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JESUS, Jaqueline Goes de. Estudo da participacdo das proteinas Paxilina e
Miosina-Va na infectividade do Virus Linfotropico de Células T Humanas do Tipo 1
(HTLV-1). 113 1. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundacao Oswaldo Cruz, Instituto de

Pesquisas Goncalo Moniz, Salvador, 2014.

RESUMO

As ORFs | e IV do genoma do HTLV-1 codificam, respectivamente, as proteinas
pl2/p8 (acessoria) e Tax (regulatéria). pl2/p8, de 99 aminoacidos, pode ser
clivada em sua extremidade amino terminal gerando a proteina p8. A primeira
clivagem proteolitica de pl2 remove o sinal de retencdo ao RE, enquanto a
segunda clivagem, gera o produto de 8kDa, referido como p8. p12 localiza-se no
sistema de endomembranes, residindo em RE e aparato de Golgi, enquanto p8
dirige-se para a membrana plasmética, onde é recrutada para a sinapse
imunoldgica, através da ligagdo com o receptor de células T (TCR), além de
participar da sinapse virologica e da formacdo de conduites. A proteina Tax, por
outro lado, atua como transativador transcricional do HTLV-1, sendo referida
também na inducdo da expressdo de diversos genes celulares, aumentando a
proliferacéo e a migracao das células infectadas. Na via de transporte de vesiculas
secretorias, vesiculas produzidas como pos-Golgi sdo transportadas ao longo do
citoesqueleto por motores celulares. A Miosina-Va, um motor ndo convencional,
transporta diversos cargos, incluindo vesiculas secretérias, vesiculas sinapticas e
de reticulo endoplasmatico. Outra proteina relacionada ao citoesqueleto é a
Paxilina, que atua como molécula adaptadora nas adesdes focais e cuja
expresséo estd aumentada em individuos TSP-HAM. Na tentativa de compreender
se Tax influencia no aumento da expressao de Paxilina e, paralelamente, se p8
trafega a partir de Golgi em direcdo a membrana, de maneira dependente de
Miosina-Va, células de linhagem foram transfectadas, com o plasmideo que

expressa Tax ou com plasmideos que expressam variantes da proteina pl2



(PMEp12) fusionada a um tag de HA (hemaglutinina de influenza) e que
expressam porcdes da Miosina-Va, incluindo a cauda completa neuronal
conjugada com GFP (MyoVa FTNeu-eGFP), que funciona como dominante
negativo e compete com a Miosina-Va constitutiva pelos seus ligantes
intracelulares. A localizacéo intracelular das proteinas foi realizada por ensaio de
imunofluorescéncia indireta utilizando anticorpos contra a Paxilina ou contra o tag
de HA e a cauda medial da Miosina-Va. Técnicas de microscopia confocal e
obtencdo de imagens foram realizadas utilizando o microscépio Zeiss LSM 780
(Carl Zeiss Optical, Chester, Va.) e o software Adobe Photoshop CC.
Surpreendentemente, nas células que expressavam Tax, a expressao de Paxilina,
avaliada por imunofluorescéncia, foi menor, necessitando de novos ensaios para
confirmacdo dos resultados. Em relacdo a pl12/p8, foi observada a sua sub-
localizacdo celular como ja descrito na literatura, apresentando-se na regido
perinuclear (RE e aparato de Golgi), e co-localizacédo entre p12/p8 e Miosina-Va,
embora apenas quando o dominante negativo MyoVa FTNeu-eGFP foi expresso
simultaneamente com as variantes de pl2, a localizacdo de p12/p8 mostrou-se
alterada, de pontos dispersos por todo o citoplasma e superficie celular para
apresentar-se em forma de grumos agregados independentemente da variante de
pl2 expressa, sugerindo que a Miosina-Va desempenha um importante papel no

trafego de p8 partindo de Golgi até a superficie celular.

Palavras-chave: HTLV-1; Proteinas acessoérias; Proteinas regulatorias; Tax,
Paxilina; p12; p8; Miosina-Va.



JESUS, Jaqueline Goes de. Study of participation of Paxillin and Myosin-Va
proteins in Human T cell lymphotropic virus type 1 infectivity. 113 f. il. Dissertacéo
(Mestrado) — Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisas Gongalo Moniz,
Salvador, 2014.

ABSTRACT

HTLV-1 ORFs | and IV encode respectively p12/p8 (accessory protein) and Tax
(regulatory protein). The 99 amino acid p12 protein can be proteolytically cleaved
at the amino terminus to generate the p8 protein. The first proteolytic cleavage
removes the ER retention/retrieval signal at the amino terminus of p12, while the
second cleavage generates the p8 protein. The pl2 protein localizes to cellular
endomembranes, within the ER and Golgi apparatus, while p8 traffics to lipid rafts
at the cell surface and is recruited to the immunological synapse upon T-cell
receptor (TCR) ligation, virological synapse and conduits. Tax on the other hand
acts as viral transactivator and induces expression of many cellular genes,
increasing proliferation and migration of infected cells. In secretory vesicle
transport, vesicles produced as post-Golgi are moved along the cytoskeleton by
motor proteins. The unconventional myosin motor, Myosin-Va, moves several
cargoes including secretory vesicles, synaptic vesicles, and the endoplasmic
reticulum. Another cytoskeleton associated protein is Paxillin, an adapter on focal
adhesions which expression is increased in TSP-HAM patients. To understand if
Tax play a role on increased expression of Paxillin and parallel if p8 traffics from
Golgi apparatus to cell surface on a myosin-Va dependent manner, lineage cells
were transfected with Tax plasmids or pMEp12 plasmids which express variants
(P12WT, p12A29 and p12G29S) of the fusion protein of HTLV-1 p12 tagged with
the influenza hemagglutinin (HA1) tag and with the Myo-Va plasmids including full-
tail neuronal-eGFP conjugated (MyoVa FTNeu-eGFP) plasmid which expresses a
negative dominant of myosin Va and competes for intracellular ligands with cellular

putative myosin. Proteins intracellular localization were analyzed by indirect



immunofluorescence assay using antibodies against Paxillin or the HA-tag and the
Myo-Va protein. Confocal microscopy and image collection was performed by
using a Zeiss LSM 780 microscope (Carl Zeiss Optical, Chester, Va.) with Adobe
Photoshop CC software. Surprisingly in Tax-expressing cells Paxillin fluorescence
was decreased requiring another assay to confirm this find. It was reported that
pl2 expression in Jurkat T, as previous described, was shown in perinuclear region
which might be RE and Golgi apparatus and that p12/p8 and MyoVa proteins
colocalizes in lineage cells, however only when MyoVa FTNeu-eGFP was
simultaneously expressed with pMEp12 plasmids, p12/p8 localization showed to
be altered from dots dispersed all over cytoplasm and cell surface to form
cytoplasmic aggregates independently on variant of pl2 expressed, suggesting

that myosin Va plays an important role on traffics of p8 from Golgi to cell surface.

Keywords: HTLV-1; Accessory proteins; Regulatory proteins; Tax; Paxillin; p12;
p8; Myosin Va.
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1 INTRODUCAO

1.1  VIRUS LINFOTROPICO DE CELULAS T HUMANAS

O Virus Linfotropico de Células T-Humanas Tipo 1 (HTLV-1) foi o primeiro
retrovirus humano descrito, sendo incialmente associado a leucemia/linfoma de
células T do adulto (ATLL) no Japdo (UCHIYAMA et al.,, 1977; POIESZ et al.,
1980). Seu isolamento, no entanto, ocorreu apenas em 1980 a partir de um
paciente com linfoma cutaneo de células T (POIESZ et al., 1980). Posteriormente,
este virus foi associado a paraparesia espastica tropical (TSP) (GESSAIN et al.,
1985; RODGERS-JOHNSON et al.,, 1985) e a mielopatia associada ao HTLV
(HAM) (OSAME et al., 1986), que por se tratar da mesma patologia, atualmente, é
conhecida por TSP/HAM (ROMAN; OSAME, 1988). O HTLV é capaz de
estabelecer uma infeccdo persistente em humanos e é o Unico retrovirus a
apresentar propriedades oncogénicas nesta espécie (POIESZ et al., 1980). Além
da ATLL e da TSP/HAM, o HTLV-1 esta etiologicamente associado a diversas
manifestacfes inflamatorias que incluem artropatias, polimiosite, uveite, dermatite
infecciosa, ceratoconjuntivite seca, Sindrome de Sjogren etc. (MORGAN et al.,
1989; LA GRENADE, 1996; MERLE et al.,, 1996; MOCHIZUKI et al., 1996;

NISHIOKA et al., 1996; WATANABE et al., 1997).

Em 1982, foi isolado o Virus Linfotrépico de Células T Tipo 2 (HTLV-2), a partir de

células imortalizadas de pacientes com leucemia de células pilosas
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(KALYANARAMAN et al., 1982), no entanto a associagdo com esta patologia n&o
foi posteriormente confirmada (CATALAN-SOARES et al.,, 2001). O HTLV-2 é
sabidamente antigo, tendo estado presente em populac¢des de indios americanos,
e tendo sido introduzido em &reas urbanas das Ameéricas, Europa e Asia, através
de usuérios de drogas intravenosas (UDIs) (HALL et al., 1994). O tipo 2 do HTLV
esta associado a uma patologia semelhante, porém ndo tdo severa quanto a
TSP/HAM, além de predispor os portadores a infec¢cdes bacterianas devido ao
imunocomprometimento (MURPHY et al., 1999). O tipo 2, assim como o tipo 1,

tem capacidade de transformacéo celular in vitro (CHEN et al., 1983).

Recentemente, foram identificados os tipos 3 (HTLV-3) e 4 (HTLV-4) do HTLV em
amostras de sangue de individuos na Africa Central, porém nenhuma associa¢ao
deles com doencas em populacdes humanas foi descrita (CALATTINI et al., 2005;

WOLFE et al., 2005).

1.1.1 Origem

Apesar da infeccdo pelo HTLV estar presente em todo o mundo, a Africa é o Gnico
continente em que todos os Virus Linfotrépicos de Células T de Primatas (PTLV)
foram encontrados. Estudos baseados em filogenética apontam, especificamente,
a regido da Africa Central, como o ponto de origem para o ancestral comum dos
PTLVs (VAN DOOREN et al., 1998; VANDAMME et al., 1998; VERDONCK et al.,

2007).
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Devido a homologia entre as sequéncias génicas do HTLV e do Virus Linfotrépico
de Células T de Simios (STLV) — que pertence a mesma familia do HTLV —
estudos sugerem que o HTLV tenha emergido do contato entre humanos e
primatas ndo humanos infectados pelo STLV. Os tipos 1 e 2 do HTLV estéo
relacionados, respectivamente, aos STLV-1 e STLV-2, sugerindo que a origem
detes virus humanos ocorreu a partir dos virus simios correspondentes. Sugere-se
também, que a origem do tipo 3 se deu mais recentemente, a partir do STLV-3;
em relacdo ao HTLV-4, no entanto, ndo foi encontrado equivalente do STLV que
corresponda a sua origem até o momento. Além disso, o tipo 4 apresenta distin¢éo

filogenética em relagéo aos outros HTLVs conhecidos (WOLFE et al., 2005).

Apesar de ndo haver consenso sobre a origem geografica do HTLV, a hipotese
mais aceita € que a infeccdo por este retrovirus tenha se originado na Africa,
sendo introduzida aos paises do Novo Mundo (Caribe, Estados Unidos e América
do Sul) por negros africanos, durante o periodo de trafico de escravos e ao Japao
pela tripulacdo africana dos navios portugueses durante os séculos XVI e XVII
(Figura 1) (GALLO et al., 1983; GESSAIN et al., 1992; SAKSENA et al., 1992,
SONG et al.,, 1995; CATALAN-SOARES et al., 2001). Estudos demonstraram
ainda, que a introducédo do HTLV no Brasil também se deu a partir de movimentos
migratorios oriundos do continente africano, por meio do trafico negreiro, ocorrido
entre 0os séculos XVI e XIX; e mais recentemente, a partir do século XIX, atraves
da intensa migracao japonesa para o pais, principalmente, para o estado de Séo
Paulo (GALVAO-CASTRO et al., 2009). Estudos corroboram o dado de que a

Bahia € o estado brasileiro que recebeu o maior contingente de africanos durante
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o tréfico negreiro, em sua maioria de Benin e Nigéria, oeste da Africa (VERGER,
1968; VIANA-FILHO, 1988;). A populacdo de Salvador, capital baiana, €&
constituida, em cerca de 80%, por afrodescendentes, o que explica o fato dessa
cidade ser a mais prevalente do Brasil (1,8%) para a infeccdo pelo HTLV-1

(DOURADO et al., 2003).

=Py

Figura 1. Origem e disseminacdo do HTLV-1 baseada em anédlises filogenéticas e
antropoldgicas. PTLVs foram originados em primatas africanos e migraram para a Asia
onde, sofreram processos evolutivos, originando o STLV-1. A linhagem inicial de STLV-1
disseminou-se para India, Japdo, Indonésia e de volta para a Africa (setas 1). Na
Indonésia, os primeiros humanos infectaram-se, a partir de contatos interespécies com

simios, e migraram para a Melanésia, dando origem ao HTLV-1 (subtipo c) (setas 2). Na
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Africa, o STLV-1 evoluiu, também através de transmisséo interespécies, originando HTLV-
1 (subtipos a, b, d, e, f) (setas 3). Devido ao trafico de escravos, 0 HTLV-1 (subtipo a) foi
introduzido ao Novo Mundo e Norte da Africa (setas 4). (Adaptado de VERDONCK et al.,

2007).

1.1.2 Classificacdo

O HTLV-1 pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae

e género Deltaretrovirus. Diferentemente dos outro retrovirus, o HTLV possui
notavel estabilidade genética, provavelmente devido ao mecanismo de expansao
clonal, que é utilizado para amplificacdo viral, ao invés da transcricdo reversa. A
baixa variagdo nas sequéncias do HTLV-1 pode ser usada como uma ferramenta
para tracar rotas migratdrias de individuos infectados, além de permitir a inferéncia
de novas evidéncias sobre origem, evolugdo e disseminacgdo viral (GESSAIN;
CASSAR, 2012; YANAGIHARA, 1991).

Andlises baseadas em filogenia das regifes de repeticbes terminais longas (LTR)
e do gene env, de sequéncias provenientes de diversas regibes geograficas,
permitiram classificar o HTLV-1 em sete subtipos: a ou Cosmopolita, disseminado
por todo o mundo, é endémico no Japao, Caribe, América Central, América do Sul,
Norte da Africa, Africa Ocidental e Oriente Médio. Devido sua grande disperséo, é
dividido ainda em cinco subgrupos — A ou Transcontinental; B ou Japonés; C ou
Norte-africano; D ou Oeste-africano e E isolado proveniente de negros do Peru; b

ou Centro-Africano; ¢ ou Melanésio, proveniente de individuos de Papua Nova
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Guiné e de aborigenes australianos; d ou também Centro-Africano, porém
isolados exclusivamente de Pigmeus e de dois individuos de Camardes e Gabao;
e, isolado de um Pigmeu Efe Mbuti do Congo; f, isolado de um individuo do Gab&o
e g, poucas sequéncias relatadas, também isoladas da Africa Central (Figura 2)
(GESSAIN et al., 1991; BASTIAN et al., 1993; HAHN et al., 1984; MIURA et al.,
1994; VANDAMME et al., 1994; CHEN et al., 1995; MAHIEUX et al., 1997,
MAHIEUX et al., 1998; SALEMI et al., 1998; WOLF et al.,, 2005; GASMI et al.,

1994; VAN DOOREN et al., 1998; VIDAL et al., 1994).

. Transcontinental Subgroup i
v Subtype C
Japanese Subgroup Cosmopolitan @ Subtype D STLV-1 Transmission
West African Subgroup Subtype A NHP —» H from Non-Human
. Subtype E Primates to Humans
’ North African Subgroup ® Subtvoe F
ubtype
© SubtypeG

Figura 2. Distribuigdo geogréafica dos subtipos A-G e formas principais de disseminacéo do

HTLV-1. NHP — H indicam provavel transmissao interespécie do STLV de primatas ndo-humanos
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para Humanos na origem de alguns subtipos do HTLV-1. Subtipos A (subgrupado em TC —
Transcontinental; Ajp — Japonés; Awa — Oeste-africano; Ana — Norte-africano), B, C,D, E, Fe G

(GESSAIN; CASSAR, 2012).

1.1.3 Estrutura morfologica e organizacdo genémica

A estrutura do HTLV-1 é similar a de outros retrovirus, consistindo de um
envelope, uma matriz proteica e um nucleocapsideo. O virus apresenta morfologia
que varia de esférica a pleomorfica, medindo de 80 a 100nm de diametro. O
envelope viral é composto por uma glicoproteina de superficie (SU) extracelular,
denominada gp46, e uma glicoproteina transmembrana (TM), denominada gp21
que atravessa 0 envelope ancorando a proteina de superficie (Figura 3).
Internamente, o envelope contém uma matriz proteica (MA), composta por
proteinas gag e mais internamente um capsideo (CA), de simetria icosaédrica. O
capsideo abriga no seu interior, 0 genoma viral composto por duas fitas de RNA
diméricas de senso positivo, associadas a pequenas proteinas, denominadas
proteinas do nucelocapsideo (NC). Outras proteinas de fundamental importancia
para o estabelecimento da infeccdo, também estdo presentes no interior do
capsideo, sdo elas: protease funcional (PR), transcriptase reversa (TR), que
converte a molécula de RNA em DNA e a integrasse (IN) que promove a insercao
do DNA proviral no genoma da célula hospedeira (VERDONK et al., 2007; GOFF,

2001).
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Figura 3. Estrutura morfolégica do HTLV-1.

Esquema de uma particula viral madura. Bicamada lipidica; SU — proteina de superficie
(gp46); TM — proteina transmembrana (gp21); MA — matriz proteica; CA — capsideo; NC —
nucleocapsideo; RNA — acido ribonucleico; PR — protease; RT — transcriptase reversa; IN —

integrase (VAN DOOREN, 2005).

O genoma da HTLV-1 apresenta a estrutura basica dos retrovirus, sendo
composto por quatro genes estruturais (gag, pro, pol e env), flanqueados por duas
sequéncias LTR, essenciais a integracdo do DNA proviral ao genoma do
hospedeiro e a sua regulacdo transcricional (Figura 4) (GREEN; CHEN, 2001;

PESSOA et al., 2014).
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Figura 4. Organizag&o gendmica do HTLV-1.
Esquema representativo do genoma do HTLV-1: repeticBes terminais longas — LTR; genes

estruturais — gag, pro, pol (PR) e env; genes regulatorios — tax e rex. (VAN DOOREN, 2005)

Adicionalmente, o HTLV contém uma sequéncia exclusiva, entre 0 gene env e a
LTR 3’, denominada regido pX (Figura 5) onde quatro fases abertas de leitura
(ORF - Open Reading Frames) s&o transcritas originando as proteinas
regulatérias tax e rex, e proteinas acessérias (pl2, pl13, p30 e HBZ) que em
conjunto, desempenham importante papel na infectividade e persisténcia viral

(VAN PROOYEN et al., 2010; EDWARD et al., 2011; FUKUMOTO et al., 2009).

5 LTR pag pol env pX 1 LTR
8.
 —— | E——

Figura 5. Regido pX no genoma do HTLV-1. (Adaptado de MATSUOKA & JEANG, 2007)

O DNA proviral do HTLV-1 possui 9032bp e trés tipos de mRNA sao transcritas a
partir dele. Uma fita de mMRNA de sequéncia completa sintetiza os produtos dos
genes gag e pol, aléem do RNA gendmico que € empacotado na particula viral. A
proteina precursora gag (53kD) apés sintetizada, é clivada pela protease viral

originando as proteinas gag maduras: p19 — matriz (MA), p24 - capsideo (CA) e
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pl15 - nucleocapsideo (NC). O produto do gene pro, por sua vez, € gerado por um
desvio de leitura dos genes gag e pol, resultando na protease, que além de atuar
na clivagem e separacao das proteinas Gag e Pol, é responsavel por seu préprio
processamento, gerando a molécula Pro madura (CARNEIRO-PROIETTI et al.,
2002).

O gene pol codifica, na sua porgdo 5, a transcriptase reversa (TR), enzima
responsavel pela conversdo do RNA gendmico em DNA proviral, e pela remocéo
da fita de RNA molde, apds a sintese do DNA, devido sua atividade de RNase H;
em sequéncias “downstream”, este gene codifica a integrase (IN), enzima
responsavel pela integragdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira,
através da clivagem do DNA celular e posterior ligagdo com o DNA viral.
(CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002)

As outras duas moléculas de mRNA, transcritos a partir do DNA proviral, sdo
subgendmicas e sofrem processamento (splicing) apds sua sintese. O primeiro
MRNA subgendmico é sintetizado a partir de uma Unica etapa de processamento
(splicing) e corresponde ao gene env. Este gene codifica a proteina precursora
Env que, ao ser clivada, por protease celular, origina as glicoproteinas gp46 (SU)
de 46kD e gp2l1 (TM) de 21kD. A ligacédo entre as proteinas do envelope é néo
covalente, assim como em outros retrovirus. O segundo mMRNA subgenbmico é
produzido pela remocao de dois introns e codifica as proteinas regulatérias da

regido pX (Figura 6) (GHEZELDASHT et al., 2013).
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Figura 6. Representacdo esquematica do genoma do HTLV-1: mRNAs e

processamento (IARC, 1996)

As proteinas regulatérias Tax (40kD) e Rex (27/21kD) sao codificadas,
respectivamente, pelas ORFs IV e lll, localizadas na regido pX, que sintetizam
uma molécula de mRNA policistrénico, duplamente processado, por splicing
alternativo (KORALNIK et al., 1992). Tax atua como transativador transcricional do
HTLV-1, estimulando a expressdo de genes virais, através de sua interacdo com
fatores celulares e com a regido LTR do genoma proviral (BRADY et al., 1987).
Como Tax, a proteina Rex atua, através de eventos pdés-transcricionais, também
regulando a expressédo de genes virais (CANN; CHEN, 1996), especificamente,
reconhecendo elemento resposta, especifico de mRNAs parcialmente
processados, estabilizando-os e inibindo, assim, seu processamento completo e
degradacéo; Rex utiliza o sistema celular da exportina CRM-1 para exportacao

desses mMRNAs do nucleo para o citoplasma. Por outro lado, Rex exerce um efeito
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negativo sobre o processamento e transporte de mMRNAs duplamente
processados, que codificam para a prépria proteina Rex, para Tax e para as
proteinas acessorias, favorecendo o acumulo de proteinas  estruturais e
enzimaticas. Rex também pode interferir nas fun¢des da célula hospedeira em
diferentes niveis, ao afetar a transcricdo e a traducdo de varios genes celulares
(FRANCHINI, 1995; FRANCHINI; STREICHER, 1995; FERREIRA et al., 1997).

As ORFs | e Il codificam quatro proteinas acessorias (pl2/p8 e p30/pl3
respectivamente) por splicing alternativo de seus mRNAs (CIMINALE et al., 1992;
KORALNIK et al., 1992). Estudos prévios indicam a importancia destas proteinas
acessoOrias na patogénese das doencas associadas ao HTLV-1, sugerindo, por
exemplo, que os produtos das diferentes ORFs podem conferir vantagem
proliferativa as células infectadas pelo HTLV-1 e influenciar na infectividade viral
(GAUDRAY et al., 2002; NICOT et al., 2004; FUKUMOTO et al., 2009). p30 é uma
proteina que atua como regulador transcricional e pds-transcricional da expressao
viral (NICOT et al.,, 2004). Estudos recentes demonstraram que essa proteina
diminui a sinalizacéo via receptores tool-like 3 e 4 (TLR3 e TLR4) em mondcitos
humanos e células dendriticas (FENIZIA et al., 2014). p13, por sua vez, aumenta a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelas mitocéndrias (SILIC-
BENUSSI et al., 2010), modelando o potencial de membrana dessa organela e
interferindo na absorcéo de calcio (BIASOTTO et al., 2010). Os produtos da ORF |

serdo mais detalhadamente abordados, em sec¢éo especifica desta reviséo.
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1.1.4 Ciclo de multiplicagéo viral

O HTLV-1 apresenta tropismo por células T CD4*. Entretanto, este virus também é
capaz de infectar células T CD8* além de mondcitos, células B, células
dendriticas, macréfagos e células endoteliais (HANON et al., 2000; KOYANAGI et
al., 1993; KNIGHT et al., 1993; SETOYAMA et al., 1998).

O ciclo de multiplicagdo do HTLV-1 (Figura 7), de modo similar aos outros
retrovirus, inicia-se com a ligacdo da SU, via dominio de ligacdo ao receptor
(RBD), ao transportador de glicose de classe 1 (GLUT-1), que atua como receptor
para esta proteina, na superficie da célula alvo, e & molécula correceptora
proteoglicano heparan-sulfato (HSPG) (PINON et al., 2003; MANEL et al., 2005;
GHEZ et al, 2006). Ap6s a ligacdo da SU, uma sequéncia de eventos
desencadeia a mudanga conformacional na TM, necesséria para a introdugao do
capsideo viral no citoplasma da célula hospedeira. A entrada do virus pode ocorrer
por dois mecanismos: (1) fusdo do envelope viral com a membrana da célula,
levando a perda do capsideo e a liberacdo do cerne contendo o genoma viral no
citoplasma ou (2) endocitose (TANGY, 1996; VOYLES, 1993). Apés a liberagéo do
cerne viral no citoplasma, o RNA da particula é utilizado como molde para a
sintese de uma molécula de DNA, por transcricdo reversa através da enzima TR
ainda no cerne do virus. O provirus, como o DNA passa a ser chamado, sera
integrado ao genoma da célula hospedeira pela enzima integrase. O DNA proviral,
recém-sintetizado, serve como molde para a sintese dos trés tipos de mRNA
produzidos pelo HTLV-1, os quais traduzirdo as proteinas estruturais e

regulatorias necessarias para a formacao de uma nova particula viral (GELMANN
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et al., 1984; SHIMOTOHNO et al., 1985; CIMINALE et al.,1992; FERREIRA et al.,

1997).
A maturacdo viral sucede a montagem e o brotamento, consistindo de um
processo complexo, onde a clivagem proteolitica das proteinas do capsideo dara

origem a uma nova particula infecciosa.
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Figura 7. Ciclo basico de multiplicacdo de um retrovirus. (CARNEIRO-PROIETTI et al.,

2006)
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1.1.5 Transmisséo viral e disseminacéo

O HTLV-1 é transmitido por trés vias principais: (1) vertical, quando a transmissao
ocorre da mée para o filho, que pode ser através da amamentacdo — forma de
transmissdo mais eficiente —, por transmissao transplacentéria ou durante o parto;
(2) horizontal, através do contato sexual, sendo a transmissdo do homem para a
mulher mais efetiva; e (3) parenteral, através de transfusdo de sangue e
hemoderivados contaminados, compartilhamento de seringas e/ou perfuro
cortantes também contaminados (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002).

Na corrente sanguinea, o virus tem predilecdo pelos linfécitos TCD4*, devido as
moléculas correceptoras HSPGs. No entanto, o HTLV-1 ndo se replica pelo
modelo classico dos retrovirus, diversos estudos demonstraram gue mecanismo
principal de disseminacao intra-hospedeiro ndo se da através de particulas virais
livres, mas por expansao clonal das células infectadas, por mitose (CIMARELLI et
al., 1996; WATTEL et al., 1995; WATTEL et al., 1996). Essa é a explicacdo para
0s baixissimos ou inexistentes niveis séricos dessas particulas em individuos
infectados. Além disso, a infectividade das particulas livres € muito menor quando
comparado com a de células infectadas (LAIRMORE et al., 1989; MAEDA et al.,
1984; POPOVIC et al., 1982; YAMAMOTO et al., 1982; PIQUE; JONES, 2012;
MATSUOKA, JEANG, 2007).

A transmissao do HTLV-1 através do contato célula-célula se da numa série de
eventos denominada sinapse virolégica (SV) (BANGHAM, 2003). Quando uma
célula infectada entra em contato com uma célula ndo infectada, o centro de

organizacdo microtubular (MTOC) polariza-se na juncdo célula-célula,
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promovendo o acumulo de proteinas Gag e de moléculas de RNA gendmico
nessas regides, permitindo a passagem de particulas virais entre elas (Figura 8)

(MATSUOKA, JEANG, 2007).

HTLV-l-infected T cell Uninfected T cell

Formation of /
virological synapse / =

| ©o
Ol =
1
o / ,
Viral RNA MTOC
pre-integration complex - \
o )\

Newly HTLV-l-infected T cell

HTLV-1 provirus

[ A O Tax

I icami [0 Gag

Figura 8. Sinapse Virologica. (MATSUOKA,; JEANG, 2007)

Além da sinapse virologica, outros modelos para disseminacao viral tém sido
descritos, como a formacao de biofilmes-like, onde ha deposicdo de uma matriz
extracelular constituida de carboidratos e proteinas de adesdo que abrigam

particulas virais (Figura 9) (NEJMEDDINE; BANGHAM, 2010; PAIS-CORREIA et
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al., 2010); e também a formacdo conduites celulares (Figura 10), recém-

demonstrados por Van Prooyen e colaboradores (2010).

CD4~ T-cell conjugates

Figura 9. Mecanismos de disseminacdo do HTLV-1. (1) Sinapse virolégica; (2) Modelo

classico de infec¢éo viral; (3) Biofiime-like (NEJMEDDINE; BANGHAM, 2010).
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Figura 10. Formac&o dos conduites celulares. Transferéncia de proteinas Gag, Env e p8

de uma célula infectada (MT-2) para uma célula ndo infectada (VAN PROOYEN, 2010).

1.1.6 Epidemiologia da infec¢ao pelo HTLV-1

De acordo com estudos epidemioldgicos, estima-se que 15 — 20 milhfdes de
pessoas estejam infectadas pelo HTLV-1 no mundo (DE THE & BOMFORD, 1993;
GESSAIN; CASSAR, 2012), entretanto, a infeccdo restringe-se a regides que
constituem areas endémicas como o sudoeste do Japdo, Africa Central, Caribe,
América Central e do Sul e Ilhas Melanésias (Figura 11) (EDLICH, 2003). As taxas
de soroprevaléncia também diferem de uma regido para outra, podendo variar de
0,1% a 37% (YAMAGUCHI, 1994; MUELLER, 1991), sendo influenciadas nao
apenas pela localizacdo geografica, mas também pela composi¢do

sociodemogréfica da populacdo estudada e por comportamentos de risco
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individuais (CATALAN-SOARES & PROIETTI, 2006). O sudoeste do Japéao
apresenta as maiores taxas de soroprevaléncia (37%), contrastando com
prevaléncias menores como as de paises do Caribe (Trinidad e Jamaica — 6%)
(HANCHARD et al., 1990; MURPHY et al., 1991), da Africa Sub-Saariana, (Benin,
Camardes e Giné-Bissau — 5%) (DUMAS et al., 1991; GESSAIN; DE THE, 1996;)
e de areas do Ird e llhas Melanésias (menor que 5%) (MUELLER,1991; MANNS,

1999).

HTLV1 endemic areas { *

Less than 1%
110 5%

% More than 5%

Figura 11. Distribuicdo Geogréafica do HTLV-1: paises endémicos. (GONCALVES et al.,

2010)

No Brasil estima-se que aproximadamente 2,5 milhbes de pessoas estejam
infectadas pelo HTLV-1 e, devido a sua extensao territorial e ao tamanho da
populacao, € considerado o pais com 0 maior numero absoluto de portadores do

virus (CARNEIRO-PROIETTI et al., 2002).
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A primeira descricdo da infec¢do pelo HTLV-1 no pais se deu na cidade de Campo
Grande (MS), em japoneses oriundos de Okinawa, sul do Japéo, com
soroprevaléncia de 13% (KITAGAWA et al.,, 1986). Em 1989, outro estudo
conduzido nos estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais e S&o Paulo, envolvendo
profissionais do sexo da zona rural e hemofilicos apresentou positividade para o
HTLV-1 de 1% e 13%, respectivamente, nesses grupos (CORTES et al., 1989).
Ja em 1997, Galvdo-Castro e colaboradores demonstraram heterogeneidade na
prevaléncia da infeccdo pelo HTLV-1 em doadores de sangue provenientes das
diferentes regibes geogréficas brasileiras: norte e sul — 0,08% (Manaus e
Floriandpolis); nordeste e sudeste — 0,33%, com destaque para a cidade de
Salvador (BA) — 1,35% (GALVAO-CASTRO et al., 1997). Corroborando com estes
dados, Dourado e colaboradores demonstraram que a soroprevaléncia para o
HTLV-1 na cidade de Salvador € de 1,8%, através de estudo de base
populacional; sendo mais elevada para mulheres (2%) quando comparado com
individuos do sexo masculino (1,2%) com idade até 50 anos, quando as taxas
passam para 9% e 6,3% nos sexos masculino e feminino, respectivamente

(DOURADO et al., 2003).

1.2 OS PRODUTOS DA ORF-I

O RNAmM unicamente processado (single spliced) proveniente da ORF-I codifica a
proteina pl2, que contéem 99 aminoacidos e caracteriza-se por sua alta

hidrofobicidade (KORALNIK et al., 1992; FRANCHINI, 1995). A proteina p12 foi
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detectada em células de linhagem infectadas com HTLV-1, em macrofagos
infectados in vitro (ALBRECHT et al., 2002; GAUDRAY et al., 2002) e em células
mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de individuos infectados
(FRANCHINI et al., 2003; FUKUMOTO et al., 2009). Ademais, linfécitos T
citotéxicos (PIQUE et al., 2000) e soro de individuos e coelhos infectados pelo
HTLV-1 (DEKABAN, et al.,, 2002) também apresentaram reatividade contra
peptideos derivados dessa ORF, mostrando evidéncias de que esses individuos
desenvolvem resposta imune contra seus produtos proteicos.

A proteina p12 possui dois dominios transmembranares putativos e quatro regides
curtas (motifs) ricas em prolina (PXXP) (Figura 12), que constituem dominios de
ligagdo SH3, comumente encontrados em proteinas envolvidas em vias de
sinalizacao intracelular, sendo os motifs PXXP 1 e 3 altamente conservados entre

as sequéncias virais (FRANCHINI, 1995).

PS8
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Figura 12. Desenho esquemético da estrutura primaria das proteinas p12/p8.

Dominios funcionais (motifs). Dominios de ligacdo SH3 (setas). Dominios 1 e 3, altamente

conservados (setas amarelas).

Duas isoformas de pl2 foram descritas: a isoforma pl2K88, comumente

encontrada em individuos TSP/HAM, contém o amino&cido lisina na posicao 88, é
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ubitiquinada e conduzida a degradacdo por proteassoma; ja a isoforma mais
estavel, p12R88, encontrada em isolados de individuos ATLL e carreadores
assintomaticos, contém, na mesma posi¢cdo, 0 aminoacido arginina e ndo €
ubitiquinada (TROVATO et al, 1999; EDWARDS et al, 2011). Estudos
demonstraram que pl2 localiza no compartimento de endomembranas residindo
no reticulo endoplasmético (RE), complexo de Golgi e balsas lipidicas (JOHNSON
et al., 2001; DING et al., 2002; FUKUMOTO et al., 2007)

O mRNA, da ORF-I resulta na expressao de duas bandas proteicas distintas
(8kDa e 12kDa), quando analisadas por Western Blot (WB) (Figura 13). A partir
desses achados, Fukumoto e colaboradores (2009) através de ferramentas de
bioinformética analisaram a sequéncia de aminoacidos de pl12 e predisseram dois
possiveis sitios para clivagem proteolitica desta proteina, entre os aminoacidos 9-
10 e 29-30; e a analise de mutacfes, induzidas nos sitios preditos, demonstrou

que essas mutac¢des influenciam na sub-localizacdo celular da proteina.

p12' (ug) 0 0.5 1 2
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WB: aHA1
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Figura 13. Expresséo de pl2 por Western Blot. (Adapatado de FUKUMOTO et al.,

2007).
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Virus como o HTLV-1 carreiam informag&o genética limitada em seus genomas e,
devido a isso, exploram mecanismos de modificacdo pos-traducional para
exercerem suas diversas fungbes (FUKUMOTO et al, 2009). O estudo,
anteriormente citado, elucidou as modificagbes pds-traducionais sofridas pela
proteina pl2, explicando o aparecimento das duas bandas proteicas por WB. O
produto de 99 aminoacidos da ORF-I sofre duas clivagens proteoliticas na sua
regido aminoterminal. A primeira clivagem entre os amino&cidos 9 e 10 (PL|SP),
remove o sinal de retencdo nao-candnico ao RE (LFRL), localizado entre os cinco
primeiros aminoacidos, permitindo o trafego do produto para o complexo de Golgi,
onde a segunda clivagem, entre os aminoacidos 29 e 30 (VSG|LL), ocorre (Figura
14). A segunda clivagem gera o produto de 8kDa, referido como p8, que dirige-se
para a membrana plasmatica, sendo recrutada para a sinapse imunoldgica (SI)

(FUKUMOTO et al., 2009).
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NLLFLLFLPLFFSLPLLLSPSLPLTMRFPARWLFLPWRAPSQPAAAFLF

Figura 14. Sequéncia de aminoacidos de p12/p8. Sitios de clivagem proteolitica entre os

aminoacidos 9 e 10; e 29 e 30. (Adaptado de FUKUMOTO et al., 2009)
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Estudos demostraram que a proteina pl2 possui propriedades oncogénicas, pois
induz a transformacéo de fibroblastos murinos, quando em cooperagdao com a
proteina E5 do papiloma virus bovino. (SCHLEGEL et al., 1986; FRANCHINI et al.,
1993; NELSON et al., 1989; FINBOW et al., 1991; GOLDSTEIN et al., 1991; DING
et al., 2001).

Além dessas interagBes, pl2, associa-se fisicamente, no ambiente do RE, a
porgcédo citoplasmatica da cadeia B e a por¢do transmembranar da cadeia y do
receptor de interleucina 2 (IL2-R), retendo-os e aumentando a fosforilacdo do
sinalizador de transducédo e ativador da transcricdo 5 (STAT5), o que diminui 0
limiar de ativacé@o das células T, aumentando sua responsividade a interleucina 2
(IL-2) (MULLQY et al., 1996; NICOT et al., 2001; DEKABAN et al., 2002; DING et
al., 2003; FUKUMOTO et al.,, 2009). Também, a ligacdo de pl2 as cadeias
pesadas recém-sintetizadas do Complexo Principal de Histocompatibilidade classe
I (MHC-I), previne a associacao deste, com a B2-microglobulina, direcionando-o
para degradacdo pelo proteassoma, diminuindo, assim, sua expressdo na
superficie celular e a apresentacdo de peptideos imunogénicos, resultando numa
forma de escape da resposta imune do hospedeiro. p12 também atua sobre o fator
nuclear de ativacdo de células T (NFAT), através do aumento do calcio
citoplasmatico por ativacdo das proteinas calcio-dependente, residentes do RE,

calrreticulina e calnexina (Figura 15) (DING et al., 2001).
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Figura 15. Esquema das func¢des atribuidas a pl12/p8. MHC-I (Complexo Principal de
Histocompatibilidade, classe 1), MHC-II (Complexo Principal de Histocompatibilidade, classe II),
TCR (Receptor de células T), RE (Reticulo Endoplasmatico), NFAT (Fator Nuclear de Ativacdo de

Células T), IL-2 (Interleucina 2), P (Indica eventos de fosforilagdo) (EDWARDS et al., 2011).

A sinapse imunoldgica consiste de uma estrutura complexa onde ocorre a ligagéao
do receptor de células T (TCR) através de peptideos do MHC a uma célula
apresentadora de antigenos (APC) (Figura 16). Outras moléculas como proteinas
tirosina-quinases e o ligante para ativacdo de células T (LAT) também participam
da Sl. Nesse contexto, em contraste as funcbes de pl2, p8 liga-se ao TCR,
regulando negativamente sua sinalizacdo proximal, num evento LAT-dependente

(Figura 15) (FUKUMOTO et al.,, 2009); p8 também aumenta a agregagdo do
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antigeno associado a func¢éo linfocitaria 1 (LFA-1) e em conjunto, esses eventos
resultam numa baixa producdo viral, evasdo do sistema imune pelo
reconhecimento por células natural killers (NK) e linfécitos citotoxicos (TCD8Y),
além do recrutamento de células ndo-infectadas (MALBEC et al., 2011).

Recentemente, Van Prooyen e colaboradores (2010) demonstraram que p8 induz
a formacdo e o aumento do nimero e do comprimento de prolongamentos
citoplasmaticos, denominados conduites celulares, que promovem a comunicagéo
entre diferentes tipos de células. Através destes conduites, particulas virais e a
propria proteina p8 sdo rapidamente transferidos de uma célula infectada para
outra célula, ndo infectada. Na nova célula infectada, p8 também induz a formacéo
de conduites celulares, aumentando o contato celular, além de promover anergia
celular contribuindo para evasdo do sistema imune do hospedeiro (VAN

PROOYEN et al., 2010; MALBEC et al., 2011).
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Figura 16. Sinapse imunoldgica e ativagdo de células T. (VINCENTE-MANZANARES;

SANCHEZ-MADRI; 2004)

Apesar das proteinas pl12/p8 aparentarem ser dispensaveis para a replicacao ou
imortalizacdo de linfécitos in vitro (DERSE et al.,, 1997; ROBEK et al., 1998;
FURUKAWA et al., 2004) é possivel que elas tenham um papel essencial no
estabelecimento de uma infeccao viral persistente in vivo (VAN PROOYEN, et al.,

2010; VALERI et al., 2010; MALBEC et al., 2011).

Estudos recentes demonstraram que a analise dos produtos da ORF-1 de
pacientes infectados pelo HTLV-1 apresentavam importantes substituicbes de
aminoacidos que afetavam o padrdo de clivagem dessas proteinas, sugerindo que

as funcbes de pl2 relacionadas ao RE e & membrana podem contribuir para a
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sobrevivéncia e proliferacdo das células infectadas no hospedeiro (FUKUMOTO et

al., 2009).

Com o intuito de verificar possiveis associa¢gbes entre mutagcbes na ORF-I, o
padrdo de clivagem da pl2, a carga proviral e o perfil clinico (assintomatico ou
TSP/HAM) de individuos infectados pelo HTLV-1, foi iniciado, no laboratério da
Dra. Genoveffa Franchini — (Instituto Nacional do Cancer (NCI)/ Instituto Nacional
de Saude (NIH)/EUA) — um estudo denominado “ORF-I polymorphism in HTLV-1
infected individuals” (in press), no qual foi feita a analise de mutacdes de varios
clones da ORF-I do virus, a partir de amostras de individuos infectados com

diferentes cargas provirais.

A regido do gene pX do HTLV-1 correspondente a ORF-I foi amplificada por PCR,
a partir de PBMCs de 163 individuos infectados (85 assintomaticos e 78 com
TSP/HAM), provenientes de diferentes regibes geograficas do mundo. Em
seguida, foram realizados clonagem e sequenciamento de 1.640 clones. A maioria
dos pacientes (73%) carreavam mutacdes na ORF-lI que resultaram na maior
expressado da forma néo clivada p12 do que p8. A mais alta variabilidade genética
dentro da ORF-I foi vista dentro do dominios transmembranares da proteina. Uma
subclasse de mutacdes foi mais frequente nos pacientes com TSP/HAM quando
comparados com 0s assintomaticos. Enquanto cargas provirais mais elevadas
foram demonstradas nos pacientes com TSP/HAM (p=0.0001), nenhuma
correlacdo foi observada entre carga proviral e isoformas da ORF-l expressas

(predominantemente pl2, pl2 e p8 em concentragdes aproximadamente iguais e
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predominantemente p8), mas observou-se que os pacientes com TSP/HAM

possuiam mais mutacdes na ORF-I que expressavam pl2 e p8 igualmente.

Ensaios funcionais também foram realizados com o intuito de verificar o padrao de
expressdo das proteinas pl2 e p8 como resultado das mutacfes observadas,
assim como a co-localizacdo celular destas proteinas. Para isso, mutacdes
pontuais que correspondem aquelas encontradas em pl2 (D26N, G29S, A29,
P34L, A5-L6M/G29S/P34l/F61L), presentes nos provirus dos pacientes foram
introduzidas no vetor de expressdo pME18SDSL-HAtag descrito por Fukumoto e

colaboradores (2007).

Foi observada a predominancia de marcacdo do antigeno HA-p12/p8 no RE das
células HelLa transfectadas com os mutantes que expressavam mais pl2 e a
predominancia do antigeno HA-p12/p8 no citoplasma e membrana das células
transfectadas com os mutantes que expressam mais p8, demonstrando que a
proteina p12 € encontrada principalmente no reticulo endoplasmaético e a proteina
p8 no citoplasma e na membrana celular (DING et al., 2001; FUKUMOTO et al.,

2007; FUKUMOTO et al., 2009).

1.3 INTERACAO COM PROTEINAS DO CITOESQUELETO

Considerando a necessidade da formagdo da sinapse virologica, de biofilmes e/ou
de conduites para a transmissdo do virus através do contato célula-célula,

mecanismos como a polarizagdo de proteinas do citoesqueleto celular e de
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moléculas de adesdo para o0 sitio de contato, mostram-se importantes na
transmissdo do HTLV-1 (IGAKURA et al.,, 2003). Estruturas especializadas,
denominadas adesfes focais, proporcionam uma ligacdo fisica entre a matriz
extracelular e o citoesqueleto baseado em actina (TURNER, 1998). As adesoes
focais incluem receptores transmembrana conhecidos como integrinas, que
também interagem através de seus prolongamentos citoplasmaticos com um
complexo proteico estrutural (Figura 17). Adicionalmente, nos sitios de adeséo
focal, concentram-se proteinas regulatérias, como quinases e fosfatases, que
participam da transducéo do sinal recebido, direcionando a modulagdo da adesao

e a expressédo génica (TURNER, 1998; SCHALLER, 2001; DEAKING)
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Figura 17. Esquema proteico da adeséo focal.
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Uma das proteinas associadas a adesdo focal é a Paxilina, uma molécula
multidominio, de 68kDa, codificada pelo gene pxn, que contém sitios de ligacdo
para muitas proteinas regulatérias. Esta proteina é ubiqua e alguns de seus sitios
estdo disponiveis para interacdo com seus ligantes apenas quando a Paxilina esta
fosforilada, como outras proteinas de citoesqueleto. Seu papel principal nas
adesbes focais é funcionar como andaime, facilitando a interacdo entre outras

proteinas como Talina e Vinculina.. (TURNER, 1998).

A Paxilina pode ser dividida em dois distintos dominios estruturais. O primeiro
dominio compreende 325 amino&cidos N-terminais e contém sitios de ligacao para
Talina, Vinculina e para a quinase de adesao focal (FAK). Estudos nesses sitios
de ligacdo revelaram a presenca de cinco dominios leucina-aspartato (LD). Entre
os dominios LD1 e LD2 existem regides ricas em prolina que, assim como p12/p8,
interagem com dominios SH3. O segundo dominio, na porcdo carboxi-terminal, é
composto exclusivamente por quatro dominios LIM importantes na interacao entre
proteinas do citoesqueleto. O terceiro dominio LIM é essencial para direcionar a
Paxilina aos sitios de adesdo focal (Figura 18) (TURNER, 1998; SCHALLER,

2001).
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Figura 18. Dominios e intera¢gdes da Paxilina.

Em um estudo realizado por Pinto (2011), através da técnica de PCR em Tempo
Real, foi demonstrado que a expressdo do gene pxn foi 1,5 vezes maior em
individuos TSP/HAM, em comparacao com individuos nao infectados, e 1,3 vezes
mais expressos em individuos TSP/HAM em relagdo a individuos HTLV-1+
assintomaticos (Figura 19), sugerindo que a Paxilina possa ter um papel relevante

tanto na infeccdo pelo HTLV-1 quanto na patogénese associada ao virus.
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Figura 19. Resultado da quantificacdo da expressdo do gene pxn por PCR
guantitativa. CT: Grupo controle; HAC: Individuos HTLV-1+ assintomético e HAM:

Individuos HTLV-1+ com TSP/HAM (PINTO, 2011).

Os eventos de polarizacdo de membrana, na transmissdo do virus através do
contato célula-célula, envolvem a atuacdo de uma série de proteinas que
promovem a reorientacdo do centro organizador de microtibulos (MTOC)
(IGAKURA et al., 2003). A molécula de adesdo Talina foi referida como
participante ativa na juncdo célula-célula, formando placas ou agregados em
conjugados de linfécitos T infectados pelo HTLV-1. Neste contexto, Igakura e
colaboradores (2003) demonstraram que as proteinas Env e Gag, bem como a
proteina do nucleocapsideo (pl5) acumulam no dominio livre central da Talina,
nas juncdes entre as células, e que moléculas do RNA viral, juntamente com
essas proteinas sdo transferidas da célula infectada para uma célula adjacente

nao infectada.
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A estrutura primaria de p12/p8 apresenta diferentes dominios que podem estar
envolvidos na interacdo com receptores de superficie de membranas, proteinas de
sinalizacdo celular e do citoesqueleto e diversos estudos vém sendo realizados, a
fim de melhor compreender seu papel na infectividade e persisténcia viral
(COLLINS et al, 1998; ALBRECHT et al., 2000; EDWARDS et al, 2002,
FUKUMOTO et al., 2009; MALBEC et al., 2011), no entanto, at¢é 0 momento, a
interacdo destas proteinas virais com proteinas do esqueleto celular ainda foi

elucidada.

Sabe-se que apos clivagem proteolitica da precursora pl2, o produto clivado, p8,
direciona-se para a membrana celular, localizando-se nas balsas lipidicas. Os
mecanismos pelos quais p8 trafega do complexo de Golgi até a membrana, e que
organelas estdo responsaveis por essa funcdo, ainda ndo foram descritos na
literatura. Uma proteina que se acredita estar relacionada a esse processo é a
Miosina-Va (Figura 20), uma classe de motor celular que exerce diversas funcdes
na migracdo celular, fagocitose, citocinese, transporte de organelas, polarizacdo
celular e trafego de membrana (TITUS, 1997; RECK-PETERSON et al., 1999;

BERG et al., 2001).
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Figura 20. Miosina V. Esquema hipotético, evidenciando dominios estruturais (esquerda).

Microscopia Eletronica (direita).(BORGES, 2012)

A Miosina-Va esta contida numa superfamilia de motores celulares que geram
movimento ao longo dos filamentos de actina de maneira ATP-dependente
(TITUS, 1997). Esta proteina tem sido intimamente associada as etapas finais do
processo de exocitose e é conhecida por promover a captura dos granulos de
pigmentos nos filamentos de actina em melanécitos (BOND et al.,, 2011).
Mutacdes no gene da Miosina-Va causam a Sindrome de Grisceli, uma doenca
autossOmica recessiva rara, caracterizada pela diluicdo dos pigmentos da pele e
cabelo, devido ao acumulo dos melanossomos na regido perinuclear dos
melandcitos e consequente deficiéncia no seu trafego para os queratindcitos

(CHOCIAY, 2003; VAN GELE et al., 2009).
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2 JUSTIFICATVA

Pela analise das estruturas primarias de p12/p8 e da Paxilina, hipotetiza-se que
nao ha interacdo fisica entre elas, entretanto a presenca de regides ricas em
prolina em ambas as proteinas, e pelo fato da Paxilina ser um dos componentes
das adesdes focais, sugere que elas participem do complexo de polarizacdo do
citoesqueleto no momento do contato e transmissdo do HTLV-1 célula-célula.
Como a Paxilina estd mais expressa em individuos TSP/HAM, é possivel que a
expressao da proteina Tax, transativador viral, interfira na expresséo de Paxilina.
Assim o estudo inicial da possivel interacdo entre essas proteinas é importante
para melhor compreensado da significancia do aumento de expressédo da Paxilina

em individuos com TSP/HAM.

Por outro lado, acredita-se que a Miosina-Va esteja envolvida no trafego de p8
partindo de Golgi até a membrana plasmatica. Considerando que p8 exerce
importante funcdo na transmissibilidade viral, participando ativamente da sinapse
virologica e da formacdo dos conduites celulares, o estudo das interacdes
proteicas que contemplam o mecanismo de transporte desta proteina, desde sua
formacao até seu sitio de atuacdo, pode estabelecer um ponto inicial para a
elucidacdo desta via, alem de sugerir possiveis alvos terapéuticos para reducéo
da infectividade, e transmissibilidade viral, e consequentemente, um controle da

disseminagé&o do virus nos individuos infectados.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a interacdo entre os produtos das ORFs | e IV do HTLV-1 com as proteinas

Miosina-Va e Paxilina, respectivamente.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a expressdo de Paxilina em células de linhagem
transfectadas com construcdo plasmideal que expressa 0 gene tax

do HTLV-1;

» Localizar as proteinas Tax e Paxilina em células de linhagem
transfectadas com construcdo plasmideal que expressa o gene tax

do HTLV-1;

» Sub-localizar a proteina p12 e seu produto clivado p8 em células de
linhagem transfectadas com construgdes plasmideais que expressam

diferentes variantes da ORF-l do HTLV-1;

» Colocalizar as proteinas pl2/p8 e Miosina-Va em células de
linhagem transfectadas com constru¢des plasmideais que expressam

diferentes variantes da ORF-l do HTLV-1.
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4 MEDOTOLOGIA

4.1  INFLUENCIA DE TAX NA EXPRESSAO DE PAXILINA

4.1.1 Descricao das construcdes plasmideais pcTax e 18x21-EGFP

As construcdes plasmideais utilizadas nesses ensaios foram cedidas pelo grupo
de pesquisa coordenado pela Dra. Genoveffa Franchini (Center for Cancer
Research, National Cancer Institute, National Institute of Health — USA). A
construcdo pcTax (Figura 21) foi utilizada para expressar a proteina Tax, enquanto
a construcao 18X21-EGFP (Figura 22) foi utilizada como controle da eficiéncia de
transfeccdo, uma vez que possui o gene da GFP sob o comando da sequéncia

LTR 5’ do HTLV-1, que é transativada por Tax.
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Figura 21. Mapa da construcéo pcTax. (RIMSKY et al., 1988)
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Figura 22. Mapa da construcéo 18x21-EGFP. (ZHANG et al., 2006)
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4.1.2 Desenho Experimental

Para verificar a influéncia de Tax sobre a expressédo da proteina Paxilina, células
de linhagem foram transfectadas com construcdes plasmideais que expressam a
proteina Tax e a expressdo de Paxilina foi avaliada por Western Blot e
microscopia confocal.

Inicialmente, objetivando confirmar a expressdo dos plasmideos e verificar a
eficiéncia de transfeccdo, foi realizado um ensaio teste onde as células foram
transfectadas com os plasmideos pcTax e LTR-GFP e avaliadas por citometria de
fluxo quanto ao percentual e intensidade de fluorescéncia (Figura 23). O ndmero
de eventos positivos para a proteina verde fluorescente (Green Fluorescent
Protein - GFP) permitiu calcular o percentual de células efetivamente

transfectadas e a intensidade de fluorescéncia confirmou a expressao de Tax.



Teste de Eficiéncia da Transfecg¢do por Lipofectamine 2000
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Figura 23. Desenho experimental para o teste de eficiéncia da transfeccéo por

Lipofectamine 2000.
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Apos o teste de eficiéncia, células novamente transfectadas com pcTax e células
nao transfectadas (controle) foram utilizadas para realizacdo de Western Blot e
microscopia confocal. Em ambos os ensaios, anticorpo contra a Paxilina foi

utilizado para deteccao desta proteina (Figura 24).



Verificagdo da Influéncia de Tax sobre a expressdo de Paxilina
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Figura 24. Desenho experimental para verificagdo da influéncia de Tax sobre a

expressao de Paxilina.
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4.1.3 Cultura de células

Células HelLa e Hek-293T foram utlizadas nos ensaios. As células foram
cultivadas em meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com
10% de Soro Bovino Fetal (SBF) e penicilina-estreptomicina 1mM. As células
cresceram em placas de cultura de 100 (60mm) ou frascos T75, em estufa sob
condigbes controladas de temperatura (37°C), concentracdo de CO:2 (5%) e
umidade (80%). O meio de cultura foi trocado a cada dois dias, ou quando
necessario, antes desse periodo. O protocolo para troca do meio consistiu em
retirar o0 meio de cultura, lavar as células duas vezes com PBS 1X e adicionar
novamente volume adequado de meio DMEM. Para remogdo das células
aderentes, quando a troca de recipiente de cultura era necessaria, prosseguiu-se
com as etapas iniciais da troca de meio e apés as duas lavagens com PBS 1X,
adicionou-se tripsina-EDTA 1X e incubou-se a placa ou frasco T75 a 37°C por 4
minutos, seguido da inativacdo da tripsina pela adicdo, de pelo menos duas vezes
o seu volume, de meio de cultura suplementado; apoés tripsinizacao, todo o volume
foi centrifugado a 1000rpm por 4 minutos, o sobrenadante foi entdo descartado e o
pellet contendo as células foi ressuspenso em meio DMEM suplementado e

transferido para novo recipiente de cultura.

4.1.4 Transfeccdo de DNA

Os ensaios de transfeccdo de DNA foram realizados utilizando o agente

Lipofectamine 2000 (Invitrogen), conforme protocolo fornecido pelo fabricante.
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Para os ensaios de imunocitoquimica, as células foram distribuidas sobre
laminulas @13mm, em placas de 24 pocos a concentracédo de 1 x 10° células/poco;
para 0os ensaios de Western Blot e/ou citometria de fluxo, as células foram
distribuidas diretamente sobre placas de 6 pocos, a concentracdo de 5 x 10°
células/pocgo; ambas as placas foram incubadas por 24h a 37°C, 5% CO:2 e 80%
umidade. ApoOs o periodo de incubacédo, 2ug e 5ug de cada variante de DNA
plasmideal foram transfectados por po¢o para as placas de 24 e 6 pocos,
respectivamente, sendo as células novamente incubadas por 48h, quando entéo,
foram coletadas para os ensaios de citometria de fluxo; imunocitoquimica, seguido
de andlise por microscopia confocal; ou eletroforese em SDS-PAGE, seguido de

Western Blot.

4.1.5 Citometria de Fluxo

Os ensaios de citometria de fluxo foram realizados para testar a eficiéncia de
transfeccdo do agente Lipofectamine 2000 e a expressdo plasmideal. Apds a
incubacdo de 48h, as células foram tripsinizadas e lavadas duas vezes com PBS
1X por centrifugag¢@o a 1000rpm por 4 minutos cada. Em seguida as células foram

diretamente adquiridas em citbmetro FACSCalibur BD®.

4.1.6 Imunocitoquimica para proteina Paxilina

Ensaio de imunocitoquimica foi realizado para marcacao intracelular da proteina

Paxilina. O protocolo consistiu nos seguintes passos: as ceélulas foram fixadas a
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37°C com solugdo de paraformaldeido 4% (pH7.4) durante 15 minutos, em
seguida, foram lavadas duas vezes com PBS 1X (5 minutos cada),
permeabilizadas com Triton-X100 0,3% e lavadas novamente uma Unica vez com
PBS 1X (5 minutos). Apés, aldeidos livres foram bloqueados com glicina 100mM e
as células lavadas trés vezes com PBS 1X (5 minutos cada). Os sitios
inespecificos foram bloqueados com solucdo de BSA 2% por 2 horas, seguido de
incubacdo com anticorpo primario (mouse a-HU Paxillin) (Invitrogen) diluido em
solucdo de BSA 2% por 1 hora. As células foram lavadas trés vezes com PBS 1X
(5 minutos cada) e incubadas com anticorpo secundario (a mouse alexa 546) (Life
Technologies) diluido em solucédo de BSA 2% por 1 hora. Em seguida as células
foram lavadas cinco vezes com PBS 1X (5 minutos cada) e as laminas foram
montadas utilizando 6uL de meio de montagem Fluormount contendo DAPI

(marcador para nucleo).

4.1.7 Microscopia Confocal

As laminas marcadas por imunocitoquimica foram escaneadas em Microscépio
Confocal Zeiss LSM 780, do Centro de Hemoterapia de Ribeirdo Preto
(HEMOCENTRO-RP). As imagens foram adquiridas utilizando os mesmos
parametros, configurados a partir de células néo transfectadas (controle negativo),
também marcadas com os anticorpos primario e secundario por imunocitoquimica,
para reduzir o sinal de fluorescéncia emitido por marcacdes inespecificas do

anticorpo (background).
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4.1.8 Western Blot

Para a realizacdo de Western Blot, as células foram lisadas mecanicamente, com
auxilio de cell scraper, em tampéao RIPA (Sigma) a 4°C contendo inibidores de
fosfatase e protease. Em seguida foi adicionado tampao de amostra (Tris-HCI
240mM, pH 6,8; SDS 0,8%; B-mercaptoetanol 200mM; Glicerol 40%; Azul de
Bromofenol 0,02%) e o lisado foi aplicado em gel de Bis-Acrilamida 12%. Apos a
eletroforese, as bandas do gel foram transferidas para membrana de nitrocelulose
em tampdo de transferéncia sem alcool. A membrana foi, entdo, corada com
solugcéo de Ponceau, para checar a transferéncia, e lavada trés vezes (5 minutos
cada) em solucdo de TBS-TWEEN 20 0.05%. Os sitios inespecificos foram
bloqueados em solucdo de leite desnatado 5% em TBS-TWEEN 20 0.05%
overnight a 4°C e no dia seguinte, a membrana foi incubada em solucdo de
anticorpo primario 2ug/mL (mab mouse a HU Paxillin) (Invitrogen) por 1 hora em
temperatura ambiente, seguida de trés lavagens (5 minutos cada) em solucao de
TBS-TWEEN 20 0.05% e incubacdo com solugdo de anticorpo secundario
0,3ug/mL (goat a mouse horseradish conjugated) (Life Technologies) por mais 1
hora em temperatura ambiente. A membrana foi novamente lavada trés vezes,
incubada na mistura de duas solucdes reveladoras (Tris-HCI 1M, pH 8,5; Luminol
250mM; acido p-cumarico 90mM) (Tris-HCI 1M, pH 8,5; H202 30%) e
imediatamente analisadas por quimiluminescéncia através do software

ImageQuant LAS 4000 GE®.
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4.2 LOCALIZAGCAO CELULAR DAS PROTEINAS p12/p8 E MIOSINA-Va

4.2.1 Desenho experimental
Para verificar a localizacdo das proteinas pl2/p8 e miosina-Va ensaios de

imunocitoquimica, seguidos de microscopia confocal foram realizados (Figura 25)

Localizagdo de p12'/p8' e colocalizagdo com Miosina Va

Cultura
de

Células Hela

Transfeccdo com
Lipofectamine 2000

Células Hela

Imunocitoquimica

Microscopia Confocal

Figura 25. Desenho experimental para localizacdo de p12/p8 e co-localizagcdo com Miosina-

Va.
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4.2.2 Descricao das construcdes plasmideais

As construcdes plasmideais utilizadas nos ensaios para expressar a proteina p12,
e seu produto clivado p8, foram cedidos pelo grupo de pesquisa coordenado pela
doutora Genoveffa Franchini (Center for Cancer Research, National Cancer
Institute, National Institute of Health - USA). As variantes de p12/p8 utilizadas,
correspondem as mutacdes encontradas em individuos infectados pelo HTLV-1,
que apresentaram padréo diferenciado na expressao das formas clivada e nao
clivada desta proteina por Western Blot (Figura 26). Essas mutac¢des foram entédo
introduzidas, por mutacdo sitio dirigida, no vetor de expressdo pME18SDSL-
HAtag; com excec¢do da variante A29, que ndo correspondem a nenhuma mutacéo
encontrada em pacientes e foi criada objetivando o estudo da forma totalmente

clivada de p12, p8 (FUKUMOTO et al., 2007; FUKUMOTO et al., 2009).

%
:
:

#5-L6M/G29S/
341/F61L

Figura 26. Padrédo de expresséo da proteina p12/p8 por WB.
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Construcdes plasmideais para
expressédo de p12/p8'

Caracteristicas

PME-p12WT-HA

Expressa as proteinas pl2 e p8 em
concentragcdes aproximadamente iguais

PME-p12-P34L-HA

Expressa as proteinas pl2 e p8 em
concentragdes aproximadamente
iguais, poréem mais elevadas que as
concentragbes do vetor pME-p12WT-
HA

PME-p12-A5-L6M/G29S/P34L/F61L-HA

Apresenta uma delecdo dos cinco
primeiros  aminoacidos além de
mudanca do aminoacido nas posicoes
6, 29 e 61, expressando quase que
totalmente a proteina p12

PME-p12-D26N-HA

Expressa a proteina p8 em
concentracbes maiores que a proteina
pl2

PME-A29-HA

Apresenta uma delecdo dos 29
primeiros aminoacidos, expressando
somente a proteina p8

PME-p12-G29S-HA

Apresenta mudanca do aminoacido na
posicdo 29, expressando quase que
totalmente a proteina p12

Tabela 1. Descri¢do das constru¢cdes plasmideais que expressam a proteina p12/p8
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4.2.3 Cultura de células

Os ensaios de localizacdo da proteina p12/p8 foram realizados em células HelLa e
Jurkat. Os protocolos utilizados para cultura das células j& foi descrito na secéo
4.1.3 deste trabalho com alteracdo do meio de cultura utilizado para as células

Jurkat que foi RPMI.

4.2.4 Transfeccdo de DNA

Os ensaios de transfeccdo de DNA foram realizados utilizando o agente
Lipofectamine 2000 (Invitrogen), conforme protocolo fornecido pelo fabricante.
Para os ensaios de imunocitoquimica, as células foram distribuidas sobre
laminulas @13mm, em placas de 24 pocos a concentracdo de 1 x 10° células/poco
as placas foram incubadas por 24h a 37°C, 5% CO:2 e 80% umidade. Apés o
periodo de incubacdo, 2ug de cada variante de DNA plasmideal foram
transfectados por poco, sendo as células novamente incubadas por 48h, quando
entdo, foi realizado ensaio de imunocitoquimica, seguido de andlise por

microscopia confocal.

4.2.5 Imunocitoquimica para proteina p12/p8

Ensaio de imunocitoquimica foi realizado para marcacao intracelular do antigeno-

tag HA, presente na proteina expressa pelas constru¢cdes. O protocolo consistiu
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nos seguintes passos: as células foram fixadas a 37°C com solucdo de
paraformaldeido 4% (pH7.4) durante 15 minutos, em seguida, foram lavadas duas
vezes com PBS 1X (5 minutos cada), permeabilizadas com Triton-X100 0,3% e
lavadas novamente uma Unica vez com PBS 1X (5 minutos). Apos, aldeidos livres
foram bloqueados com glicina 100mM e as células lavadas trés vezes com PBS
1X (5 minutos cada). Os sitios inespecificos foram bloqueados com solucéo de
BSA 2% por 2 horas, seguido de incubagdo com anticorpo primario (mouse a-HA)
(Roche) diluido em solucdo de BSA 2% por 1 hora. As células foram lavadas trés
vezes com PBS 1X (5 minutos cada) e incubadas com anticorpo secundario (a
mouse alexa 488) (Life Technologies) e rodamina-faloidina diluidos em solucéo de
BSA 2% por 30 minutos. Em seguida as células foram lavadas cinco vezes com
PBS 1X (5 minutos cada) e laminas foram montadas utilizando 6uL de meio de

montagem Fluormount contendo DAPI (marcador para nucleo).

4.2.6 Microscopia Confocal

As laminas marcadas por imunocitoquimica foram escaneadas em Microscépio
Confocal Zeiss LSM 780 (multifétons), do Departamento de Biologia Celular e
Molecular e Bioagentes Patogénicos, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(FMRP/USP). As imagens foram adquiridas utilizando 0os mesmos parametros,
configurados a partir de células ndo transfectadas (controle negativo), também

marcadas com 0s anticorpos primario e secundario por imunocitoquimica, para
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reduzir o sinal de fluorescéncia emitido por marcacgdes inespecificas do anticorpo

(background).

4.3 CO-LOCALIZACAO DE P12/P8 COM A PORCAO “CAUDA MEDIAL” DA

Miosina-Va

O desenho experimental e a metodologia utilizados para os ensaios de co-
localizacdo das proteinas pl2/p8 e Miosina-Va foram os mesmos descritos na
secdo 4.2 deste trabalho, apenas com adi¢cdo do anticorpo primério anti-cauda
medial (a-CM) para deteccdo da proteina Miosina-Va e do respectivo anticorpo

secundario (a rabbit alexa 660) no ensaio de imunocitoquimica.

4.4  CO-TRANSFECCAO COM DOMINANTE NEGATIVO DA Miosina-Va

(MyoVaFTNeu-eGFP)

Ainda utilizando o desenho experimental e a metodologia para os ensaios de co-
localizacdo das proteinas pl2/p8 e Miosina-Va descritos na secdo 4.2 deste
trabalho, células Jurkat, uma linhagem de linfécitos, foram co-transfectadas com
as variantes de pl2/p8 e com o plasmideo MyoVa Full-Tail Neuronal e-GFP
(MyoVaFTNeu-eGFP), que expressa a variante neuronal, ndo funcional da
Miosina-Va (dominante negativo), a qual compete com a Miosina-Va putativa por
seus ligantes intracelulares. A proteina expressa a partir de MyoVaFTNeu-eGFP é

formada pela cauda completa da Miosina-Va, sem o dominio motor (cabeca),
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dominio responsavel por sua movimentacdo através dos filamentos de actina,

conjugada com GFP.

Como as células Jurkat séo células ndo aderentes, crescem em suspensao, para
que fosse possivel realizar a etapa de imunocitoquimica, laminulas tratadas com
poli-L-lisina foram utilizadas, na etapa anterior a fixagdo, para induzir a adesao

destas células as mesmas.

Uma vez que a variante MyoVaFTNeu-eGFP expressa a proteina conjugada com
GFP, ndo foi necessaria a utilizacdo de anticorpo contra a Miosina-Va para
detecta-la. A deteccéo da proteina p12/p8, por sua vez, foi realizada como descrito

na secgéo 4.2.
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5 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram divididos em dois capitulos para sua melhor
compreensao. O capitulo | aborda os resultados dos ensaios realizados para
verificacdo a acdo de Tax sobre a proteina Paxilina. Os resultados sobre a
interacdo entre pl2/p8 e Miosina-Va constam no capitulo I, que também seréo
abordados no manuscrito para publicagao intitulado “Role of myosin-Va on HTLV-1

p8! protein traffic to cell surface” que esta em fase elaboracéo.

5.1 CAPITULO I: INFLUENCIA DE TAX NA EXPRESSAO DE PAXILINA

5.1.1 Teste de Eficiéncia das construcdes plasmideais

O ensaio de microscopia de fluorescéncia apdés 48h de transfeccdo com as
construgcdes plasmideais pcTax e 18x21-EFG (LTR-GFP) demonstrou que a
transfec¢ao por Lipofectamine 2000 foi eficiente em ambas as células (Figura 27).
Visualmente, a cultura de células HelLa apresentaram maior percentual de células
transfectadas, enquanto que as células Hek-293T apresentaram maior intensidade
de fluorescéncia, o que foi confirmado no ensaio de citometria de fluxo (Figuras 28
e 29).

Verificou-se através de ensaio de citometria de fluxo, que as células co-
transfectadas com pcTax e 18x21-EFG apresentaram intensidade de fluorescéncia
de GFP, aproximadamente, duas vezes maior nas células HelLa e cerca de dez

vezes maior nas células Hek-293T do que aquelas transfectadas apenas com a
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construgdo 18x21-EFG, indicando a detecgéo indireta de Tax e sua influéncia na
transativacdo da LTR com o0 consequentemente aumento na expressdo da
proteina GFP.

Através da aquisicdo por citometria de fluxo, foi possivel também estimar o
percentual de eficiéncia da transfeccdo por Lipofectamine 2000. No ensaio, 10.000
células foram adquiridas para cada linhagem e o percentual de células GFP*
(HeLa LTR-GFP %gated = 51,62; HelLa pcTax + LTR-GFP %gated = 46,47; Hek-
293T LTR-GFP %gated = 25,51; Hek-293T pcTax + LTR-GFP %gated = 28,64),

pode fornecer uma estimativa da eficiéncia de transfeccao que variou em torno de

48% para as células HelLa e 27% para as células Hek-293T (Figura 30).

Hela non-transfected Hela LTR-GFP transfected Hela pcTax + LTR-GFP transfected

Hek-293T non-transfected Hek-293T LTR-GFP transfected Hek-293T pcTax + LTR-GFP transfected
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Figura 27. Expressdao de GFP poés-transfeccdo por microscopia de fluorescéncia. Células
Hela: nao transfectadas (A), transfectadas com LTR-GFP (B), co-transfectadas com pcTax e LTR-
GFP (C). HEK-293T: néo transfectadas (D), transfectadas com LTR-GFP (E), co-transfectadas com
pcTax e LTR-GFP (F). Células HEK-293T apresentaram melhor expresséo de Tax, como pode ser
observado comparando-se E e F. F apresenta maior fluorescéncia devido a acao de Tax sobre a

LTR.

Hela VIRGEM

Hela pcTax + LTR-GFP

Hela LTR-GFP

103 104

GFP
102

101

0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000 - 0 200 400 600 800 1000
SSC-Height S5C-Height SSC-Height

Figura 28. Expressado de GFP por citometria de fluxo p6s-transfec¢cdo em células Hela.
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Figura 29. Expressédo de GFP por citometria de fluxo pos-transfeccdo em células HEK-293T.
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Vetor Hela Hek-293T
(%Gated / Ymean) (%Gated / Ymean)

Virgem 0.23 / 41.37 0.09 / 23.40
Virgem + Lipofectamina 0.32 / 26.79 0.03 /1188.61
pcTax + LTR-GFP 46.47 / 1326.28 28.64 / 1513.52
LTR-GFP 51.62 / 577.79 25.51/153.39

Figura 30. Percentual de expressao de GFP e intensidade de fluorescéncia por citometria de
fluxo. %Gated corresponde ao percentual de eventos num total de 10.000. Ymean corresponde a

média de fluorescéncia das células adquiridas.

5.1.2 Verificagao da influéncia de Tax sobre a expressao de Paxilina

A partir dos resultados obtidos no teste de transfeccédo, seguiu-se a verificacdo da
influéncia de Tax sobre a expressdo da proteina Paxilina. Pelo ensaio de
imunofluorescéncia, visualmente, a proteina Paxilina estava menos expressas nas
células Hela transfectadas com pcTax, quando comparadas com as nao-
transfectadas (controle) (Figura3l). A Paxilina foi visualizada concentrada no
nacleo e adesdes focais em ambas as células transfectadas e ndo-transfectadas,
porém a intensidade de fluorescéncia nas células controle foi maior que as células
gue expressavam Tax, sugerindo que esta proteina, interfere na expressao de

Paxilina, diminuindo-a.
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Hela non-transfected

e anti-PXN

Hela pcTax transfected

" anti-PXN

Figura 31. Expresséo de Paxilina por Imunofluorescéncia. (A), (B) e (C) Células HelLa
ndo-transfectadas. (A) DAPI: marcador de DNA. (B) a-pxn (alexa 568) (C) Sobreposi¢édo de
A e B. (D), (E) e (F) Células HeLa transfectadas com pcTax. (D) DAPI: marcador de DNA.
(E) a-pxn (alexa 568) (F) Sobreposicdo de D e E. As células transfectadas apresentam
menor fluorescéncia do anticorpo anti-Paxilina, sugerindo menor expressédo dessa proteina

por acdo da proteina Tax.

A fim de confirmar se a expressdo de Paxilina diminui em células expressando
Tax, células Hek-293T transfectadas com pcTax foram avaliadas por WB e a
proteina Paxilina foi detectada. Nao foi verificada diferenga significativa na
expressdo de Paxilina quando células ndo transfectadas (virgem) e submetidas
apenas ao agente de transfeccdo (lipo) foram comparadas com células

transfectadas com pcTax, contrapondo o resultado obtido por imunofluorescéncia.
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Estes ensaios estdo sendo repetidos, uma vez que foi adquirido anticorpo contra a

proteina Tax para melhor inferéncia sobre os resultados obtidos.
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Figura 32. Expresséo de Paxilina por Western Blot. Células HEK-293T — VIRGEM: néo-
transfectadas; LIPO: submetidas apenas ao agente de transfec¢éo Lipofectamine 2000;

PCTAX: transfectadas com a construcdo pcTax. Paxilina — 68kD

5.2  CAPITULO lI: INTERACAO ENTRE p12/p8 E MOSINA-Va

5.2.1 Localizacdo Celular da Proteina p12/p8

A localizagdo celular de p12/p8 em células Hela, a partir das variantes que
expressam as isoformas dessa proteina em diferentes concentracdes,
corroboraram com os dados ja descritos na literatura (FUKUMOTO et al., 2009). A
construgdo plasmideal pmE ndo contém a sequéncia codificante para a ORF-1 e 0

antigeno HA ndo foi detectado pelos ensaios de imunofluorescéncia (Figura 33).
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HelLa pmE

rodamina-faloidina a-HA merge

Figura 33. Imunofluorescéncia da constru¢cdo pME (vetor vazio) — controle negativo. Antigeno
HA ndo detectado. Rodamina-faloidina, marcador de citoesqueleto de actina; a-HA, marcador de

pl12/p8; merge: sobreposicao.

Ja nos ensaios onde foi transfectada a construcdo pmE-p12WT, que expressa a
sequéncia selvagem da proteina, a presenca do antigeno HA foi detectada,
principalmente, na regido perinuclear e concentrada em agregados, visualizados
como pontos mais intensos dispersos no citoplasma e proximos a membrana

celular (Figura 34).
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HelLa pmE-p12_WT

rodamina-faloidina a-HA merge

Figura 34. Imunofluorescéncia da construcdo pME-p1l2 WT (sequencia selvagem).
Rodamina-faloidina, marcador de citoesqueleto de actina; a-HA, marcador de pl2/p8; merge:

sobreposicéo.

Nas células transfectadas com a variante que expressa predominantemente p12,
pmE-pl2_G29S, a presenca do antigeno HA foi detectada quase que totalmente
na regido perinuclear, resinadindo, provavelmente, entre reticulo endoplasmatico e

complexo de golgi, j& que a mutacdo na posi¢cdo 29 impede a segunda clivagem
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proteolitica da proteina pl2, que ocorre em golgi, prevenindo a formacgédo do

produto clivado p8, residente de membrana.

HelLa pmE-G29S

rodamina-faloidina a-HA

Figura 35. Imunofluorescéncia da constru¢cdo pME-p12_G29S. Expressao predominante de

pl2, na regido perinuclear. Rodamina-faloidina, marcador de citoesqueleto de actina; a-HA,

marcador de p12/p8; merge: sobreposicédo.

A construcdo pmE-pl2_A29 apresenta a delecdo dos 29 primeiros aminoacidos e

expressa apenas a proteina p8, que apos sintetizada é direcionada para a
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membrana celular. Nos ensaios de imunofluorescéncia em células HelLa, a
expressdo dessa variante, detectou a presenca do antigeno HA na membrana e
em agregados puntiformes dispersos no citoplasma muito proximos a ela (Figura

36).

HelLa pmE-p12_A29

rodamina-faloidina a-HA merge

Figura 36. Imunofluorescéncia da constru¢cdo pME-p12_A29. Expressdo predominante de p8,
na membrana celular e em agregados no citoplasma muito préximos a ela. Rodamina-faloidina,

marcador de citoesqueleto de actina; a-HA, marcador de p12/p8; merge: sobreposicao.
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5.2.2 Co-localizagao de p12/p8 e Cauda Medial da Miosina-Va

Co-localizagdo de pl12/p8 e da cauda medial da Miosina-Va (Myo5CM) foi
realizada em células HelLa e Jurkat, por imunofluorescéncia, a partir das variantes
que expressam pl2/p8 em diferentes concentragbes. Nas células Hela
transfectadas com o vetor vazio pME o antigeno HA néo foi detecdado, como
esperado (Figura 37), e a cauda medial da Miosina-Va foi observada na regido

perinuclear, provavelmente Golgi como descrito na literatura.

Observou-se, que nas células HelLa, p12/p8 e a cauda medial da Miosina-Va nao
colocalizam na regido perinuclear, onde predomina a fracdo pl2, residente do
reticulo e complexo de Golgi (variantes selvagem — pmE-p12WT e que expressa a
isoforma p12 em maior concentragdo — pmE-p12_ P34L) (Figuras 38 e 39). J4 nas
células transfectadas com as variantes que expressam apenas (pmE-p12_A29) ou
predominantemente p8 (pmE-pl2_D26N) houve co-localizacdo pontual dessa
proteina com a cauda medial da Miosina-Va, em agregados citoplasmaticos

visualizados como pontos mais espessos (Figuras 40 e 41 - setas).
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HelLa pmE

a-CM rodamina-faloidina

a-HA DAPI

Figura 37. Localizagcdo celular da cauda medial da Miosina-Va. Células HelLa
transfectadas com a construcdo pME, que ndo contém a sequencia codificante para a

ORF-1. Controle negativo para expresséo de p12p8.
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HelLa pmE-p12_WT

a-CM rodamina-faloidina

a-HA DAPI

Figura 38. Expressdo de pl2p8 e cauda medial da Miosina-Va. Células HelLa

transfectadas com a constru¢do pME-p12_WT (sequéncia selvagem de p12p8).



HelLa pmE-P34L

a-CM rodamina-faloidina

a-HA DAPI
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Figura 39. Imunofluorescéncia para pl12p8 e cauda medial da Miosina-Va. Células

Hela transfectadas com a construcdo pME-pl12 P34L (expressa predominantemente

pl2).



a-CM rodamina-faloidina

a-HA DAPI
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Figura 40. p12p8 e cauda medial da Miosina-Va colocalizam em agregados proximos

a membrana. Células HelLa transfectadas com a construcdo pME-pl2_A29 (expressa

apenas p8).
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HelLa pmE-D26N

a-CM rodamina-faloidina

a-HA DAPI

Figura 41. Agregados citoplasméticos de p8 e Miosina-Va. Células HelLa transfectadas

com a construcdo pME-p12_D26N (expressa predominantemente p8).
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Nas células Jurkat, observou-se, co-localizacdo de pl2/p8 e cauda medial da
Miosina-Va na membrana de células transfectadas com a variante selvagem —
PME-p12WT, que expressa a isoforma p12 em maior concentragdo — (Figuras 42 e
43, setas).

Também nas células transfectadas com as variantes que expressam apenas p8
(pmE-pl2_A29), houve co-localizagdo dessas proteinas em agregados
perimembranares espessos (Figura 44 - setas). Por outro lado nas células em que
a isoforma pl2 (pmE-pl2_G29S) esta mais expressa a co-localizacdo dessa
proteina com a cauda medial da Miosina-Va pbéde ser observada, além da

membrana celular, como pontos dispersos no citoplasma. (Figura 45).
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Jurkat pME-p12WT

DAPI rodamina-faloidina

Figura 42. Antigeno HA e a-CM MyoVa co-localizam na membrana de linfécitos T (Jurkat) 1.
(A). Sobreposi¢do (B). a-CM: Cauda medial da Miosina-Va (alexa 660); (C).a-HA: Antigeno HA-
pl2p8 (FITC); (D). DAPI: marcador de DNA; (E). Rodamina-Faloidina: marcador de citoesqueleto

de actina.



Jurkat pME-p12WT

a-cm Qa-HA

DAPI rodamina-faloidina
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Figura 43. Antigeno HA e a-CM MyoVa co-localizam na membrana de linfécitos T (Jurkat) 2.

(A). Sobreposicao (B). a-CM: Cauda medial da Miosina-Va (alexa 660); (C).a-HA: Antigeno HA-

p12p8 (FITC); (D). DAPI: marcador de DNA; (E). Rodamina-Faloidina: marcador de citoesqueleto

de actina.
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Jurkat pME-p12429

a-cm O-HA

DAPI rodamina-faloidina

Figura 44. p8 e cauda medial da Miosina-Va co-localizam em forma de agregados espessos
na regiao perimembranar de linfécitos T (Jurkat). (A). Sobreposi¢éo (B). a-CM: Cauda medial
da Miosina-Va (alexa 660); (C).a-HA: Antigeno HA-p12p8 (FITC); (D). DAPI: marcador de DNA;

(E). Rodamina-Faloidina: marcador de citoesqueleto de actina.
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DAPI rodamina faloidina

Figura 45. p12 e cauda medial da Miosina-Va co-localizam em pontos dispersos no
citoplasma de linfocitos T (Jurkat). (A). Sobreposicéo (B). a-CM: Cauda medial da Miosina-Va
(alexa 660); (C).a-HA: Antigeno HA-p12p8 (FITC); (D). DAPI: marcador de DNA; (E). Rodamina-

Faloidina: marcador de citoesqueleto de actina.
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5.2.3 Co-transfeccdo com Dominante Negativo da Miosina-Va (MyoVaFTNeu-

eGFP)

Co-localizacdo de pl2/p8 e da cauda completa da Miosina-Va forma neuronal
(MyoVaFTNeu-eGFP) foi realizada em células Jurkat, por imunofluorescéncia, a
partir das variantes que expressam pl2/p8 em diferentes concentracdes, co-
transfectadas com o dominante negativo para Miosina-Va (MyoVaFTNeu-eGFP).

Verificou-se que nas células transfectadas apenas com as variantes de p12/p8 a
distribuicdo dessas proteinas seguiu o padrdo de pontos dispersos por todo o
citoplasma. Um achado interessante desse ensaio foi que apenas nas células que
expressam o0 dominante negativo MyoVaFTNeu-eGFP houve formacédo de
agregados citoplasmaticos de pl12/p8 ao invés do padrédo disperso (Figura 46).
Nas células transfectadas com a variante que expressa apenas p8 (pmE-
p12_A29), houve formacdo mais intensa dos agregados proteicos em forma de
grumos (Figuras 47 e 48), sugerindo que a Miosina-Va participa da dispersao
celular dessas proteinas e principalmente de p8, e que a Miosina-Va pode estar

envolvida no trafego intracelular desta proteina.



102

Jurkat pME-p12WT

MyoVa-FTNeu-eGFP a-HA

DAPI Campo claro

Figura 46. Formacao de agregados proteicos de p12/p8 em células co-transfectadas com o
dominante negativo da Miosina-Va (MyoVaFTNeu-eGFP). Microscopia confocal. Co-transfeccéo
PME-p12WT e MyoVaFTNeu-eGFP. (A) Sobreposicdo. (B) Células em verde representam a

expressdo da cauda completa da Miosina-Va-forma neuronal conjugada com a proteina verde
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fluorescente (MyoVaFTNeu-eGFP). (C) Formagéo de agregados de p12/p8 em vermelho (antigeno
HA, alexa 594) — é visualizada apenas nas células que expressam o dominante negativo

MyoVaFTNeu-eGFP (setas). (D) DAPI: marcador de DNA,; (E) Campo claro.

Jurkat pME-p12A29

MyoVa-FTNeu-eGFP a-HA

DAPI merge

Figura 47. Formacao de agregados proteicos de p12/p8 em células co-transfectadas com o

dominante negativo da Miosina-Va (MyoVaFTNeu-eGFP). Microscopia confocal. Co-transfeccéo
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PME-p12A29 e MyoVaFTNeu-eGFP. (A) e (E) Sobreposicao. (B) Células em verde representam a
expressdo da cauda completa da Miosina-Va-forma neuronal conjugada com a proteina verde
fluorescente (MyoVaFTNeu-eGFP). (C) Formagéo de agregados de p12/p8 em vermelho (antigeno
HA, alexa 594) — é visualizada apenas nas células que expressam o dominante negativo

MyoVaFTNeu-eGFP (setas). (D) DAPI: marcador de DNA.

Jurkat pME-p12G29S

MyoVa-FTNeu-eGFP a-HA

DAPI merge
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Figura 48. Formacdo de agregados proteicos de em células co-transfectadas com o
dominante negativo da Miosina-Va (MyoVaFTNeu-eGFP). Microscopia confocal. Co-transfec¢éo
PME-p12G29S e MyoVaFTNeu-eGFP. (A) e (E) Sobreposicédo. (B) Células em verde representam
a expressdo da cauda completa da Miosina-Va-forma neuronal conjugada com a proteina verde
fluorescente (MyoVaFTNeu-eGFP). (C) Formacéo de agregados de p12/p8 em vermelho (antigeno
HA, alexa 594) — é visualizada apenas nas células que expressam o dominante negativo

MyoVaFTNeu-eGFP (setas). (D) DAPI: marcador de DNA.
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6 DISCUSSAO

Interagdo entre p12/p8 e Miosina-Va

O HTLV-1, juntamente com outros oncovirus de primatas e bovinos, codificam
genes da regido pX (DERSE et al.,1997). Embora as proteinas p12/p8, codificadas
nessa regiao do genoma do HTLV-1, parecam ser dispensaveis para a replicacdo
ou imortalizacdo de linfocitos in vitro (DERSE et al.,1997; FURUKAWA; SHIKU,
1991; ROBEK et al., 1998) é possivel que elas tenham um papel essencial no
estabelecimento de uma infecgéo viral persistente in vivo (DING et al., 2001; VAN

PROOYEN et al., 2010).

Para que a transmissdo do HTLV-1 através do contato célula-célula ocorra,
mecanismos como a polarizacédo de proteinas do citoesqueleto e de moléculas de
adesdo para o sitio de contato mostram-se importantes (IGAKURA et al., 2003).
Além disso, considerando as funcdes de p8 na membrana celular, seu
direcionamento para esta localizacdo faz-se fundamental para o estabelecimento

da infectividade deste virus.

A capacidade de mover e posicionar organelas € essencial para a fisiologia celular
eucariotica. Essa motilidade estd relacionada com a acdo de ATPases
mecanoquimicas, dineinas e cinesinas — que estdo associadas aos microtubulos;
e a acao de miosinas — que translocam filamentos de actina (ESPREAFICO, et al.

1998).
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As proteinas miosinas da classe Va localizam com marcacao puntiforme na regiao
perinuclear, em neurbnios e células da glia e apresentam importante papel no
transporte de pequenas vesiculas e do reticulo endoplasmatico em células de

melanoma (ESPREAFICO, et al. 1998).

Neste estudo, demonstramos que a Miosina-Va apresenta interagdo com as
proteinas acessorias virais p12/p8. Aqui, demonstramos a co-localizacdo parcial
entre as proteinas p12/p8 com a cauda medial da Miosina-Va tanto em células
Hela, quanto em células Jurkat. A demonstracdo dessa co-localizacdo em células
Jurkat desperta interesse, pois essas células sdo linfécitos T de linhagem e
representam um modelo melhor para o estudo da infecgéo pelo HTLV-1, uma vez
que este virus tem predilecao por estas células (PINON et al., 2003; MANEL et al.,
2005; GHEZ et al., 2006).

A miosina-Va e as proteinas virais pl2/p8 apresentam etapas em seu
metabolismo, que podem ser sugeridas como processos complementares:
enquanto pl2 aumenta o calcio citoplasmatico por ativagdo das proteinas calcio-
dependente (calrreticulina e calnexina), a Miosina-Va possui dominio de cadeias
leves de calmodulina e atividade ATPase actina-dependente, apresentando um
requerimento absoluto por célcio (CHENEY et al., 1993; NASCIMENTO et al.

1996).

7

A atividade ATPase da miosina-Va é significativamente maior na presenca de
calcio (Ca?*), do que na auséncia desse ion, o que é acompanhado também por
alteracdes em sua conformacao. Estudos demonstram, que nas etapas finais do

processo de exocitose de granulos secretdrios, em altas concentracdes de Ca?*, a
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miosina apresenta sua conformacédo distendida, ao passo que em situacdes de
baixas concentracbes ou mesmo auséncia de Ca2+, a miosina Va esta
compactada; com os dominios cauda globular e cabeca-pescoco, interagindo

entre si (EICHLER, et al. 2006).

Esse ponto comum no metabolismo das proteinas € sugestivo no processo de
interac&o entre elas, e juntamente com os dados aqui encontrados, pode constituir

uma evidéncia de sua associacao in vivo, nas células infectadas pelo HTLV-1.

O dominio cauda globular da miosina-Va esta relacionado com a ligacdo as
diversas vesiculas de transporte na célula (RECK-PETERSON et al.,, 2000).
Estudos demonstraram que a miosina-Va liga-se aos melanossomos via a
GTPase Rab27a e a melanofilina/Slac2-a (KURODA et al., 2003). Sabe-se que
Rab27a estd presente nos melanossomos independente da presenca de
melanofilina ou de miosina-Va, sugerindo que esta molécula constitui o elemento

de reconhecimento de organelas nesse sistema (SEABRA; COUDRIER, 2004).

Nos melandécitos, a Rab27a associa-se aos melanossomos maduros e apos
formacdo do complexo Rab27a-GTP, este recruta a melanofilina, que, depois de
estabilizada na superficie do melanossomo, liga-se a cauda da miosina-Va, e esta
através de seu dominio motor promove a interagdo do complexo com o0s
filamentos de actina e sua distribuicdo na extensdo dos dendritos dessas células

(SEABRA; COUDRIER, 2004).

Esse importante papel de miosinas ndo se restringe aos melandcitos, mas

também estd envolvido na exocitose de granulos secretérios de insulina nas



109

células B do pancreas; e no ouvido interno e retina, onde mutacdes no gene da
miosina-Vlla ddo origem a Sindrome de Usher tipo 1B, que inclui surdez e

cegueira (EICHLER, et al. 2006; SEABRA; COUDRIER, 2004).

A co-localizacdo entre Rab27a e as proteinas virais p12/p8 néo foi demonstrada
neste trabalho. No entanto, ensaios estdo sendo realizados, a fim de avaliar a co-
localizac&o entre estas proteinas e também entre essas e a miosina-Va, para a

proposicdo de um modelo de transporte de p8 até a superficie celular.

No presente estudo, demonstramos ainda, a formacdo de agregados proteicos,
quando as células foram co-transfectadas com a construcdo plasmideal que
expressa uma variante da miosina-Va, a qual ndo possui o dominio motor, mas
tem sua capacidade de ligacao as organelas preservada, pela presenca da cauda
globular (MyoVaFTNeu-eGFP), competindo com a miosina putativa pelos seus

ligantes. Essa variante funciona como dominante negativo da miosina-Va.

Na presenca do dominante negativo, a visualizacdo das proteinas pl2/p8 por
microscopia confocal, teve seu padrdo alterado, em relacdo a quando a forma
selvagem da miosina-Va era expressa. As proteinas deixaram de apresentar o
padrao puntiforme amplamente disperso no citoplasma e passaram a acumular-se
em agregados proteicos, na regido perinuclear. Esse dado sugere que nha
auséncia de atividade da miosina-Va, a proteina viral p8 ndo é direcionada para a
membrana celular, acumulando-se no citoplasma. Este achado dé indicios de que
a miosina-Va desempenha um papel critico na via pela qual p8 € dirigida até a

superficie celular.
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Outros estudos, utilizando o dominante negativo da miosina-Va, também ja
demonstraram alteracdes no padrdo de localizacdo e disposi¢cdo de vesiculas e
organelas celulares. Rudolf e colaboradores (2003), por exemplo, demonstraram
que a expressédo do dominante negativo da miosina-Va, reduziu a motilidade e a

localizac&o cortical de granulos secretorios em células neuroenddcrinas PC12.

Em um estudo similar com células B pancreéticas MING, Varadi e colaboradores
(2005), comparam o efeito de ancoragem, exocitose e agregacao de granulos
secretorios de insulina, provocado pela expressdo do dominante negativo, ao

provocado pelo silenciamento da miosina-Va por RNA de interferéncia.

Pudemos observar que a alteracdo na localizacdo e disposi¢cdo das proteinas
p12/p8, na presenga do dominante negativo da miosina-Va, encontrada em nosso
estudo, replica os resultados encontrados por outros pesquisadores em grupos
celulares diferentes. Sugerindo mais uma vez, que a miosina-Va participa do

transporte intracelular dos produtos da ORF-1 do HTLV-1.

Sabe-se que a transmisséao eficiente do HTLV-1 ocorre através do contato célula-
célula, o que requer a polarizagdo do MTOC e passagem de proteinas virais
diretamente para a célula alvo (BOXUS; WILLEMS, 2009; NEJMEDDINE et al.,
2009; MATSUOKA; JEANG, 2007). Esse processo envolve a interacdo entre
diversas moléculas de superficie e receptores de adesao celular, com destaque
para ICAM-1 e LFA-1 (VAN PROOYEN et al., 2010 a e b ; MATSUOKA; JEANG,

2007).
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Nesse contexto, ja foi demonstrado que p8 aumenta a agregacdo de LFA-1 na
membrana celular durante a sinapse virologica e amplia de maneira significativa o
namero de conjugados de células T, numa via dependente de citoesqueleto

baseado em actina, e ndo em tubulina (VAN PROOYEN et al., 2010).

Corroborando com esses dados, Chevalier e colaboradores (2014) demostraram,
recentemente, que o HTLV-1 através da modulacdo de genes, aumenta a
migracdo de células infectadas e a formagéo do contato célula-célula, através de

alteracdes no citoesqueleto de actina e nédo de tubulina.

Em adicdo, Bizario e colaboradores (2002) j& haviam demonstrado que ha co-
localizacdo entre as trés classes de Miosina-V e moléculas de MHC-II préximo a
superficie de linfécitos T, e aumento da expressao de Miosina-V e de seu mRNA,
quando essas células foram tratadas com fito-hemaglutinina, que induz a ativacéo

de linfécitos T.

Uma vez que a Miosina-Va € um motor celular baseado em citoesqueleto de
actina, e ndo de tubulina, e que as estruturas primarias de pl2/p8 apresentam
diferentes dominios, como as regides ricas em Prolina, que podem interagir com
receptores de superficie e com proteinas de sinalizacdo celular e do citoesqueleto,
os dados encontrados neste estudo sustentam a hipétese da interacdo entre
essas proteinas ndo apenas no trafego de p8 para a superficie celular, mas

também na acéo de p8 nas balsas lipidicas.

Diversos estudos vém sendo realizados, a fim de melhor compreender o papel

pl2/p8 na infectividade e persisténcia viral, no entanto, at¢é o momento, a
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interacdo destas proteinas virais com proteinas do esqueleto celular nédo foi
elucidada (ALBRECHT; LAIRMORE, 2002; COLLINS et al., 1998; DERSE, et

al.,1997; EDWARDS et al., 2011; FUKUMOTO et al., 2009).

Baseado nos dados encontrados nesse estudo, novos ensaios com células de
linhagem expressando a particula viral completa, além de ensaios com linfécitos
de individuos infectados devem ser realizados para confirmar os dados
encontrados e contribuir para a elucidacdo do mecanismo de transporte de p8

para a superficie celular.

Interacao entre Paxilina e Tax

Sabe-se que a infeccdo pelo HTLV-1 apresenta grande disseminagdo mundial,
entretanto sua maior importancia concentra-se em regides como Caribe, Africa,
Ameérica do Sul e Japdo onde este retrovirus é endémico (GHEZELDASHT et al.,
2013). Estudo recente, realizado nessas regides, apresentou uma estimativa de 5-
10 milhdes de individuos infectados dentre 1,5 bilhdes de individuos avaliados
(ALBRECHT; LAIRMORE, 2002; GESSAIN; CASSAR, 2012). E apesar de apenas
1% - 5% dos individuos HTLV-1* apresentarem a forma sintomatica da infeccéo,
suas manifestacdes clinicas séo graves e implicam em alta morbidade (CATALAN-

SOARES et al., 2001; RIBAS; MELO, 2002).

Essa morbidade relacionada as patologias neurolégicas causadas pelo HTLV-1,

principalmente ATLL e TSP-HAM, se devem as propriedades oncogénicas deste
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retrovirus, que sdo atribuidas primariamente a proteina regulatoria Tax, a qual
induz a transformacgao e imortalizacao celular in vitro, assim como, a formacao de
tumor em camundongos transgénicos (GRASSMANN et al, 1989; POZZATTI et
al., 1990; TANAKA et al., 1990; GRASSMANN et al, 1992; GROSSMAN et al.,

1995).

A proteina Tax, através da interacdo com diversos fatores de transcricdo celular,
tais como CREB (proteina de ligacdo ao elemento responsivo a AMP ciclico), NF-
kKB e o fator soro-resposta (SRF), é responséavel pela transativacdo da LTR do
genoma viral e de diversos promotores celulares, incluindo as citocinas IL-13, IL-
15, receptor de IL-2 (IL-2Ra) e receptores co-estimulatérios (OX40/0X40L) que
em conjunto regulam positivamente a expressao proteica e ativam a cascata de
sinalizacao celular, como a via Jak/STAT (GRASSMANN et al., 2005). Além disso,
Tax promove a transativacdo de genes mitéticos durante a transformacao celular e
também inativa o gene supressor de tumor p53, contribuindo para o aumento da
proliferacéo celular e acimulo de mutacdes (ADYA; GIAM, 1995; SUZUKI, et al.,

1993; TABAKIN-FIX et al., 2006).

Uma vez que Tax aumenta a expressao de diversos genes celulares e que a
expressdo do gene pxn (Paxilina) é 1,5 vezes maior em individuos TSP/HAM, em
comparacdo com individuos nado infectados, e 1,3 vezes mais expressos em
individuos TSP/HAM em relacéo a individuos HTLV-1+ assintoméaticos (PINTO et
al., 2011), esperavamos encontrar, neste estudo, uma relacdo positiva entre a
expressdo de Tax e Paxilina. No entanto, observamos uma diminuicdo da

expressado de Paxilina nas células que expressavam a proteina Tax. Estes ensaios
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precisam ser repetidos em conjuntos com outras metodologias para confirmacao

deste achado.

Uma hipétese para explicar esse achado pode estar relacionada com a modulagéo
de genes, via Tax, recém-descrita (CHEVALIER et al., 2014), j& que esta aumenta
a migracao de células infectadas e a Paxilina, de modo oposto, esta relacionada

com adeséo (TURNER, 1998; SCHALLER, 2001; DEAKING; TURNER, 2008).

Todavia, novos estudos ainda necessitam ser realizados a fim de melhor
compreender a relagdo entre Tax e Paxilina e seu papel na infectividade pelo

HTLV-1.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo evidenciam a co-localizacdo das proteinas acessorias
virais p12/p8 e miosina-Va em células de linhagem HelLa e Jurkat. Os dados
mostram ainda, que na presenca do dominante negativo da miosina-Va, héa
formacdo de agregados proteicos de pl2/p8, além de alteracdo tanto na

localizacéo, quanto no padrédo de disposicdo dessa proteina.



116

8 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos até o momento estdo demonstrando que a proteina Tax
reduz a expressdo de Paxilina, diferentemente do que esperavamos. Acreditamos
gue aquisicdo de um anticorpo especifico para deteccao desta proteina permitira a
melhor analise dos dados encontrados, através da repeticdo dos ensaios ja

realizados, bem como a realizacdo de novos ensaios.

Em relagdo a interacdo entre pl2/p8 e Miosina-Va, trouxemos a discussao as
funcdes que o citoesqueleto e seus motores celulares podem desempenhar na
persisténcia e infectividade do HTLV-1 e acreditamos que novos ensaios,
baseados nos dados encontrados nesse estudo, com células de linhagem
expressando a particula viral completa, além de ensaios com linfocitos de
individuos infectados, podem contribuir para a elucidagdo do mecanismo de
transporte de p8 para a superficie celular e as implicacdes dessa via como

possivel alvo terapéutico.
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Abstract

HTLV-1 ORF-lI encodes the 99 amino acid p12 protein which can be proteolytically
cleaved at the amino terminus to generate the p8 protein. The first proteolytic cleavage
removes the ER retention/retrieval signal at the amino terminus of p12, while the second
cleavage generates the p8 protein. The p12 protein localizes to cellular endomembranes,
within the ER and Golgi apparatus, while p8 traffics to lipid rafts at the cell surface and is
recruited to the immunological synapse upon T-cell receptor (TCR) ligation. In secretory
vesicle transport, vesicles produced as post-Golgi are moved along the cytoskeleton by
motor proteins. The unconventional myosin motor, myosin V, moves several cargoes
including secretory vesicles, synaptic vesicles, and the endoplasmic reticulum. To
understand if p8 traffics from Golgi apparatus to cell surface on a myosin Va dependent
manner, Jurkat T cells were transfected with pMEp12 plasmids which express variants
(p12WT, p12A29 and p12G29S) of the fusion protein of HTLV-1 p12' tagged with the
influenza hemagglutinin (HA1) tag and with the Myo Va full-tail neuronal-eGFP
conjugated (MyoVa FTNeu-eGFP) plasmid which expresses a negative dominant of
myosin Va and competes for intracellular ligands with cellular putative myosin. Both
pl2/p8 and myosin Va proteins intracellular localization were analyzed by indirect
immunofluorescence assay using antibodies against the HA-tag and the Myo Va protein.
Confocal microscopy and image collection was performed by using a p12'/p8' proteins
Zeiss LSM 780 microscope (Carl Zeiss Optical, Chester, VVa.) with Adobe Photoshop CC
software. It was reported p12' expression in Jurkat T as previous described was shown in
perinuclear region which might be RE and Golgi apparatus and that p12'/p8' and MyoVa

proteins colocalizes, however only when MyoVa FTNeu-eGFP was simultaneously
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expressed with pMEp12 plasmids, p12'/p8' localization showed to be altered from dots
dispersed all over cytoplasm and cell surface to form cytoplasmic aggregates independently
on variant of p12' expressed, suggesting that myosin Va plays an important role on traffics

of p8' from Golgi to cell surface.

Keywords: HTLV-1; Accessory proteins; ORF-I; p12/p8; Myosin Va.
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Introduction

Human T cell lymphotropic virus type 1 (HTLV-1) was the first human retrovirus
described being associated with adult T-cell leukemia/lymphoma, (ATLL) in Japan (1, 2).
Subsequently, the virus was associated with tropical spastic paraparesis (TSP) (3,4) and
HTLV-associated myelopathy (HAM) (5), which it is the same pathology and is currently
known for TSP/HAM (6). HTLV is able to establish a persistent infection in humans and is
the only retroviruses to present oncogenic properties in this specie (2). Besides ATLL and
HAM/TSP, HTLV-1 is etiologically associated with several inflammatory manifestations
that include arthropathy, polymyositis, uveitis, infectious dermatitis, keratoconjunctivitis

sicca, Sjogren's syndrome, etc. (7-12).

The genome of HTLV-1 shows the basic structure of retroviruses, consisting of four
structural genes (gag, pro, pol, and env), flanked by two LTR sequences essential for
integration of proviral DNA into the host genome and its transcriptional regulation (13,14).
In addition, HTLV-1 contains a unique sequence between env and 3 'LTR, called pX region
where four open reading frames (ORFs) are transcribed yielding regulatory tax and rex
proteins, and accessory proteins (pl12, p13, p30 and HBZ) that together play an important

role in infectivity and viral persistence (15-17).

The only processed mMRNA (single spliced) from the ORF-I encoding the p12 protein that
contains 99 amino acids and is characterized by its high hydrophobicity (18, 19). Studies
have demonstrated that pl12 is located in endomembranes compartment residing in the

endoplasmic reticulum (ER), Golgi complex and lipid rafts (20-22).
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In the environment of ER, p12 is physically associated, to the cytoplasmic portion of the 8
chain and the transmembrane portion of the y chain of the interleukin 2 receptor (IL2-R),
holding them and increasing the phosphorylation of transduction signaling and activator of
transcription 5 (STATS), which decreases T cell activation threshold, thus increasing their
responsiveness to interleukin 2 (IL-2) (17, 23-26). Also, the binding of p12 to the newly
synthesized heavy chains of the Major Histocompatibility Complex class | (MHC-I),
prevents the association of this with the B2-microglobulin, directing that to degradation by
the proteasome, thus reducing its expression on the cell surface and reducing the production
of immunogenic peptides resulting in a form of escape from host immune response. p12
also acts on the nuclear factor of activated T cells (NFAT), through increased cytoplasmic
calcium via activation of calcium-dependent proteins residing in RE, calrreticulina and

calnexin (27).

In contrast to p12 functions, p8 binds to TCR and negatively regulate its proximal
signaling in a LAT-dependent event (17); p8 also increases the aggregation of antigen
lymphocyte function-associated 1 (LFA-1) and together, these events result in low viral
production, evasion of the immune system for recognition by natural killer cells (NK) and

cytotoxic lymphocytes (CD8 +), and the recruitment of non-infected cells (28).

Recently, Van Prooyen and coworkers (15) demonstrated that p8 induces increase of the
number and length of cytoplasmic extensions, called cellular conduits, which promote
communication between different cell types. Through such conduits, viral particles and p8
protein itself are quickly transferred from one infected cell to another not infected cell. In

the new infected cell, p8 also induces the formation of cellular conduits, increasing cell



135

contact and promotes cell anergy contributing to evasion of the host immune system (18,

28).

Although the proteins p12 / p8 appear to be dispensable for replication or immortalization
of lymphocytes in vitro (29-31) it is possible that they have an essential role in the

establishment of a persistent viral infection in vivo (15, 28, 32).

Recent studies have demonstrated that analysis of the products of ORF-I patients infected
with HTLV-1 had severe substitutions of amino acids that affect the pattern of cleavage of
these proteins, suggesting that pl2 functions related to the ER and to membrane can

contribute to the survival and proliferation of the host cells infected (17).

It is known that after proteolytic cleavage of the precursor p12, the cleaved product p8, is
directed to the cell membrane, being located in lipid rafts. The mechanisms by which
travels p8 the Golgi complex to the membrane and organelles that are responsible for this

function have not yet been described.

Considering the need of the formation of virological synapse, biofilms and/or conduits for
transmitting the virus through cell-cell contact, mechanisms such as the polarization of
cytoskeletal proteins and adhesion molecules to the contact site, are shown important in the
transmission of HTLV-1. The polarizing membrane events involve the performance of a
series of proteins that promote the reorientation of the microtubule organizing center
(MTOC) (IGAKURA et al., 2003). A protein that is believed to be related to this process is
the Myosin Va, a motor protein that performs various functions in cell migration,
phagocytosis, cytokinesis, organelle transport, cell polarization and membrane traffic (34-

36).
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Myosin Va is contained within a superfamily of cell motors protein that generate motion
along actin filaments in ATP-dependent manner (34). This protein has been closely
associated with the final stages of the process and exocytosis and is known to promote the
capture of pigment granules in melanocytes actin filaments (37). Mutations in the Myosin
Va gene cause Grisceli Syndrome, a rare autosomal recessive disease characterized by
thinning of skin pigments and hair, due to the accumulation of melanosomes in the
perinuclear region of melanocytes and consequent deficiency in their traffic to
keratinocytes (38, 39). To understand whether p8 traffic from the Golgi apparatus to the
cell surface occurs on a myosin Va-dependent manner, confocal microscopy and co-

localization analysis assays were performed.

Material and Methods

Plasmid construction

The plasmid construction used to express the p12 and p8 proteins were provided by the
research group coordinated by Dr. Genoveffa Franchini (Center for Cancer Research,
National Cancer Institute, National Institutes of Health - USA). Variants of p12/p8 used
here correspond to mutations found in individuals infected with HTLV-1, which show
different patterns of cleaved and uncleaved forms of this protein by Western blot (Table 1).
These mutations were then introduced, by site directed mutation in vector pME18SDSL
HAtag-expression; except A29 variant, which do not correspond to any mutation found in

patients and was established in order to predict completely cleaved form, p8 (17, 22).
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Cell culture

HelLa and Jurkat cells were used for the tests. Cells were cultured, respectively, in the
middle Dulbeco's Modified Eagle Medium (DMEM) and RPMI supplemented with 10%
Fetal Bovine Serum (FBS) and penicillin-streptomycin 1mM. The cells were grown in
culture plates of 100 (60mm) or T75 flasks under controlled temperature (37°C),
concentration of CO2 (5%) and humidity (80%). The culture medium was changed every
two days, or as needed prior to this period. The protocol for exchange medium consisted of
removing the medium, washed twice with 1X PBS and cells re-add appropriate volume of
medium. For removal of adherent cells, when the exchange of the culture vessel was
necessary, continued with the initial stages of the exchange medium and after two washes
with PBS 1X was added 1X trypsin-EDTA and the plate incubated or T75 flask at 37 ° C
for 4 minutes, followed by inactivation of trypsin by addition of at least twice its volume of
supplemented culture medium; after trypsin treatment, the entire volume was centrifuged at
1000rpm for 4 minutes, the supernatant was then discarded and the pellet containing cells

was ressuspended in DMEM supplemented and transferred to new culture vessel.

DNA transfection

DNA transfection assays were performed using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) as
supplied by the manufacturer. For immunocytochemistry assays, cells were distributed on
@13mm coverslips in 24-well plates at a concentration of 1 x 10° cells/well and plates were
incubated for 24h at 37, 5% CO2 and 80% humidity. After the incubation period, 2ug

plasmideal DNA of each variant were transfected per well, and the cells were incubated
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again for 48 hours, at which time immunocytochemistry was performed, followed by

analysis by confocal microscopy.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry assays were performed for intracellular labeling of HA-tag antigen
and Myosin Va expressed by the constructs. The protocol consisted of the following steps:
cells were fixed at 37°C with 4% paraformaldehyde solution (pH7.4) for 15 minutes, then
washed twice with 1x PBS (5 minutes each), permeabilized with Triton-X100 0,3% and
again washed once with 1x PBS (5 minutes). Thereafter, free aldehydes were blocked with
100mM glycine, and the cells were washed three times with 1x PBS (5 minutes each). The
nonspecific sites were blocked with 2% BSA solution for 2 hours, followed by incubation
with primary antibody (a-HA — Roche or a-CM — in house) diluted in 2% BSA solution for
1 hour. Cells were washed three times with 1x PBS (5 minutes each) and incubated with
secondary antibody (Alexa conjugated — Life Technologies) and rhodamine-phalloidin
diluted in 2% BSA solution for 30 minutes. Then the cells were washed five times with
1xPBS (5 minutes each) and slides were mounted using mounting medium containing

DAPI Fluormount 6uL (for nuclear staining).

Confocal microscope

The slides were scanned in Confocal Microscope Zeiss LSM 780 (multiphotons) from the

Department of Cellular and Molecular Biology and Pathogenic Bioagents, Ribeirdo Preto
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Medical School (FMRP / USP). Images were acquired using the same parameters
configured from non-transfected cells (negative control) also stained with primary and

secondary antibodies for immunocytochemistry, to reduce the background fluorescence

Results

The cellular localization of p12/p8 in HelLa cells, expressing the variant forms of this
protein in different concentrations, corroborate with data previously described in the
literature (17). The pmE plasmideal construction does not contain the coding sequence for

ORF-1 and HA-antigen was not detected by immunofluorescence assay.

Co-localization of p12/p8 and Myosin Va medial-tail (Myo5CM) was performed in HelLa
and Jurkat cells, by immunofluorescence, from variants that express p12/p8 in different
concentrations. In HeLa cells transfected with empty vector pME, HA-antigen was not
detected, as expected (Figure 1) and Myo5CM was found in the perinuclear region

probably Golgi and centrosomes as previously described in the literature.

It was observed that in HelLa cells, p12/p8 and Myo5CM did not co-localize in the
perinuclear region, where p12 fraction is predominant, resident of reticulum and Golgi
complex (pME-p12WT and pME-p12_P34L variants) (Figures 2 and 3). In cells transfected
with variants that express only (PME-p12_A29) or predominantly p8 (SME-p12_D26N), it
was found punctual co-localization of this protein with Myo5CM in cytoplasmic aggregates

viewed as thick spots.
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In Jurkat cells, there was co-localization of pl12/p8 and Myo5CM on membrane of
transfected cell with the wild variant pME-p12WT, which expresses the p12 isoform in

higher concentrations (Figure 4).

Also in transfected cells expressing only p8 variants (pPME-p12_A29) we showed co-
localization of these proteins aggregate in thick perimembranes (Figure 44 - arrow). On the
other hand, in cells where the p12 isoform (pME-p12_G29S) was expressed more co-
localization of this protein with Myo5CM could be observed in addition to the cell

membrane, as dots scattered in the cytoplasm.

Co-transfection with Dominant Negative Myosin-Va (MyoVaFTNeu-eGFP)

Co-localization of pl12/p8 and the Myosin Va full-tail neuronal eGFP-conjugated
(MyoVaFTNeu-EGFP) was performed in Jurkat cells by immunofluorescence from

variants that express p12/ p8 in different concentrations.

It was found that in cells transfected only the with p12/p8 variants, proteins distribution
followed the pattern of spots scattered throughout the cytoplasm. An interesting finding of
this test was that only in cells expressing the dominant negative MyoVaFTNeu-eGFP there
was cytoplasmic clusters formation of p12/p8 instead of stray pattern (Figure 5). In cells
transfected with the variant that expresses only p8 (pPME-p12_A29), this clusters of protein
was more intense, suggesting that Myosin Va plays a role on cellular localization and

transport of this protein.



141

Discussion

HTLV-1 along with other primates and bovine oncoviruses genes encoding the pX region
(29). While p12/p8 proteins encoded in this region of the HTLV-1 genome, appear to be
dispensable for replication or immortalization of lymphocytes in vitro (29-31) it is possible

that they have a key role in the establishment of a persistent viral infection in vivo (15, 26).

For the transmission of HTLV-1 by cell-to-cell contact occurs, mechanisms such as
polarization of cytoskeletal proteins and adhesion molecules to the contact site prove to be
important (33). Moreover, considering the functions of p8 in the cell membrane, its
direction for this location is of fundamental importance to establish the infectivity of the

Virus.

The ability to move and position organelles are essential for eukaryotic cell physiology.
This motility is related to the role of ATPases, dineinas kinesins and - that are associated

with microtubules; and the action of myosins - that translocate actin filaments (40).

The myosin Va protein class with punctiform staining locates in the perinuclear region in
neurons and glial cells and plays an important role in the transport of small vesicles in the

endoplasmic reticulum and melanoma cells (40).

In this study, we demonstrated that myosin-Va features interaction with the viral accessory
proteins p12/p8. Here, we demonstrate the partial co-localization between p12/p8 protein
with medial tail Myosin-Va both in HelLa cells, as in Jurkat cells. The demonstration of this
co-localization arouses interest in Jurkat cells because these cells are T lymphocyte lineage
and represent a better model for the study of HTLV-1, since this virus is prevalent in these

cells (41-43).
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Myosin Va and p12 p8 viral proteins have steps in their metabolism, that can be suggested
as complementary processes: whereas p12 increases cytoplasmic calcium by the activation
of calcium-dependent proteins (calrreticulina and calnexin), the Myosin Va has calmodulin
light chain and actin -dependent ATPase activity, with an absolute requirement for calcium

(44, 45).

The ATPase activity of myosin-Va is significantly higher in the presence of calcium (Ca?*
than in the absence of this ion, which is also accompanied by changes in its conformation.
Studies have shown that in the final stages of the process of exocytosis of secretory
granules at high concentrations of Ca? *, myosin presents its stretched conformation,
whereas in situations of low concentration or absence of Ca? *, myosin Va is compressed;

with globular tail and head-neck domains, interacting with each other (46).

This common point in protein metabolism is suggestive in the process of interaction
between them, and together with the data found here may constitute evidence of their

association in vivo, in cells infected with HTLV-1.

The globular tail domain of myosin-Va is related to the binding to various transport
vesicles in the cell (35). Studies demonstrated that myosin Va, binds to melanosomes the
via GTPase Rab27a and melanofilina / Slac2 to (47). It is known that Rab27a is present in
melanosomes independent of the presence of or myosin Va or melanofilina, suggesting that

this molecule is the organelle recognition element in this system (48).

In melanocytes, the Rab27a joins the mature melanosomes and after formation of Rab27a-
GTP complex, recruits this melanofilina, which then stabilized at the surface of

melanossomes binds myosin Va tail, and this through his motor domain promotes
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interaction of the complex with actin filaments and their distribution in the length of

dendrites of these cells (48).

This important role of myosin is not restricted to melanocytes, but is also involved in
exocytosis of secretory granules of insulin in pancreas B cells; and the inner ear and retina
where mutations in myosin VIla gene give rise Usher Syndrome type 1B, including

blindness and deafness (46,48).

The co-location between Rab27a and viral proteins p12/p8 has not been demonstrated in
this work. However, studies are being conducted in order to assess the co-location of these
proteins and also between these and the myosin-Va, to propose a p8 transport model to the

cell surface.

The present study also demonstrated the formation of protein aggregates when the cells
were co-transfected with a plasmid construct expressing a variant of the myosin Va, which
lacks the motor domain but has a capacity to bind to organelles by the presence of globular
tail (MyoVaFTNeu-eGFP). This variant competes with the putative myosin by its ligands,

acting as myosin-Va dominant negative.

In the presence of dominant negative, visualization of pl2/p8 protein by confocal
microscopy, had its pattern altered, compared to when wild-type myosin Va was expressed.
Proteins failed to present the standard pitting widely dispersed in the cytoplasm and began
to build up protein aggregates, in the perinuclear region. This suggests that in the absence
of myosin-Va activity, viral protein p8 is not directed to the cell membrane and
accumulates in the cytoplasm. This finding provides evidence that myosin-Va plays a

critical role in the way in which p8 is directed to the cell surface.
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Other studies using the dominant negative myosin-Va, also have shown alterations in the
location and transport of vesicles and organelles. Rudolf and coworkers (49), for example,
have shown that expression of the dominant negative-myosin Va, reduced motility and

cortical location of neuroendocrine secretory granules in PC12 cells.

In a similar study with B pancreatic cells MIN6, Varadi and coworkers (50) compared the
effect of docking, exocytosis and aggregation of secretory granules of insulin, caused by
expression of dominant negative as caused by silencing of myosin-Va by interference

RNA.

We observed that changes in location and staining of the p12/p8 protein in the presence of
dominant negative myosin-Va, found in our study, replicate the results found by other
researchers in different cell groups. Suggesting, once again that the myosin Va plays a role

in intracellular transport of ORF-1 of HTLV-1 products.

It is known that the efficient transmission of HTLV-1 occurs via cell-cell contact, which
requires the polarization of the MTOC and towards the. This process involves the
interaction between different surface molecules and cell adhesion receptors, especially

ICAM-1 and LFA-1 (15, 51-52).

In this context, it has been shown that p8 aggregation increases LFA-1 on the cell
membrane during the virological synapse and significantly expands the number of T cell

conjugated in the actin-based cytoskeleton dependent pathway and not tubulin (15).

Corroborating these data, Chevalier et al (53) demonstrated recently that HTLV-1 through
modulation of genes, enhances the migration of infected cells and the formation of cell-cell

contact, through changes in the actin cytoskeleton and not tubulin.
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In addition, Bizario et al (54) had shown the co-localization of the three classes of myosin-
V and MHC-II molecules near the surface of T lymphocytes, and increase of Myosin-V
expression and its mMRNA when these cells were treated with phytohemagglutinin, which

induces activation of T lymphocytes.

Once the Myosin Va is a cellular motor actin cytoskeleton based, and not tubulin, and that
the primary structure of p12/p8 have different domains, such as proline-rich regions, which
can interact with surface receptors, cell signaling protein and cytoskeleton, the data
obtained in this study support the hypothesis that the interaction between these proteins not

only in the p8 traffic to the cell surface, but also the action of p8 in lipid rafts.

Several studies have been conducted in order to better understand the pl12/p8 role in
infectivity and viral persistence, however, yet, the interaction of these viral proteins with

cellular skeleton proteins was not elucidated (16-17, 29, 55-57).

Based on the data found in this study, new tests with cell line expressing the complete viral
particle, and trials with individuals infected lymphocytes should be performed to confirm
the data found and contribute to the elucidation of the p8 transport mechanism to the cell

surface.
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Plasmid constructions to express p12/p8'!

Features

pME

Do not express neither p12 nor p8

PME-p12WT-HA

Expresses p12 and p8 proteins in
approximately equal concentrations

PME-p12-P34L-HA

Expresses p12 and p8 proteins in roughly
equal concentrations, but higher than the
concentrations vector PME-HA-p12WT

PME-p12-A5-L6M/G29S/P34L/F61L-HA

Contains deletion of the first five amino
acids in addition to changing the amino acid
at positions 6, 29 and 61, expressing almost
entirely the p12 protein

PME-p12-D26N-HA

Expresses p8 protein at levels greater than
the p12 protein

PME-A29-HA

Contains deletion of the 29 first amino
acids, expressing only p8 protein

PME-p12-G29S-HA

Presents amino acid change at position 29,
expressing almost entirely the p12 protein
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Figure 3 Figure 5
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Legends

Figure 1. Cellular localization of the medial tail Myosin-Va. HeLa cells transfected with
the construct PME, which contains the coding sequence for ORF-1. Negative control for

expression of p12p8.

Figure 2. Expression of p12p8 and medial tail Myosin-Va. HeLa cells transfected with the
SME-p12_WT construction (wild sequence p12p8).

Figure 3. Immunofluorescence p12p8 and medial tail Myosin-Va. HelLa cells transfected
with the pME-p12_P34L construction (predominantly expressed p12).

Figure 4. Antigen HA and a-CM MyoVa co-located in the membrane of T-lymphocytes
(Jurkat). (A). Overlap (B). a-CM: medial Tail Myosin-Va (Alexa 660); (C) .a-HA: HA
antigen-p12p8 (FITC); (D). DAPI: DNA marker; (E). Rhodamine phalloidin: actin

cytoskeleton marker.

Figure 5. Formation of protein aggregates pl2 / p8 cells co-transfected with the
dominant negative-myosin  Va (MyoVaFTNeu-eGFP). Confocal microscopy. Co-
transfection pME-p12WT and MyoVaFTNeu-eGFP. (A) Overlay. (B) represents green cells
expressing the complete tail-Myosin Va-shaped neuronal conjugated to green fluorescent
protein (eGFP-MyoVaFTNeu). (C) Aggregate Formation p12 / p8 red (HA antigen, alexa
594) - is seen only in cells that express the dominant negative MyoVaFTNeu-eGFP (arrows).
(D) DAPI: DNA marker; (E) Light field.



