.4.1.3. Distribuicdo intracelular das proteinas de fusao c-myc-PK-13-112HDAg e c-myc-PK-34-116HDAg.
Células Huh?7 foram transfectadas com os vectores pcDNAT-c-myc-PK-13-112HDAg (A) e pcDNAT-c-myc-PK-34-
116HDAg (B). 16 a 24 horas ap6s transfecgao as células foram fixadas e permeabilizadas. A detecgao das proteinas
de proteinas de fusdo c-myc-PK (a verde em A e a vermelho em B) foi efectuada por incubagdo com o anticorpo
monoclonal anti-c-myc, 9E10. Em B, para marcagao dos ntcleos (a verde) as células Huh7 foram incubadas com um

anticorpo policlonal anti-laminas A/C.

Tendo-se verificado que a remogao dos primeiros 33 do HDAg nao condiciona o transporte
nuclear da proteina repérter, analisou-se o resultado da remocdo dos 57 aminodcidos da
extremidade N-terminal do HDAg, na importacdo nuclear da proteina c-myc-PK. O HDAg
possui uma sequéncia de aminoacidos com elevada homologia com o NLS NL1 dos
glucocorticéides, situado entre os aminodcidos 35 a 44. Segundo Chang et al. (1992) os
aminodcidos 35 a 44 do HDAg sdo capazes de promover a importacdo nuclear de uma
proteina reporter.

Os resultados obtidos (Figura [11.4.1.4) mostram que a remogao dos primeiros 57 aminoacidos
do HDAg nao diminui a capacidade da proteina c-myc-PK ser importada do citoplasma para o
nicleo das células Huh7 transfectadas, uma vez que a proteina de fusdo c-myc-PK-58-
116HDAg apresenta uma distribuicao exclusivamente nuclear.

A localizacdo nuclear das proteinas de fusdo c-myc-PK-13-112HDAg, c-myc-PK-34-116HDAg,
e c-myc-PK-58-116HDAg mostra que as sequéncias aminoacidicas do HDAg que comportam o
NLS anotado por trés programas de computador de busca de dominios funcionais proteicos
(aminoacidos 25 a 39) e o NLS identificado por Chang et al. (1992) ndo sdo essenciais para a
importacdo nuclear da proteina repérter c-myc-PK.

Atendendo a distribuicdo intracelular das proteinas de fusdo estudadas pode-se concluir que o
HDAg apresenta pelo menos um NLS funcional no sistema repérter c-myc-PK, entre os

aminodcidos 58 a 116. O facto da remogao dos primeiros 57 aminoacidos da extremidade N-
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terminal ndo interferir com a importagao nuclear da proteina c-myc-PK ndo prova, contudo, a
auséncia de NLS nas sequéncias removidas. Com efeito, o HDAg pode conter mais do que um

NLS funcional na sua sequéncia, funcionando de um modo independente.

Figura 111.4.1.4. Distribuicdo intracelular da proteina de fusdo c-
myc-PK-58-116HDAg. Células Huh7 foram transfectadas com o
vector pcDNAT-c-myc-PK-58-116HDAg. A marcagao da proteina
de fusdao (vermelho) e dos nicleos (verde) foi efectuada por
incubacdo das células fixadas e permeabilizadas com os
anticorpos monoclonal anti-c-myc e policlonal anti-lamina A/C,

respectivamente.

111.4.1.3 Os AMINOACIDOS 34 A 44 DO HDAg NAO SAO CAPAZES DE PROMOVER
A IMPORTACAO DA PROTEINA c-myc-PK

Com o objectivo de determinar a presenca de sinais de importacdo nuclear na extremidade N-
terminal do HDAg construiu-se o vector pcDNAT-c-myc-PK-13-55HDAg que codifica a
proteina de fusdo c-myc-PK fundida com os aminodacidos 13 a 55 do HDAg.

Para a construcdo do vector pcDNAT-c-myc-PK-13-55HDAg, amplificou-se por PCR um
fragmento de DNA com 147 bp que codifica para os aminoacidos 13 a 55 do HDAg, que apds
hidrélise enzimatica, foi introduzido entre os locais EcoRl e Xhol do plasmideo pcDNAT-c-
myc-PK.

Tal como descrito anteriormente, a localizacdo intracelular da proteina de fusdo c-myc-PK-13-

55HDAg foi examinada por imunofluorescéncia indirecta, seguida de microscopia confocal. A

figura 111.4.1.5 ilustra os resultados da distribuicao intracelular da proteina de fusao c-myc-PK-

13-55HDAg.

Figura 111.4.1.5. Distribuicdo intracelular da proteina de fusao c-
myc-PK-13-55HDAg. Células Huh7 foram transfectadas com o
vector pcDNAT-c-myc-PK-13-55HDAg. A marcagdo da proteina
de fusdo (vermelho) e dos nicleos (verde) foi efectuada por
incubacao das células fixadas e permeabilizadas com os
anticorpos monoclonal anti-c-myc e policlonal anti-lamina A/C,

respectivamente.
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Tal como se pode observar, a proteina c-myc-PK-13-55HDAg localiza-se unicamente no
citoplasma das células transfectadas. A localizacao citoplasmética da proteina repdrter mostra
claramente que os aminodcidos 13 a 55 do HDAg ndo possuem nenhum NLS funcional capaz
de promover a importagdo nuclear da proteina c-myc-PK, contrariando a hipétese do NLS (aa
35 a 44) identificado por Chang et al. (1992) contribuir para a localizacao nuclear da proteina.
No entanto, os resultados obtidos com a proteina de fusdo c-myc-PK fundida com os
aminodcidos 13 a 55 HDAg corroboram os resultados de Xia et al. (1992), que demonstrou que
os aminodcidos 1 a 57 do HDAg, apesar de conterem uma sequéncia com 70% de homologia
com o NLS dos glucocorticéides, sdo incapazes de deslocar uma proteina repérter do
citoplasma para o nucleo.

Levando em linha de conta a distribuicao citoplasmatica da proteina de fusdao c-myc-PK-13-
55HDAg e a localizagdo restrita ao nucleoplasma da proteina c-myc-PK-58-116, pode-se
concluir que o HDAg possui apenas um NLS funcional situado, muito provavelmente, entre os

aminoacidos 58 e 116 da proteina.

111.4.1.4 Os AMINOACIDOS 67 A 88 DO HDAg, EMBORA INSUFICIENTES, SAO
NECESSARIOS PARA A LOCALIZACAO NUCLEAR DA PROTEINA REPORTER

Os resultados anteriores mostram que, a sequéncia que comporta o NLS do HDAg
(aminoacidos 58 a 116) inclui o NLS previamente identificado por Xia et al. (1992). Para
averiguar se os aminodcidos 67 a 88 fazem parte do NLS do HDAg, analisou-se a distribuicao
intracelular da proteina c-myc-PK fundida com os aminoacidos 13 a 195 do HDAg sem os
aminodcidos 68 a 91 (c-myc-PK-HDAgA68-91). Para a construgao do vector pcDNAT-c-myc-
PK-HDAgA68-91, as sequéncia de DNA com 183 e 330 bp, que codificam os aminodcidos 13
a 67 e 92 a 195 do HDAg foram amplificadas por PCR, ligadas e introduzidas entre os locais
EcoRlI e Xhol do vector pcDNAT-c-myc-PK. O vector resultante pcDNA1-c-myc-PK-HDAgA68-
91 foi utilizado para transfectar células Huh7 e a localizacao intracelular da proteina de fusao
foi analisada por imunofluorescéncia e microscopia confocal.

Como se pode observar na figura I1l.4.1.6 (A) a proteina de fusao c-myc-PK-HDAgA68-91
localiza-se somente no citoplasma das células transfectadas, indicando que, pelo menos,
alguns dos aminodcidos da sequéncia 68 a 91 do HDAg sdo necessarios para a fungao do NLS.
De modo a aferir se os aminodcidos localizados a jusante da extremidade carboxilica do NLS

identificado por Xia e Chang (1992), presentes na sequéncia 58 a 116 do HDAg, possuem
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propriedades de NLS, analisou-se a distribuicdo intracelular da proteina c-myc-PK fundida com
os aminodacidos 88 a 116 do HDAg. A construgao do vector pcDNA1-c-myc-PK-88-116 seguiu
0s passos anteriormente descritos. Sucintamente, iniciou-se por amplificar por PCR um
fragmento de DNA com 105 bp que codifica para os aminodcidos a analisar, seguindo-se a
insercdo do fragmento entre os locais EcoRI e Xhol do vector pcDNAT-c-myc-PK.

De acordo com a localizagdo intracelular da proteina de fusdao c-myc-PK-88-116HDAg, que

apresenta uma distribuicao exclusivamente citoplasmatica (Figura 111.4.1.6 B), pode-se concluir

que os aminodcidos 88 a 116 do HDAg nao funcionam como NLS.

Figura 111.4.1.6. Distribuicdo intracelular das proteinas de fusdo c-myc-PK-HDAgA68-91 e c-myc-PK-88-116HDAg.
Células Huh7 foram transfectadas com os vectores pcDNAT-c-myc-HDAgA68-91 (A) e pcDNAT-c-myc-PK-88-
116HDAg(B). 16 a 24 horas ap6s transfecgdo as células foram fixadas e permeabilizadas. A deteccdo das proteinas
de proteinas de fusdo c-myc-PK (a vermelho) foi efectuada por incubagdo com o anticorpo monoclonal anti-c-myc,
9ET10. Para marcagdo dos ntcleos (a verde) as células Huh7 foram incubadas com um anticorpo policlonal anti-

laminas A/C.

A andlise da distribuicao intracelular das proteinas de fusdao c-myc-PK-58-116HDAg, c-myc-
PK-HDAgA68-91 e c-myc-PK-88-116HDAg, sugere que o HDAg possui apenas um NLS

funcional, situado entre os aminoacidos 58 a 88 do HDAg.

111.4.1.5 O NLS bO HDAg LOCALIZA-SE ENTRE OS AMINOACIDOS 58 A 88
A hipétese do motivo proteico responsavel pela localizagdo nuclear do HDAg se encontrar

entre os aminoacidos 58 a 88, foi avaliada através da andlise da localizagao celular da proteina

de fusdo c-myc-PK-58-88HDAg.
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Para isso, clonou-se uma sequéncia de DNA com 120 bp, que codifica para os aminodcidos 58
a 88 do HDAg no vector pcDNAT-c-myc-PK. A andlise da distribuicdo intracelular da proteina
de fusdao c-myc-PK-58-88HDAg (Figura 111.4.1.7) mostrou que os aminodcidos 58 a 88 do
HDAg sao suficientes para a importagao nuclear da proteina c-myc-PK, comprovando-se a

hipétese do NLS do HDAg se encontrar nesta regido da proteina.

Figura 111.4.1.7. Distribuicdo intracelular da proteina de fusdo c-
myc-PK-58-88HDAg. Células Huh7 foram transfectadas com o
vector pcDNAT-c-myc-PK-58-88HDAg. A marcagdo da proteina
de fusdao (vermelho) e dos nicleos (verde) foi efectuada por
incubagdo das células fixadas e permeabilizadas com os

anticorpos monoclonal anti-c-myc e policlonal anti-lamina A/C,

respectivamente.

111.4.1.6 O AMINOACIDO 66 E ESSENCIAL PARA A ACTIVIDADE DO NLS DO HDAg

As experiéncias anteriores evidenciam que o NLS do HDAg estd contido na sequéncia de
aminodcido de 58 a 88 da proteina e que os aminoacidos 67 a 88 do HDAg sdo necessdrios
para a importagdo da proteina c-myc-PK, concluindo-se que os aminodcidos 58 a 67 sao
importantes para a actividade do NLS do HDAg.

Para identificar quais os aminoacidos da sequéncia de 58 a 67 do HDAg necessarios para a
actividade do NLS, construiram-se 5 vectores de expressao que codificam para a proteina c-
myc-PK fundida com os seguintes aminoacidos do HDAg: 61 a 88, 64 a 88, 65 a 88 e 66 a 88.
Foi também construido, o vector pcDNAT-c-myc-PK-58-a-67HDAg, para examinar a
capacidade dos aminoacidos 58 a 67 do HDAg promoverem a importagao nuclear da proteina
reporter. Com excepgao do fragmento de DNA que codifica para os aminoacidos 61 a 88 do
HDAg, obtido por amplificagdo por PCR, as sequéncias de cDNA que codificam para os
aminoacidos 64 a 88, 65 a 88, 66 a 88 e 58 a 67 foram obtidas por emparelhamento de
oligonucledtidos sintéticos de cadeia simples complementares.

A andlise da localizagao intracelular das proteinas de fusdao mostrou que todas as proteinas
estudadas, exceptuando a proteina c-myc-PK-58-67HDAg, localizam-se no nicleo das células

transfectadas (Figura 111.4.1.8).
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Figura 111.4.1.8. Distribuicdo intracelular das proteinas de fusdo
c-myc-PK-61-88HDAg, c-myc-PK-64-88HDAg, c-myc-PK-65-
88HDAg, c-myc-PK-66-88HDAg e c-myc-PK-58-67HDAg.
Células Huh7 foram transfectadas com os vectores pcDNAT-c-
myc-PK-61-88HDAg (A), pcDNAT-c-myc-PK-64-88HDAg (B),
pcDNAT1-c-myc-PK-65-88HDAg  (C), pcDNAT-c-myc-PK-66-
88HDAg (D) e pcDNAT-c-myc-PK-58-67HDAg (E). 16 a 24 horas
apos transfecgdo as células foram fixadas e permeabilizadas. A

deteccdo das proteinas de proteinas de fusdo c-myc-PK (a

vermelho) foi efectuada por incubagdo com o anticorpo

monoclonal anti-c-myc, 9E10. Para marcagdo dos nicleos (a
verde) as células Huh7 foram incubadas com um anticorpo

policlonal anti-laminas A/C.

Atendendo ao facto de a proteina de fusao c-myc-PK-66-88HDAg, com localizacdo nuclear,
apresentar apenas mais um aminodcido do que a proteina c-myc-PK-67-88HDAg, com
distribuicdo citoplasmatica, pode-se concluir que o aminoacido 66 do antigénio delta é
necessario para a importacao nuclear da proteina c-myc-PK. Verificou-se, também, a auséncia

de motivos de transporte funcionais entre os aminodcidos 58 a 67 do HDAg.
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111.4.1.7 O NLS bO HDAg NAO E BIPARTIDO

De acordo com os resultados obtidos, os aminodcidos ®*EGAPPAKRAR”’TDQMEVDSG?*PRKR?®®
do HDAg sao suficientes para promover a importagdo nuclear da proteina repérter c-myc-PK.
Esta sequéncia é constituida por dois dominios ricos em aminodacidos bdsicos, nomeadamente
residuos de arginina e lisina, caracteristica tipica dos NLS cldssicos bipartidos. De acordo com
os resultados apresentados por Xia et al. (1992), sdo necessdrias as duas sequéncias ricas em
aminoacidos basicos para a importagdo nuclear de uma proteina repérter. Da andlise dos dois
dominios separadamente, verificou-se que apenas o primeiro, ainda que de modo reduzido, é
capaz de promover a importagao nuclear da a-globina.

De modo a averiguar se as duas sequéncias ricas em aminoacidos bdsicos sdo necessdrias para
a fungdo do NLS do HDV, investigou-se a importancia dos aminodcidos bdsicos *RKR* do
HDAg na importagao nuclear da proteina c-myc-PK, recorrendo a técnicas de mutagénese
dirigida. A substituicdo de um, dois ou todos os aminodcidos da sequéncia *RKR* do HDAg
por residuos de alanina foi efectuada recorrendo a oligonucledtidos sintéticos que codificam
para os aminoacidos 64 a 88 do HDAg. Construiram-se trés vectores pcDNAT1-c-myc-PK que
codificam para a proteina c-myc-PK fundida com as sequéncias de aminoacidos do HDAg

apresentadas na tabela I11.4.1.

SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DO HDAg FUNDIDA COM A PROTEINA c-myc-PK
R?®K3R®® **DGEGAPPAKRARTDQMEVDSGPRKR®
ABCAV A **DGEGAPPAKRARTDQMEVDSGPAAA®
ABOKP7ABS *“*DGEGAPPAKRARTDQMEVDSGPAKA®
RE6A¥R®® *“DGEGAPPAKRARTDQMEVDSGPRAR®®

Tabela 111.4.1. Sequéncias aminoacidicas do HDAg modificadas por mutagénese dirigida. A primeira sequéncia
corresponde a sequéncia de aminoacidos de 64 a 88 HDAg do tipo selvagem. Os dois dominios ricos em residuos
basicos do NLS identificado por Xia et al. (1992) encontram-se a sublinhado. Os aminodcidos bdsicos do HDAg

substituidos por residuos de alanina encontram-se a vermelho.

O efeito da substituicao dos residuos basicos do segundo dominio do NLS do HDAg foi
efectuada por andlise da distribuicdo intracelular das proteinas de fusdao fundidas com as
sequéncias do HDAg mutadas.

A analise da localizacao celular das proteinas mutantes mostrou que os aminoacidos basicos

do segundo dominio do NLS putativo do HDAg ndo sdao necessdrios para a importagao nuclear
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da proteina c-myc-PK. Todas as proteinas de fusdo contendo mutagdes pontuais nos

aminodcidos das posicdes 85 a 88 do HDAg (R*K¥R%) localizam-se no nicleo das células

(Figura 111.4.1.9).

Figura 111.4.1.9. Distribuicdo intracelular das proteinas de fusao
c-myc-PK-R®AYR®, c-myc-PK-A*AYA®® e c-myc-PK-APK® A%,
Células Huh7 foram transfectadas com os vectores pcDNAT-c-
myc-PK-R®AYR®® (A),  pcDNAT-c-myc-PK-A*AYA%®  (B) e
pcDNAT-c-myc-PK-A*K¥ A% (C). 16 a 24 horas apés transfeccao
as células foram fixadas e permeabilizadas. A deteccido das
proteinas de proteinas de fusdo c-myc-PK (a vermelho) foi

efectuada por incubagdo com o anticorpo monoclonal anti-c-

myc, 9E10. Para marcagao dos ntcleos (a verde) as células Huh7

foram incubadas com um anticorpo policlonal anti-laminas A/C.

Os resultados apresentados sugerem que o NLS do HDAg, ao contrario das evidéncias
anteriores, é do tipo monopartido, ou seja, constituido por uma sequéncia de aminoacidos
continua. Se esta previsdo estiver correcta os aminodcidos 66 a 75 do HDAg devem ser
suficientes para a importacdo nuclear da proteina c-myc-PK. Para averiguar esta hipotese
construiu-se o vector pcDNAT-c-myc-PK-66-75HDAg que codifica para a proteina c-myc-PK
fundida com os aminodcidos 66 a 75 do HDAg. Construiu-se, também, o vector pcDNAT-c-
myc-PK-76-88HDAg com o intuito de testar a capacidade dos aminoacidos 76 a 88 HDAg
promoverem a importacdo nuclear da proteina c-myc-PK. Recorde-se que, segundo Chang et
al. (1992), os aminoacidos 75 a 88 do HDAg, fundidos com os 34 aminodacidos da extremidade
N-terminal sdo capazes de deslocar uma proteina repérter do citoplasma para o ndcleo das
células.

Tal como se pode observar na figura 111.4.1.10 (A) a proteina de fusdao c-myc-PK-76-88HDAg

localiza-se no citoplasma das células, enquanto que a proteina c-myc-PK-66-75HDAg
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apresenta uma distribuicao nuclear (Figura 111.4.1.10 B), indicando que os aminoacidos 66 a 75
do HDAg sdo suficientes para a importagdo nuclear da proteina c-myc-PK. A distribuicao

citoplasmatica da proteina c-myc-PK-76-88HDAg indica que os aminoacidos 76 a 88 do HDAg

nao possuem propriedades de sinal de importacao nuclear.

Figura 111.4.1.10. Distribuicao intracelular das proteinas de fusdo c-myc-PK-66-75HDAg e c-myc-PK-76-88HDAg.
Células Huh7 foram transfectadas com os vectores pcDNAT-c-myc-PK-66-75HDAg (A) e pcDNAT-c-myc-PK-76-88
(B). 16 a 24 horas apds transfeccdo as células foram fixadas e permeabilizadas. A deteccdo das proteinas de
proteinas de fusdo c-myc-PK (a vermelho) foi efectuada por incubagdo com o anticorpo monoclonal anti-c-myc,
9E10. Para marcagao dos nucleos (a verde) as células Huh7 foram incubadas com um anticorpo policlonal anti-

laminas A/C.

111.4.1.8 Os AMINOACIDOS 66 A 75 DO HDAg SAO SUFICIENTES PARA A
LOCALIZACAO NUCLEAR DA PROTEINA c-myc-PK

Os resultados das experiéncias anteriores em conjunto com a observacao de que o aminodcido
66 do HDAg é crucial para a importagdo nuclear da proteina c-myc-PK mostram que o NLS do
HDAg se situa entre os aminodcidos 66 e 75 do antigénio delta. Para verificar se estes
aminodcidos correspondem a sequéncia minima capaz de garantir a importagcdo nuclear da
proteina c-myc-PK, construiu-se o vector pcDNAT-c-myc-PK-66-74HDAg que codifica para a
proteina c-myc-PK fundida com os aminodcidos 66 a 74 do HDAg. A localizagdo
citoplasmdtica desta proteina (Figura Il1.4.1.11 A), mostra que a remoc¢ao do uGltimo aminodcido
basico, residuo de arginina (R), da sequéncia “*EGAPPAKRAR” resulta na perda de funcdo do
NLS do HDAg.

Verificou-se anteriormente que a adicdo do aminoacido 66 do HDAg, um residuo de acido
glutdamico (E), a proteina c-myc-PK fundida com os aminoacidos de 67 a 88 do HDAg causa
alteracao na localizagdo intracelular da proteina repérter. Se a proteina c-myc-PK-67-88HDAg

se localiza apenas no citoplasma, a proteina de fusao c-myc-PK, contendo o residuo de acido
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glutdmico (c-myc-PK-66-88HDAg), apresenta uma distribuicdo nuclear, sugerindo que o
aminoacido 66 do HDAg desempenha um papel importante na actividade do NLS da proteina.
Para aferir a importancia deste residuo na actividade do NLS do HDAg investigou-se o efeito da
substituicado do aminodacido acido glutamico por um residuo de alanina, aminoacido neutro, na
importacdo nuclear da proteina c-myc-PK fundida com os aminoécidos 66 a 75 do HDAg. O
vector pcDNAT1-c-myc-PK-E66A-75HDAg, que codifica a proteina de fusdo com uma mutagao
no aminodcido 66, foi construido através da insercao de um oligonucleético de cadeia dupla
que no lugar do codao GAG, que codifica o aminoacido acido glutamico (E), possui um codao
GCA codificante para um residuo de alanina (A).

O estudo da distribuicdo intracelular da proteina de fusdao c-myc-PK-E66A-75HDAg, tal como
se pode observar na figura I11.4.1.11 (B), mostra que a mutagao do residuo 66 HDAg diminui a
eficiéncia da importagdao nuclear da proteina c-myc-PK. A proteina de fusdo é detectada nos

dois compartimentos celulares, nicleo e citoplasma, contrastando com a localizacao

exclusivamente nuclear da proteina c-myc-PK fundida com o NLS do HDAg do tipo selvagem.

Figura 111.4.1.11. Distribuicdo intracelular das proteinas de fusdo c-myc-PK-66-74HDAg e c-myc-PK-E66A-75HDAg.
Células Huh7 foram transfectadas com os vectores pcDNA1-c-myc-PK-66-74HDAg (A) e pcDNAT-c-myc-PK-E66A-
75HDAg (B). 16 a 24 horas apés transfecgdo as células foram fixadas e permeabilizadas. A detec¢do das proteinas
de proteinas de fusdo c-myc-PK (a vermelho) foi efectuada por incubagdo com o anticorpo monoclonal anti-c-myc,
9E10. Para marcagao dos nicleos (a verde) as células Huh7 foram incubadas com um anticorpo policlonal anti-

laminas A/C.

A anélise da distribuicao intracelular das proteinas de fusdao c-myc-PK-66-75HDAg, c-myc-PK-
66-74HDAg e c-myc-PK-E66A-75HDAg, em conjunto com os resultados anteriores, permite
concluir que os aminodcidos “’EGAPPAKRAR” formam a sequéncia minima do HDAg capaz
de causar a redistribuicdo da proteina de fusdo c-myc-PK do citoplasma para o nicleo de
células de hepatoma humano.

Em conclusdo, utilizando uma abordagem que consistiu na analise da distribuicao intracelular

da proteina c-myc-PK fundida com vdrias sequéncias de aminodcidos do HDAg, mostrou-se
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que o antigénio delta possui um tnico NLS na sua sequéncia. O NLS identificado situa-se entre
os aminodacidos 66 e 75 do HDAg, que se comprovou terem um residuo de acido glutamico e

de arginina, respectivamente, cruciais para a sua fungao.

111.4.2 OS AMINOACIDOS DE 66 A 75 SAO ESSENCIAIS PARA A IMPORTACAO
NUCLEAR DO HDAg

Tendo-se verificado que os aminoacidos 66 a 75 do HDAg correspondem a sequéncia minima
do HDAg capaz de promover a importacdo nuclear da proteina c-myc-PK, pretendeu-se
investigar o papel da sequéncia na importacao nuclear do antigénio delta.

O primeiro passo dado neste sentido consistiu na andlise da localizacao intracelular de
proteinas de fusdo, a EGFP (enhanced green fluorescent protein) fundida com a sequéncia
completa do antigénio pequeno do HDV (EGFP-S-HDAg) e a proteina de fusdo idéntica,
contudo, sem os aminoacidos 66 a 75 do HDAg (EGFP-S-HDAgANLS). A escolha da proteina
EGFP para os ensaios de importacdo prende-se com o facto desta ndo possuir nenhum sinal
especifico que a dirija para o compartimento nuclear e dadas as suas pequenas dimensoes,
cerca de 27 kDa, ser detectada em ambos os compartimentos celulares. Contudo, a proteina de
EGFP fundida com o S-HDAg é detectada exclusivamente nos nicleos das células
transfectadas, uma distribuicdo intracelular em tudo semelhante a observada para a proteina S-
HDAg nativa (Tavanez et al., 2001).

A anélise da distribuicdo intracelular das proteinas de fusdao foi efectuada por microscopia
confocal, ap6és transfeccdo de células de hepatoma humano com os vectores pEGFP-C1-S-
HDAg (Tavanez et al. 2001) e pEGFP-C1-S-HDAgANLS. O dltimo vector foi construido por
insercdo no vector pEGFP-C1 de duas sequéncias de DNA com 213 e 381 bp, previamente
ligadas, que codificam para os aminodacidos 1 a 65 e 75 a 195 do HDAg, respectivamente.

As figuras 111.4.2.1 A e B ilustram os resultados obtidos para a localizacao intracelular das
proteinas de fusdao analisadas. A proteina EGFP fundida com a sequéncia completa do S-HDAg
é detectada exclusivamente no nucleo das células Huh7 (Figura 11.4.2.1 A). J& a proteina EGFP
fundida com o HDAg sem a sequéncia de aminodcidos de 66 a 75, apresenta uma distribuigao,
unicamente, citoplasmatica (Figura 111.4.2.1 B). O facto da proteina de fusao EGFP-S-
HDAgGANLS ser observada apenas no citoplasma demonstra que os aminoacidos 66 a 75 sao

necessarios para a importagdo nuclear dos antigénios delta.
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Figura 111.4.2.1. Localizacdo intracelular das proteinas de fusdo EGFP-HDAg e EGFP-HDAgANLS em células de
hepatoma humano. Células Huh7 foram transfectadas com as constru¢ées pEGFP-C1-HDAg e pEGFP-C1-SHAgANLS
(A e B a verde, respectivamente). 16 horas apés a transfecgao as células foram fixadas e permeabilizadas com Triton-

X-100 e incubadas com um anticorpo de coelho anti-lamina A/C para marcagdo dos ndcleos (vermelho).

Simultaneamente, utilizaram-se os vectores pEGFP-C1-S-HDAg e pEGFP-C1-S-HDAgANLS para
transfectar fibroblastos de murganho NIH 3T3, com o objectivo de averiguar se o NLS do
HDAg é especifico para células hepaticas. Como se pode observar na figura 111.4.2.2, ndo
foram detectadas diferencas na distribuicao intracelular das proteinas de fusdao EGFP-SHDAg e
EGFP-S-HDAgGANLS entre os fibroblastos de murganho e as células de hepatoma humano. A
proteina de fusdo EGFP-S-HDAg localiza-se no ndcleo (Figura 111.4.2.2 A) enquanto que a
proteina EGFP-S-HDAgANLS, tal como foi observado nas células Huh7, encontra-se somente
no citoplasma (Figura 111.4.2.2 B).

A localizacdo nuclear da proteina de fusao EGFP-S-HDAg, contrastando com a distribuicao
citoplasmadtica da proteina EGFP-S-HDAgGANLS, em diferentes linhas celulares mostra que o

NLS do HDAg ndo € especifico para células de figado humano.

Figura 111.4.2.2. Localizagdo intracelular das proteinas de fusao EGFP-S-HDAg e EGFP-S-HDAgGANLS em fibroblastos
de murganho NIH 3T3. Células NIH 3T3 foram transfectadas com as constru¢oes pEGFP-C1-HDAg e pEGFP-C1-

SHAgANLS (A e B, respectivamente). 16 horas apds a transfeccao as células foram fixadas e permeabilizadas com

Triton-X-100 e incubadas com um anticorpo de coelho anti-lamina A/C para marcagdo dos ntcleos.
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Os resultados obtidos nas experiéncias anteriores mostram que os aminoacidos 66 a 75 sao
necessdrios para promover a importagao nuclear do HDAg quando fundido com a proteina de
fusdo EGFP. A andlise da fungao de um dominio proteico com o recurso a proteinas de fusao
requer certos cuidados na interpretacdo dos resultados, uma vez que a sequéncia de
aminodcidos vizinha do local de ligagao das duas proteinas pode contribuir para os resultados
observados.

De modo a testar a hipétese dos aminoacidos do local de ligacdo da proteina EGFP com o
antigénio delta poderem interferir na localizagao intracelular das proteinas de fusao EGFP-S-
HDAg e EGFP-S-HDAGANLS, analisou-se o papel do NLS identificado na distribuicao
intracelular do HDAg nativo. Para expressdo da proteina nativa, construiram-se 3 vectores: pCl-
neo-HDAg, pCl-neo-HDAgGANLS e pCl-neo-HDAgE66A. A diferenca entre os vectores pCl-neo-
HDAgE66A e pCl-neo-HDAg estd no facto do primeiro possuir um coddo alterado na
sequéncia de cDNA do HDAg e codificar para o antigénio delta com uma mutacao no
aminoacido 66. No lugar do acido glutamico na posicao 66, a proteina HDAgE66A possui um
residuo de alanina. No vector pCl-neo-HDAgANLS removeu-se a sequéncia que codifica os
aminodacidos 66 a 75 do HDAg.

A distribuicdo intracelular das proteinas, apds transfeccao, foi analisada por
imunofluorescéncia indirecta, empregando o anticorpo policlonal anti-HDAg, seguida de
microscopia confocal. Nestes ensaios, a demarcagao dos nucleos das células foi efectuada por
incubagao com DAPI.

Tal como esperado o HDAg localiza-se no ntcleo das células (Figura 111.4.2.3 A1) e o HDAg
sem a sequéncia de aminoacidos de 66 a 75 é detectado unicamente no citoplasma (Figura
[1.4.2.3 B1). A localizagao citoplasmdtica observada para a proteina HDAgANLS indica,
claramente, que os aminodacidos 66 a 75 sdo cruciais para a localizacao nuclear do HDAg,
concluindo-se que a sequéncia identificada corresponde, de facto, ao NLS responsdvel pela
importacdo nuclear do antigénio delta.

No que diz respeito ao HDAg com o aminodcido acido glutamico da posicao 66 substituido
por um residuo de alanina, verificou-se que a proteina mutada distribui-se pelo nicleo e
citoplasma das células transfectadas (Figura 111.4.2.3 C1). Estes resultados corroboram as
evidéncias anteriores de que o aminodcido da posicao 66 do HDAg desempenha um papel
importante na fungdo do NLS do HDAg. Em conclusdo, estes resultados provam que a
sequéncia de aminodcidos “EGAPPAKRAR” do HDAg funciona como NLS e é a sequéncia de

aminodacidos responsavel pela importacao nuclear do antigénio delta.
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Figura 111.4.2.3. Localizacdo intracelular das proteinas HDAg, HDAGANLS e HDAgE66A em células Huh7. As

células foram transfectadas com os vectores pCl-neo-HDAg (A1 e A2), pCl-neo-HDAgGANLS (B1 e B2) e pCl-neo-
HDAg66EA (C1 e C2), respectivamente. Apds fixagdo e permeabilizacdo os HDAgs foram detectado por incubagao

com soro policlonal de coelho anti-antigénios delta, B3 (verde) e o DNA total foi marcado com DAPI (azul).

111.4.3 SELECCAO DE PROTEINAS CELULARES COM AFINIDADE PARA O
NLS bo HDAG

O HDAg, apesar das suas pequenas dimensoes, 24 kDa, depende totalmente da presenca do
sinal de importacao nuclear localizado entre os aminoacidos 66 a 75 para aceder ao nucleo
das células. Esta observacao sugere que o mecanismo molecular através do qual o HDAg é

transportado para o nuicleo envolve a participagcdo de proteinas membros da superfamilia da
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carioferinas-p que se caracterizam pela capacidade de interacgdao simultanea com os NLS
presentes nas proteinas a transportar e as nucleoporinas, unidades estruturais e funcionais do
NPC.

Com o objectivo de identificar as proteinas intervenientes na importacao nuclear do HDAg
procedeu-se, inicialmente, a purificagdo das proteinas de extractos proteicos de células Huh7
com afinidade para o NLS do HDAg. Para isso, realizaram-se ensaios de cromatografia de
afinidade com a proteina GST fundida com o NLS do HDAg. As proteinas celulares com
afinidade para o NLS do HDAg foram analisadas por electroforese em géis de SDS-

poliacrilamida e identificadas por espectrometria de massa (MALDI-TOF-TOF).

111.4.3.1 O PEPTIDO FORMADO POR TRES COPIAS, DISPOSTAS EM TANDEM, DO NLS
DO HDAg E CAPAZ DE PROMOVER A IMPORTACAO NUCLEAR DA PROTEINA c-myc-
PK

Dado que a sequéncia responsavel pela importagao nuclear do HDAg é formada, apenas, por
10 aminodcidos, optou-se por produzir uma proteina de fusdao GST com trés repeticdes do NLS
do HDAg, dispostos em tandem.

Antes da utilizacdo da proteina de fusao GST-3X-HDAg-NLS nos ensaios de cromatografia de
afinidade, avaliou-se a capacidade do NLS do HDAg em triplicado mediar a importacao
nuclear da proteina c-myc-PK. A sequéncia que codifica para as trés copias, em tandem, do
NLS do HDAg foi obtida por sintese de dois oligonucleétidos de cadeia simples
complementares. Apds emparelhamento in vitro, o oligonucleétido foi introduzido no vector
pcDNAT-c-myc-PK. Apés transfeccdo, a distribuicdo intracelular da proteina de fusdo foi
analisada por imunofluorescéncia indirecta e microscopia confocal.

A proteina de fusdo c-myc-PK-3X-HDAg-NLS localiza-se, exclusivamente, no ndcleo das
células transfectadas, evidenciando que o NLS do HDAg em triplicado retém a capacidade de
promover a importacao nuclear da proteina repérter c-myc-PK (Figura 111.4.3.1). Os resultados
obtidos mostram que a repeticao da sequéncia de aminoacidos que forma o NLS do HDAg nao
compromete o mecanismo através do qual o HDAg é transportado para o nucleo, sugerindo

que as interacgdes entre o antigénio delta e os receptores de transporte ndo sao afectadas.
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Figura 111.4.3.1. Distribuicdo intracelular da proteina de fusdo c-myc-
PK-3X-HDAg-NLS. Células Huh7 transfectadas com o vector
pcDNAT-c-myc-PK-3X-HDAg-NLS  foram incubadas o anticorpo
monoclonal anti-c-myc, 9E10 para detecgdo da proteina de fusdo

(verde).

111.4.3.2 PRODUCAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES

As proteinas de fusdao GST utilizadas nos ensaios de cromatografia de afinidade foram
produzidas em bactérias E. coli BL21, co-transformadas com os plasmideos pGEX-6p-2 e
pACYC-RP. Este Gltimo foi utilizado para aumentar a sintese de tRNAs raros em E. coli e
permitir a traducao correcta de proteinas a partir de sequéncias ricas em G e C.

Para a expressao das proteinas recombinantes foram utilizados os plasmideos pGEX-6p-2,
pGEX-6p-2-3X-HDAg-NLS e pGEX-6p-2-S-HDAg que codificam para as proteinas GST, GST
fundida com trés copias do NLS do HDAg, em tandem, e GST fundida com o S-HDAg do tipo
selvagem. A estratégia de clonagem utilizada para construgao do vector pGEX-6p-2-3X-HDAg-
NLS foi em tudo semelhante a utilizada na construcao do plasmideo pcDNAT-c-myc-PK-3X-
HDAg-NLS, ou seja, foi clonado um oligonucleétido de cadeia dupla que codifica trés copias
do NLS do HDAg entre os locais EcoRl e Xhol do vector pGEX-6p-2.

A expressao das proteinas de fusdo GST foi analisada por SDS-PAGE seguida da técnica de
Western blot, empregando-se um anticorpo que reconhece especificamente a proteina GST.

Na figura I11.4.3.2 sdo apresentados os resultados da andlise por SDS-PAGE (A) e Western blot
(B) das proteinas totais de E. coli BL21 transformadas com o vector pGEX-6p-2 ou derivados. A
analise por Western blot mostrou que os extractos proteicos de E. coli BL21, transformadas com
os vectores pGEX-6p-2 e pGEX-6p-2-3X-HDAg-NLS, apresentam um produto Gnico, com as
dimensoes esperadas, para as proteinas GST (25 kDa; Figura I11.4.3.2 B) e GST fundida com trés
copias do NLS do HDAg (30 kDa; Figura 111.4.3.2 B), respectivamente. Nos extractos proteicos
totais de E. coli BL21 transformadas com o vector pGEX-6p-2-S-HDAg, para além de uma
banda com cerca de 50 kDa, correspondente a proteina de fusdo GST-S-HDAg, foram

detectadas bandas adicionais com tamanhos inferiores (Figura I11.4.3.2 B). Estas bandas
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poderdo corresponder a produtos de degradagdo proteica ou a formas truncadas da proteina

GST-S-HDAg.
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Figura 111.4.3.2. Andlise por SDS-PAGE e Western Blot dos extractos proteicos totais obtidos a partir de culturas
liquidas de bactérias E. coli BL21 transformadas com os vectores pGEX-6p-2, pGEX-6p-2-3X-HDAg-NLS e pGEX-6p-
2-SHDAg. Colénias de E. coli BL21 co-transformadas com os vectores pACYC-RP e pGEX-6p-2 ou derivados, foram
inoculadas em meio 2X YTA e a expressdo das proteinas de fusdo GST, GST-3X-HDAg-NLS e GST-S-HDAg foi
induzida na presenca de IPTG. Por dltimo, as bactérias foram lisadas e as proteinas totais foram separadas por
electroforese em géis de poliacrilamida-SDS a 12%. Em (A) apresenta-se os extractos totais de E. coli BL21 separados
por electroforese e corados com azul brilhante de Coomassie. Em B, os extractos totais de E. coli BL21 foram
transferidos para membranas nitrocelulose e a detecgdo das proteinas GST-3X-HDAg-NLS (colunas 1 a 4), GST-S-
HDAg (colunas 5 a 10) e GST (coluna 11), foi efectuada por quimioluminescéncia, apds incubagdo das membranas
com o anticorpo anti-GST. Na primeira coluna de A e a esquerda de B sdo apresentados os tamanhos em kDa de

uma mistura comercial de proteinas com dimensoes entre os 16.5 e 175 kDa.

Tendo-se verificado que as bactérias E. coli BL21 transformadas com as trés constru¢des pGEX-
6p-2 expressam as proteinas de fusdo com as dimensdes correctas, procedeu-se a sua
purificacdo por cromatografia de afinidade, utilizando colunas comerciais preenchidas com

uma matriz de glutationa. Apés purificagdo, as proteinas de fusao foram de novo analisadas por
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SDS-PAGE, sujeitas a didlise e a sua concentragdo determinada pelo método de Bradford, com

o corante Dye reagent concentrate (BioRad Protein Assay).

111.4.3.3 SELECCAO DE PROTEINAS CELULARES COM AFINIDADE PARA O NLS DO
HDAg

A seleccao de proteinas celulares com afinidade para as proteinas GST foi efectuada por
incubacao de 20 ug de proteina recombinante (Figura 111.4.3.3, colunas B, C e D), imobilizada
em particulas magnéticas, com cerca de 5 mg de lisados de células Huh7, em tampao de baixa
ou elevada salinidade.

As proteinas de células Huh7 com afinidade para as proteinas de fusdao GST foram separadas
por electroforese em gel SDS-poliacrilamida de gradiente 5 a 20% e analisadas por coloracao
com Brilliant blue G-250. As proteinas dos lisados de células Huh7 que interagem com a
proteina GST-3X-HDAg-NLS foram comparadas com as fracgbes proteicas isoladas por
cromatografia de afinidade, utilizando as proteinas GST e GST-S-HDAg (Figura 111.4.3.3).

A comparagao dos padrdes electroforéticos das proteinas obtidas por cromatografia de
afinidade com as proteinas GST mostrou a existéncia de inimeras proteinas nas fracgdes
isoladas por cromatografia de afinidade que se encontram ausentes nas colunas
correspondentes as proteinas GST que nao foram incubadas com lisados de células Huh7. No
que diz respeito aos resultados obtidos nos ensaios de cromatografia com as trés proteinas GST,
registaram-se poucas diferencas no nimero de proteinas com afinidade diferencial para as
proteinas GST-3X-HDAg-NLS e GST-S-HDAg quando comparadas com as proteinas dos
extractos proteicos de células Huh7 isoladas com a proteina GST. Estes resultados sugerem que
a maioria das proteinas isoladas em associacdo com as proteinas recombinantes apresenta
afinidade preferencial para a sequéncia de aminodcidos que forma a proteina GST, em relacao
aos aminodcidos que constituem o NLS do HDAg ou o antigénio delta. Contudo, verificou-se a
existéncia de duas bandas (assinaladas na coluna F da figura 111.4.3.3 com os nimeros 1 e 2)
nas fraccoes proteicas de células Huh? isoladas com a proteina GST-3X-HDAg-NLS que nao
estdo presentes entre as proteinas isoladas com a proteina GST. Estas bandas sdao detectadas
apenas nos eluidos dos ensaios de ligacdo realizados em condicoes de baixa salinidade. A
auséncia das bandas nos eluidos dos ensaios de ligagdo em condigdes de elevada salinidade
pode significar que as interacgdes identificadas sao de baixa afinidade. No entanto, as bandas
assinaladas foram removidas do gel para posterior identificacdo das proteinas, por

espectrometria de massa.
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Figura 111.4.3.3. Perfil electroforético das proteinas de células de Huh7 isoladas por cromatografia de afinidade com
as proteinas de fusdo GST, GST-3X-HDAg-NLS e GST-S-HDAg. As proteinas de fusdo GST (coluna B), GST-3X-
HDAg-NLS (coluna C) e GST-SHDAg (coluna D) parcialmente purificadas, foram imobilizadas em particulas
magnéticas revestidas de glutationa e incubadas com cerca de 5 mg de extractos proteicos totais de células Huh7.
As incubagoes foram efectuadas em condigdes de baixa e elevada salinidade e as proteinas celulares com afinidade
para as proteinas de fusdao GST foram separadas por electroforese em géis de poliacrilamida 5-20% e coradas com
Brilliant Blue. Nas colunas E a G, podem-se observar as proteinas celulares isoladas com afinidade para as proteinas
GST, GST-3X-HDAg-NLS e GST-SHDAg, respectivamente, em tampdo de baixa salinidade. As colunas H a J,
correspondem aos mesmos ensaios efectuados em condigdes de elevada salinidade. Na coluna A sdo apresentados
as massas moleculares de uma mistura comercial de proteinas com dimensoes entre os 16.5 e 175 kDa.

Os ndimeros 1 e 2 marcam as bandas seleccionadas para posterior identificacdo das proteinas por espectrometria de

massa.
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A andlise dos resultados obtidos mostra que grande parte das proteinas isoladas por
cromatografia de afinidade apresenta dimensodes superiores a 50 kDa. Para se obter uma
melhor resolucdo das proteinas de maior peso molecular, efectuaram-se dois novos ensaios de
cromatografia de afinidade, reproduzindo as condi¢es experimentais atrds descritas. Os
resultados destes ensaios foram analisados, tal como os anteriores, por SDS-PAGE. Porém, em
vez dos géis de poliacrilamida de gradiente 5 a 20%, utilizaram-se géis de poliacrilamida de
7.5%.

As figuras [11.4.3.4 e 11.4.3.5 mostram os resultados obtidos dos dois ensaios independentes de
cromatografia de afinidade, realizados em condicoes de baixa e elevada salinidade.

Os resultados do primeiro ensaio, analisados por electroforese em gel de SDS-poliacrilamida a
7.5%, mostram a existéncia de duas bandas entre as proteinas celulares isoladas com a
proteina de fusdao GST-3X-HDAg-NLS que ndo sdo visiveis entre as proteinas isoladas por
cromatografia de afinidade com a proteina GST. Note-se que as duas bandas identificadas na
coluna das proteinas celulares com afinidade diferencial para a proteina GST-3X-HDAg-NLS
apresentam as mesmas dimensdes das bandas encontradas no ensaio anterior, em que as
proteinas foram separadas em géis de poliacrilamida de gradiente 5 a 20%. De acordo com os
resultados anteriores, as bandas com dimensdes entre 50 e 75 kDa sdo detectadas apenas entre
as proteinas isoladas nos ensaios de ligacdo em tampao de baixa salinidade. As duas bandas,
assinaladas na figura Il1.4.3.4 com os nimeros 1 e 2, foram removidas do gel para posterior

identificacao por espectrometria de massa.
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Figura 111.4.3.4. Perfil electroforético das proteinas de células Huh7 isoladas por cromatografia de afinidade com as
proteinas de fusdo GST, GST-3X-HDAg-NLS e GST-S-HDAg. As proteinas de fusdo GST (coluna B), GST-3X-HDAg-
NLS (coluna C) e GST-SHDAg (coluna D) parcialmente purificadas, foram imobilizadas em particulas magnéticas
revestidas de glutationa e incubadas com cerca de 5 mg de extractos proteicos totais de células Huh7. As
incubagodes foram efectuadas em condigoes de baixa e elevada salinidade e as proteinas celulares com afinidade
para as proteinas de fusdo GST foram separadas por electroforese em géis de poliacrilamida 7.5% e coradas com
Brilliant Blue. Nas colunas E a G, podem-se observar as proteinas celulares isoladas com afinidade para as proteinas
GST, GST-3X-HDAg-NLS e GST-SHDAg, respectivamente, em tampdo de baixa salinidade. As colunas H a J,
correspondem aos mesmos ensaios efectuados em condigdes de elevada salinidade. Na coluna A sdo apresentados
as massas moleculares de uma mistura comercial de proteinas com dimensdes entre os 37 e 250 kDa.

Os ndmeros 1 e 2 marcam as bandas seleccionadas para posterior identificagdo das proteinas por espectrometria de

massa.
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Na figura 111.4.3.5 podem ser observados os perfis electroforéticos das proteinas celulares
isoladas no segundo ensaio de cromatografia de afinidade com as proteinas GST, GST-3X-NLS-

HDAg e GST-SHDAg. Tal como atrds mencionado, as proteinas foram analisadas por SDS-

PAGE em gel de poliacrilamida a 7.5% e coradas, ap6s fixagao, com Brilliant Blue G-250.

Figura 111.4.3.5. Perfil electroforético das proteinas de células Huh7 isoladas por cromatografia de afinidade com as
proteinas de fusdo GST, GST-3X-HDAg-NLS e GST-S-HDAg. As proteinas de fusdo GST, GST-3X-HDAg-NLS, e GST-
SHDAg parcialmente purificadas, foram imobilizadas em particulas magnéticas revestidas de glutationa e incubadas
com cerca de 5 mg de extractos proteicos totais de células Huh7. As incubagdes foram efectuadas em condigdes de
baixa e elevada salinidade e as proteinas celulares com afinidade para as proteinas de fusdo GST foram separadas
por electroforese em géis de poliacrilamida 7.5% e coradas com Brilliant Blue. Nas colunas B a D, podem-se
observar as proteinas celulares isoladas com afinidade para as proteinas GST, GST-3X-HDAg-NLS e GST-SHDAg,
respectivamente, em tampao de baixa salinidade. As colunas E a G, correspondem aos mesmos ensaios efectuados
em condi¢des de elevada salinidade. Na coluna A sdo apresentados as massas moleculares de uma mistura
comercial de proteinas com dimensdes entre os 34 e 120 kDa. Os tragos marcam as posi¢oes das bandas removidas

do gel, das colunas B e D para posterior identificagdo das proteinas por espectrometria de massa.
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Neste ensaio, ndo se detectaram diferencas evidentes no padrao de bandas, entre as colunas
correspondentes as proteinas isoladas por cromatografia com a proteina GST fundida com trés
copias do NLS do HDAg e a proteina GST. Porém, decidiu-se remover 11 bandas do gel, com
dimensoes proximas das bandas anteriormente identificadas nos eluidos dos ensaios de ligacao
com a proteina GST-3X-HDAg-NLS, as quais poderdo, eventualmente conter proteinas que
estabelecem interacgao especifica com o NLS do HDAg. Para averiguar, se as bandas
removidas correspondem a proteinas com afinidade especifica para a proteina de fusdo GST-
3X-HDAg-NLS, foram também, retiradas bandas com tamanhos idénticos da coluna
correspondente ao produto da cromatografia de afinidade com a proteina GST. As bandas
removidas, para posterior identificacdo das proteinas, encontram-se assinaladas na figura
[1.4.3.5.

Tal como anteriormente descrito, a identificagcdo das proteinas seleccionadas foi efectuada por
espectrometria de massa. Os espectros de massa dos péptidos, resultantes da hidrolise
enzimatica das proteinas, presentes nas bandas excisadas dos géis de poliacrilamida, com
tripsina, foram adquiridos num espectrémetro de massa do tipo MALDI-TOF TOF. O perfil de
clivagem gerado pela tripsina é caracteristico de cada proteina. As proteinas foram
identificadas por comparacao dos espectros de massa, obtidos com os espectros resultantes da
digestdao tedrica de proteinas depositadas em bases de dados.

Das 15 bandas removidas dos géis, identificaram-se apenas trés proteinas, nao tendo sido
possivel identificar as proteinas presentes somente nos eluidos dos ensaios de cromatografia de
afinidade com a proteina GST-3X-HDAg-NLS.

Entre as proteinas identificadas (Tabela 111.4.2), verificou-se que nenhuma interage
especificamente com o NLS do HDAg. Tanto a vimentina como a proteina de choque térmico
HSPA8, foram detectadas nos eluidos dos ensaios de cromatografia de afinidade com as
proteinas GST e GST-3X-HDAg-NLS, sendo consideradas por isso como falsos positivos. De
acordo com os dados da tabela 111.4.2, a proteina PKM2 s6 foi identificada na fracgao proteica
co-purificada com a proteina GST-3X-HDAg-NLS. Durante o processo de isolamento e
identificacdo de proteinas, a banda contendo proteinas com dimensdes idénticas a PKM2, da
coluna controlo (proteinas celulares co-purificadas com a GST) foi contaminada com
queratina, pelo que ndo se conseguiu confirmar a interaccao da proteina PKM2 com a proteina
GST. Deste modo, ndo se pode afirmar que a proteina PKM2 é capaz de se ligar

especificamente ao NLS do HDAg.
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Proteinas celulares isoladas por cromatografia de afinidade Proteinas celulares isoladas por cromatografia de afinidade
com a proteina de fusao GST-3X-HDAg-NLS com a proteina GST
) ; . Peso molecular
Bandas Proteinas Score Proteinas Score ID Swiss-Prot
(kDa)
F Vimentina (VIM) 147 VIM 170 P08670 53.65
H Cinase do piruvato, M1/M2 120 Sem . P14618 57.03
PKM2 identificagdo
Proteina de choque térmico de
M 166 HSPA8 330 P11142 70.89
71 kDa (HSPAS8)

Tabela 111.4.2. Proteinas identificadas por espectrometria de massa MALDI-TOF-TOF das bandas removidas do gel

de poliacrilamida apresentado na figura I11.4.3.5.

Atendendo ao facto das proteinas identificadas, com excepcao da HSPA8, ndo se encontrarem
envolvidas na importagdo nuclear e a dificuldade de identificar proteinas com propriedades de
ligacdo especificas com o NLS do HDAg, decidiu-se introduzir algumas alteragdes no
procedimento experimental. As alteragdes efectuadas tiveram como objectivo separar as
proteinas celulares com afinidade para os aminodacidos da proteina GST daquelas que se ligam
especificamente ao NLS do HDAg, previamente a analise por SDS-PAGE.

Para isso, ap6s incubagao dos extractos proteicos de células Huh7 com as proteinas GST
imobilizadas, procedeu-se a digestdo das proteinas de fusdo GST com protease PreScission,
que permite separar as trés cépias em tandem do NLS do HDAg da proteina GST,
permanecendo esta ligada a matriz de glutationa. Desta forma, foi possivel isolar as proteinas
celulares que se ligam especificamente ao NLS do HDAg das proteinas que apresentam
afinidade somente para a proteina GST. Estas proteinas foram concentradas por precipitacao
com TCA e analisadas por electroforese em géis SDS-poliacrilamida. As proteinas celulares
que, apds incubagdo com a protease permanecem ligadas com a proteina GST, foram
igualmente eluidas para analise por SDS-PAGE. Foram efectuados dois ensaios independentes
de cromatografia de afinidade com as proteinas GST e GST-3X-HDAg-NLS, e as proteinas
isoladas foram separadas em géis de poliacrilamida de gradiente 5-20% ou em gel de gradiente
dnico a 7.5%.

Os resultados obtidos explicam a dificuldade encontrada em identificar proteinas celulares
com propriedades de ligacao especificas para o NLS do HDAg. Como se pode observar nas
colunas E, F e G das figuras 111.4.3.6 e 111.4.3.7, um grande nimero de proteinas permanece
associada com a proteina GST, imobilizada na matriz de glutationa, apés digestdio com a

PreScission, evidenciando que a maior parte das proteinas isoladas dos lisados de células Huh7
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interage preferencialmente com a proteina GST. As bandas presentes somente nas colunas
correspondentes as proteinas que interagem especificamente com o NLS do HDAg foram
removidas e as proteinas identificadas por espectrometria de massa. Das 27 bandas removidas

foram identificadas apenas 5 proteinas, apresentadas na tabela 111.4.3.
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Figura 111.4.3.6. Perfil electroforético das proteinas de células Huh7 isoladas por cromatografia de afinidade com o
péptido formado por trés copias, dispostas em tandem, do NLS do HDAg. Tal como nos ensaios anteriores, as
proteinas de fusdo GST e GST-3X-NLS-HDAg foram incubadas com extractos de células Huh7, em condicées de
baixa e elevada afinidade. No final, procedeu-se a digestdo da proteina de fusdo GST-3X-NLS-HDAg com a protease
PreScission e as proteinas celulares com afinidade preferencial para os aminoacidos do NLS do HDAg foram
separadas por electroforese em gel de poliacrilamida 5-20% (colunas B e C). A coluna B corresponde as proteinas
purificadas em tampdo e baixa salinidade e a coluna C aquelas que foram isoladas em tampado de elevada
salinidade. A coluna D corresponde as proteinas celulares de baixa afinidade para a proteina GST, removidas
durante as lavagens, antes da elui¢do final. As colunas E a F correspondem as proteinas celulares com afinidade
preferencial para a cauda GST, isto €, as proteinas que permaneceram associadas a proteina GST imobilizada nas
particulas magnéticas apds a digestdo. Na coluna A sdo apresentados as massas moleculares de uma mistura
comercial de proteinas com dimensdes entre os 6.5 e 62 kDa. Os tracos marcados de 1 a 16 indicam as posicoes

das bandas excisadas do gel para posterior identificacdo das proteinas por espectrometria de massa.
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Figura 111.4.3.7. Perfil electroforético das proteinas de células de Huh7 isoladas por cromatografia de afinidade com
o péptido formado por trés cépias, dispostas em tandem, do NLS do HDAg. Tal como nos ensaios anteriores, as
proteinas de fusdo GST e GST-3X-NLS-HDAg parcialmente purificadas (colunas B e E, respectivamente) foram
incubadas com extractos de células Huh7, em condicdes de baixa e elevada afinidade. No final, procedeu-se a
digestao da proteina de fusdo GST-3X-NLS-HDAg com a protease PreScission e as proteinas celulares com afinidade
preferencial para os aminodcidos do NLS do HDAg foram separadas por electroforese em gel de poliacrilamida 7.5
% (colunas C e D). A coluna C corresponde as proteinas purificadas em tampao e baixa salinidade e a coluna D
aquelas que foram isoladas em tampdo de elevada salinidade. As colunas F e G correspondem as proteinas celulares
de baixa afinidade com a proteina GST, removidas durante as lavagens, antes da eluigdo final.

Na coluna A sdo apresentados as massas moleculares de uma mistura comercial de proteinas com dimensdes entre
os 34 e 86 kDa. Os tracos marcados de 17 a 27 indicam as posi¢cdes das bandas removidas para posterior

identificagdo das proteinas.
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MAP2 - Proteina 2 associada a microtdbulos, -8 Q16296 13.49
isoforma 4R

PI4K2A - Cinase tipo Il (phosphatidylinositol 4- 64 QUBTUG £4.02

kinase)

DST - Distonina 66 Q03001 37.21

PLECT1 - Plectina-1 72 Q15149 530.17
ZNF394 - Proteina zinc finger 394 70 Q53GI3 64.25

Tabela 111.4.3. Proteinas identificadas por espectrometria de massa MALDI-TOF-TOF das bandas removidas dos géis

de poliacrilamida apresentados nas figuras 111.4.3.6 e 111.4.3.7.
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O trabalho descrito neste capitulo, teve como objectivo dar resposta as seguintes questoes:
quais os sinais peptidicos responsdveis pela importagdo nuclear do antigénio delta e a
identidade das proteinas celulares que interagem especificamente com os sinais de localizagao
nuclear identificados no HDAg. Dando resposta a estas perguntas procurou-se elucidar os
processos envolvidos na importagao nuclear do antigénio delta.

A maioria das proteinas com localizacdo nuclear atravessam os complexos do poro nuclear por
um processo que envolve a interaccdao entre receptores de transporte e sinais de localizacao
nuclear especificos. Porém, tendo em conta as pequenas dimensdes do HDAg, a deteccao da
proteina no nucleo poderia ser o resultado de difusao passiva através dos poros nucleares e
retencao nuclear.

Os resultados obtidos neste estudo, sugerem que o HDAg atravessa os complexos do poro
nuclear por um mecanismo de transporte activo que conta com a participagao de receptores de
transporte especificos.

Nas células eucariotas superiores, grande parte do transporte nicleo-citoplasmatico estd a
cargo de uma familia de proteinas, as carioferinas-f, das quais, pelo menos 10 participam em
vias de importagdo nuclear (Mossammaparast and Pemberton, 2004). A importagdo nuclear de
proteinas mediada por membros da familia das carioferinas-f implica a existéncia de sinais de
localizagdo nuclear nos substratos a transportar. Os NLSs mais frequentes sdo pequenas
sequéncias de aminodcidos, geralmente de caracter basico, indispensaveis para a importagao
nuclear. A predigdo da existéncia de um NLS funcional, com base na analise da sequéncia de
aminodacidos de uma proteina, € dificil, uma vez que a maioria dos NLS identificados possuem
sequéncias muito diversas. A funcao de um NLS putativo pode, porém, ser avaliada recorrendo
a proteinas de fusdo. Proteinas naturalmente citoplasmaticas adquirem a capacidade de migrar
e acumular-se no interior do nicleo celular quando fundidas com um NLS funcional.

Dois estudos anteriores, pareceram mostrar que o HDAg possui duas sequéncias de
aminodcidos capazes de promover a importacdo nuclear de proteinas com localizacao
citoplasmética, o que sustenta a hipétese do transporte nuclear do HDAg ser dirigido por
péptidos sinais especificos (Chang et al.,, 1992; Xia et al., 1992). O estudo da distribuicao
subcelular da B-galactosidase fundida com formas truncadas do HDAg, indicou a existéncia de
dois sinais de localizagdao nuclear na sequéncia de aminoacidos do antigénio delta, cuja

actividade é independente (Chang et al., 1992). A primeira sequéncia com propriedades de

207



ESTUDO DO TRAFEGO NUCLEOCITOPLASMATICO DO VIRUS DA HEPATITE DELTA

sinal de localizagao nuclear do HDAg situa-se entre os aminoacidos 1 a 50 da extremidade N-
terminal da proteina. Esta regido do HDAg possui uma sequéncia de 10 aminoacidos que
apresenta elevada homologia com o NLS NL1 do receptor de glucocorticéides, anteriormente
identificado como funcional na importagao nuclear da p-galactosidase (Picard and Yamamoto,
1987). O grau de semelhanca entre as duas sequéncias de aminodcidos e a observacao de que
os primeiros 35 aminoacidos do HDAg nao sao capazes de promover a importacao nuclear da
B-galactosidase, levaram a conclusdao de que os aminodcidos 35 a 44 constituem o primeiro
NLS do HDAg (Chang et al., 1992). O segundo sinal de localizagdo nuclear identificado no
HDAGg situa-se entre os aminoacidos 67 a 88 (Chang et al., 1992; Xia et al., 1992). Este NLS
possui caracteristicas tipicas dos NLS convencionais bipartidos, sendo constituido por dois
dominios com aminoéacidos bdsicos. De acordo com os resultados apresentados por Xia et al.
(1992), sdo necessarias as duas sequéncias ricas em residuos basicos para a importagao nuclear
da a-globina. A proteina a-globina fundida com os aminoacidos 67 a 77 do HDAg apresenta
um fendtipo de distribuicdao misto, localizando-se tanto no ndcleo como no citoplasma,
enquanto que a a-globina fundida com o segundo dominio do NLS bipartido localiza-se
unicamente no citoplasma (Xia et al.,, 1992). Utilizando a B-galactosidase como proteina
reporter, Chang et al. (1992) mostraram que o segundo dominio do NLS bipartido do HDAg é
funcional, sendo capaz de promover a importagdo nuclear da proteina repérter. Em resumo, os
Gnicos estudos que procuraram elucidar o mecanismo de importagdo nuclear do HDAg,
sugerem a existéncia de um NLS funcional no HDAg entre os aminoacidos 67 a 88, embora se
verifiquem diferencas entre eles. Para além disso, Xia et al. (1992) mostraram que apesar da
elevada homologia com um NLS funcional, a sequéncia de aminoacidos basicos compreendida
entre os residuos 35 a 44 do HDAg, ndo € suficiente para a importacdo nuclear da a-globina.
Ressalte-se que nenhum dos trabalhos averiguou a fungdo dos NLS identificados na importacao
do antigénio delta nativo. Posteriormente, foi demonstrado que a presenca do NLS bipartido do
HDAg, aminodcidos 67 a 88, é determinante para a importagcdo nuclear da proteina de fusao
GST-HDAg, em células semi-permeabilizadas com digitonina (Chou et al., 1998).

Com o objectivo de identificar as sequéncias aminoacidicas que dirigem o HDAg para o
nucleo das células, numa primeira abordagem averiguou-se a capacidade do NLS bipartido do
HDAg, identificado por Chang e Xia et al. (1992), mediar a importagao nuclear da proteina
cinase de piruvato de galinha fundida na extremidade N-terminal com o epitopo 9E10 da
proteina c-myc (c-myc-PK).

Sistemas reporter baseados na expressdao da proteina cinase de piruvato tém ampla aplicacao

na identificacdo de NLSs. A andlise da distribuicdo intracelular da proteina cinase do piruvato
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fundida com os aminodcidos da extremidade C-terminal da nucleoplasmina levou a
identificagdo do protétipo dos NLS convencionais bipartidos, constituidos por duas sequéncias
em que predominam aminodcidos com carga positiva, separados por 9 a 12 residuos nao
bdsicos (Dingwall et al.,, 1988). Recentemente, a proteina repérter cinase do piruvato foi
utilizada na caracterizacdo de uma nova classe de sinais de localizacao nuclear, constituidos
por trés elementos ricos em residuos basicos (Hsu and Hung, 2007).

A proteina de fusdo c-myc-PK apresenta uma distribuicdo intracelular exclusivamente
citoplasmdtica, podendo localizar-se no nicleo quando fundida com um NLS funcional
(Michael et al., 1997; Enninga et al., 2003). O vector utilizado para a expressao heter6loga da
proteina repérter c-myc-PK em células humanas foi o pcDNAT1-c-myc-PK (Michael et al.,
1997). Este vector de expressao eucariota, possui locais de restricdo, para as enzimas EcoRI e
Xhol, a jusante da sequéncia de cDNA que codifica para a cinase de piruvato de galinha,
permitindo a insercao orientada e na mesma grelha de leitura da proteina repérter, das
sequéncias de cDNA que codificam para aminoacidos do HDAg. A distribuicdo subcelular das
diferentes proteinas de fusdo construidas, foi analisada por imunofluorescéncia indirecta e
microscopia confocal. Como controlos utilizaram-se os vectores pcDNAT-c-myc-PK e
pcDNAT-c-myc-PK-NLShnRNPK, que codificam para a proteinas de fusdo c-myc-PK, com
localizagdo citoplasmatica e proteina c-myc-PK fundida com os aminodcidos 21 a 37 da
proteina hnRNP K humana, respectivamente. Os aminodcidos 21 a 37 da proteina hnRNP K
humana formam um NLS classico do tipo bipartido, sendo necessarios e suficientes na
promocao da importacdo e localizagdo exclusivamente nuclear da proteina c-myc-PK (Michael
et al., 1997).

Contrariando as observagdes feitas por Chang e Xia (1992), verificou-se que o NLS bipartido do
HDAg, situado entre os aminodcidos 67 a 88, ndo é suficiente para a importagcdo nuclear da
proteina c-myc-PK. Apesar de serem insuficientes, a analise da localizagdo subcelular das
proteinas de fusdo c-myc-PK-58-88HDAg e c-myc-PK-HDAgA68-91 indica que os aminoacidos
67 a 88 do HDAg sdo necessdrios para a importagdo nuclear da proteina repérter. A proteina c-
myc-PK-58-a-88HDAg, resultante da fusdo da cinase do piruvato com os aminodcidos 58 a 88
do HDAg, localiza-se no ntcleo das células, tal como a proteina c-myc-PK fundida com o NLS
bipartido da extremidade N-terminal da proteina hnRNP K (controlo positivo). Por outro lado, a
proteina c-myc-PK fundida com os aminoacidos 13 a 195 do HDAg, e com uma delecao entre
os aminoacidos 68 e 91, apresenta uma distribuicdo citoplasmética. Em conjunto, estes

resultados mostram que o HDAg possui um NLS funcional compreendido entre os aminoacidos
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58 a 88 e que alguns aminoacidos da sequéncia 68 a 91 sdo essenciais para a importagao
nuclear.

Uma analise detalhada dos aminoacidos do HDAg necessdrios para promover a importacao
nuclear da proteina c-myc-PK mostrou que a sequéncia compreendida entre os aminoacidos 66
a 88 do HDAg é necessaria e suficiente para a importacao nuclear. Esta sequéncia distingue-se
da anteriormente identificada por Xia et al. (1992) por conter um residuo de 4cido glutdmico
adicional.

Utilizando técnicas de mutidgenese dirigida, constatou-se, contrariando as evidéncias
anteriores, que os aminodacidos basicos do segundo dominio do NLS bipartido sao dispenséaveis
para a importacdo nuclear da proteina c-myc-PK. A observagdo de que os aminodcidos *RKR®
do HDAg ndo sao necessarios para a importagcao nuclear sugere que o NLS do HDAg é do tipo
monopartido. Esta hipétese foi confirmada através da analise da localizagao intracelular da
proteina c-myc-PK fundida com os aminoacidos 66 a 75 do HDAg. Esta proteina de fusdo
apresenta uma distribuicao nuclear idéntica a observada para a proteina c-myc-PK fundida com
os aminodcidos 66 a 88 do HDAg, evidenciando que os aminoacidos 66 a 75 constituem a
sequéncia minima do HDAg capaz de direccionar a redistribuicao da proteina c-myc-PK do
citoplasma para o ntcleo de células de hepatoma humano.

A analise da distribuicdo intracelular da proteina c-myc-PK fundida com os aminodcidos 67 a
88 ou 66 a 74 do HDAg evidenciou o papel dos residuos de dcido glutamico e arginina das
posicoes 66 e 75, respectivamente, na importacao nuclear. Estas proteinas de fusao localizam-
se unicamente no citoplasma das células, indicando que a remogao dos aminoacidos 66 e 75
resulta na perda de funcao do NLS do HDAg.

A andlise global dos resultados obtidos indica que o NLS do HDAg, com excepgdao do
aminodcido 66, corresponde ao primeiro dominio do NLS bipartido caracterizado por Xia et al.
(1992). Contudo, com base na analise da distribuicdo intracelular da proteina a-globina, o
autor reportou que o primeiro dominio do NLS bipartido é menos eficiente na importacao
nuclear do que a sequéncia completa constituida pelos aminodcidos 67 a 88 do HDAg. A
proteina a-globina fundida com os aminoacidos 67 a 77 do HDAg é detectada em ambos os
compartimentos celulares (Xia et al, 1992). Curiosamente, observou-se um padrao de
distribuicao intracelular idéntico, com distribuicao nuclear e citoplasmatica, para a proteina c-
myc-PK fundida com os aminoacidos 66 a 75 do HDAg, contendo uma mutacdo pontual no
aminoacido 66. A substituicdo do aminodcido acido glutamico 66 do HDAg por um
aminoacido neutro, um residuo de alanina, torna a importacao nuclear da proteina c-myc-PK

menos eficiente.
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A semelhancga entre estes resultados, sugere que o padrao de distribuicdo intracelular misto,
observado por Xia et al. (1992), para a proteina de fusdo a-globina-67-77HDAg podera ser o
resultado da insercdo inadvertida de aminodcidos neutros a montante do aminodacido da
posicao 67 do HDAg, codificados pelas sequéncias dos primers utilizados nas reac¢des de PCR
para amplificar a sequéncia de cDNA do HDAg usada na construcdo da proteina reporter.

Assim a localizagao tanto nuclear como citoplasmatica da proteina a-globina-67-77HDAg, em
vez de reflectir a dependéncia do segundo dominio do NLS bipartido na importacao nuclear,
como foi anteriormente interpretado, resultard da substituicao do residuo de acido glutamico
da posicao 66 do HDAg por aminoacidos neutros. De facto, uma anadlise mais atenta da
sequéncia nucleotidica do fragmento de DNA utilizado por Xia et al. (1992) para a expressao
da proteina a-globina fundida com os aminodcidos 67 a 77 do HDAg veio reforcar esta
hipétese. O fragmento de DNA utilizado (Tabela 111.5.1), codifica para dois aminoacidos
neutros, uma metionina seguida de uma serina, que antecedem a sequéncia de aminoacidos 67
a 77 do HDAg. Consequentemente, os resultados de Xia et al. (1992) confirmam a

dependéncia do NLS do HDAg da presencga de um residuo de acido glutamico na posicao 66.

SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS QUE CODIFICAM PARA O NLS DO HDAg, LOCALIZACAO
UTILIZADAS NA CONSTRUGAO DE PROTEINAS REPORTER NESTE TRABALHO E POR Xia et al., 1992 CELULAR

NLS do cDNA GAG GGG GCT CCC CCC GCG AAG AGG GCC cGAa
HDAg Nicleo
completo Aminoécidos E® ¢ A P P A K R A R”
NLS do cDNA GCA GGG GCT CCC CCC GCG AAG AGG GCcC cca ,
HDAg Nuc:eo e
E*—>A Aminodcidos A% ¢ A P P A XK R A R citoplasma

. cDNA ATG AGC GGG GCA CCC CCG GCG AAG AAG CTC CGG ATG GAC .
Xia et al., Ndcleo e
1992 Aminodcidos M S 6’ A P P A K K L R M D’ citoplasma

Tabela I11.5.1. Sequéncias nucleotidicas do cDNA do HDAg utilizadas neste trabalho e por Xia et al. (1992) na
construgdo de vectores reporter que codificam para as seguintes proteinas de fusdo: c-myc-PK fundida com os
aminodcidos 66 a 75 do HDAg, c-myc-PK fundida com os aminodacidos 66a 75 do HDAg em que o residuo de
acido glutdmico da posicdo 66 foi substituido por um residuo de alanina e proteina a-globina fundida com os
aminodacidos 67 a 77 do HDAg. Sdo igualmente apresentados os aminoacidos codificados pelas sequéncias de DNA
indicadas e a localizagdo celular das proteinas de fusdao construidas. A vermelho estdo assinalados os dois
aminodcidos neutros que antecedem os aminodcidos 67 a 77 do HDAg na proteina de fusdo a-globina-67-77HDAg

estudada por Xia et al., 1992.
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Neste estudo, investigou-se igualmente a capacidade da sequéncia semelhante a um NLS,
localizada entre os aminodcidos 35 a 44 do HDAg (’RKTKKKLKKI**), mediar a importagdo
nuclear da proteina c-myc-PK.

Os Unicos trabalhos que procuraram identificar o mecanismo de importagao nuclear do
antigénio delta, obtiveram resultados discordantes, no que diz respeito, a actividade desta
sequéncia na importacao nuclear (Chang et al., 1992; Xia et al., 1992). Se por um lado, Chang
et al. (1992) obtiveram evidéncias de que os aminodcidos 35 a 44 do HDAg funcionam como
NLS, por outro lado, Xia et al. (1992) mostraram que a sequéncia >>RKTKKKLKKI* é incapaz de
promover a importagao da a-globina.

Neste trabalho, em concordancia com os resultados apresentados por Xia et al. (1992),
obtiveram-se evidéncias claras de que os aminodcidos 35 a 44 do HDAg nao apresentam
propriedades de sinal de localizagdo nuclear.

Em primeiro lugar, constatou-se que a remocao dos 58 aminoacidos da extremidade N-
terminal do HDAg ndo interfere com o mecanismo de importacdo nuclear da proteina repérter
c-myc-PK, uma vez que as proteinas de fusao c-myc-PK-58-116 e c-myc-PK-58-88 apresentam
uma distribuicao exclusivamente nuclear. Se a localizagdo nuclear destas proteinas mostra que
os 57 aminoacidos N-terminais do HDAg sdo dispensaveis para a importacao nuclear, a
localizagdo exclusivamente citoplasmatica da proteina de fusdo c-myc-PK-13-55 indica
auséncia de um NLS funcional entre os aminoacidos 13 a 55 do HDAg. Estes resultados em
conjunto com a observagdo de que a proteina c-myc-PK fundida com o HDAg sem os
aminodcidos 68 a 91, encontra-se unicamente distribuida no citoplasma das células, indicam
claramente que, a sequéncia compreendida entre os aminodcidos 35 a 44, apesar de ser rica
em aminoacidos basicos, ndo possui actividade de NLS.

Tal como foi anteriormente mencionado, a sequéncia compreendida entre os aminoacidos 35 a
44 do HDAg apresenta elevada homologia com o dominio principal do NLS NL1 dos
receptores dos glucocorticoides (Picard and Yamamoto, 1987). Porém, as duas sequéncias
estdo contidas em dois dominios estruturais distintos, o que poderd contribuir para as
diferencas encontradas.

O NLS NL1 dos receptores dos glucocorticéides, para além do dominio principal, RKTKKKIK,
possui dois subelementos mais pequenos de cardcter basico que parecem ser importantes para
a importacao nuclear. Enquanto que o dominio maior do NLS NL1 situa-se numa regido
adjacente ao dominio de ligagdo ao DNA, os subelementos menores sobrepdem-se com a a-
hélice terminal do segundo motivo zinc finger do dominio de ligacdo ao DNA dos receptores

dos glucocorticéides (Tang et al., 1997b). Por outro lado, os aminodcidos 35 a 44 do HDAg

212



CAPITULO IIl. IMPORTAGAO NUCLEAR DO HDAg

sobrepdem-se com uma sequéncia semelhante a fechos de leucina do dominio de dimerizacao
(coiled-coil) do antigénio delta. A andlise da estrutura cristalizada do dominio de dimerizacao
do HDAg mostrou que os aminodcidos da sequéncia 16 a 48 de cada monémero formam duas
a-hélices, que estabelecem contacto através dos residuos hidrofébicos de cada subunidade
(Zuccola et al., 1998).

As diferengas entre os nossos resultados e os obtidos anteriormente por Chang e Xia et al.
(1992), podem ainda ser atribuidas a estrutura e conformacgao das proteinas reporter utilizadas.
Com efeito, existem evidéncias de que a capacidade de um NLS promover a importagao
nuclear pode depender da proteina repérter com que o NLS se encontra fundido.

A andlise da distribuicdo intracelular da proteina invertase fundida com os aminoacidos 1 a 29
ou 1 a 74 da proteina de ligacdo ao DNA GAL4, mostrou que, ambas as sequéncias, sao
capazes de promover a importagao nuclear da proteina repérter (Nelson and Silver, 1989).
Destes resultados, os autores concluiram que os 29 aminodcidos da extremidade N-terminal da
proteina GAL4 contém um NLS funcional. Curiosamente, a sequéncia minima capaz de dirigir
a invertase para o nucleo, mostrou-se defectiva na importagdo nuclear da B-galactosidase,
sendo esta proteina detectada no nicleo, somente apds fusdo com os 74 aminodcidos da
extremidade N-terminal da proteina GAL4 (Nelson and Silver, 1989).

Um outro factor determinante da capacidade de uma sequéncia de aminoacidos direccionar
uma proteina citoplasmética para o nicleo é a estrutura assumida pelos aminodcidos vizinhos
do local de fusdo entre as proteinas.

A proteina ribossomal L3 de S. cerevisiae possui um NLS funcional, localizado na extremidade
N-terminal da proteina (Moreland et al., 1985). De acordo com o esperado, a B-galactosidase
fundida com a extremidade N-terminal da proteina ribossomal L3 é detectada exclusivamente
no nucleo das células. Porém, verificou-se que a proteina resultante da fusiao da p-
galactosidase com a sequéncia quase completa da L3 localiza-se no citoplasma. Por sua vez, a
adicao de uma sequéncia de oito aminoacidos no local de ligacao das duas proteinas permitiu
a importagao nuclear da proteina de fusdo (Moreland et al., 1985).

Levando em consideracdo que os estudos existentes apresentam resultados contraditérios
quanto ao nimero de NLS presentes no HDAg e sua composicao aminoacidica, podendo estas
diferencas ser atribuidas as proteinas reporter utilizadas, analisou-se o papel do NLS
identificado na importagdo nuclear do antigénio delta nativo ou fundido com a proteina EGFP.

Os resultados obtidos com HDAg nativo ou fundido com a proteina EGFP confirmaram as
observagdes iniciais, de que a importagao nuclear do HDAg depende do NLS situado entre os

aminodacidos 66 a 75.
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De acordo com o esperado, tanto o HDAg como a proteina de fusdao EGFP-HDAg sdo
detectadas no nlcleo das células. Na auséncia da sequéncia de aminodcidos
®EGAPPAKRAR”, as proteinas localizam-se somente no citoplasma das células. Estas
observagdes mostram claramente que a importagdo nuclear do antigénio delta é dirigida por
sinais peptidicos especificos.

O facto da delecio dos aminoacidos 66 a 75 resultar num padrao de distribuicao
citoplasmatico do HDAg nativo e da proteina de fusdo EGFP-HDAg confirma a existéncia de
um Gnico NLS na sequéncia de aminoacidos da proteina.

Tal como o NLS da proteina oncogénica c-myc, o NLS responsavel pela importacdo nuclear do
HDAg possui apenas trés aminoacidos bdsicos na sua sequéncia (Dang and Lee, 1988). A
andlise da distribuicdo intracelular da proteina cinase do piruvato mostrou que o primeiro e o
dltimo aminodcido da sequéncia de 66 a 75 do HDAg, um residuo de acido glutamico e um
residuo de arginina, respectivamente, sdo essenciais para a funcdo do NLS na importagdo
nuclear, e que a remocao destes aminodcidos resulta na perda de funcao do NLS do HDAg.

A substituicao do residuo de acido glutamico 66 do HDAg por uma alanina, um aminodcido
neutro, causa uma redugao da eficiéncia do NLS na importagao nuclear da proteina c-myc-PK.
Obtiveram-se resultados semelhantes quando se analisou a distribuicao intracelular do HDAg
do tipo selvagem com uma mutagdo no aminoacido 66, comprovando-se que o residuo de
acido glutamico desempenha um papel importante na importacao nuclear do HDAg. Estes
resultados permitiram verificar que a localizacido observada para a proteina de fusao c-myc-PK-
E66A-75 se deve a dependéncia do NLS do HDAg da presenca de um residuo de acido
glutamico, e ndo a configuragoes estruturais da proteina.

Em suma, neste trabalho demonstrou-se que o HDAg possui um unico NLS funcional,
localizado entre os aminoacidos 66 a 75. Em contraste com as observagdes anteriores, o NLS
do HDAg é do tipo monopartido, constituido por uma sequéncia continua de 10 aminoacidos
®EGAPPAKRAR”.

Para além de se ter comprovado que o transporte nuclear do antigénio delta é mediado por um
NLS diferente dos anteriormente propostos, demonstrou-se que o NLS do HDAg nao é
especifico para células de figado humano.

Esta conclusdo é fundamentada pela observacao de que a proteina EGFP fundida com o HDAg
completo ou sem os aminoacidos 66 a 75 do antigénio delta, apresenta uma distribuicao
idéntica em células de hepatoma humano Huh?7 e em fibroblastos de murganho NIH 3T3.
Apesar do HDV apresentar tropismo pelo figado, a falta de especificidade do NLS do HDAg em

relacdo ao tipo de células ndo é surpreendente, uma vez que os mecanismos que governam o
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transporte nucleo-citoplasmatico nos eucariotas encontram-se conservados entre espécies
evolutivamente afastadas (Lim et al., 2008).

Estes resultados encontram suporte em outros estudos que analisaram a distribuicao intracelular
do antigénio delta. O HDAg quer expresso isoladamente, quer expresso sob a forma de
proteina de fusdo, apresenta localizagdo nuclear em células de hepatoma humano, tais como
células Alexander (linha de hepatoma humano que expressa constitutivamente o HBsAg;
Chang et al., 1992) em células Huh7 (Lazinski e Taylor, 1993; Cunha et al., 1998), em células
HelLa (Chou et al., 1998) e também, em células de rim de macaco (COS-7; Xia et al., 1992;
Chang et al., 1992).

O conjunto destes resultados reforca a visao de que o hepatotropismo do HDV é justificado por

eventos que antecedem a entrada do virus nas células.

Para além de se ter identificado e caracterizado o sinal de localizacdo nuclear do HDAg, passo
importante na identificacdo das vias de importagdo nuclear de proteinas, foram feitos esforgos
no sentido de identificar os factores celulares envolvidos neste processo.

A abordagem experimental adoptada para identificar possiveis factores celulares com funcao
no mecanismo de importacao nuclear do HDAg consistiu, numa primeira etapa, na selecgao
de proteinas celulares com afinidade para o NLS do antigénio delta.

Com este intuito, foram efectuados ensaios de cromatografia de afinidade com as proteinas
alvo, o HDAg ou um péptido formado por trés copias em tandem do NLS do HDAg fundidos
com a proteina GST.

A capacidade do péptido formado por trés copias do NLS do HDAg ser reconhecido pelas
proteinas celulares responsaveis pela importacao nuclear foi testada, recorrendo a analise da
distribuicdo intracelular da proteina de fusdo c-myc-PK. A deteccdo da proteina c-myc-PK
fundida com trés cépias dispostas em tandem do NLS do HDAg, exclusivamente no nicleo das
células demonstra que a multiplicacdo da sequéncia de aminodacidos que constitui o NLS do
HDAg ndao compromete o reconhecimento do NLS do HDAg por parte dos receptores de
transporte.

As proteinas celulares com afinidade para o HDAg ou o NLS do HDAg, isoladas por
cromatografia de afinidade, foram separadas por electroforese em géis de SDS-poliacrilamida e
os géis corados com uma solugao de Brilliant blue G250.

A andlise do padriao electroforético das proteinas celulares isoladas por cromatografia de
afinidade com as proteinas de fusdo GST, mostrou que a maioria tem afinidade preferencial

para a sequéncia de aminodacidos da proteina GST.

215



ESTUDO DO TRAFEGO NUCLEOCITOPLASMATICO DO VIRUS DA HEPATITE DELTA

Com efeito, nos ensaios de cromatografia de afinidade foram detectadas apenas duas bandas,
na coluna correspondente as proteinas celulares com afinidade para o NLS do HDAg fundido
com a proteina GST, que ndo se encontram nos complexos proteicos isolados com a proteina
GST. Estas bandas, com tamanhos entre os 47.5 e os 62 kDa, representam provavelmente
proteinas que interagem especificamente com o NLS do HDAg, porém, dado as suas
dimensdes serem inferiores a 100 kDa, a probabilidade destas proteinas pertencerem a familia
das carioferinas-p sera reduzida.

O Unico estudo que procurou identificar os receptores de transporte intervenientes no
mecanismo de importagdo nuclear do HDAg mostrou que a imp-a2 liga-se especificamente ao
HDAg, sendo esta interaccao dependente da presenca da sequéncia de aminoacidos de 67 a
88 do HDAg (Chou et al., 1998). Se estas evidéncias sugerem que o HDAg utiliza a via de
importacao cldssica, em que a imp-a2 constitui a subunidade do receptor de transporte que
reconhece especificamente o NLS do HDAg e a imp-B, a proteina que faz a ligacdo do
complexo de importacdo com o NPC, por outro lado, esta hipdtese nunca chegou a ser
confirmada in vivo.

Curiosamente, as duas bandas identificadas entre os complexos proteicos isolados com a
proteina GST fundida com trés copias do NLS do HDAg, possuem dimensdes que sdo
compativeis com a massa molecular da imp-a2, cerca de 58 kDa.

Apesar das dificuldades encontradas para detectar diferencas, a olho nu, nos perfis
electroforéticos das proteinas celulares isoladas por cromatografia de afinidade com a proteina
GST e GST fundida com o NLS do HDAg, removeram-se 10 bandas, entre os 47 e os 86 kDa
de cada coluna para posterior identificacao das proteinas.

As proteinas removidas dos géis foram incubadas com tripsina e os péptidos resultantes da
digestao foram analisados por espectrometria de massa.

Das 12 bandas retiradas dos géis de SDS-poliacrilamida, foram identificadas apenas trés
proteinas que, numa primeira andlise, ndo apresentam particular interesse, uma vez que
interagem tanto com o NLS do HDAg em fusdao com a proteina GST como com a proteina GST
sozinha. Para além disso, nao foi possivel identificar as proteinas celulares, que de acordo com
o padrdo electroforético, parecem interagir especificamente com o NLS do HDAg.

As proteinas identificadas foram a vimentina, subunidade proteica dos filamentos intermédios,
a cinase do piruvato PKM1/2 e a proteina de choque térmico HSPAS.

A cinase do piruvato PKM1/M2 foi identificada somente entre as proteinas celulares co-
purificadas com a proteina GST fundida com o NLS do HDAg. Nao foi possivel confirmar a

presenca da proteina PKM1/M2 entre as proteinas celulares co-purificadas com a proteina GST,
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por contaminagdo da amostra com queratina. Consequentemente, os resultados obtidos nao
sdo suficientes para concluir que a proteina PKM1/M2 possui propriedades de ligacao
especificas com o NLS do HDAg.

A isoforma 2 da proteina PKM1/2, apesar de ser uma proteina citoplasmatica, é importada para
o nucleo das células em resposta a diferentes agentes apoptéticos (Stetdk et al., 2007). A
localizagao nuclear da proteina PKM2 estd relacionada com a morte celular por apoptose,
desconhecendo-se contudo, a participacdo desta proteina no mecanismo de importagao
nuclear.

A presenca da proteina HSP8A nas fracgdes proteicas isoladas com a proteina GST fundida
com o NLS do HDAg, bem como com a proteina GST isolada, torna pouco provavel que esta
proteina se ligue especificamente a sequéncia de aminoacidos do NLS do HDAg. Apesar disso,
é importante salientar o facto, da proteina HSPA8, também conhecida por Hsc70, estar
implicada na importacdo nuclear. A proteina de choque térmico Hsc70, para além de
participar no mecanismo de importacao nuclear tem um papel importante no estabelecimento
da conformacao tridimensional das proteinas, funcionando como chaperona molecular, através
da ligacdo a regides hidrofébicas expostas nas cadeias polipeptidicas nascentes ou em
proteinas desnaturadas.

Tal como a imp-a, demonstrou-se que a proteina Hsc70 liga-se especificamente as sequéncias
de aminodcidos dos NLSs da nucleoplasmina e do antigénio T do virus SV40 (Imamoto et al.,
1992; Okuno et al., 1993).

A importacdo nuclear de proteinas como a nucleoplasmina, BSA conjugada com o NLS do
antigénio T do virus SV40 ou a histona H1, é fortemente inibida ap6s a microinjeccao de
anticorpos anti-Hsc70 no citoplasma das células (Imamoto et al.,, 1992). Esta inibicao é
especifica para proteinas cuja importacao nuclear é dependente de sinais e receptores de
transporte especificos, dado que a difusdo passiva através dos NPC ndo é impedida pela
presenca de anticorpos anti-Hsc70 (Imamoto et al.,, 1992). De acordo com a hipétese da
proteina Hsc70 estar envolvida no transporte nuclear, demonstrou-se que a inibicdo na
importacdo nuclear causada pelos anticorpos anti-Hsc70, pode ser revertida pela adicao da
proteina Hsc70 recombinante (Shi and Thomas, 1992; Okuno et al., 1993). Para além disso,
verificou-se que a sobre-expressao da proteina Hsc70 é capaz de complementar a importagao
nuclear de uma forma do antigénio T do virus SV40 com uma mutagdo no NLS (Jeoung et al.,
1991).

No entanto, nem todas as vias de importacao nuclear de proteinas sao afectadas pela deplecao

intracelular da proteina Hsc70. Yang e DeFranco (1994) mostraram que a importagao in vitro
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dos receptores dos glucocorticéides, ao contrario do antigénio T grande do virus SV40, ndo
sofre qualquer inibicao ap6s deplecao da proteina Hsc70 do citosol.

Mais tarde, foi demonstrado em S. cerevisiae, que o aumento da expressao da proteina Hsc70 é
capaz de reverter os defeitos na importagao nuclear causados por uma mutagao condicional no
genes que codificam para a imp-o e para a nucleoporina Nup82-3 (Shulga et al., 1996). Em
conjunto, estes resultados indicam que a proteina Hsc70 participa na importagdo nuclear de
proteinas, todavia, o papel exacto desta proteina no transporte nuclear continua por elucidar.
O facto da proteina Hsc70, na auséncia de outros factores celulares ser insuficiente para a
importacao nuclear da nucleoplasmina, in vitro, torna pouco provavel que esta proteina de
choque térmico funcione como receptor de transporte (Shi and Thomas, 1992).

Posteriormente, Florin et al. (2004) demonstrou que a importagdo nuclear da proteina menor
da capside dos virus do papiloma humano (HPV) requer a interaccdo com a proteina Hsc70 no
citoplasma das células. O facto das duas proteinas se encontrarem co-localizadas juntamente
com os corpos PML no ntcleo das células sugere que proteina Hsc70 é importada em conjunto
com a proteina menor da capside do HPV do citoplasma para o ndcleo celular. A proteina
menor da cdpside do HPV possui dois NLS funcionais na sua sequéncia, cuja actividade in
vitro é independente da presencga da proteina Hsc70 (Darshan et al., 2004). Contudo, in vivo a
interaccao da proteina Hsc70 com uma sequéncia a jusante do NLS localizado na extremidade
C-terminal da proteina menor da capside do HPV é crucial para o transporte desta proteina
para o ntcleo (Florin et al.,, 2004). A remogao desta sequéncia torna a importagao nuclear da
proteina menor da capside do HPV independente da proteina Hsc70, sugerindo que o papel da
proteina Hsc70 na importacdo nuclear da proteina menor da cépside do HPV do tipo selvagem
consiste na promogdo da dissociagcdo de um factor de retengdo citoplasmatico. A proteina
Hsc70 tem também participagdo, na importacao nuclear do genoma dos adenovirus (Saphire et
al., 2000).

Por dltimo, é importante referir que a chaperona Hsc70 foi identificada como uma das
proteinas celulares cuja expressdo se encontra alterada em células estavelmente transfectadas
com o cDNA do HDV. Estes resultados sugerem que a proteina Hsc70 pode desempenhar um
papel na replicacao do HDV (Mota, 2009, tese de doutoramento, IHMT, UNL).

Perante estas evidéncias, que apontam para o envolvimento da proteina Hsc70 na importagao
nuclear de proteinas, seria interessante no futuro analisar a capacidade da proteina Hsc70
interagir in vitro directamente com o NLS do HDAg, bem como com o antigénio delta nativo.
Atendendo ao facto do método utilizado para a seleccao de proteinas celulares com afinidade

para o NLS do HDAg ter conduzido a resultados pouco satisfatérios, procurou-se separar as
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proteinas celulares com propriedades de ligagao especificas para o NLS do HDAg das proteinas
que interagem com a sequéncia de aminoacidos da proteina GST. Para isso, apds incubacao
dos extractos celulares com as proteinas de fusdao GST imobilizadas, procedeu-se a protedlise
das proteinas de fusdo GST com uma protease especifica. Esta enzima, ao clivar entre a
sequéncia de aminodacidos da proteina GST e o NLS do HDAg, permite isolar as proteinas
celulares que apresentam afinidade preferencial para os aminoacidos do NLS do antigénio
delta, permanecendo as proteinas ligadas a GST retidas na coluna.

A andlise do padrao electroforético das proteinas celulares co-purificadas com o péptido
formado por trés copias do NLS do HDAg mostrou que, efectivamente, a maioria das proteinas
celulares anteriormente isoladas interage preferencialmente com a proteina GST. Apesar, deste
método permitir uma melhor distingdo das proteinas celulares com afinidade para o NLS do
HDAg, o nimero de proteinas identificadas foi reduzido. Das 27 bandas removidas, com
massas moleculares diversas, foram identificadas apenas cinco proteinas, sendo que nenhuma
delas parece estar esta directamente envolvida em mecanismos de importacao nuclear.

A proteina PI4K2A esta envolvida em vdrios processos biolégicos, mas nao existem evidéncias
do seu envolvimento na importagdo nuclear. A proteina ZNF394 é uma proteina com
localizagdo nuclear e, de acordo com os dados existentes, parece estar envolvida na regulagao
da transcricao.

As restantes proteinas identificadas correspondem a proteinas de ligacdo a elementos do
citoesqueleto, a isoforma 4R da proteina 2 associada aos microtibulos (MAP2), a distonina e a
plectina. A isoforma 4R da proteina MAP2 estd envolvida na estabilizacao dos microtibulos e é
predominantemente expressa nos neurénios (Dehmelt and Halpain, 2004). Ainda que de modo
indirecto, a identificagdo de uma proteina de ligagcdo aos microtdbulos, como um possivel
factor celular que interage com o NLS do HDAg, pode indicar o envolvimento dos
microtibulos na importagdo nuclear do antigénio delta.

Existem vdrias evidéncias que apontam para o envolvimento do citoesqueleto no mecanismo
de importacdo nuclear de proteinas e virus.

Nas plantas, as imagens de imunocitoquimica mostraram que a imp-o. apresenta co-localizagao
tanto com os microtibulos, como com os microfilamentos (Smith and Raikhel, 1999). Para
além disso, foi demonstrado que a imp-a é capaz de se associar aos microtibulos in vitro,
verificando-se que esta associacdo é dependente da presenca de NLS funcionais (Smith and
Raikhel, 1998). Esta observacdo sugere que os microtibulos, para além de poderem funcionar
como locais de retencao das importinas no citoplasma, ttm como funcao facilitar o transporte

dos complexos de importagdo do citoplasma até ao NPC.
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Nos mamiferos, os microtdbulos assumem um papel importante no transporte axonal
retrogrado de proteinas nos neurénios. O transporte axonal retrégrado da subunidade p65 do
factor de transcricio NF-kB ao longo dos microtibulos é mediado pelo complexo proteico
dineina/dinactina. A inibicao do transporte mediado por este complexo, quer pela inducao da
dissociagdo da dinactina quer pela despolimerizacao dos microtdbulos, impede a acumulagao
nuclear da proteina p65 (Mikenberg et al., 2007). Curiosamente, verificou-se que a interaccao
in vitro entre a proteina p65 do factor de transcricdio NF-kB e o complexo proteico
dineina/dinactina, é mediado pelo NLS da proteina p65. Apenas as subunidades p65 do factor
de transcricdo NF-kB com um NLS funcional sdo capazes de estabelecer interaccdo com o
complexo proteico dineina/dinactina (Mikenberg et al., 2007). Estes resultados indicam que o
movimento unidireccional das proteinas ao longo dos axénios em direccdo aos nicleos é
dependente dos microtibulos e de sinais de localizagdo nuclear funcionais. Os dados
existentes sugerem que a ligagdo do complexo proteico dineina/dinactina aos NLS das
proteinas é mediada pela imp-a, indicando que o transporte citoplasmatico tem continuidade
com o transporte nuclear (Hanz et al., 2003).

Para além do papel na integracdo do transporte retrégrado axonal com o transporte nuclear nos
neurénios, os microtibulos e a dineina estao implicados na importacdo nuclear das proteinas
p53, PTHrP e Rb, em varios tipos de células (Lam et al., 2002; Roth et al., 2007; Moseley et al.,
2007). Enquanto os motivos proteicos responsaveis pela interaccdo das proteinas p53, PTHrP,
Rb e a dineina estdo pouco caracterizados, a interaccao entre a fosfoproteina do virus da raiva
e dineina ocorre através de uma pequena sequéncia de aminodacidos localizada a montante do
NLS da proteina viral (Moseley et al., 2007). Foi demonstrado que o dominio de ligacao a
dineina sinergiza com a actividade do NLS da prépria proteina ou de proteinas heterélogas, na
importacdo nuclear (Moseley et al., 2007). Estes resultados, sugerem que a continuidade do
transporte ao longo dos microtibulos mediado pela dineina e o transporte nuclear ndo é
exclusivo das células cerebrais e que a interaccao de proteinas contendo NLS com a dineina
pode ocorrer de um modo independente da imp-a.

Como ja foi referido, a importagdo nuclear do antigénio delta é um passo importante no ciclo
de replicagdo do HDV. Através da interaccio de factores celulares especializados na
importacdo nuclear com o NLS do HDAg, os antigénios delta recém-sintetizados no
citoplasma, sdo transportados para o nucleo das células, compartimento celular onde ocorre a
replicacdo do genoma do HDV. Para além de garantir a importagao nuclear, o NLS do HDAg é
ainda, responsavel pela entrada das RNPs do HDV no nicleo das células. A eventual

interaccao entre o HDAg e os microtibulos poderd ser importante na importacao nuclear das
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RNPs do HDV, logo apéds a infecgao, como também durante o ciclo de replicagdo, uma vez
que as RNPs do HDV atravessam continuamente os NPCs (Tavanez et al., 2002).
Curiosamente, as proteinas da familia MAP2/Tau, a qual pertence a isoforma 4 da proteina
MAP2, identificada neste trabalho, para além de contribuirem para a estabilidade dos
microtdbulos, parecem estar envolvidas na regulacao no transporte intracelular (Dehmelt and
Halpain, 2004). Mais especificamente, estas proteinas podem inibir o transporte mediado pela
dineina ao longo dos microtibulos, por competicao por locais de ligagdo comuns a nivel dos
microtibulos (Mandelkow et al., 2004).

A distonina e a plectina sdo duas proteinas membros da familia das Plaquinas, que
desempenham um papel importante na ligacao dos elementos do citoesqueleto (Leung et al.,
2001).

A plectina interage especificamente com a vimentina, sendo esta interacgao regulada por
fosforilagdo. A interaccdo com a vimentina ocorre através de um dominio proteico localizado
na extremidade C-terminal da plectina. Curiosamente, este dominio possui um NLS funcional
do tipo bipartido, entre os aminoacidos 4262 a 4280, capaz de promover a importagdo nuclear
da proteina cinase do piruvato (Nikolic et al., 1996). A substituicdo dos aminoacidos basicos
do segundo dominio do NLS bipartido da plectina por residuos de alanina impedem a
interaccdo entre a plectina e a vimentina. A descoberta de que o dominio de interaccao da
vimentina com a plectina corresponde, em parte, a uma sequéncia com propriedades de sinal
de localizacdo nuclear, levou a suposicdo da plectina poder funcionar como um local de
ancoragem para proteinas de ligacao a NLS (Nikolic et al., 1996).

Mais recentemente, obtiveram-se evidéncias mais directas do envolvimento das plaquinas na
localizagao intracelular de algumas proteinas. Uma outra proteina da familia das plaquinas, a
periplaquina foi implicada na localizagdo intracelular da proteina cinase B. Tal como a
plectina, a periplaquina interage com a vimentina através de um dominio proteico, localizado
na extremidade C-terminal que possui uma sequéncia com semelhancas com os NLS
convencionais bipartidos. Este mesmo dominio é essencial para a interaccao da periplaquina
com a proteina cinase B. A periplaquina, para além de ser detectada em associagdo com os
filamentos intermédios, localiza-se também no ndcleo, na membrana citoplasmatica e nas
mitocondrias, sendo a sua localizacdo, em parte, regulada pela presenca/auséncia da
vimentina. A sobre-expressao da extremidade C-terminal da periplaquina resulta na retencao
da proteina cinase B no citoplasma das células, impedindo o seu acesso aos nicleos. Por sua

vez, a dissociagdo da periplaquina dos filamentos intermédios, ao expdr o NLS presente na
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extremidade C-terminal da periplaquina, pode resultar na importagdo nuclear do complexo

proteico, formado pela proteina cinase B e a periplaquina (Heuvel et al., 2002).

Neste trabalho foi identificada e caracterizada a sequéncia de aminodcidos necessaria e
suficiente para a importagao nuclear do HDAg, um passo importante para a identificacao das
vias de importagao nuclear utilizadas pelos antigénios delta.

A identificagdo das vias de importacdo utilizadas pelos antigénios delta nao sé contribui para a
compreensdo dos mecanismos responsaveis pela localizagdo nuclear dos HDAg como das
RNPs do HDV. A replicacdo do genoma do HDV ocorre no ndcleo das células infectadas por
intermédio de RNA polimerases celulares. No entanto, o RNA do HDV, contrariamente aos
virdides, ndo é importado isoladamente para o nucleo das células. Foi demonstrado que a
importacdo nuclear do RNA do virus depende da presenca de HDAgs funcionais na ligacdo ao
RNA do HDV e na importacao nuclear (Chou et al., 1998). Deste modo, depreende-se que os
sinais responsaveis pela importacdo nuclear dos HDAgs sejam os mesmos que direccionam as
RNPs do HDV para o nucleo das células infectadas.

Os HDAgs para além de garantirem a importagao nuclear dos RNAs do HDV sdo essenciais
para replicacdo do genoma do virus e montagem de particulas virais. A continuidade da
replicacdo do genoma do HDV estd dependente da sintese de S-HDAg e a interacgao das RNPs
do HDV com os HBsAgs estd, por sua vez, dependente da produgao de L-HDAg. Os antigénios
delta, tal como as demais proteinas celulares, sdo produzidos no citoplasma das células. Os
resultados obtidos da andlise da distribuicao celular do antigénio delta pequeno nativo
mostraram, inequivocamente, que a importacdo nuclear dos S-HDAgs, recém-sintetizados no
citoplasma, € dirigida pelo NLS identificado neste trabalho. Dado que o L-HDAg partilha com
o S-HDAg a mesma sequéncia de aminoacidos, com excepcao dos 19 aminoacidos adicionais
presentes na extremidade C-terminal, e a mesma localizacdo intracelular, € muito provavel que
os HDAgs sejam importados por um mecanismo idéntico.

Salienta-se ainda, o papel das modificagbes pés-traducionais na distribuicdo intracelular dos
HDAgs. Foi demonstrado que um dos residuos de lisina, posicao 72, do NLS identificado no
HDAg encontra-se acetilado in vivo e que o bloqueio desta modificacdo altera a distribuicao
do antigénio delta e inibe a replicacdo do RNA do virus (Mu et al., 2004).

Assim, é possivel verificar a importancia do estudo dos sinais e a identificagdo das proteinas
que interagem com o NLS do HDAg e o papel fundamental do transporte nicleo-

citoplasmético na regulacao da replicacdao do HDV.
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