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RESUMO

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

INTRODUCAO

Interferons

Apesar da descoberta dos interferons ter ocorrido ha
mais de 50 anos, o estudo dos mesmos se mantém até hoje
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como uma area de pesquisa altamente atrativa. Atualmente,
os interferons sdo divididos em trés subfamilias: interferons
dos Tipos I, II e III. A subfamilia do tipo I compreende os
interferons a, P, 0, €, ®, K, ¢ T. A do tipo III € composta
pelos interferons A, também conhecidos como interleucinas
IL-29 (A1), IL-28a (A2) e IL-28b (A3), e possuem um
“link” evolutivo com a familia dos IFNs do tipo I. Essas
subfamilias sdo descritas como mediadoras da potente
atividade antiviral e do controle da proliferacdo celular.
Finalmente, a subfamilia do tipo II compreende somente
o interferon g, envolvido principalmente na modulagdo da
resposta imune (Chawla-Sarkar et al., 2003; Caraglia et al.,
2005; Bonjardim et al., 2009; Li et al., 2009).

A acdo de interferons ¢ mediada pela capacidade
de induzirem a expressdo de uma série de genes (>300
genes) por meio da ativagdo da via JAK/STAT (Bromberg,
2002; Calo et al., 2003; Chawla-Sarkar, 2003; Brand et al.,
2005). Nesta via, a ligagdo de interferons do tipo I e III
aos receptores formados pelas proteinas IFNAR1/IFNAR2
e IL-10R2/IFNLRI1, respectivamente, leva a fosforilagao
e interagdo de STAT1 e STAT2. O heterodimero formado
interage fisicamente com IRF9, formando o complexo
conhecido como ISG3, que, através da interagdo com o
elemento ISRE no DNA, promove a expressdao de MX/ e
de outros genes importantes para a resposta de imunidade
inata a virus (Figura 1). Por outro lado, o interferon do tipo
I liga-se ao receptor formado pelas proteinas IFNGR1/
IFNGR?2, levando a fosforilagdo das proteinas STATI,
STAT3, STATS5 as quais formam homodimeros que se
ligam ao elemento GAS no DNA ¢ promovem a expressao
de uma série de outros genes (Aaronson, 2002; Uzé &
Monneron, 2007; Sadler & Williams, 2008).

Neste contexto, interferons induzem a apoptose
celular pela ativagdo de receptores de morte celular.
Resumidamente, a sensibiliza¢do de células por interferons
leva a inducdo da expressao de TRAIL/Apo2L e Fas/FasL,
que recrutam e ativam FADD. A ativagdo de FADD gera a
ativagdo da cascata de caspases iniciada pela clivagem de
pro-caspase 8 em caspase 8, a qual, assim como TRAIL,
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Fas/FasL e caspase 4, tem sua expressdo induzida por
interferons. Caspase 8 atua como protease sobre Bid,
um membro pré-apoptotico da familia Bel2 de proteinas
mitocondriais, resultando no rompimento do potencial
mitocondrial e na liberacao do citocromo C da mitocondria
para o citoplasma, que age como um cofator na estimulacao
da formagao do complexo entre Apafl e caspase 9. Este
complexo potencializa a ativagdo de caspase 3, que € seguida
por alteragdes na simetria da membrana citoplasmatica,
pela clivagem de PARP, pela condensagdo da cromatina,
pela fragmentacdo do DNA e, finalmente, pela morte
celular (Ruiz-Ruiz et al., 2000; Chawla-Sarkar et al., 2001;
Chen et al., 2001; De Veer et al., 2001; Chawla-Sarkar et
al., 2003; Leaman et al., 2003).

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

Outro fator envolvido nos mecanismos de agdo e
regulag¢do da resposta a interferons do tipo I e III ¢ a sua
capacidade em induzir a modificagio de uma série de
proteinas por ISG15 (Figura 2). A via de modificagao pela
proteina ISG15 se assemelha aquela utilizada por ubiquitina
e SUMO-1,naqual aproteina é expressanaformaprecursora,
a qual ¢ processada para expor a sequéncia de aminodcidos
LRLRGG em sua porg¢do C-terminal, necessaria para sua
correta ativagdo e conjugacdo. Os residuos de glicina
desta regido, equivalentes aos de SUMO-1 e Ubiquitina,
sdo adenilados e conjugados por meio de ligagdes tioéster
a residuos de cisteina de trés enzimas: uma enzima de
ativagdo de ubiquitina (E1, UBEIL), uma de conjugacao
(E2, UBE2E1 ou UBE2L6) ¢ outra de ligagao (E3), antes
de ser transferida para um residuo de lisina na proteina alvo.
Duas E3 ubiquitinas ligases, HERC5 ¢ TRIM25, foram
identificadas por atuar na ligagdo de ISG15 a proteina
alvo via dominio HECT e RING, respectivamente. Este
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processo também foi caracterizado como reversivel pela
atuagdo de proteases ubiquitina-especificas denominadas
USP2, USP3, USPS5, USP13 e USP18. Entre as proteinas
induzidas por interferon conhecidamente modificadas por
ISG15 estao: JAKI, STAT1 e Mx1. Além de proteinas
proprias, também foi demonstrado que algumas proteinas
virais podem sofrer inibigdo de sua fungdo via modificagdo
por ISG15. A Figura 2 representa um esquema simplificado
de como ocorre a conjugagao de ISG15 a proteina alvo.
Todas essas enzimas contém alta homologia de sequéncia e
estrutura com as enzimas envolvidas na via de ubiquitina¢ao
(Yuan & Krug, 2001; Zhao et al., 2004; Zhao et al., 2005;
Sadler & Willians, 2008).
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Figura 2. Esquema da conjugacdo da proteina Ubiquitina (Ub) e
de proteinas semelhantes a Ubiquitina (Ubl: SUMO-1 e ISG15)
a proteina alvo. Essas proteinas modificadoras sdo produzidas
na forma de precursores inativos que sofrem a agdo de proteases
especificas (DUB - desubiquitinases ou ULP - Ubl Proteases
especificas) para expor na regido C-terminal o residuo de glicina
necessario para a formagdo da ligagdo tioéster com o residuo
de lisina na proteina alvo da modificacdo. Esta modificagdo
ocorre em trés etapas: (1) Ativagdo: as Ub e Ubls sdo ligadas por
adenilacdo a um residuo de cisteina da Enzima de ativagao (E1),
envolvendo o gasto de uma molécula de ATP; (2) Conjugacdo: Ub
e Ubls sdo transferidas para a enzima de conjugagdo (E2) através
de uma transtiolagdo e, (3) Ligagdo: Ub ¢ Ubls sofrem a agdo
das enzimas de ligagdo (E3), formando a ligacdo do tipo tioéster
com a proteina alvo. As E3 ligases podem atuar tanto mediando a
transferéncia direta de Ub e Ubls para a proteina alvo (RING E3)
ou ligando-se covalentemente as proteinas modificadoras antes
de transferi-las para a proteina alvo (HECT E3). As Ub e Ubl
podem ser removidas pelas proteases que atuam na sua ativagao
(Adaptado de Kerscher et al., 2006).

A PROTEINA Mx1

Aspectos estruturais

O gene MXI] (myxovirus resistance 1), também
chamado de [7FI78 (Interferon-inducible protein p78)
ou MxA para o gene humano, encontra-se entre os genes
conhecidos por sua expressdao ¢ atuagdo dependente da
inducdo por interferons do tipo I e III, atuando como
mediador da imunidade inata e na resisténcia a virus de
RNA (Bromberg, 2002; Calo et al., 2003; Brand et al.,
2005; Haller et al., 2007a).
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A proteina Mx1, um membro da superfamilia de
GTPases dinaminas, ¢ estruturalmente organizada em
dominio de ligagao ao GTP (GTPase) e dominio central de
interacdo (CID/MD), em sua por¢ao N-terminal, e dominio
efetor de GTPase (GED/LZ), em sua por¢ao C-terminal.
Essa familia ainda inclui: a proteina dinamina-1 (huDYN1)
- que, além dos dominios descritos para Mx1 (huMx1),
possui ainda os dominios pleckstrin homology domain (PH)
e o proline-rich domain (PRD). Esta familia ainda inclui a
proteina Mx2 de humano (huMx2), Mx1 de camundongos
(muMx1) e a proteina dinamina-1 (huDYN1), entre outras
proteinas (Figura 3A) (Holzinger et al., 2007; Haller et al.,
2007a). Ainda quanto a estrutura de Mx1, foi demonstrado,
através de ensaios de cristalizagdo, que a regido
correspondente aos dominios CID e GED ¢ estruturada
em 6 alfa-hélices envolvidas na formacdo de uma unica
estrutura tercidria final (Figura 3B), determinante para a
correta formag¢ao do homo-oligdbmero de Mx1 (Gao et al.,
2010; Haller et al., 2010).

O homo-oligdmero de Mx1 ¢ formado através
da interagdo entre 16 mondmeros, os quais se organizam
em uma estrutura semelhante a um anel, onde o dominio
globular de GTPase encontra-se na face externa do
complexo e os dominios CID e GED na face interna (Figura
3C), coordenando a interagdo (Haller et al., 2010; Gao et al.,
2010). Essa capacidade de oligomerizagdo leva a formagao
de granulos de Mx1 - frequentemente encontrados em
associagdo com membranas celulares, como a do reticulo
endoplasmatico em mamiferos - sendo necessdria para a
atividade de GTPase e a manuten¢ao da estabilidade desta
proteina, uma vez que uma forma mutada de Mx1 (L612K),
incapaz de formar oligdmeros, ndo possui atividade de
GTPase e ¢ degradada em aproximadamente duas horas, em
contraste com a forma selvagem que tem aproximadamente
meia vida de 24 horas (Janzen et al., 2000; Holzinger et al.,
2007; Haller et al., 2007a).
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Figura 3. Dominios e estrutura das proteinas Mx e de seu
homo-oligémero. (A) Comparagdo entre a organizagdo dos
dominios de Mx1 de humano (huMxl), Mx2 de humano
(huMx2), Mx1 camundongos (muMx1) e dinamina-1 de humano
(huDynl). Estas proteinas apresentam os seguintes dominios: o
dominio de ligagdo a GTP, que contém os “motifs” que coordenam
a ligacdo a molécula de GTP (barras) e a regido conhecida como
dominio de autoassociagdo (SAD), envolvida na sua dimerizagao
quando ligado a molécula de GTP; o dominio central de interagao
(CID/MD) e o dominio efetor de GTPase (GED), também
chamando de Zipper de Leucina em huMx1 (LZ). Além desses,
a proteina huDyn1 contém os dominios de ligagdo a membranas
lipidicas (pleckstrin — PH) e o dominio rico em prolina (PR).
(B) A estrutura do cristal obtido para a regiao correspondente
aos dominios CID e GED de huMx1, demoninado de “stalk”. As
posigdes das algas encontradas ¢ do dominio de ligagdo a GTP
(GTPase) sdo indicadas na estrutura. (C) Modelo da estruturacdo
do homo-oligomero de huMx1 onde 16 mondmeros interagem
gerando uma estrutura em anel, a regido conhecida como “stalk”
esta presente no interior da estrutura, sendo a principal responsavel
pela sua formag@o enquanto o dominio de ligacao a GTP (GTPase)
¢ encontrado em uma posi¢do mais externa a estrutura formada
(Adaptado de Haller et al., 2007a e Haller et al., 2011).

Funcgdo na resposta imune

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

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

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

Tabela 1. Atividade antiviral das proteinas Mx de diferentes organismos

Espécie Proteina Localizacao Atividade antiviral Acido Nucleico Replicagéo
Influenza A -ssRNA Nucleo
Influenza B -ssRNA Nucleo
Influenza C -ssRNA Nucleo
Thogoto -ssRNA Nucleo
Parainfluenza Tipo 3 -ssRNA Citoplasma
Febre do Vale Rift -ssRNA Citoplasma
La Crosse -ssRNA Citoplasma
M Citoplasma Febre h'emorrégica Criméia-Congo -ssRNA C?toplasma
Humano Hantavirus -ssRNA Citoplasma
Estomatite Vesiculosa -ssRNA Citoplasma
Febre suina africana dsDNA Citoplasma
Hepatite B dsDNA-RT Nucleo
Rubeola ssRNA Citoplasma
Coxsackievirus ssRNA Citoplasma
Floresta Semliki ssRNA Citoplasma
Doenga Infecciosa Bursal ssRNA Citoplasma
Mx2 Nucleo/Citoplasma Nao apresenta
Influenza A -ssRNA Nucleo
Mx1 Nucleo Influenza B -ssRNA Nucleo
Thogoto -ssRNA Nucleo
Camundongos 9
Estomatite Vesiculosa -ssRNA Citoplasma
Mx2 Citopl
X tioplasma Hantavirus -ssRNA Citoplasma
i Influenza A -ssRNA Nucleo
Mx1 Nucleo .
Thogoto -ssRNA Nucleo
Rato Estomatite Vesiculosa -ssRNA Citoplasma
Mx2 Citoplasma La Crosse -ssRNA Citoplasma
Febre do Vale Rift -ssRNA Citoplasma
Mx3 Citoplasma N&o apresenta
Mx1 Nucleo Influenza A -ssRNA Nucleo
Rato do Algodao
Mx2 Citopl Estomatite Vesiculosa -ssRNA Citoplasma
X itoplasma
P Febre do Vale Rift -ssRNA Citoplasma
Ligantes de Mx1 (Transient receptor potential channel 1, 3, 4, 5, 6 ¢ 7).
) . Funcionalmente esta interag@o levou a observagdo de que,
) Na tentativa d’e.desvendar a fupgao celular da quando superexpressa concomitantemente com TRPC6 em
proteina Mx1, uma série de proteinas ligantes de Mxl células HEK293T, a proteina huMx1 leva ao aumento da
foram identificadas pelas mais diversas técnicas. Neste atividade de entrada de Ca?* nas células e que mutantes
aspecto, foi demonstrada a interagdo fisica por duplo- de ligagdo a GTP - mas ndo os defectivos em atividade
hibrido e in vitro entre huMx1 e proteinas da familia TRPC GTPasica - ndo apresentavam o mesmo comportamento
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(Lussier et al., 2005). Assim sendo, huMx1 seria uma nova
proteina envolvida nos mecanismos de controle das fungdes
celulares atribuidas a ions de calcio, como diferenciagao,
controle do ciclo celular e apoptose.

Ainda, foi revelado por rastreamento de duplo-
hibrido com a proteinamuMx 1, que esta interage fisicamente
com proteinas constituintes de corpusculos nucleares
denominados PML-NBs (Promyelocytic Leukaemia
Nuclear Bodies), entre elas DAXX, SP100, TOPORS,
BLM, TDG, FLASH, PIASI e proteinas da maquinaria
de SUMOilacao de proteinas Uba2 (El1) e SUMO-1
(Engelhardt et al., 2001), assim como a interagdo entre
huMx1 e PKM/HIPK2 (Trost et al., 2000). Adicionalmente
a identificacdo destas interacdes, foi demonstrado que
homo-oligdmeros da proteina muMx1 agrupam-se em
granulos distintos, porém em intimo contato com o0s
granulos de PML (PML-NBs) e podem ser visualizados
mesmo em células depletadas da proteina PML (Haller et
al., 2007a). Assim, a presenga de muMx1 em PML-NBs e a
formagao de granulos de muMx1 podem estar relacionadas
a estruturagdo de PML-NBs, uma vez que esta ¢ capaz de
ligar uma série de componentes deste corpusculo.

Assim como as proteinas Mx, muitas das
proteinas envolvidas na formacdo dos PML-NBs sdo
transcricionalmente induzidas por interferons do tipo I e
II1. Tal fato é observado com as proteinas PML e SP100,
entre outras, o que aponta para a possibilidade da atuagdo
conjunta destas proteinas no desenvolvimento das respostas
celulares a sensibilizagdo por interferons. Além disso,
varios dos componentes dos PML-NBs sofrem modificagdo
por SUMO-1 (Figura 2) ou interagem fisicamente com
proteinas SUMOiladas via “motif” de interagdo com
SUMOI1 (SIM — SUMO interactive motif), como a proteina
DAXX. Outro fator interessante ¢ a dependéncia da tripla
SUMOilac¢do e da presenca de “motifs” SIM em PML,
permitindo a interagdo fisica com os outros constituintes
deste corpusculo e, consequentemente, a formagao de PML-
NBs. Tais corpusculos estdo envolvidos em uma série de
processos celulares como apoptose, controle de expressao
génica, mecanismos de reparo do DNA e resisténcia a
virus, o que demonstra a importancia da SUMOilacao de
proteinas e da formagdo dos PML-NBs no controle destes
processos (Lin, 2006; Bernardi et al., 2007; Haller et al.,
2007a; Krieghoff-Henning & Hofmann, 2008).

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

Recentemente, nosso gruporealizouumrastreamento
de duplo-hibrido com a proteina huMx1, visando elucidar o
papel do silenciamento génico causado pela hipermetilagado
de seu promotor no desenvolvimento e progressdo de
carcinomas de cabega e pescogo (Calmon et al., 2009).

Rev Ciénc Farm Bésica Apl., 2011;32(3):287-295

Neste caso, o ensaio de duplo-hibrido foi empregado para
rastrear possiveis novos ligantes de huMx!1 utilizando uma
biblioteca de cDNAs de cérebro fetal humano, de acordo
com o esquema apresentado na Figura 4A. Apds as etapas
de rastreamento, confirmacao das interacdes e remog¢ao de
falsos negativos, foram identificados 27 ligantes provaveis
(Figura 4A). A Figura 4B ilustra os resultados obtidos na
confirmacdo da interagdo fisica entre huMx1 e proteinas
previamente descritas como ligantes de muMx1: SUMO-
1 (SUMO-1,,,), a propria proteina huMx1 (Mx1
TUBAIA (TUBA1A
et al., 2009).

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

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

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

181-662) €

) (Horisberger, 1992; Mushinski

63-451
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Figura 4. Caracterizagdo funcional de MXI1 através da
determinacdo de seus ligantes. (A) Representacdo esquematica
das etapas e resultados do rastreamento de duplo-hibrido em
levedura realizado com Mx1 de humano. Neste rastreamento foi
empregada uma biblioteca de cDNAs de cérebro fetal humano
clonados no vetor pACT2, da qual foi possivel isolar 27 provaveis
ligantes de Mx1, apds a eliminagdo de falsos positivos. (B)
Resultados obtidos no teste de ativacdo dos genes reporteres HIS3
e lacZ da linhagem L40 de S. cerevisiae dos clones codificantes
para Mx1 (181-662 aa), SUMO-1 (1-101 aa) e TUBA1A (63-451
aa), cuja interagao com muMx1 ja havia sido descrita em estudos
anteriores. Um transformante de cada linhagem L40 contendo a
combinagdo do plasmideo pBTM116-KAN-MX1 com um dos
plasmideos isolados da biblioteca pACT2-MX1 , ..,, pACT2-
SUMO-1, . e pACT2-TUBAIA_, . foi cultivado ‘nos meios
de cultura g‘C-leu,-trp, SC-leu,-trp,-his e testados para atividade
de B-galactosidase. L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-Dysl
(++), L40/pBTM116-AMP-TIF51A + pACT-Lial(+), L40/
pBTM116-AMP-TIF51A + pACT (-) e L40/pBTM116-KAN-
MX1 + pACT (MXI1+AD) foram utilizadas como controle
positivo forte, positivo fraco e negativo, respectivamente. Apos
sequenciamento dos clones obtidos e identificagdo dos genes
contidos nestes clones, foi realizada a analise de ontologia
genética e agrupados de acordo com sua localizagao celular (C) e
envolvimento em processos bioldgicos das proteinas codificadas
pelos genes identificados (D).

Associagcdo com cancer

O silenciamento de diversos genes de resposta a
interferons foi relacionado ao processo de desenvolvimento
neoplasico devido a sua influéncia no processo apoptético
(Kulaeva et al., 2003; Fridman et al., 2006). Neste sentido,
foi descrito que o gene MX/ se encontra metilado em
carcinoma de células de leucemia mieloide aguda (Desmond
et al.,, 2007), e que seu silenciamento estd associado a
progressdo do cancer ¢ ao fendtipo de imortalizagdo em
células tumorais (Kulaeva et al., 2003; Noser, 2007).
Além disso, o gene MXI € pouco expresso em carcinoma
de prostata, onde sua expressao foi ligada a inibi¢do do
fenotipo de motilidade e invasdo celular (Schulz et al.,
2007; Mushinski et al., 2009).

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

linhagem FaDu. Apoés as etapas de validagdo do resultado
inicial, a utilizacdo das técnicas de microarray, PCRs
metilacdo especifica e qRT-PCR apontaram que, além da
linhagem FaDu, esse gene também se encontrava metilado
na linhagem UM-SCC-14A (linhagem derivada de
carninoma escamoso de assoalho de boca). Neste estudo,
também foi determinado que hd uma correlagdo estatistica
entre o aumento do tamanho do tumor e a hipermetilagdo
de MX1.

Curiosamente, tratando-se de outras doengas,
foi demonstrado uma situacdo oposta onde o aumento
nos niveis de expressdo de MXI/ confere uma maior
sensibilidade a morte celular induzida por Fas/FasL,
irradiagdo UV e infecgdo viral (Mibayashi et al., 2002) e que
a superexpressao de MX/ em células de alguns dos grupos
de complementacao da Anemia Fanconi, estd relacionada
ao fenotipo caracteristico de indu¢do de morte celular na
medula 6ssea desta doenga (Li & Youssoufian, 1997).

CONSIDERACOES FINAIS

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

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

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

ABSTRACT

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

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

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