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RESUMO

Gonzales-Carazas M. Papel de BIM na geracdo de linfécitos T CD8" antigeno-
especificos, em resposta a vacinagdo com adenovirus recombinante. [Dissertacao
(Mestrado em Imunologia)] - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo; 2017.

BIM é uma proteina membro da familia Bcl-2, da subfamilia BH3-only, a qual induz a
apoptose através da via intrinseca. No sistema imune, BIM tem sido descrita como
reguladora da homeostase de linfécitos, sendo chave para a eliminacao de células T
antigeno-especificas no final da resposta imune, fenémeno conhecido como ACAD
(activated T cell autonomous death). Porém, ainda néo foi estudado o papel do BIM
no estabelecimento de respostas imunitarias especificas mediadas por linfécitos T
CD8", particularmente aquelas desencadeadas apds estratégias de vacinacio. Para
a ativacao destes linfocitos os vetores adenovirais representam uma boa alternativa
gue vem sendo utilizada para o desenvolvimento de vacinas devido a sua
seguridade e a forte resposta celular antigeno-especifica que induzem. Dessa forma,
neste trabalho investigamos o papel de BIM na qualidade e frequéncia de linfécitos T
CD8" estimulados com um vector adenoviral portador do gene de ovalbumina
(Ad.cOVA). Em uma primeira etapa, técnicas de clonagem de genes e DNA
recombinante foram aplicadas para construir o vector adenoviral portador do gene
cOVA. Posteriormente a particula adenoviral produzida foi testada, observando-se
uma forte inducdo da resposta citotoxica especifica contra OVA. Assim, a dose de 2
x 10° PFU / 100 pl foi utilizada para imunizar camundongos C57BI/6 selvagens,
bim” e bim”. Sete dias apés a imunizacdo, foram avaliadas as capacidades
efetoras dos linfécitos T CD8" destes camundongos, observando-se uma reducgdo da
lise especifica, assim como uma menor freqiiéncia de linfocitos CD8" produtores de
IFNy nos linfécitos correspondentes a camundongos bim™. Adicionalmente, foi
avaliada a resposta imune antitumoral destes camundongos transgénicos. Para isso,
os animais foram imunizados e, sete dias depois, desafiados com células tumorais
Tm1.cOVA (s.c. 2.5 x 10° células / 100 pl). O monitoramento do crescimento tumoral
com paquimetro indicou que a vacinacdo com Ad.cOVA induz protecado contra o
desenvolvimento do tumor de forma similar para camundongos selvagens e bim™. O
estudo da cinética da resposta citotoxica induzida pela vacinacdo com Ad.cOVA em
camundongos bim” mostrou que a perda das capacidades efetoras se produz em
uma taxa menor a observada em camundongos selvagens. Assim, aparentemente,
existiria uma compensacdo entre a reduzida funcdo efetora desenvolvida por
linfécitos T CD8" de camundongos bim™ e o actimulo de linfécitos efetores durante o
controle da progressdo tumoral. Em conjunto, nossos resultados indicam que
camundongos bim” apresentam uma menor frequiéncia de linfécitos T CD8* com
capacidade efetora, o que sugere um importante papel de BIM na producédo de
linfcitos T CD8™ antigeno-especificos apds vacinagdo com Ad.cOVA.

Palavras-chave: Linfécitos T CD8". Apoptose. BIM. Adenovirus. Vacinagao.



ABSTRACT

Gonzales-Carazas M. Role of BIM in the generation of antigen-specific CD8" T
lymphocytes in response to vaccination with recombinant adenovirus. Master thesis
[(Immunology Program)]. - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sé&o
Paulo, S&o Paulo; 2017.

BIM is a BH3-only member of the Bcl-2 family that induces apoptosis via the intrinsic
pathway. In the immune system, BIM has been described as lymphocyte
homeostasis regulator and a key protein for the elimination of antigen-specific T cells
at the end of the immune response, a phenomenon known as ACAD (activated T cell
autonomous death). However, we still poorly understand the role of BIM in the
establishment of specific CD8-mediated immune response, particularly those
triggered by vaccination strategies. For CD8" T lymphocytes activation the adenoviral
vectors represent a good alternative that has been used for the development of
vaccines due to their safety and the strong antigen-specific cellular response that
they induce. Therefore, in this work we investigated the role of BIM in the quality and
frequency of CD8" T lymphocytes stimulated with an adenoviral vector carrying the
ovalbumin gene (Ad.cOVA). In a first step, gene cloning and recombinant DNA
techniques were applied to construct the adenoviral vector carrying the cOVA gene.
Subsequently, the adenoviral particle was tested, observing a strong induction of the
specific cytotoxic response against OVA. Thus, the dose of 2 x 10° PFU / 100 pl) was
used to immunize wild-type, bim™ and bim” C57BI/6 mice. Seven days after the
immunization, the effector capacities of the CD8" T lymphocytes of these mice were
evaluated, showing a reduction of the specific lysis, as well as a lower frequency of
IFNy produced CD8" T lymphocytes corresponding to bim™ mice. Also, the antitumor
immune response of these transgenic mice was evaluated. For this, the animals were
immunized and, seven days later, challenged with Tm1.cOVA tumor cells (s.c. 2.5 x
10> cells / 100 pl). Monitoring of tumor growth with pachymeter indicated that
vaccination with Ad.cOVA induces protection against tumor development similarly for
wild-type and bim” mice. The study of the kinetics of the cytotoxic response induced
by vaccination with Ad.cOVA in bim” mice showed that the loss of effector capacities
occurs at a lower rate than that observed in wild mice. Consequently, there appears
to be an offset between the reduced effector function developed by CD8" T
lymphocytes from bim™ mice and the accumulation of effector lymphocytes during
tumor progression control. Taken together, our results indicate that bim” mice show
a lower frequency of CD8" T lymphocytes with effector capacity, which suggests an
important role of BIM in the production of antigen-specific CD8" T lymphocytes after
vaccination with Ad.cOVA.

Keywords: CD8" T lymphocytes. Apoptosis. BIM. Adenovirus. Vaccination.
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1.1 Adenovirus como ferramentas para a ativacdo dos linfécitos T CD8"

Os linfécitos T CD8", ou também denominados linfécitos T citotdxicos
(cytotoxic T lymphocytes - CTLs), sdo células do sistema imune adaptativo, as quais
estdo encarregadas de proteger ao organismo contra patdégenos intracelulares.
Dessa forma, os linfécitos T CD8" tem a capacidade de reconhecer e eliminar
células infectadas por virus (1), bactérias e parasitas intracelulares (2). Além disso,
estes linfocitos podem reconhecer células mutadas, e induzir a eliminagdo destas,

evitando assim o surgimento de tumores (3).

Tendo em consideracdo a importancia dos linfécitos T CD8" para o controle
de infecgOes virais e a progressdo do cancer, diversos tipos de vacinas tém sido
desenhadas visando a ativacdo destas células, algumas das quais sao relatadas na
Tabela 1. Sendo que a inducéo da resposta dos linfocitos T citotoxicos € restrita ao
complexo principal de histocompatibilidade de classe | (MHC-I) (4), os protocolos de
vacinacdo que induzem a expressao endogena do antigeno de interesse sdo 0s
mais sucedidos; jA que a apresentacdo de peptideos endogenos nas moléculas de
MHC-I resulta mais eficiente do que a apresentacdo cruzada de um antigeno
exogeno (5). Dessa forma, os vetores virais vivos se mostram como ferramentas
promissorias para uma forte ativagéo dos linfocitos T CD8". Assim, diversos tipos de
estes vetores (adenovirus, virus adeno-associados, herpesvirus, poxvirus) tém sido
utilizados em protocolos de imunizacdo, sendo muitos deles redesenhados com o

fim de melhorar a imunogenicidade assim como a seguridade que oferecem (6).

Tipo de vacina \ Linfécitos T CD4" | Linfocitos T CD8"  Anticorpos

Vetores virais vivos +++ +++ ++4+
Vetores bacterianos vivos +++ + 4+
Pseudoviriones ++ - +++
Replicones ++ ++ ++
Plasmideos de DNA ++ + +

Proteinas viaris ++ - F++
Peptideos ++ ++ .

Tabela 1 - Tipos de vacinas utilizadas para ativacdo da resposta dos linfécitos T CD8", e a
imunidade que produzem

Mostra-se um esquema comparativo dos tipos de vacinas utilizadas para estimular a resposta
mediada por linfécitos T CD8". A pesar de que algumas conseguiram ativar fortemente a resposta de
linfcitos T CD4", ndo conseguiram induzir a ativagdo de linfocitos T CD8". (Adaptado de Koup &
Bouek, 2011)
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Na ultima década os vetores adenovirais tem sido utilizados em diversos
protocolos de imunizacdo, chegando a ser inclusos como instrumentos vacinais em
estudos clinicos para o tratamento de doengcas como HIV, cancer e tuberculose
(Tabela 2). A crescente aplicabilidade deste tipo de vacinas em doencas infecciosas
e cancer se deve a suas dois principais carateristicas: a seguranza e a forte ativacado
dos linfocitos T CD8" contra o inserto de interesse que induzem; além de outras
gualidades, como: a capacidade para carregar sequencias de elevado peso
molecular, a elevada inducdo de expressdo do trangene, a abilidade para se
multiplicar e produzir elevados titulos in vitro, a ndo-intergracdo no genoma do

hospedeiro, e a estabilidade fisica e genética (6).

Vacina Fase do estudo A
) g Referéncia
adenoviral clinico
A . Ad5-SGE-

Cancer de prostata REIC/DKK3 1/2 (7)
Tuberculose Ad5AQg85A 1 (8)
AIDS Ad5-gag 1 (9)
Derrame pleural rAdp53 5 (10)
maligno

Tabela 2 - Vacinas de adenovirus recombinante atualmente testadas em estudos clinicos.

Lista de algumas vacinas adenovirais utilizadas em diversos estudos clinicos, em processos
atualmente abertos, para o tratamento de doencas infeciosas, alguns tipos de cancer, entre outras.
Mostra-se 0 home da vacina adenoviral e a fase de estudo clinico.

Os vetores adenovirais utilizados no desenvolvimento de vacinas séo
ferramentas seguras, uma vez que possuem uma incapacidade intrinseca para
autorreplicar-se. Essa incapacidade para multiplicar-se se deve a eliminacdo das
sequéncias E1 do genoma adenoviral. As sequencias E1 correspondem aos genes
de transicdo precoce, 0s quais codificam proteinas necessarias para iniciar a
replicacdo viral (11). Desta forma, na auséncia das sequéncias E1, o virus nao
possui a informacdo genética requerida para produzir novas particulas virais nas

células infetadas, evitando assim a possibilidade de propagacao da infecéo.
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Apesar da falta de replicagdo destes vetores, foi observado que seu genoma
permanece transcripcionalmente ativo no local de imunizagdo (12). Desta forma, a
presenca constante dos produtos do transgéne consegue manter uma alta
freqiiéncia de linfécitos T CD8" efetores (12,13), e a0 mesmo tempo, permite a
producéo de linfocitos T CD8" de memoria (12,14). Entretanto, essa deficiéncia na
replicacdo também esta relacionada com a alta especificidade da respota imune
gerada contra o inserto durante a vacinacdo com particulas adenovirais, uma vez
gue a falta de replicacdo impede a producéo de proteinas virais, evitando assim a
competicao por epitopos imunogénicos presentes no vetor viral (15).

A capacidade dos adenovirus para gerar uma forte ativacdo dos linfocitos T
CD8" tem sido amplamente descrita (5,16). Um dos motivos que conduz a esta forte
resposta celular é a propria estrutura da particula adenoviral. Assim, foi descrito que
as proteinas hexon, constituintes da capside dos vetores adenovirais, podem servir
como potentes adjuvantes que contribuem no recrutamento de células do sistema
imune ao local de inoculacdo (17). Nesse sentido, foi observado que este tipo de
vacina induz a migracdo de um grande numero de células apresentadoras de
antigeno profissionais (Antigen Presenting Cells— APC) para o sitio de infecdo (18);
as quais, uma vez no linfonodo, ativam os linfocitos T CD8+ através da
apresentacdo do antigeno associado ao complexo MHC-l1 e a interagcdo com
moléculas co-estimuladoras, como CD80 / CD86 (19). Em relacdo a isso, estudos
anteriores demonstraram que ap0s a vacinacdo com adenovirus recombinante é
induzida a expressédo do antigeno de interesse tanto no local de inoculagéao, quanto
nos linfonodos drenantes (18). Sendo que esse Ultimo evento nao foi observado
depis da vacinacao realizada com outros vetores virais (18). Dessa forma, os vetores
adenovirais se mostraram como grandes imundgenos, que geram inicialmente uma
potente ativacdo das células do sistema imune inato, o qual se reflete na robusta

resposta imune adatativa observada apds a vacinacdo com estas particulas.

Enfim, todas estas carateristicas contribuem a induzir a forte resposta de
infécitos T CD8" observada apds a vacinagdo com adenovirus recombinante; a qual
privilegia o reconhecimento do antigeno recombinante, e ndo dos antigenos virais.
Os motivos expostos previamente justificam a producdo da vacina adenoviral
Ad.cOVA, e sua aplicagcdo como ferramenta para induzir a ativacdo dos linfocitos T

CD8" especificos neste estudo.
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1.1 Ativacdo dos linfécitos T CD8"

Assim, ap06s a vacinagdo ou durante a ocorréncia de alguma infeccao viral, as
APCs, como podem ser macrofagos, linfocitos B ou células dendriticas (dendritic
cells — DC) (20), reconhecem e fagocitam 0s agentes estranhos. Posteriormente,
estas células migram para os 6rgaos linféides periféricos (linfonodos ou baco) onde
estimulam a ativacéo linfocitaria através da apresentacao de antigenos estranhos na
superficie celular (21). Esta apresentacdo do peptideo antigénico € realizada através
das moléculas do MHC-I presentes na superficie das APC. Esta estreita interacdo
produzida entre o linfocito T e a APC permite a transmissdo de sinais entre essas
duas células do sistema imune e, portanto,recebe o nome de sinapse imunolégica
(22).

Apesar das células do sistema imune formar interagbes mais transitorias
guando comparadas com as sinapses neurais, estas sdo igualmente estruturadas e
essenciais para a ativacao celular (23). Nesse sentido, as proteinas que participam
da sinapse imunoldgica encontram-se organizadas em trés grupos conhecidos como
complexos supramoleculares de ativacdo (supramolecular activation clusters -
SMAC) (24). Estes SMAC estdo situados de forma concéntrica ha membrana da
célula, e dependendo de sua localizacdo podem ser denominados como SMAC
central (cCSMAC), SMAC periférico (pSMAC) ou SMAC distal (dASMAC).

No linfocito T citotdéxico, o cSMAC é conformado pelos receptores de células T
(TCR). Assim, o cSMAC é responsavel pela especificidade da resposta citotdxica
desencadeada, uma vez que a unidao do TCR as moléculas do MHC-I depende da
afinidade deste com peptideo antigénico apresentado (4,25). Seguidamente, o anel
gue forma o pSMAC esta constituido por moléculas de adeséo celular, como LFA-1
ou CD2, as quais reconhecem seu par localizado na APC, a molécula ICAM-1 ou
CD58, respectivamente. Dessa forma,0 pSMAC é responsavel da ligacao inicial
entre o linfocitos T CD8" e a APC, acrescentando assim a probabilidade de
reconhecimento entre o TCR e MHC. Finalmente, o dSMAC apresenta moléculas co-
estimuladoras, como CD28. As quais, uma vez gue reconhecem seus ligantes na
APC, como CD80 (B7-1) ou CD86 (B7-2), sdo as responsaveis de aumentar os

sinais induzidos pelo TCR ativado (26).
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Os linfécitos T naive que recirculam pelo sangue e linfa na procura de
moléculas de MHC ligadas a um peptideo especifico (pMHC-I) sdo estimulados de
forma inicial pelas quimiosinas do microambiente tecidual. Estas citocinas induzem a
expressdo de LFA-1 na membrana dos linfécitos T CD8" naives, estabelecendo um
baixo nivel de adesdo transitéria. Dessa forma, as moléculas de adeséo
acrescentam as chances do TCR detetar o pMHC. Uma vez ativado o TCR, a
expressdo de LFA-1 na superficie celular pode aumentar, promovendo a formacao
da sinapse imunoldgica. Posterior & ativacdo do TCR, € induzido um incremento da
expressdo das moléculas co-estimuladoras na membrana celular dos linfécitos T
CD8". Assim, moléculas como CD28 interagem com seus ligandos de uma forma
dependente do TCR permitindo a conversdo do linfocito naive para um linfdcito
efetor (27). Porém tem sido descrito que a completa ativagido dos linfocitos T CD8”
requer a indugdo de outros sinais. Estes sinais sao fornecidos através da interacdo
dos linfocitos T citotoxicos com as citocinas produzidas por outras células do sistema
imune, como IL-2, IL-4, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15, e TNF-a (28).

Uma vez recebidas estas sinais os linfocitos T CD8" passam por etapas de
proliferacéo, ativacdo e diferenciacdo. Durante as quais estas células adquirem suas
funcdes efetoras. Posteriormente, os linfécitos efetores migram dos 6rgaos linféides
para a periferia (29), onde podem participar diretamente da resposta imunologica
contra o antigeno. Uma vez no tecido, as células apresentam na sua superficie as
moléculas de MHC-I ligadas a peptideos derivados da degradacdo das proteinas
intracelulares. Desta forma, as células infectadas ou transformadas disponibilizam
uma amostra das proteinas procedentes dos organismos intracelulares ou das
estruturas internas mutadas. Consequientemente, os linfécitos T CD8" especificos
para os antigenos apresentados conseguem reconhecé-los e induzir a eliminacao da

célula-alvo.

1.2 Resposta efetora dos linfécitos T CD8”

Os linfocitos T CD8™ ativados tém a capacidade de eliminar, de forma seletiva,

as células infectadas ou malignizadas, sem danificar o tecido saudavel. Para
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conseguir isto, estes linfocitos possuem mecanismos efetores potentes e bem

direcionados, através dos quais conseguem induzir apoptose nas células-alvo (30).

Para a inducdo de apoptose na célula-alvo, os linfécitos T CD8" ativados
dispdem de dois mecanismos de acdo (31). O principal deles opera através da
liberacdo de granulos liticos, os quais séo secretados apds o reconhecimento de um
antigeno especifico na superficie da célula-alvo. Estruturalmente, esses granulos
sdo lisossomos modificados que contém proteinas citotoxicas, como perforinas e
diversos tipos de granzimas (30). Essas moléculas sdo rapidamente sintetizadas nas
primeiras etapas da ativacdo linfocitaria, durante a maturacéo celular induzida pela
apresentacdo antigénica nos oOrgaos linféides, e encontram-se armazenadas na
forma ativa nos granulos liticos no citoplasma das células T CD8" efetoras (32).
Durante a interagcdo com a célula-alvo, a célula efetora citotoxica libera o contetdo
dos granulos citoplasmaticos de forma dirigida ao espaco intercelular. Uma vez
liberada, a perforina sofre uma modificacdo conformacional induzida pelos ions de
Ca'™ (32,33), que permite sua polimerizacdo e integracdo com a membrana da
célula-alvo (32,34). Essa integracdo com a membrana celular é realizada através de
uns dominios homologos ao complexo de ataque a membrana da proteina C9 (MAC)
do complemento, sendo que para perforina este dominio recebe o nome de MACPF
(Membrane-Attack-Complex-Perforin  Domain). Assim, os dominios MACPF
permitem a formac&o de poros na membrana de células infectadas. A presenca de
estes poros na célula-alvo permite a desregulacdo osmotica desta, e a0 mesmo
tempo facilita a passagem das granzimas ao interior da célula (35). As granzimas A
e B séo serina proteases linfocitica, as quais tem a capacidade de induzir morte na
celular alvo pela ativacdo de proteinas relacionadas a degradacdo do DNA e

apoptose, ou outra via de morte (36,37).

O segundo mecanismo de inducdo de morte de células infectadas ou
transformadas usado pelos linfécitos T CD8" é realizado via interagdo dos receptores
de morte Fas (CD95) e FasL (CD95L). Fas/FasL sdo moléculas pertencentes a
familia do TNF e do seu receptor, e apresentam na sua composi¢cdo dominios
transmembrana que permitem a transducédo de sinais do meio exterior ao interior da
célula (38). FasL é sintetizado nos linfécitos T CD8" algumas horas depois da
ativacdo realizada pela sinapses imunolégica com a APC. Uma vez presente na

superficie das células T, FasL é capaz de interagir com seu receptor (Fas), expresso
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nas células-alvo constitutivamente. A unido dessas duas moléculas leva a citélise

por meio da ativacéo da via extrinseca da apoptose (39).

Adicionalmente, os linfocitos T CD8" possuem mecanismos néo citoliticos que
contribuem no controle de infeccdes por parasitas intracelulares além de controlar o
estabelecimento das células mutadas. Estes mecanismos sdo desenvolvidos através
da sintese e secrecao de citocinas como IFN-y, TNF-a e TNF-3, e tem a capacidade
de atuar tanto de forma local como sistémica. Estudos da ag&o destas trés citocinas
mostram sua participacdo durante a resposta antiviral, regulando a inibicdo da
replicacéo viral (40), e contribuindo na destruicdo do microambiente tumoral (41).
Também tem sido descrito que o IFN-y atua favorecendo a via de apresentagéo de
antigenos pelos MHC de classe |, acrescentando assim a probabilidade de
reconhecimento de antigenos estranhos (42). Além disso, IFN-y contribui no
recrutamento de macrofagos ao local de infeccéo, e em conjunto com TNF-a e TNF-
B podem induzir a ativagcdo destes. Estas duas Ultimas citocinas também tém a
capacidade de induzir a morte de células-alvo através da ligacdo ao receptor TNFR-
l.

1.3 Regulacdo darespostaimune gerada pelos linfécitos T CD8"

Durante a ativacdo dos linfécitos T CD8" ocorre a maturagdo e proliferagdo
daqueles clones que apresentam especificidade para o antigeno apresentado. Uma
vez que o antigeno é eliminado, o sistema imune volta as condicfes iniciais atraves
de um processo denominado contragéo linfocitaria. Assim, tem sido observado que
apos o pico de expansao linocitaria, ao redor de 95% dos linfocitos ativados morrem
por apoptose, restando apenas os linfocitos T CD8" de memoéria que persistem de
forma estavel ao longo do tempo (43). Essa eliminacéo linfocitaria permite manter a
homeostase do organismo, uma vez que permite reduzir a taxa metabdlica dele,

além de prevenir a autoimunidade.

Desta forma, dependendo do tipo de estimulo antigénico, existem duas vias
de morte dos linfocitos ativados. A primeira delas é induzida pela ativacdo de
receptores de morte como Fas/FasL, e é conhecida como AICD (Activated-Induced

Cell Death). Esta via de indugdo de morte estimula a ativacdo da via extrinseca da
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apoptose, e se vé favorecida quando se dispde de altas doses de antigeno, ou por
estimulagbes repetitivas. Desta forma, AICD é a via de regulacdo linfocitaria
esperada durante eventos de doencgas cronicas (44).

A segunda via de morte utilizada para a regulacdo linfocitaria € induzida pela
privacdo de fatores de crescimento no meio, e é conhecida como ACAD (Activated T
Cell Autonomous Death). Esta via de inducdo de morte leva a ativacdo da via
intrinseca da apoptose, através da ativacdo de BIM, um membro pertencente a
familia Bcl-2 (B-cell lymphoma 2). Desta forma, ACAD se vé favorecida por uma
Unica exposicdo ao antigeno estranho. Deste modo, ACAD age comumente ao final

da reposta imune desenvolvida contra infec¢des agudas (44—46).

1.4 Aviaintrinseca da apoptose

A apoptose € um processo de morte celular programada. No qual, depois das
células receberem alguns estimulos do meio, sédo ativadas vias de sinalizacdo que
induzem a eliminacdo da propria célula. Por esse motivo, diversos autores tem se
referido a esse tipo de morte como um suicidio celular (47).Este mecanismo de
morte é acionado durante o desenvolvimento embrionario (48), a renovacao celular
(49), e o funcionamento do sistema imune (50), entre outros processos; visando a
eliminacdo seletiva das células que ndo sdo mais necessarias, ou que sofreram
algum dano e se tornaram perigosas (51). Deste modo, tem sido demonstrado que o
mau funcionamento dessa via de morte (por deficiéncia ou exacerbacdo) € um dos
fatores responsaveis de diversas doencas, como dano neurodegenerativo (52), dano
isquémico, doencas autoimunes e varios tipos de cancer (53). Nesse sentido, a
apoptose € um processo fisiolégico utilizado para manter a homeostase do
organismo, e devido a essa importancia no controle homeostatico tem sido

conservado amplamente durante a evolucéo (54).

A morte celular programada por apoptose pode ser iniciada através de duas
vias de sinalizacdo, a “via extrinseca” e a “via intrinseca”. Embora ativadas por
diferentes estimulos, estas vias podem se encontrar parcialmente relacionadas (55).
Essas duas vias finalmente convergem na ativacdo de certas proteases

denominadas caspases (56), as quais tém como objetivo a clivagem de diferentes
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componentes celulares, produzindo as mudancas morfoldégicas e bioquimicas
caracteristicas da apoptose como, por exemplo, a fragmentacdo do DNA, formacgéao
de corpos apoptoéticos, degradacdo de proteinas do citoesqueleto e nucleares, e

externalizag&o de fosfatidilserina (56-58).

Via intrinseca Via extrinseca

Privacdo dos fatores de T —_—
crescimento, estrese, UV, virus 751

@meragao de cntocromo C, o0

o
fragmentagao mitocondrial

APAF1
Citocromo ¢ _'}p\\ "‘1
Caspase -3
Apoptosomo
Apoptosis

Figura 1 - Vias de morte celular por apoptose.

Representacdo das vias intrinseca e extrinseca da apoptose, as quais convergem na ativacdo de
caspases efetoras que induzem a morte da célula. As proteinas da familia Bcl-2 medeiam o processo
de apoptose pela via mitocondrial (Adaptado de Youle et al., 2008).

A via extrinseca da apoptose (Figura 1) é induzida por interacées mediadas
por receptores transmembranais da superficie celular, conhecidos como receptores
de morte, os quais sdo membros da superfamilia dos Receptores do Fator de
Necrose Tumoral (TNF-R) (59). Uma vez ativados, estes receptores visam a

ativacao da caspase iniciadora 8 (caspase-8), a qual desencadeia a ativagcao das
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capases efetoras da apoptose. Em contraste, a morte celular pela via intrinseca
(Figura 1) é iniciada por estimulos ndo relacionados a receptores transmembranais.
Esses estimulos conseguem modular as proteinas intracelulares pertencentes a
familia Bcl-2, as quais apresentam um papel regulador desta via de morte (60). As
interacBes das proteinas da familia Bcl-2 com a mitocondria tem a capacidade de
controlar de forma positiva ou negativa a permeabilizacdo da membrana mitocondrial
externa (mitochondrial outer membrane permeabilization- MOMP) (61,62). A
instabilidade gerada pela MOMP permite a liberagéo de citocromo ¢ e Smac/DIABLO
no citosol. A disponibilizacdo de citocromo ¢ permite sua ligacdo ao fator de ativagao
da protease apoptotica 1 (APAF-1), formando uma plataforma de ativacdo de
caspases iniciadoras conhecida como apoptosomo. O apoptosomo cliva e ativa a
caspase iniciadora 9 (caspase-9), a qual por sua vez induz a ativacao das caspases

efetoras (caspase-3, -6 e -7) para a inducao de apoptose (63,64).

1.5 Familia de proteinas Bcl-2

As proteinas da familia Bcl-2 sdo importantes reguladoras da apoptose,
devido a sua capacidade de controlar o ponto de comprometimento (commitment
point) que determina o final da sobrevivéncia celular (64). Estruturalmente os
membros desta familia se caracterizam pela presenca de dominios de homologia a
Bcl-2 ou também denominados “dominios BH” (Figura 2). Dentro dos quase 20
membros que compdem a familia Bcl-2, encontram-se proteinas com atividade pro-
ou anti-apoptoticas. Dessa forma, a interacdo entre elas determina o

comprometimento com a apoptose ou sobrevivéncia da célula (65).

As proteinas anti-apoptoticas da familia Bcl-2 apresentam os quatro dominios
BH (BH1-4) existentes na estrutura da proteina Bcl-2 e, portanto, possuem uma
conformacao tridimensional homologa a Bcl-2. Essas proteinas tém como funcao
preservar a integridade de membrana mitocondrial externa através do bloqueio direto
das proteinas pro-apoptoticas da mesma familia. Entre as proteinas representantes
deste grupo encontra-se Al, Bcl-XL, Bcl-W, MCL-1.

Por outro lado, as proteinas da familia Bcl-2 com atividade pro-apoptética sao

um pouco mais heterogéneas, uma vez que seus membros diferem na quantidade
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de dominios BH. Dessa forma, dependendo do numero de dominios BH que
apresentem, essas proteinas podem ser subdivididas em proteinas com
“multidominios BH”, as quais compartilham os quatro dominios BH (BH1-4) com Bcl-
2, e proteinas “BH3-only”, as quais compartiiham um unico dominio de homologia

com as proteinas da familia Bcl-2, sendo este o dominio BH3 (64) (Figura 2).

Bcel2/Bel-X_ BH4 ' BH3 | [BHL} [BHZ}—{T™
Bel-w ERa)— e[} [BR2}—[T™ ]
Mcl-1 [BHa ] | BH3 | {BH1} {m]
A-1 [ BH4 | BH3 { BH1 | —{BH2 |
8
=
S BauBak —— (BB )
2
Bik BH3 | ]
Bid 1 BH3 |
2 Bmf ! BH3
m? Hrk | BH3 J {m]
= Bim | BH3 {m]
Noxa —TETE——
Puma | BH3 |

Figura 2 - Organizacdo dos dominios de varios membros da familia Bcl-2.

Os dominios de homologia a Bcl-2 (dominios BH) foram indicados: BH1 (azul claro), BH2 (roxo), BH3
(vermelho) e BH4 (verde); assim como os dominios transmembrana (TIM) (laranja) (Adaptado de
Doerflinger et al, 2015).

As proteinas pro-apoptéticas com multidominios BH sdo também conhecidas
como os membros efetores deste grupo, uma vez que sdo as responsaveis diretas
da permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa. As duas proteinas
representativas deste grupo sdao BAX (Bcl-2-associated x protein) e BAK (Bcl-2
antagonist killer 1). As quais, uma vez ativadas, formam homo ou hetero oligdbmeros

gue unidos a membrana mitocondrial geram poros que induzem a MOMP.

Por outro lado, as proteinas pro-apoptéticasBH3-only sdo reconhecidas por
serem essenciais ao iniciar o processo de apoptose pela via intrinseca (66). As
proteinas deste subgrupo utilizam seu dominio BH3 para interagir com as outras
proteinas da familia Bcl-2 e estimular sinais pro-apoptéticos. Dependendo de suas

interacbes com outras proteinas, as proteinas BH3-only podem ser classificadas
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como “sensibilizadoras” ou “ativadoras diretas”. As proteinas sensibilizadoras BH3-
only tem a capacidade de interagir s6 com as proteinas anti-apoptéticas da familia
Bcl-2, neutralizando-as. Alguns exemplos destas proteinas sdo BAD e Noxa.
Entretanto, as proteinas ativadoras diretas BH3-only sdo capazes de interagir tanto
com as proteinas anti-apoptéticas como com as proteinas multidominios BH desta
familia (BAK e BAX) e dessa forma induzem a oligomerizacdo destes e,
consequentemente, a MOMP. Entre as proteinas ativadoras diretas se encontram
BID e BIM, sendo este ultimo o principal sensor de estresse celular (65).

1.6 A proteina BIM

A proteina BIM (Bcl-2-interacting mediator of cell death) foi descrita duas
décadas atras como um novo membro da familia Bcl2 com atividade pro-apoptoética
(67,68). Assim, estruturalmente, tem sido observado que BIM é uma proteina
intrinsecamente ndo estruturada, a qual forma uma regido anfipatica no dominio
BHS3. Esta regido permite a interacédo de BIM com a regido hidrofébica da superficie
das outras proteinas da familia Bcl-2 (69). Dessa forma, através do contato com as
outras proteinas, BIM pode induzir direta ou indiretamente a ativacao de apoptose. A
ativacao indireta decorre pela ligacdo de BIM com os membros anti-apoptoticos da
familia Bcl-2,neutralizando sua acdo e, ao mesmo tempo, deixando livres as
proteinas BAX e BAK para a inducdo de MOMP e desencadeamento de apoptose
(64,68,70). Porém, durante a ativacdo direta, BIM pode interagir com BAX e BAK

induzindo a oligomerizacao destas proteinas e a MOMP (69,71).

A expressdao da proteina BIM é regulada através dos niveis pre-
transcripcional, transcripcional e post-traducional. O gene bim em camundongos
possui seu homologo em humanos, o qual esta localizado no cromossomo 213 e
recebe o nome de Bcl2L11. No nivel pre-transcripcional, diversos estudos tém
identificado fatores de transcricdo que regulam de forma positiva (por exemplo,
FKHR-L1 (72), FOXO3a (73) e E2F1 (74)) ou negativa (por exemplo, YY1- RelA (75),
PINCH-1 (76), Pokemon (77)) a producdo do mRNA desta proteina. Adicionalmente,
bim é regulado epigeneticamente através da metilacdo dos dinucledtidos CpG na

extremidade 5' da sequiéncia promotora (78,79).
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No nivel transcripcional, 0 mRNA de bim, que apresenta 7 exons,pode sofrer
splicing alternativo que conduz a formagao das onze isoformas identificadas dessa
proteina (80,81). Sendo as principais isoformas descritas em camundongos: BIM
small (BIMs) com 108 aminoacidos, BIM large (BIM.) com 138 aminoéacidos, e BIM
extra-large (BIMg) com 198 aminoacidos (68) (Figura 3). A diferenca de tamanho
entre essas isoformas é produzida por splicing dos exons E2B e E2C, os quais
contem o dominio de ligacdo a molécula de dineina (DBD) que permite o transito de
vesiculas no citoesqueleto. Devido a isso, tem sido observado que BIM_ e BIMg_
encontram-se ligados a cadeia leve LC8 do complexo motor de dineina no tecido
saudavel. Esta interacdo com a dineina permite sua associacdo aos microtubulos, o
gual age como um mecanismo de regulacdo postraducional da atividade desta
proteina. Porém, alguns estimulos apoptéticos tem a capacidade de quebrar a
interacdo entre o complexo motor de dineina e LC8, desta forma BIM é liberado e
translocado junto com LC8 ao citoplasma, onde interage com as proteinas anti-
apoptoticas da familia Bcl-2, desencadeando a morte da célula (82,83). Por outro
lado, BIMs ndo possui a regido de ligacdo a LC8, o que indica que ndo pode ser
sequestrado pelo complexo motor de dineina. Adicionalmente, a isoforma curta de
BIM néo foi encontrada nos tecidos sadios analisados, 0 que sugere que a
expressdo de BIMs pode ser transiente na célula, e talvez seja estimulada quando
for necessaria a inducdo de uma morte celular rapida (82). Consistente com essa
hipétese, tem sido observado que BIMs é o indutor mais forte de apoptose, quando

comparado com BIM, e BIMg, (68).

A. Estrutura do gene bim
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Figura 3 - A estrutura genética de bim e as principais isoformas transcritas

A. Representacdo da estrutura do gene bim (Bcl-2L11). A regido E2B e/ou E2C contem o dominio de
ligacéo a dineina (DBD). O dominio BH3 esta localizado no exon E4. B. Representacdo dos principais
transcritos de isoformas BIM formados por splicing alternativo. BIMg, BIM_ e BIMs. (Adaptado de
Sionov et al., 2015).
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1.7 Camundongos bim™

Camundongos bim™ foram gerados por Bouillet e colaboradores em 1999
através de protocolos de recombinacdo homoéloga que permitiram a introducdo de
um codon de parada (stop codon) na metade da sequéncia do dominio BH3 deste
gene (Figura 3). O polipeptideo truncado, produto dessa alteracdo, deixa de ser
funcional uma vez que perde a capacidade de se ligar a Bcl-2, ndo tendo efeito na

via de inducao de apoptose (85).

Trabalhos in vivo demostraram que um namero significativo de camundongos
bim”, e até mesmo alguns dos animais bim*", morrem no Gtero antes do décimo dia
do desenvolvimento embrionério (E9.5), sugerindo que a proteina BIM desempenha
um papel critico no desenvolvimento embrionario (85,86). Porém, os camundongos
bim” que concluem o desenvolvimento embrionario ndo apresentam alteracdes
fisicas aparentes, mas apresentam numeros elevados de linfocitos T, linfocitos B,
macrofagos e granuldcitos, além de numero reduzido de plaquetas, quando
comparados com animais selvagens. Nesse sentido, tem sido observado que os
camundongos bim” apresentam de 3 a 5 vezes mais linfécitos T e B no baco (47).
Ao chegarem a fase adulta tardia (12 meses de idade), 55% dos camundongos bim™
apresentam doencas letais, sendo a mais comum a glomerulonefrite autoimune,
ocasionada pelos titulos elevados de IgG, entre outras doencas como infarto
cardiaco e vasculite (85). Os camundongos bim*" apresentam um comportamento
intermediario de todas essas caracteristicas, mostrando que existe um efeito da
dose génica de bim (83). Este acumulo de células do sistema imune € resultado de
uma alta taxa de sobrevivéncia celular, e ndo produto de proliferacdo excessiva, uma
vez que a frequéncia dos progenitores hematopoiéticos na medula éssea mostra-se

normal (85).

1.8 Relacao entre BIM e linfocitos T

A proteina BIM é expressa em uma grande variedade de tecidos incluindo
cérebro, coracao, rim, figado, pulméao, ovario, testiculo, baco, timo e traguéia, mas é
expressa de forma proeminente por células de origem hematopoiética. Assim,

estudos realizados com camundongos bim” demonstraram que a presenca BIM
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desenvolve um papel determinante na apoptose de células hematopoiéticas. Uma
vez que camundongos bim” apresentam um acumulo linfocitario nos 6rg&os
linféides (47).

Além disso, estudos in vitro e in vivo indicam que BIM desempenha um papel
fundamental na eliminacdo de linfécitos autoreativos. Durante o processo de
maturacdo linfocitaria no timo, os timécitos sdo expostos a diferentes processos
seletivos para evitar a autoreatividade. Assim, durante a selecdo negativa, 0s
timécitos imaturos autorreativos podem ser eliminados pela via intrinseca da
apoptose. Resultados obtidos por diferentes trabalhos indicam que BIM é essencial
para a inducdo de apoptose nesses timdcitos autorreativos, servindo como uma
barreira contra as doencas autoimunes (87). Adicionalmente, BIM apresenta um
papel crucial na restauragdo da homeostase no final da resposta imune, onde tem
lugar a eliminagdo de linfocitos T maduros que ndo sdo mais necessarios. Este
fendmeno de morte no fim da resposta imune € produzido por auséncia de sinais de

sobrevivéncia, e é conhecido como ACAD (45).

Nesse sentido, foi observado que a expressdo deficiente da proteina BIM
durante a delec&o clonal de linfécitos T CD4" permite a sobrevivéncia de células Thl
fracamente funcionais, que normalmente sao eliminados durante a fase de
contracdo. Dessa forma, células T CD4* bim” de meméria mostraram funcées
efetoras deficientes, baixa sensibilidade ao antigeno e incapacidade de responder
ao desafio secundario (88). De forma similar, foi observado que a auséncia de BIM
durante a fase de contragdo linfocitaria aumenta a populacdo de células T CD8"
efetoras com potencial de memoéria (89). Deste modo, BIM desempenha um papel
fundamental na formac&do do repertério de células T CD4" e CD8" de memodria,
assegurando o aparecimento de células T de memodria altamente funcionais e a

eliminacdo de células efetoras com fun¢des subotimas.

Estudos in vivo utilizando camundongos deficientes de bim demonstraram que
durante uma infeccdo crbnica induzida por virus existe uma maior freqiéncia dos
linfocitos antigeno-especificos quando comparado com camundongos selvagens, o
gue vem acompanhado de uma melhor eliminacdo do antigeno (90). De forma
similar em humanos, um estudo de analise com microarranjos comparando

pacientes com infeccdo cronica e pacientes que tiveram uma resolugdo da doenca
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mostrou que os linfécitos antigeno-especificos de pacientes com infec¢do crénica
apresentam uma superexpressao dos genes pro-apoptoticos, entre os quais se
destaca a expressdo de bim. Entretanto, os pacientes que resolveram a infecgéo
apresentam linfocitos com expressédo de proteinas com perfil anti-apoptotico (91).
Estes dados em conjunto sugerem que a expressao de bim impede as populacdes

de linfécitos T CD8" efetores sobreviver e controlar a infecgdo em doencas cronicas.

Desta forma, estes trabalhos mostram a importancia de BIM na regulacao
linfocitaria. Mas ainda ndo foram realizados estudos que avaliem a funcdo dessa
proteina durante as primeiras etapas de desenvolvimento da resposta imune. Nesse
sentido, deve-se considerar que o entendimento das etapas iniciais de ativacado dos
linfocitos poderia contribuir na identificacdo de pontos de controle e oferecer
oportunidades para o desenvolvimento de novas terapias com enfoque na
manipulagcdo da resposta imune. Por esse motivo, e devido a importancia dos
linfécitos T CD8" no controle de doencas frequentes como a hepatite, HIV e cancer;
nos decidimos estudar a importancia da proteina BIM na fase inicial da resposta

imune desenvolvida pelos linfécitos T CD8".
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2.1 Objetivo geral

Verificar o papel da proteina BIM na qualidade e frequéncia de linfécitos T

CD8" estimulados com vetor vacinal Adenovirus 5 humano (hAd5) deficiente de

replicacéo.

2.2 Metas especificas

Produzir o plasmideo adenoviral recombinante que expressa ovalbumina
(pAd.cOVA).

Produzir e titular as particulas adenovirais recombinantes (Ad.cOVA).

Padronizar a dose adenoviral e concentracdo do peptideo da OVA para o
ensaio de citotoxicidade in vivo utilizando camundongos C57BI/6 selvagens.

Avaliar a resposta citotoxica executada pelos linfocitos T CD8* de
camundongos C57BI/6 selvagens, bim*" e bim” imunizados com Ad.cOVA

através do ensaio de citotoxicidade in vivo.

Avaliar a producdo de IFNy dos linfocitos T CD8" de camundongos C57BI/6
selvagens, bim*" e bim” imunizados com Ad.cOVA através do ensaio de
ELISPOT.

Verificar o efeito da imunizacdo com Ad.cOVA em camundongos C57BI/6
selvagens, bim* e bim” sobre o crescimento de linhagem de melanoma

Tml, modificada para expressar ovalbumina (Tml.Luc.cOVA).
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3.1 Isolamento da sequéncia da ovalbumina

A sequéncia codificadora da ovalbumina citoplasmatica (cOVA) foi obtida
utilizando o plasmideo pCl-neo-cOVA (25097, Addgene) (Figura 4).
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Figura 4 - Mapa do vetor base pCl-neo-cOVA.

Esquema da disposicdo das sequencias mais relevantes presentes no plasmideo pCl-neo-cOVA de
6261 bp. Observa-se o0 gene de resisténcia a ampicilina (AmpR), a sequiéncia do gene de ovalbumina
citoplasmatica (cCOVA) de 789 pb, e uma regido de clonagem (PL), ou polilinker, contendo seqliéncias
de corte para varias enzimas de restricdo, incluindo EcoRIl. Ori: Origem de replicacdo. CMV:
sequencia potenciadora de transcricdo. NeoR/KanR: Genes de resisténcia a heomicina e kanamicina

3.1.1 Transformacado por chogue elétrico e extracdo de DNA plasmidial

Para conseguir um grande numero de copias do gene da cOVA, bactérias
Stbl3 foram transformadas com o plasmideo base pCl-neo-cOVA por eletroporacéo
utilizando 1700 V/ms. Seguidamente, para permitir a recuperacao das bactérias
transformadas, estas foram mantidas em 500 pyl de meio SOC (2% triptona, 0.5%
extrato de levedura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgClI2, 10 mM MgSO4 e 20
mM glucose; pH 7.0) durante 1 h a 37 °C e 350 rpm (rotacdes por minuto) no
termomixer. Apos este periodo, foram cultivadas em placas com meio Luria Bertani
(LB) &gar (pH 7.0): 0.1 g bacto-peptone, 0.05 g extrato de levedura, 0.1 g NaCl, 0.15
g Bacto-agar, 1mg de ampicilina, 10 ml de agua; e cultivadas overnight na estufa a
37 °C durante 16h. Seguidamente, trés coldnias isoladas do cultivo em placa foram
selecionadas e transferidas a tubos com 5 ml de meio LB + 0.1 mg/ml de ampicilina,
e cultivadas por 16 h no equipamento Unimax 1010 Shaker com incubadora

(Heidolph, catalogo: 36130520) a 37 °C e 300 rpm. Finalmente, a partir destas



39

bactérias transformadas foi extraido o DNA plasmidial com QIAprep Spin Miniprep
Kit (27106, QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA) conforme as instru¢des do fabricante.

3.1.2 Digestado do DNA plasmidial

Com o objetivo de isolar a sequéncia de interesse (0 gene que codifica a
cOVA presente no vetor), os plasmideos purificados foram submetidos a clivagem
com a enzima de restricdo EcoRI. Desta forma, a digestéao foi realizada a 37 °C em
uma solugdo contendo 1 X BSA (B9001S), 1 X Buffer 3 (B7003S, New England
Biolabs), 4 U EcoRI (R0101S, New England Biolabs), 20 pg de DNA em um volume
de 120 ul; 2 U de enzima foram colocados para reagir durante a primeira hora de
incubacao e, posteriormente, foram adicionados mais 2 ul para o segundo periodo
de reacdo. Seguidamente foi realizada uma incubacdo de 30 min a 65 °C para

inativar a enzima.

3.1.3 Eletroforese e purificacao da sequéncia da cOVA

Apoés a digestao enzimatica, foi realizada a eletroforese das amostras em gel
de agarose 1.5%, com buffer TAE 1 X e voltagem constante de 80V durante 1 h, a
banda pertencente a sequiéncia génica da cOVA (789 bp) foi extraida e purificada a
partir do gel com QIAquick Gel Extraction Kit (28706 QIAGEN Inc., Valencia, CA,

USA) conforme as instru¢des do fabricante.

3.2 Clonagem da cOVA no vetor de entrada pENTR2BA

3.2.1 Digestdo do vetor pENTR2BA

O plasmideo pENTR2BA foi utilizado como vetor de entrada (Figura 5). Para
isso, 10 pug de plasmideo foi digerido com a enzima EcoRI sob as mesmas
condicbes usadas na obtencdo da sequéncia de cOVA (ver secdo 3.1.2).
Posteriormente, para prevenir a religacdo do DNA digerido, o material foi tratado
com a enzima CIP (Calf Intestinal alkaline Phosphatase). Foram adicionados 2%
Buffer 3, 2% BSA, 2% CIP, e incubados 1 h a 37 °C.
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Previamente a fosforilacdo com CIP, foi realizada uma eletroforese como
controle de digestao, usando 10 pl da amostra em gel de agarose (1%) e buffer TAE
1 X a voltagem constante de 80 V durante 1 h.

PENTR 2BA

3449 bp

Figura 5 - Mapa do vetor de entrada pENTR2BA.

Representacdo da disposicdo das sequencias mais relevantes presentes no plasmideo pENTR 2BA
de 3449 bp. Encontra-se o gene de resisténcia a kanamicina (KanR), uma seqiéncia origem para
replicacdo (ori), uma regido de enzimas de restricdo conhecida como polilinker (PL), a qual apresenta
a sequéncia palindrémica da enzima EcoRI, além de seqlUéncia de recombinagdo especificas (attL1,
attL2), e um gene de resisténcia ao cloranfenicol (CmR).

3.2.2 Purificacdo do vetor pENTR2BA

O DNA foi purificado utilizando fenol-cloroférmio e resuspendido em buffer TE.
Brevemente, 60 ul de fenol-cloroférmio foram adicionados a reacéo e centrifugados
a 12 000 rcf (forca centrifuga ou g) durante 15 s. Posteriormente, a fase aquosa foi
transferidaa um tubo novo com 60 pl de cloroférmio e foi realizada uma nova
centrifugacédo nas mesmas condi¢cBes anteriores. A fase aquosa foi transferida a um
tubo novo, a partir dela foi realizada a precipitacdo do DNA através da incubacéo por
30 min com 120 pul de etanol 100% em gelo. Em seguida centrifugamos a 12 000 rcf
por 10 min. Finalmente, foi descartada a fase liquida e o pellet foi lavado com 180 pl
de etanol 70%, sendo retirado o alcool e a amostra foi mantida a temperatura

ambiente por 1 h para o secado.

3.2.3 Ligacédo do vetor pENTR 2BA e cOVA

A reacao de ligacao entre o vetor pENTR 2BA e a sequéncia do gene cOVA

foi realizada na proporcao molar de 1:3 (vetor : inserto). Desta forma, a amostra foi
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incubada a 65 °C por 10 min. e resfriada em gelo durante 5 min. Apos esse periodo
de incubacgao, se adicionou tampéo liga se 1 X (46300018, Invitrogen) e T4 DNA
ligase 1 X (M1801, Promega), sendo o volume final incubado overnight a 16 °C.

3.2.4 Transformacéao e purificacdo do plasmideos pENTR2BA-cOVA

Os produtos da ligacao (P ENTR2BA-cOVA) foram transformados em bactérias
DH5a eletrocompetentes (1700 V/ms), mantidas 1 h em meio SOC a 37 °C e 400 rcf
para sua recuperacdo e, finalmente, cultivadas em placas com meio sélido LB +
kanamicina por 16 h. Depois, dez colbnias isoladas foram cultivadas em 5 ml de
meio liquido LB + kanamicina por 16 h no shaker. O DNA plasmidial foi extraido com

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) segundo as instrugdes do fabricante.

3.2.5 Confirmacao dos produtos da ligacao

Para avaliar a presenca do inserto cOVA no vetor resultante (pENTR2BA-
cOVA), 1 ug de DNA de cada um dos dez clones foi digeridoa com a enzima EcoRI
(ver secao 3.1.2). De forma similar, a orientagdo do inserto no vetor pENTR2BA-
cOVA foi avaliada pela dupla digestdo com as enzimas Xhol e Sacl. Para isso,
utilizou-se 1 U de cada enzima de restricdo, 1 X Buffer 2 (New England Biolabs) e
0.2 ug BSA, e incubou-se durante 3 h a 37 °C. O produto da digestéo foi analisado

utilizando eletroforese em gel de agarose 1.5%.

3.3 Recombinagdao do vetor pENTR2BA-cOVA com o vetor adenoviral
pAd/CMV/V5-DEST

3.3.1 Recombinacdo do vetor pENTR2BA-cOVA com o vetor pAd/CMV/V5-DEST

Uma vez gerado o vetor de entrada pENTR2BA-cOVA, foi feita a reacao de
recombinacdo com o vetor plasmidial pAd/CMV/V5-DEST (genoma adenoviral)
(V49320, Invitrogen). Para isso, 20 fmol do vetor de destino pAd/CMV/V5-DEST e 10
fmol do vetor de entrada pENTR2BA-cOVA foram incubados com 2 pl de Gatway LR
clonase Il Enzime Mix (11791100, Invitrogen) e TE 1 X para 10 pl finais de reacdo,a
25 °C overnight. No dia seguinte, a reacéo foi inativada através da incubacdo com 2

Ml de proteinase K por 30 min a 37 °C.
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3.3.2 Transformacado por chogue térmico

Bactérias Stbl3 termocompetentes foram transformadas com o produto da
recombinacdo. Dessa forma, 1 pl de DNA plasmidial pAd/CMV/V5-cOVA
(pAd.cOVA), produto da reacdo de recombinacdo,foi adicionado as células e
incubado por 30 min em gelo. Decorrido esse tempo, as células foram submetidas
ao choque térmico a 42 °C durante 45 s seguidos por 5 min de incubacédo em gelo.

| w CmR attR2 V5 epitope |

pAd/CMV/V5-

DEST"
36686 bp

Pac |

Figura 6 - Mapa do vetor destino pAd/CMV/V5-DEST.

Esquema das seqUiéncias génicas presentes no plasmideo pAd/CMV/V5-DEST de 36 kb. No
plasmideo adenoviral encontra-se um gene de resisténcia a ampicilina, uma origem pUC de
replicacdo (pUC ori), um promotor de citomegalovirus (Pcwy) para uma alta expressédo do gene de
interesse, sequéncias repetitivas do adenovirus (ITRs), e uma sequéncia de poliadenilagdo (TKpA)
para dar eficiéncia na termina¢éo da transcricdo. Uma visdo mais ampla do sitios de clonagem mostra
a presenca de dois sitios de recombinacdo (attR1 y attR2), a regido do epitope V5, um gene de
resisténcia a cloranfenicol (CmR), o gene ccdB (para sele¢édo ou morte de células bacterianas).

Para recuperacéo celular, 1 mL de meio LB foi adicionado e seguiu-se uma
incubacdo a 37 °C, 300 rpm por 1 h no equipamento Unimax 1010 Shaker. Por fim,
100 pl da reacdo foram cultivados em placas de LB-agar suplementado com
ampicilina (0.1 mg/ml) permitindo a selecdo positiva dos clones transformados. O
volume restante da reacdao foi centrifugado a 2350 rcf por 2 min., o sedimento celular
bacteriano foi cultivado em placa segundo as condicbes descritas previamente.

Ambas as placas foram mantidas a 37 °C por 16 h.
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3.4 Confirmagéo da clonagem no vetor pAd.cOVA

No dia seguinte, 6 colbnias isoladas foram selecionadas e cultivadas em 5 ml
de meio liquido LB com ampicilina (0.1 mg/ml) a 37 °C no equipamento Unimax 1010
Shaker a 300 rpm por 16 h. Apés esse periodo, o DNA plasmidial foi extraido usando
o QlAprep Spin Miniprep Kit (27106, Qiagen). Posteriormente, 1 ug de DNA de cada
clone foi analisado segundo o padrao de bandas apdés digestdo com Xhol (1 h, 37
°C). Adicionalmente, as amostras foram sequenciadas. O clone que apresentou o
maior indice de similaridade com a seqiéncia in silico da OVA foi selecionada e
cultivada em 20 ml de meio LB com ampicilina (0.1 mg/ml) a 37 °C, 300 rpm por 16 h
no equipamento Unimax 1010 Shaker. O DNA plasmidial foi extraido com QlAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen) seguindo as instru¢des do fabricante.

3.4.1 Sequenciamento de DNA plasmidial clonado

As amostras de cada clone foram enviadas para sequenciar no Instituto de
Quimica da Universidade de Sao Paulo. O sequenciamento foi realizado no
equipamento ABI PRISM® 3130XL, e foi utilizada a reacdo de seqiienciamento Big
Dye terminator v.3.1 (4337455, Applied Biosystems). Inicialmente, a sequéncia da
OVA foi amplificada com os primers T7 e V5 (Tabela 3), separadamente, segundo
as seguintes condicdes: 150 ng DNA plasmidial, 9.6 pmoles primer, 1 X sequencing
buffer e 13% Big Dye v3.1 em 15 pl de volume de reagcdo. A amplificacdo do
fragmento a ser sequenciado foi realizada seguindo a ciclagem de 96 °C por 2 min,
seguido de 35 ciclos das seguintes etapas: 96 °C por 45 s, 50 °C por 30 s e 60 °C
por 4 min. O DNA amplificado foi precipitado com 0.9% de etanol 100% gelado, 0.1
M de NaOAc (pH 5.2) e 0.92 ug de glicogénio em 25 ul para cada amostra. Apos a
incubacdo em gelo por 15 min, a solucéo foi centrifugada a 1500 rcf por 20 min. O
excesso foi descartado e etanol gelado 70% foi adicionado ao pellet, seguido por
centrifugacgéo a 1500 rcf por 10 min. Posteriormente foi descartado o sobrenadante e

a amostra foi incubada por 1 min a 95 °C para permitir a evaporacao do alcool.
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Primer Sequiéncia

T7 (forward) 5 -TAATACGACTCACTATAGGG-3’

V5 (reverse) 5 -ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT-3

Tabela 3 - Oligonucleotideos utilizados para sequenciamento do gene de ovalbumina presente
no vetor pAd.cOVA.

Os oligonucleotidos utilizados na reacdo de sequenciamento foram desenhados para anelar nas
regides colindantes do gene da cOVA: a regido promotora T7, e o epitopo V5.

3.5 Producdo da particula viral

3.5.1 Transfeccdo de pAd.cOVA em células 293A

Inicialmente, o plasmideo adenoviral foi digerido com Pacl (New England
Biolabs) para permitir a exposicao das sequéncias ITR (Inverted Terminal Repeat),

segundo as indica¢fes do fabricante.

A transfeccdo de células eucariotas 293A com o vetor recombinado foi feita
utilizando dois tipos de lipofectamina: Lipofectamina 2000 (Invitrogen) e

Lipofectamina LTX + plus reagent (Invitrogen).

O dia anterior a transfeccao, foram preparadas duas placas com pocos de 35
mm com 5 x 10° células / poco e 2 ml de DMEM 10%, seguindo as instrucées do
fabricante. Assim, as células atingem 90% de confluéncia no momento do
experimento. Foram realizados trés grupos experimentais, em duplicata, um controle
negativo (sem lipofectamina), e um grupo controle positivo utilizando o plasmideo
PMAXGFP (3.5 kb) que expressa a proteina fluorescente verde (GFP). Nos dois
primeiros grupos experimentais mencionados foi testada a lipofectamina LTX com
concentracfes diferentes de DNA, e no ultimo grupo foi testada a Lipofectamina

2000 seguindo as instrucdes do fabricante.

Para o grupo experimental com Lipofectamina 2000, foi diluido 1 ug de
pAd.cOVA em 250 ul de meio Opti-MEM Reduced Serum Médium (31985-070,
GIBCO) néo suplementado com soro fetal bovino (SFB), em paralelo foram diluidos
3 ul de lipofectamina 2000 em 250 pl de Opti-MEM sem soro e incubados por 5 min.

Seguidamente, as duas solugbes foram misturadas e incubadas por 20 min a
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temperatura ambiente para permitir a formagdo de complexos lipofectamina-DNA.
Posteriormente, foi retirado o meio das células e substituido por 1.5 ml de Opti-MEM
com 10% de SFB, sendo posteriormente adicionada a solucédo de transfecgdo. O
meio das células foi trocado apos 24 h por meio DMEM 10%, segundo as instrucdes
do fabricante. Para o grupo controle positivo deste reagente foi utilizado o mesmo

protocolo utilizando o plasmideo pMAXGFP.

Para os grupos experimentais com lipofectamina LTX, foram diluidos 1,5 ug e
3 ug de pAd.OVA em 500 ul de meio Opti-MEM sem SFB, e incubados por 5 min.
com 2,5 ul de plus reagent. Depois, foram adicionados 6,5 pul de lipofectamina LTX e
a reacao incubou-se por 30 min. para formacdo da lipovesicula. Para o grupo
controle positivo, foi seguido 0 mesmo protocolo, usando uma Unica concentragao
plasmidial de 1,5 pg de pMAXGFP. Finalmente, as células foram incubadas por 4 h
com o mix de reacdo e, em seguida, o meio foi trocado por 2 ml DMEM 10%,

segundo as instrucdes do fabricante.

Apoés 48 h,as células de todos os grupos experimentais foram tripsinizadas e
transferidas a placas petri (100 x 20 mm) com 7 ml de DMEM 10%. Posteriormente,
guando as células atingiram 70-80% de confluéncia na auséncia de efeito citopatico,

foi induzida a transducéo viral.

3.5.2 Transducéao viral

Continuando com o protocolo descrito na se¢édo anterior, foram coletados em
tubos falcon 6 ml do sobrenadante do cultivo de células transfectadas sem efeito
citopatico (cada amostra por separado), sendo utilizado o 1 ml restante para
descolar as células aderidas e coloca-las no tubo falcon para serem centrifugadas a
280 rcf por 5 min. Em seguida, foi descartado o sobrenadante e resuspendeu-se o
pellet em 100 pl de PBS 1 X. Depois, cada amostra foi induzida a lise celular através
de 3 repeticbes de congelamento edescongelamento mediante a imerséo intercalada
em nitrogénio liguido e banho-maria a 37 °C. Finalmente, os tubos foram
centrifugados a 400 rcf por 5 min. para a eliminacdo dos residuos celulares, e 0

sobrenadante contendo particulas virais foi coletado para seu uso na proxima etapa.

Previamente, um total de 2 x 10° células 293A (ndo transfectadas) foram

plaqueadas em placa de 6 pocos, e colocadas em cultura durante 24 h em 2 ml de
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DMEM 10% a 37 °C, até atingirem uma confluéncia de 80%. Uma vez alcancadas
estas caracteristicas, retiramos o meio das células em cultivo e o sobrenadante viral
de cada amostra coletado na etapa anterior foi gotejado sobre elas. Colocou-se 1 ml
de DMEM 2% na placa e foram deixadas para incubacédo durante 4h. Apds esse
periodo, foram adicionados mais 2 ml de DMEM 2% e realizo-se uma nova

incubacao até observar efeito citopatico.

Seguidamente, este protocolo foi repetido em uma escala maior para
acrescentar o numero de particulas virais produzidas. Dessa forma, asprimeiras
particulas virais recolhidas no paragrafo anterior foram usadas para infectar novas
células 293A cultivadas em placas maiores de 100 x 20 mm. O sobrenadante viral

obtido foi aliquotado e mantido no freezer a -80 °C.

3.5.3 Producédo do estogue viral

Foram preparadas 12 garrafas T-150 contendo células 293A com uma
confluéncia maior ou igual a 90%. O meio das garrafas foi substituido por 5 ml de
DMEM 2%, e as células foram infectadas com 700 pl de sobrenadante viral nao
titulado, de forma a produzir efeito citopatico em 48 h. Incubou-se as garrafas a
37°C, por uma hora e, posteriormente, completamos o volume do meio para 25 ml
com DMEM 2%.

Apbs 48 h, o conteudo das garrafas foi coletado em tubos falcon de 50 ml e
centrifugado a 280 rcf a 4 °C, durante 10 min. Os sobrenadantes foram descartados,
e com 5 ml de tampdo Tris 0.1 M pH 8.0 + 10% glicerol os pellets foram

ressuspendidos e reunidos em um unico tubo, o qual foi congelado a -80 °C.

3.5.4 Purificacdo de adenovirus em gradiente de cloreto de césio

A suspensdo de células foi descongelada em gelo, e transferida para um
homogeneizador de vidro onde foi macerada durante 5 min, mantendo sempre a
amostra em contato com o gelo. Posteriormente, a solucao viral foi misturada com
deoxicolato sédico 5% na relacdo de 1:10 do volume de amostra, induzindo assim a
mudanca da consisténcia da amostra para uma textura gelatinosa. O processo de
homogeneizacdo foi realizado até a amostra adquirir uma consisténcia liquida

novamente, evitando a formacdo de bolhas de ar. Em seguida, a amostra foi
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dissolvida em uma solugao contendo 63% de Tris 0.1 M (pH 8.0) e 37% de solucéo
saturada de cloreto de césio. Para a amostra adquirir uma consisténcia mais aquosa,
foi realizada repetidas vezes a passagem dela através de uma agulha de 0.80 x 25
mm. Para isso, a amostra foi coletada em volumes pequenos em uma seringa e

seguidamente liberada através da agulha em um novo recipiente.

Seguidamente, a solucdo obtida foi transferida para tubos de ultracentrifuga
(Polyallomer, Beckman, 16 x 76 mm) e centrifugada a 35 000 rpm a 4 °C durante 16
h (Rotor VTI65.1, Beckman). A banda correspondente a fracdo adenoviralfoi
coletada e dialisada, com auxilio de uma membrana CEL MD8 100 CLR, contra Tris
0,01 M (pH 8.0) em camara fria (4 °C) por 4 h. A solucao de Tris 0,01 M foi trocada a
cada 2 h para evitar a saturacdo. Seguidamente, a solucéo viral foi recuperada da
membrana de didlise e adicionado 10% de glicerol ao volume obtido. Finalmente, a
solucdo viral dialisada foi dividida em aliquotas menores para seu almacenamento a
-80 °C.

3.5.5 Titulacdo de estogues de adenovirus recombinantes

Células 293A foram cultivadas por 24 h na densidade de 3 x 10° células por
poco, em meio DMEM 10% em duas placas de 24 pocos, até atingir 90% de
confluéncia. Apos esse periodo, uma aliquota do virus purificado foi descongelada e
misturada utilizando o aparelho vortex. Seguidamente, foi realizada uma diluicdo
inicial de 1:100 (10®) do estoque de virus, utilizando como diluente DMEM 10%. A
partir dessa diluicdo foramrealizadas diluicdes seriadas em quadruplicata, com fator
10. Para isso, foi utilizada uma placa de 96 pocos e realizaram-se diluicdes de 107
até 10™®, segundo o gréfico da Figura 7. Posteriormente, 200 pl de cada réplica das
diluicées 10® até 10" foram utilizadas para infectar um poco das placascom células
293A previamente preparadas. Apos a infeccdo viral, as placas foram incubadas
durante 1 hora nas condicdes previamente descritas. Posteriormente, se adicionou
1500 pyl de DMEM 5% a cada pogo da placa de titulagdo e, finalmente, foram
incubadaspor sete dias, sendo o titulo calculado a partir da maior diluicdo de virus

gue levou a formacéao de placas de lise.
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A 102 | 104 | 10% | 106 | 107 | 10% | 109 | 1070 | 101" | 1012 | 103 | 10

B 103 | 10¢ | 10° | 10® | 107 | 10® | 10° | 10| 101 | 102 | 10%3 | 10

Cc 102 | 104 | 105 | 10% | 107 | 10® | 10° | 10| 10" | 102 | 1013 | 10

D 102 | 104 | 105 | 105 | 107 | 10® | 10° | 10| 10" | 1072 | 1013 | 10

E 1023 | 1022 | 1021 | 102 | 1079 | 108 | 1017 | 1016 | 1015
F 1023 | 1022 | 1021 | 102 | 107 | 108 | 1077 | 1076 | 1015
G 1023 | 1022 | 1021 | 102 | 10 | 108 | 1077 | 1076 | 1015
H 1023 | 1022 | 1021 | 1020 | 10 | 108 | 1077 | 1076 | 1015

Figura 7 - Esquema da dilui¢&o viral com fator 10.
Distribuicdo, em quadruplicata, das diluicGes da particula viral feitas em uma placa de 96 pocos.

Para o calculo do titulo viral, selecionou-se a maior diluigdo do virus capaz de
induzir a formacdo de placas de lise nas células (representado pela letra A na
formula embaixo). Seguidamente, foi contabilizado o numero de placas de lise
geradas nos 4 pocos pertencentes a essa diluicdo, e foi calculada a média do
namero de placas de lise, a qual foi nomeada pela letra “X”. Desta forma, “X”
representa o numero de Unidades Formadoras de Placa (PFU) para a diluicdo A.
Seguidamente “X” foi multiplicada pelo numero de vezes que foi diluida na placa,

seguindo a seguinte formula:
X (1073 /104) =Y

Assim, na formula anterior “Y” representa o numero de PFU na primeira
diluicdo da placa, 1 x 10. J& que nessa diluicdo foram colocados 25 pl da solugéo
viral 102, “Y” equivale & quantidade de PFU presentes nesse volume. E portanto, o
numero de PFU presentes no volume total da solucéo 107 (representado pela letra
“Z” na formula embaixo) foi calculado por relacédo direta destes dados, segundo se

mostra a continuagao:

Yy——> 254
Z ——>1000 gl
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Portanto, “Z” representa a quantidade de PFU na diluicdo 102 De forma
similar aos calculos anteriores, considerando que essa diluigdo continha 10 pl da

solucéo stock foi realizado o seguinte calculo:

z—> 104l
vV ——>1000

De forma tal que “V” representa o numero de PFU / ml presentes na solucéo

stock do virus, em outras palavras, o titulo viral.

3.6 Cultivo de células 293A

As células 293A sédo uma linhagem imortalizada estabelecida a partir de
células embrionarias primarias de rim humano (HEK-293) (92). Como carateristica
especial, as células 293A apresentam genes da regido E1 do genoma do adenovirus
tipo 5 humano. Desta forma, os genes presentes no genoma das células 293A
complementam a delecdo presente nos vetores adenovirais utilizados na pesquisa

epermitem a replicacéo das particulas virais dentro delas.

3.6.1 Descongelamento de células 293A

Células 293A (Invitrogen) foram descongeladas em banho-maria a 37 °C,
Uma vez descongeladas, foram adicionadas a 4 ml de meio DMEM 10% (10% SFB,
1% L-glutamina, 1% pen-strep) e centrifugadas a 450 rcf por 5 min. O sobrenadante
foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 2 ml de meio de cultura, sendo o

volume total transferido a uma garrafa de T-75 (75 cm?) com 8 ml de DMEM 10%.

3.6.2 Repique de células 293A

As células 293A foram cultivadas em frascos T-75 com 10 ml de meio DMEM
10% em estufa & 37 °C e 5% de CO,. Foram colocadas 1 x 10° células por frasco, e
apos 3 dias atingiram uma confluéncia de 85%. Para a transferéncia e subcultivo
celular foi preciso descolar as células da placa através da incubacdo com 2 ml de
tripsina por 5 min, e a inibicdo da reacdo com 4 ml de meio DMEM 10%. O pellet

celular foi recuperado por centrifugacdo a 450 rcf e resuspendido em 5 ml.
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Finalmente,1 x 10° células foram transferidas para um frasco T-75 contendo 10 ml de
meio DMEM 10%.

3.6.3 Congelamento de células 293A

As células em cultura foram tripsinizadas e coletadas segundo o protocolo
previamente descrito, apds centrifugacdo o pellet foi ressuspendido em 3 ml de
DMEM 10%. Para a contagem celular, misturou-se 10 ul do volume celular com 90 pl
de azul de tripan; e 10 pl da solugdo resultante foi colocada em camara de

Neubauer. O namero total de células foi calculado pela seguinte formula:

) 2. células . _
# total de células = — x10x 10* x volumen de meio
nimero de quadrantes

Apés a contagem de células, o tubo falcon foi centrifugado e as células foram
ressuspendidas em um volume de meio criogénico (10% de DMSO e 90% de SFB)
apropriado para que figuem 1 x 10° células / ml. Rapidamente, cada mililitro de
células foi colocado em um criovial, transportado em gelo e guardado a -20 °C por 1
h. Apds este periodo, os vials foram transferidos a -80 °C, e no dia seguinte

armazenados no nitrogénio liquido.

3.7 Padronizacao da dose viral

A dose viral para a ativacdo da resposta imune celular foi avaliadaem
camundongos selvagens através do ensaio de citotoxicidade in vivo (ver secao
3.9.1), Grupos de camundongos receptores foram imunizados com trés doses virais
diferentes: 2 x 10, 2 x 10° ou 2 x 10" PFU / 100 pl. Sete dias depois da imunizacéo
foi avaliada a capacidade de eliminacdo das populacfes pulsadas com o peptideo
da OVA. A menor dose capaz de ativar a resposta citotoxica foi selecionada para os

préximos passos.
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3.8 Animais de experimentacao

Foram usados camundongos C57BL/6 selvagens, bim” e bim*", machos, de
8-12 semanas de idade. Camundongos C57BI/6 selvagens foram utilizados como
controle da resposta imune. Adicionalmente, camundongos bim*" foram utilizados
como controle da linhagem bim” uma vez que sdo camundongos irméos e foram
mantidos exatamente nas mesmas condi¢des durante seu desenvolvimento. Estes
animais foram adquiridos e manipulados no Biotério de Experimentacdo do
Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sao Paulo (ICB - USP). Os procedimentos experimentais foram avaliados pela
comissdo de ética no uso de animais (CEUA) do ICB-USP, sendo que a aprovacao
se encontra registrada sob n° de protocolo 110 nas folhas 23 do livro 03.

Além disso, foi criada a linhagem de camundongos OTI bim™, que foi utilizada
para avaliar a proliferacédo de linfécitos T CD8" in vivo, assim como a expresséo de
marcadores de ativacdo através de protocolos de transferéncia adoptiva com

camundongos C57BL/6 selvagens.

3.8.1 Geracdo de camundongos bim™

Os camundongos fémeas deficientes do gene bim, apresentam problemas
reprodutivos relacionados a malformacdes na morfologia da vagina (93). Ja que o
mesmo fenotipo ndo é observado nas fémeas heterozigotas para bim,
padronizarmos o cruzamento entre fémeas bim* e machos bim”. Os animais
obtidos deste cruzamento foram marcados e genotipados segundo protocolo

descrito a seguir.

3.8.2 Genotipagem de camundongos bim*" e bim™

Cinco milimetros da ponta da cauda de cada camundongo foi cortada com
tesoura cirargica estéril e colocada em 400 pL de tampéo de lise contendo 200 mM
NaCl, 100 mM Tris-HCL (pH 8.0), 5 mM EDTA, 0.2% SDS e 100 pg/mL de
proteinase K. As amostras foram deixadas em incubacao de 56 °C, 53 rcf, overnight.
No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 21130 g, 4 °C por 5 min., e o

sobrenadante de cada tubo foi transferido para outro eppendorf contendo 400uL de
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isopropanol, sendo posteriormente misturados por inversdo 15 vezes até atingir a
formacédo de uma nuvem de DNA. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
13520 g, 4 °C por 10 min.O sobrenadante foi descartado e se adicionaram 500 pL de
etanol 70% gelado seguido de uma nova centrifugacéo a 280 g, 4 °C por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram colocados durante 1 h no fluxo
laminar para permitir a evaporagdo dos restos de etanol. Finalmente, o pellet de
DNA foi ressuspendido em 100 pL de TE, e incubado a 64 °C por 30 min. para
completar a diluicdo do DNA. A gquantificacdo da concentracdo de DNA foi realizada
no Nanodrop 2000 (Thermo Scientific), e cada amostra foi diluida até atingir a

concentragéo de 50 pg/ml.

Seguidamente, a regido génica codificante para a proteina BIM foi amplificada
por PCR convencional a partir do DNA total extraido de cada uma das amostras. O
mix de reacéo utilizado continha 1 X de PCR Buffer, 0,16 uM de MgCl,, 22 pM primer
0IMR1851, 22 pM do primer 0oIMR1852, 22 pM do primer 0oIMR1853 (Tabela 4), 0.11
mM de dNTPs, 2.15 U da enzima Taq DNA polimerase, e 0.1 ug de DNA. O ciclo de
reacdo comecou com a desnaturacdo do DNA gendémico a 94 °C por 4 min. seguido
de 35 ciclos de amplificacdo: 30 sa 94 °C, 30 s a 50 °C e 1 min. em 72 °C, e um

ciclo de alongamento final a 72 °C por 5 min.

Sequéncia (5’ 2> 3’) Tipo de primer
0IMR1851 CATTCTCGTAAGTCCGAGTCT Comum
0IMR1852 GTG CTAACT GAAACCAGATTAG Selvagem
0IMR1853 CTC AGT CCATTC ATC AAC AG Mutante

Tabela 4 - SeqUiéncia dos oligonucleotidos para genotipagem de camundongos bim™.
Camundongos resultantes do cruzamento entre fémeas bim™ e machos bim” sdo genotipados
utilizando 3 sequéncias de primers. Oprimer oIMR1851é de uso comum para a os dois gendtipos. O
primer 0oIMR1852 reconhece por complementaridade o exon que codifica para o dominio BH3 em
camundongos selvagens. Entretanto, o primer oIMR1853 é complementar a seqiiéncia loxP inserida
no lugar do exon que codifica para o dominio BH3 em camundongos bim™".



53

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1.5% contendo 600 X de gel red (Uniscience). As bandas foram fotografadas com o
equipamento LAS500 (Healthcare Life), verificando-se a presenca de uma banda de
400 pb para os animais WT, uma banda de 540 pb para os bim” e as duas bandas
para os camundongos bim*" (Figura 8).

L Brc+C-1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
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Figura 8 - Genotipagem de camundongos BIM.

Observa-se as bandas obtidas da eletroforese dos produtos da PCR dos animais genotipados. As
amostras 1, 4, 13, 14 17 e 19 representam camundongos bim”, e as amostras restantes representam
camundongos heterozigotos (bim”’). L: Ladder 100 pb (Invitrogen). Br: Branco. C+: Controle dos
primers olIMR1851 e 0IMR1853 (camundongo bim"') banda de 540 pb. C-: Controle dos primers
0IMR1851 e 0IMR1852 (camundongo selvagem) banda de 400 pb. .

3.8.3 Geracdo da linhagem C57BI/6 OTI bim™

Devido ao problema reprodutivo que apresentam as fémeas bim”, o cruze
para a geracdo desta nova linhagem foi realizado através do acasalamento de
camundongos macho C57BI/6 bim” com fémeas C57BI/6 OTI. Seguidamente,
camundongos fémeas da progénie, que possuiam fendtipo OTI e gendtipo
heterozigoto para o gene bim, foram cruzadas com camundongos macho bim™.
Dessa forma foi obtida finalmente a primeira geracdo de camundongos bim” com
fenétipo OTI. Finalmente, estes animais foram acasalados com fémeas OTI bim™",
acrescentando as probabilidades de a descendéncia apresentar fenétipo OTI e

gendtipo bim” (Figura 9).
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Figura 9 - Geracao da linhagem de camundongos C57BI1/6 OTI bim™.

O acasalamento entre as linhagens de camundongos OTI e bim”, foi realizada ao longo de trés
geracdes para a obtencdo de camundongos OTI bim”". Devido ao problema de fertilidade das fémeas
da linhagem bim™ foram utilizados camundongos machos como doadores do gene mutante durante o
cruzamento destas linhagens.

3.8.4 Fenotipagem de camundongos OTI bim™”

Para avaliar a expressao do TCR transgénico (TCRaV2 / TCRBVS) especifico
para o reconhecimento de residuos de OVA nos linfocitos T CD8" dos camundongos
da linhagem OTI bim™, foram coletados 15 — 25 pl de sangue através de um corte na
ponta da cauda. Durante a coleta, cada amostra de sangue foi misturada com 100 pl
de citrato de sédio para impedir a formacdo de coagulos. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas a 400 rcf por 5 min, e o sedimento celular foi
hemolizado através da incubacdo a temperatura ambiente durante 3 min com 500 pl
de tampao de lise (0,15 M NH4Cl, 1 mM KHCO3, 0,1 mM Na EDTA, pH 7.2). Apés a
incubacdo, a reacao foi neutralizada com 1 ml demeio RPMI suplementado com 10%
de SFB (RPMI 10%), e as amostras foram centrifugadas novamente a 400 rcf por 5

min. Finalmente as células foram ressuspendidas na solugdo de anticorpos: anti-
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TCR VB5.1, 5.2—PE clone MR9-4 (Biolegend) e anti-CD8a-APC.Cy™7 clone 53-6.7
(BD Biosciences) na concentracdo de 1.33 pg/ml, e incubadas por 30 min a 4 °C.
Terminado o tempo de incubagdo foram adicionados 500 pl de MACS buffer,
seguidos de 1 ciclo de centrifugagcédo. Finalmente, as amostras foram fixadas com
paraformaldeido (PFA) 1% e analisadas por citometria de fluxo, no equipamento
FACS Canto Il (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) e posteriormente no
software FlowJoX.

A estratégia de gate utilizada foi a seguinte: FSC-A x FSC-H para excluir
doublets, FSC-A x SSC-A para selecionar a populacéo linfocitaria, e APC.Cy7-CD8 x
PE-TCRBV5 para determinar as populacées de linfocitos T CD8" que expressam ou
nao o TCR especifico para OVA. Para a analise, vinte mil eventos foram adquiridos
na janela da populacao linfocitaria, eforam considerados com fendtipo OTI aqueles
camundongos que possuem uma quantidade maior a 90% de linfécitos T CD8" com

TCRs especificos para OVA, em relagédo aos linfocitos T CD8" néo transgénicos.

3.9 Avaliacdo da resposta citotéxica

Camundongos selvagens, bim*" e bim” foram imunizados com o adenovirus
5 humano deficiente de replicacdo que expressam 0 gene da ovalbumina
citoplasmatica (Ad.cOVA). Cada animal recebeu uma dose viral de 2 x 10° PFU / 100
Ml por via intramuscular no musculo Tibialis anterioris, sendo inoculada a metade da
dose em cada um dos flancos com ajuda de seringas de insulina U - 100 e uma
agulha de calibre 27 G. ApoOs sete dias da imunizacédo,foi avaliada a resposta
citotoxica anti-OVA através de ensaios de citotoxicidade in vivo, producao de IFNy,

progresséao do crescimento tumoral e proliferacéo linfocitaria.

3.9.1 Ensaio de citotoxicidade in vivo

Com o objetivo de determinar os linfécitos T CD8" especificos para o epitopo
imunodominante SIINFEKL (H-2Kb) da ovalbumina, foram realizados ensaios de
citotoxicidade in vivo. O protocolo foi adaptado do protocolo desenhado por
Clemente e colaboradores (2013) (94).
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Camundongos C57BL/6 foram anestesiados por via i.p.com 2 mg ketamina +
0.2 mg xilazina, e seguidamente sacrificados por deslocacao cervical, e os bacos
foram recuperados e mantidos em meio RPMI 10%. Desta forma, foram utilizadosem
proporcdo 1 animal doador (obtendo aproximadamente 7 x 10’ esplendcitos por
baco) para cada 2 animais receptores. Posteriormente, os bacos foram macerados e
a solucéo de esplendcitos foi colocada em falcon e incubada durante 10 min a 4 °C
com a finalidade de decantar os restos do tecido. Apds o periodo de incubacéo, o
sobrenadante foi recuperado e centrifugado a 500 rcf por 5 min. Seguidamente, a
suspensédo celular foi hemolisada através da incubagdo por 2 min em 2 mL de
tampéo de lise por baco (0,15 M NH,CIl, 1 mM KHCO3, 0,1 mM Na EDTA, pH 7.2).
Apébs o tempo de incubacado a reacédo foi neutralizada com RPMI 10%, adicionando
duas vezes o volume da solucédo de lise utilizada. A continuacdo centrifugou-se
novamente a amostra a 500 rcf por 5 min, e o pellet celular foi ressuspendido em
RPMI 10%.

Os esplendcitos anteriormente obtidos foram divididos em duas ou quatro
populacdes e marcados com os corantes vitais Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit
(Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) e CellTrace™ Violet Cell Proliferation Kit
(Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA). Estes corantes foram diluidos em PBS 1
X aquecido a 37 °C até obter a concentragéo de uso de 10 yM (CFSEnign), 1 uM
(CFSELow), 5 UM (CTV4high) ou 0.5 pM (CTViow). As células foram incubadas na
presenca destes marcadores durante 17 min para as marcacdes com CFSE e 20
min para as marcacdes com CTV. Apos centrifugacdo a 500 rcf por 5 min, as
populagdes CTVuigh, CFSEnigh € CTV 0w foram ressuspendidas em RPMI 10% pré-
aquecido e pulsadas por 1 hora a 37 °C com 10 nM, 100 pM e 1 pM do peptideo
OVA, respectivamente. Entretanto, as células CFSE,,, foram resuspendidas em
RPMI 10% e permaneceram nao pulsadas. Em seguida, as células pulsadas foram
lavadas e misturadas na mesma proporcado com as células CFSE |, antes de serem
injetadas por via i.v. através do plexo retro-orbital de camundongos receptores.
Dessa forma, foram transferidas 4 x 10’ células em 200 pL de RPMI ndo
suplementado por camundongo. Apdés 16 - 20 h da transferéncia, os bacos dos
camundongos receptores foram coletados, processados, e fixados com PFA 1%
diluido em PBS 1 X.
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As amostras foram analisadas por citometria de fluxo, no FACS Canto I
(Becton Dickinson) e posteriormente no software FlowjoX. A estratégia de gate
utilizada foi a seguinte: FSC-A x FSC-H para excluir doublets, FSC-A x SSC-A para
excluir debris celular e finalmente CFSE x CTV para determinar as populacdes de
esplendcitos marcadas com 0s corantes vitais. Para a aquisicdo de eventos a
populacdo CFSE,,, correspondente as células ndo pulsadas foi utilizada como
grupo controle, a partir do qual foram adquiridos dez mil eventos. A porcentagem de

lise especifica foi determinada usando a férmula:

% CFSEp;gn imunizado / % CFSE,,,, imunizado
1 - - - x 100%
% CFSEp;gn naive / % CFSE,,,, naive

3.9.2 Ensaio de ELISPOT para IFNy

O ensaio de ELISPOT (Enzyme-Linked ImmunoSpot) foi realizado para
determinar a frequéncia de células antigeno-especificas para o peptideo SIINFEKL
de OVA produtoras de IFNy. Este protocolo foi adaptado a partir do protocolo
descrito por Boscardin et al., 2003 (95).

Inicialmente, foram adicionados 60 pL por pogo de PBS 1 X estéril contendo
10 ng/mL do anticorpo de captura monoclonal anti-IFNy de camundongo (551216,
BD Bioscience) em uma placa de nitrocelulose de 96 pocos (Multiscreen HA
Millipore). A placa foi incubada overnight a temperatura ambiente e, no dia seguinte,
foi lavada trés vezes com 100 pL de RPMI em condicdes estéreis. Seguidamente, foi
realizado o bloqueio da placa através da incubagao por 2 h a 37 °C com 100 pL de
meio RPMI 10%. Seguidamente, células respondedoras e apresentadoras foram
colocadas na placa pre-tratada em uma proporcédo de 1.3, respectivamente. Estas
células foram incubadas na presenca ou auséncia do peptideo de OVA em uma

concentragéao final de 10 yM durante 24 h a 37 °C e 5% CO, em condic¢des estéticas.

As células respondedoras foram obtidas do baco de animais C57BI/6
selvagens, bim™ e bim” previamente imunizados ou ndo (seguindo o protocolo

descrito na se¢do 3.9.1). Essas células foram ressuspendidas em uma concentracao
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de 1 x 10°células / ml em meio RPMI completo (suplementado com 1 X MEM NEA
(Non Essencial Aminoacids) (Gibco), 1% L-glutamina (Gibco), 1 X B-Mercaptoetanol
(Gibco), 1 X piruvato de sddio (Gibco), 1% penicilina e estreptomicina (Gibco), 10%
SFB (Gibco) e 5 ng/mL de IL- 12 recombinante humana). Por outro lado,
esplendcitos procedentes de animais C57BL/6 selvagens nao tratados foram
utilizados como células apresentadoras de antigeno, e resuspendidas em uma
concentracdo de 3 x 10° células / ml. Cem microlitros de cada suspens&o (células
respondedoras e apresentadoras) foram colocados em cada poco da placa de

nitrocelulosa, como indicado no paragrafo anterior.

Passadas as 24 h, os pocos foram lavados 3 vezes com PBS 1 X e 5 vezes
com PBS Tween 20 (0.05%) (Fisher BioReagents). Em seguida, a placa foi incubada
overnight a 4 °C com 75 pL por pogo do anticorpo biotinilado anti-IFNy de
camundongo (554410, BD Bioscience) diluido em PBS Tween 20 (0.05%) na
concentragao final de 2 ug/mL. No dia seguinte, a placa foi lavada 5 vezes com PBS
Tween 20 (0.05%) e 3 vezes com PBS 1 X. Posteriormente, foram adicionados 100
ML por pogo de PBS Tween 20 (0.05%) contendo o complexo estreptavidina-HRP
(554066, BD Bioscience) em uma diluicdo 1:800, com esta solucao foi realizada uma
incubacédode 2 h a temperatura ambiente. Uma vez mais foram realizados 3lavados
com PBS Tween 20 (0.05%) e 5 lavados com PBS 1 X. A continuacéo, a placa de
nitrocelulosa foi revelada através da exposi¢cdo durante 15 min com 100 pL por pogo
da solucéo de revelado (Tris-HCL 50 uM pH 7.5, 1 mg/ml de DAB, 1 pl/ml de H0,).
A reacédo foi interrompida por meio do lavado com agua corrente. Finalmente, a
placa foi secada a temperatura ambiente e os “spots” foram quantificados no leitor
automatico para ELISPOT (AID ELRO06).

3.9.3 Marcacéo intracelular para IFNy

Outra ferramenta para determinar a frequéncia de células produtoras de IFNy
€ através do uso de anticorpos fluorescente especificos para o reconhecimento
desta citocina. A deteccdo deles € realizada por citometria de fluxo, tendo a
vantagem de ser uma técnica altamente sensivel, especifica e que pode ser utilizada

para o reconhecimento de mais de uma molécula simultaneamente.
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Desta forma, esplendcitos de camundongos C57BI/6 selvagens, bim*™ e bim”
previamente imunizados ou n&o foram recuperados e processados seguindo o
protocolo descrito na secéo 3.9.1. Posteriormente, 2 x 10° células de cada amostra
foram transferidas para uma placa de 96 pogcos com fundo U e cultivadas em 200 pl
de meio completo (RPMI suplementado com 10% SFB, 1 X 2-mercaptoetanol, 1 X
MEM NEA, 1 X vitamina, 1 X piruvato de sodio, 1% L-glutamina, 2 ug/ml anti-CD28,
1 pg/ml golg plug, 5 pg/ml monensina). A incubacao destas células foi realizada na
presenca ou auséncia do peptideo de OVA (10 pg/ml) por um periodo de 11 h a 37
°C e 5% de CO..

Ap6s a incubacéo, as células foram lavadas duas vezes com MACS buffer e
incubadas por 30 min com o0 anticorpo de superficie anti-CD8. Posteriormente as
células foram lavadas, e incubadas por 20 min a 4 °C com o kit Cytofix/Cytoperm
(BD Bioscience) para permitir a fixagdo e permeabilizacdo da membrana celular.
Passado esse periodo os pogos foram lavados duas vezes com 100 ul da solugao
Perm/Wash 1 X. A continuagéo as células foram marcadas intracelularmente atraves
da incubacdo por 15 min com anti-IFNy. Finalmente, foram realizadas duas etapas
de lavado, e as células foram resuspendidas em MACS buffer para posterior analise

no citometro de fluxo.

As amostras foram analisadas por citometria de fluxo FACS Canto Il (Becton
Dickinson), e posteriormente no software FlowjoX. A estratégia de gate utilizada foi a
seguinte: FSC-A x FSC-H para excluir doublets, FSC-A x SSC-A para a selecéao da
populacdo linfocitaria, SSC-A x CD8, e finalmente SSC-A x IFNy para a
determinacéo da frequéncia de linfécitos T CD8" produtores de IFNy. Para uma
analise robusto, setecentos mil eventos foram adquiridos na janela da populagéo

linfocitaria.

3.9.4 Avaliacdo da progressao tumoral

O ensaio de progressao tumoral foi realizado com o objetivo de avaliar a
resposta dos linfécitos T CD8" desde outro enfoque experimental, uma vez que a
eliminacdo das células tumorais esta relacionado a atividade citotéxica desenvolvida
pelos linfécitos T CD8*.Camundongos C57BI/6 selvagens, bim™ e bim™ previamente

imunizados, ou ndo, foram desafiados com células tumorais de melanoma da
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linhagem Tml que expressam a proteina da OVA na forma citoplasmatica
(Tml.luc.cOVA). A linhagem Tml deficiente de OVA (Tml.luc) foi utilizada como
controle do experimento. O crescimento tumoral foi monitorado através da medicao,
com paquimetro,do didmetro menor e maior da tumoracdo, estas medi¢cdes sdo
representadas na formula embaixo com as letras “a” e “b”, respetivamente. Com

esses dados, o volume tumoral foi calculado a partir da seguinte formula:

Volume tumoral = 0.5 x a’x b

O crescimento tumoral foi avaliado até os tumores atingirem um volume maior

o igual a 1.5 cm?®, depois do qual os camundongos foram sacrificados.

3.9.5 Ensaio de proliferacao in vivo

+

Para avaliar as diferencas no padrédo de proliferagdo dos linfécitos CD8
deficientes da proteina BIM em resposta a um antigeno-especifico, foram utilizados
esplendcitos da nova linhagem OTI bim™. Os camundongos OTI bim” apresentam
linfécitos T CD8" transgénicos, com TCR especifico para o reconhecimento de
residuos de OVA. Desta forma, esplendcitos de camundongos OTI e OTI bim™ foram
isolados como indicado na secdo 3.9.1 e marcados com os corantes CFSE e CTV,
respectivamente. As populacdes foram misturadas na propor¢cédo 1:1 de linfécitos T
CD8", determinada a partir da fenotipagem dessas células seguindo o protocolo
descrito na secdo 3.7.4. A continuacado, as células foram resuspendidas em meio
RPMI n&o suplementado em uma concentracgéo de 1 x 107 células / 100 pl, e 200 pl
foram inoculados em camundongos C57BI/6 selvagens, através da inoculacdo por

via i.v. no plexo retro-orbital.

Depois de 2-3 h da transferéncia adotiva dos esplendcitos procedentes de
camundongos OTIl e OTI bim”, os camundongos receptores foram vacinados com
2 x 10’ PFU / 100 pl de Ad.cOVA para estimular a proliferacdo dos linfocitos com
TCR especifico para OVA. Quatro dias depois, o baco dos camundongos receptores
foram coletados e processados para obtencdo dos esplendcitos. A continuacédo foi
realizada a marcacdo com anti-CD3 e anti-CD8, através da incubacédo por 30 min
destes anticorpo em MACS buffer. Finalmente, as amostras foram analisadas por

citometria de fluxo no equipamento FACS Canto Il (Becton Dickinson).
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3.10 Anélises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software STATISTICA
(data analysis software system) versdo 7 (2004), da empresa StatSoft, Inc.

(www.statsoft.com).

Em um primeiro momento foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para provar a hipétese
de distribuicdo normal dos dados. Seguidamente, debido a falta de distribuicdo
normal, os dados foram analisados através do teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis para identificar a presenca de variagdes entre grupos, seguido do teste pos-
hoc LSD (least significant difference) de Fisher para analisar as interagfes entre os
grupos. Assim, valores de p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) e p < 0.001 (***) foram

considerados estatisticamente significativos.
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4.1 Producéo do vetor adenoviral

Com o objetivo de induzir a ativacdo dos linfécitos T CD8" em camundongos
deficientes da proteina BIM, foi produzida uma vacina adenoviral capaz de estimular
a resposta imune citotéxica de uma forma antigeno-especifica. Assim, através de
multiplos passos, foi clonado o gene da ovalbumina (OVA) dentro de um vetor

adenoviral.

A OVA tem sido estudada por muitos anos em inumeros protocolos de
imunizacado, sendo descrita como um potente imunégeno. Algumas décadas atras, a
procura de novas metodologias terapéuticas e o entendimento da importancia da
localizacdo e expressao do antigeno inoculado (96) permitiu a construcdo de novas
formas de OVA. A clivagem ou introducdo de sequencias especificas na porcgéo
terminal codificadora para OVA originou diversas conformacdes dessa proteina,
atualmente sao utilizadas na pesquisa: mOVA, OVA ancorada a membrana
plasmatica (96); cOVA, OVA citoplasmatica (97); e sOVA, OVA secretada. Assim,
neste estudo foi escolhida a conformacéao citoplasmatica desta proteina (cCOVA) com
0 intuito de ativar a resposta imune celular contra este antigeno. Dessa forma, a
expressao intracelular de cOVA nas células infectadas pelo adenovirus permitiu a
apresentacao do antigeno através do MHC de classe |, e desencadeamento de uma

resposta imune citotéxica antigeno-especifica.

A OVA é uma proteina utilizada tradicionalmente como antigeno-padrao em
pesquisas desenvolvidas na area de imunologia, devido a sua acdo como um
potente imundgeno. Portanto, atualmente existe uma ampla gama de ferramentas
gue visam avaliar a resposta imune antigeno-especifica contra OVA. Entre elas
destaca-se os anticorpos monoclonais anti-OVA, pentameros de OVA, linhagens
celulares geneticamente modificadas para expressdo de OVA, camundongos
transgénicos com TCR especifico para OVA, peptideos de OVA restritos para o
MHC-I (OVA 257-264, SIINFEKL) ou MHC-II (OVA 323-339, ISQAVHAA-
HAEINEAGR), entre outros. Desta forma, o uso de OVA como antigeno representa
uma grande vantagem, ja que permite uma maior versatilidade no monitoramento da

resposta imune induzida depois da vacinacao.
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4.1.1 Isolamento do gene de cOVA

Inicialmente, a porcdo génica de 789 pb que codifica para cOVA foi
recuperada a partir do plasmideo pCl-neo-cOVA (Addgene) que apresenta um total
de 6261 pb. Assim, o plasmideo doador (pCl-neo-cOVA) foi digerido com a enzima
EcoRlI permitindo a liberacdo da sequencia de interesse. A correta liberacdo do gene
de cOVA através da digestdo enzimética foi avaliada por eletroforese da amostra
apos digestdo. Desta forma, na Figura 10B é possivel observar que a banda

liberada apresenta o tamanho referido para a sequiéncia génica de interesse.

EcoRI (1096)

6 000 pb
4000 pb

2500 pb

pCl-neo-cOVA

6261 bp 1500 pb

1000 pb
EcoRI (1885)

500 pb

A B

Figura 10 - Isolamento do gene de cOVA.

A. Esquema da disposi¢do das sequencias mais relevantes presentes no plasmideo pCl-neo-cOVA.
Observa-se o gene de resisténcia a ampicilina (AmpR), a seqiéncia do gene de ovalbumina
citoplasmatica (cOVA) de 789 pb, e os sitios de restricdo para enzima EcoRI. B. Eletroforese em gel
de agarose 1% que mostra a liberacdo da sequencia de cOVA (789 pb) a partir do vetor base pCl-
neo-cOVA. Lane 1. Plasmideo ndo digerido. Lane 2: Plasmideo digerido com enzima EcoRI. L:
Ladder de 1kb (Invitrogen).

4.1.2 Clonagem da seqiléncia cOVA no vetor de entrada pEntr2BA

A clonagem de genes em vetores de pequeno tamanho vale-se da
especificidade das enzimas de restricdo, assim como de seu potencial de criar cortes
com extremidades coesivas, para a insercdo correta de sequéncias génicas,
respeitando o marco de leitura do gene de interesse. Porém, existem algumas

limitacbes para trabalhar com vetores adenovirais devido a maior dimensao deles. O
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grande tamanho destes vetores impossibilita o uso de enzimas de restricdo, devido a
inexisténcia de sitios de restricAo de corte Unico ou duplo na imensidade de
sequéncias que estes vetores carregam. Desta forma, a tecnologia desenvolvida
pela empresa Thermo, com a plataforma Gateway, utiliza os mecanismos de
recombinacdo desenvolvidos evolutivamente pelos bacteriofagos A para superar
aquelas limitacdes e permitir a clonagem especifica de genes, cujo mecanismo de

acao sera referido posteriormente.

Os vetores de entrada, conhecidos como pENTR, sdo moléculas chave para o
processo de recombinacdo, uma vez que possuem as seqUéncias de
reconhecimento que medeiam o evento de recombinacdo. Estes vetores sao
utilizados como plasmideos intermediarios de pequeno tamanho. Porque, através do
uso de enzimas de restricdo, € possivel inserir a sequéncia de interesse nestes
vetores, para posteriormente, por recombinacdo homologa, passar a sequéncia de
interesse ao plasmideo destino. Além disso, 0 plasmideo pENTR2B possui uma
sequéncia de grande importancia para iniciar o processo de traducdo de proteinas,
conhecida como a sequéncia Kosak. A qual se encontra presente em células
eucarioticas e esta localizada do lado do codon de inicio AUG na sequéncia dos
MRNA de diferentes genes (98). Desta forma, a sequéncia Kosak serve como alvo
para a ligacdo da subunidade menor do ribossomo, onde age reforcando a eficiéncia
de iniciacdo da traducdo (99), apresentando um papel importante durante a

regulacdo da expresséao génica.

Desta forma, para a insercdo da sequéncia de cOVA no vetor de entrada foi
utilizada a enzima EcoRI, devido a que o sitio de restricdo que ela reconhece
encontrava-se na regido polilinker de ambos os vetores, o vetor doador (pCl-neo-
cOVA) (Figura 10A) e o vetor de entrada (pENTR 2BA) (Figura 11A). A simulacéo
in silico da clonagem do gene de cOVA (Figura 11) permitiu observar a perda do
gene de resisténcia a cloranfenicol, e com ele, a eliminacdo de um ponto de
reconhecimento para a enzima EcoRI. Estes dados foram utilizados para a selecao e
reconhecimento dos clones de células que incorporaram corretamente a sequencia

de interesse.

Assim, depois de realizada a clonagem, os plasmideos resultantes foram

transformados em bactérias DH5a e os clones que incorporaram o vetor foram
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selecionados negativamente através do cultivo em placa de agar suplementado com
cloranfenicol. Portanto, os clones que n&do foram capazes de crescer no meio
seletivo foram considerados para analises posteriores, uma vez que a morte destes
clones indica a perda da sequéncia de cloranfenicol no plasmideo transformado.
Porém, para eliminar a possibilidade de o vetor ter fechado sem a incorporacédo da
sequencia de cOVA, foi avaliada a presenca do inserto cOVA em dez col6nias
sensiveis ao cloranfenicol através do ensaio de restricdo com a enzima EcoRI. A
Tabela 5 mostra os tamanhos dos segmentos esperados para ambos os vetores: o

vetor vazio pEntry2BA e o vetor com inserto pEntry2BA-cOVA.

Figura 11 - Simulac&o in silico da clonagem do gene cOVA no vetor pENTR 2BA .

A. Digestdo do vetor pENTR2BA com EcoRI e B. introdu¢éo do inserto de cOVA previamente
recuperado do vetor base através do uso desta mesma enzima de restricdo. Observa-se a eliminagao
do gene de resisténcia a cloranfenicol (CmR) do plasmideo pENTR 2BA.

pEntry2BA pEntry2BA-cOVA
2 295 pb 2 295 pb
827 pb 789 pb
327 pb

Tabela 5 - Bandas esperadas da digestao de pEntry2BA e pEntr2BA-cOVA com EcoRI.

A clivagem enzimatica dos plasmideos pEntry2BA e pEntr2BA-cOVA mostra diferencas no nimero de
segmentos de DNA gerados. O vetor vazio (pEntry2BA) apresenta 3 sitios de corte, em tanto que a
presenga do gene da OVA no plasmideo pEntr2BA-cOVA reduziu os pontos de acdo desta enzima,
permitindo o reconhecimento de ambos os vetores.
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A digestdo enzimatica do plasmideo recuperado a partir dos clones
selecionadas demostrou que o 50% dos clones nao tinha incorporado a sequencia
de cOVA durante o protocolo de ligacdo (Figura 12). Nos clones restantes foi
possivel observar a liberacdo do gene de cOVA, uma vez que se observou a banda
correspondente ao tamanho dessa sequencia assim como a banda correspondente
a armacdao plasmidial intata, segundo o descrito na Tabela 5. Desta forma, os clones
1, 2, 5, 7 e 10 foram selecionados por presentarem a banda de 789 pb
correspondente a cOVA, e utilizados nas préximas etapas.

Figura 12 - Avaliagdao da clonagem de cOVA no vetor pENTR 2BA.

O DNA de dez colbnias isoladas foi digerido com EcoRI para corroborar a presenca do inserto da
cOVA segundo o padrdo de bandas. Bandas esperadas: 2295 pb e 789 pb. L: Ladder 1 kb plus
(Invitrogen). Lane 1-10: Clones isolados apds clonagem de cOVA no vetor de entrada.

Devido a que a clivagem foi realizada com a mesma enzima para os dois
extremos, a sequéncia de cOVA ndo possui direcionalidade de insercdo como
representado na Figura 13. Portanto, existia a possibilidade que o inserto se ligasse
na orientacdo inversa. Para determinar a orientacdo dos insertos em cada um dos
clones foram escolhidas in silico as enzimas de restricdo Xhol e Sacl, as quais
mudam o padrédo de bandas gerado para as duas condi¢des de insercéo (Tabela 6,
Figura 13). Desta forma, foi possivel avaliar a correta inser¢cdo de cOVA nos clones
previamente selecionados. Como observado na Figura 14, o clone 1 apresentou
uma correta incorporacédo do inserto cOVA, e portanto foi utilizado para os passos

posteriores.
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PENTR 2BA-cOVA

3084 bp

Xhol

Figura 13 - Simulagdo in silico das possiveis orientagbes do inserto de cOVA no vetor
PENTR2BA-cOVA e os pontos de digestdo com as enzimas Xhol e Sacl.

O sentido de insercao da sequencia de cOVA no plasmideo pENTR2BA gera mudancgas nos locais de
corte das enzimas Xhol e Sacl, produzindo diferencas nos tamanhos dos fragmentos gerados apés a

digestdo com estas enzimas de restrigao.

. ~ 2 340 pb
Orientacgao certa 743 pb

: ~ 3 007 pb
Orientagao errada 76 pb

Tabela 6 - Bandas esperadas da digestao de pEntry2BA-cOVA com Xhol e Sacl.

O tamanho dos fragmentos produzidos depois da digestdo enzimatica com Xhol e Sacl foi
determinado através da simulagdo in silico da ac@o destas enzimas para o vetor pEntry2BA-cOVA
com as duas orientacdes possiveis da sequencia de cOVA.

Figura 14 - Orientagao correta do inserto cOVA no vetor pEntry2BA-cOVA.

Padréo de restricdo do clone 1 resultante da ligacdo de cOVA no vetor de entrada (pEntry2BA.cOVA)
mostra a orientagéo certa do inserto. Lane 1: pEntry2BA vazio. Lane 2: pEntry2BA-cOVA digerido com
a enzima EcoRI. Lane 3: pEntry2BA-cOVA digerido com enzimas Xhol e Sacl. L: Ladder 1 kb plus
(Invitrogen)
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4.1.3 Clonagem de cOVA no genoma adenoviral pAd/CMV/V5-DEST

A insercdo da sequéncia de cOVA no vetor adenoviral foi realizada por
recombinacdo homologa com o vetor de entrada, através do protocolo estabelecido
pela plataforma Gateway. Esta metodologia é baseada nos processos hioldgicos que
acontecem durante a infeccdo e insercdo do genoma do bacteriéfago A em E. coli.
Sendo assim, a plataforma Gateway apresenta dois componentes para realizar a
recombinacéo in vitro: 1) as sequéncias de recombinacao, conhecidas como att, e 2)
0 mix de proteinas que medeiam o0 processo de recombinacdo, denominadas
clonase. Biologicamente, as sequéncias att sdo pequenas regides de acoplamento
para proteinas que regulam o processo de recombinagdo, pudendo se encontrar
tanto no genoma do fago A quanto no genoma de E. coli, a célula hospedeira. Assim,
para 0s processos de recombinacdo in vitro, estes sitios de ligacdo foram
adicionados a diferentes vetores. Adicionalmente, as sequéncias att foram
modificadas para possuir uma maior especificidade, e garantir a conservacdo da
orientacdo e do marco de leitura da sequiéncia recombinada. Desta forma, cada
vetor plasmidial carregou seqUéncias attl e att2 diferentes entre si, capazes de
reagir s6 com seus pares da mesma numeracao presentes no vetor a recombinar,

garantindo a correta orientacéo do inserto durante o processo de recombinacéao.

Adicionalmente, existe outro controle para o sistema Gateway. O vetor
adenoviral possui a seqiéncia do gene que codifica para a toxina ccdB localizada na
regido de recombinacdo (Figura 15). A expressdo dessa toxina induz a morte
bacteriana uma vez que inibe a acado da topoisomerase Il (girase) (100) essencial
para se produzirem os eventos de transcricdo e replicacdo de genes bacterianos. A
sequéncia ccdB é eliminada durante a recombinacdo homologa com o vetor de
entrada, e no lugar dela é colocado o inserto de interesse. Tendo isto em
consideracao, o gene ccdB no plasmideo adenoviral funciona como um gene de
selecdo positiva, uma vez que sé as bactérias transformadas com o vetor
recombinado (também denominado vetor de expressdo) conseguem crescer no meio
de cultura. Apesar daquele controle da clonagem, as bactérias transformadas com o
vetor de expressao foram submetidas a avalicdo do padréo de restricdo, assim como

sequenciamento da regido de clonagem para garantir a presenca do inserto.
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Figura 15 - Mapa de restricdo para Xhol do vetor destino (pAd/CMV/V5-DEST) e do vetor de
expressédo (pAd.cOVA).

Durante a recombinacdo com o vetor de entrada o vetor destino obtém a seqiiéncia de cOVA, a qual
contém um sitio de restricdo para Xhol. Dessa forma, no vetor resultante denominado vetor de
expressdo, muda o tamanho do plasmideo e também o padrdo de corte para essa enzima.

Para a avaliacdo do padrdo de restricdo, foi utilizada a enzima Xhol, ja que
simulacdes da clonagem feitas in silico com o programa SnapGene® 3.0.3
mostraram uma variacdo do numero de sitios de restricdo para esta enzima, como
mostrado na Figura 15. Assim, o mapa de restricdo in silico para a enzima Xhol
mostra que uma vez realizado o processo de recombinacéo, a regido de clonagem
adquire um sitio de corte adicional para esta enzima, presente na sequencia de
cOVA. Desta forma, no padrdo de bandas esperado pode-se observar a manutencéo
do tamanho de todas as bandas entre ambos os vetores, com excecdo da banda
gue envolve o sitio de clonagem, o qual fica dividido em dois fragmentos menores
para o plasmideo de expressao (Tabela 7). Este mesmo padrdo de bandas foi
observado apds a digestdo enzimatica de seis diferentes clones do vetor de
expressdo (Figura 16). Demonstrando a presenca da sequencia codificadora para

cOVA no vetor adenoviral.

Igualmente, a analise por sequenciamento dos seis clones selecionados
mostrou a conservacao da sequencia de cOVA durante as etapas de clonagem, uma
vez que o alinhamento mdultiplo das sequéncias do gene obtidas durante o
sequenciamento deram match com a sequéncia da cOVA procedente da base de

dados.
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pAd/CMV/V5-DEST pAd.cCOVA

14 502 14 502
11 832 11 832
2 466 2 466

1 445
595 1 445
595

Tabela 7 - Padrdo de bandas esperadas da digestdo de pAd/CMV/V5-DEST e pAd.cOVA com
Xhol.

A clivagem in silico com enzimas de restricdo mostra um padrédo diferente de bandas entre o vetor
vazio (pAd/CMV/V5-DEST) e o vetor recombinado (pAd.cOVA) apds a digestdo com a enzima Xhol.
Neste ultimo é possivel observar a formacédo de dos fragmentos menores de aproximadamente 1.8 e
2.7 kb, em lugar de um maior (5.8 kb) presente no vetor vazio.

2500 pb
2000 pb
1500pb

1000 pb

500 pb

Figura 16 - Avaliacdo da clonagem de cOVA no vetor destino pAd/CMV/V5-DEST.

Eletroforese em gel de agarose 0.8% que mostra o padréo de bandas do vetor adenoviral apés o
evento de recombinac@o. Os diferentes clones foram digeridos com a enzima Xhol. Lane 1:
pAd/CMV/V5-DEST digerido com Xhol. Lane 2: Vetor de expressdo pAd.cOVA néo digerido. Lane 3-
8: clones do vetor pAd.cOVA digeridos com Xhol. L: Ladder 1k (Invitrogen).

4.1.4 Transfeccao do plasmideo de expressdo pAd.cOVA em células 293A

Previamente a transfeccdo foi realizada a digestdo do vetor de expressao

pAd.cOVA com a enzima Pacl. Este passo procura atingir dois objetivos: 1) eliminar
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as sequéncias pertencentes ao genoma bacteriano e 2) expor as sequéncias ITR em
5 e 3’ (Figura 17A). As sequéncias terminais do genoma adenoviral linearizado,
chamadas ITR (repeticbes terminais invertidas) contém elementos que contribuem
na replicacao viral, como podem ser seqiéncias alvo para a ancoragem de fatores
de transcricao celulares, assim como regides que estimulam a transcricdo dos genes
de expressao inicial da regido E1 (101). Durante a conformagédo circular do
plasmideo adenoviral estas regides sao de dificil acesso para os fatores de
transcricdo mas, uma vez linearizado, as regides ITR séo liberadas para agir como
um genoma viral nativo, uma dupla cadeia de DNA linear, e permitir a transcrigdo de
genes e producdo de proteinas que dardo origem a particula viral. Assim, na Figura
17B é possivel observar o desprendimento de um fragmento de 2074 pb,
correspondente as sequencias bacterianas, quando o vetor de expressao é clivado
com a enzima Pacl. Devido a que esta sequencia, propria do plasmideo destino, ndo
foi alterada durante o processo de recombinacdo, também se observou o
desprendimento dela depois da digestdo do plasmideo pAd/CMV/V5-DEST com

Pacl, uso como controle.

T7 promoter

attBT
atte2

VS tag

2500pb —> My

2000pb —s &
1500pb%~

pAd.cOVA

35,326 bp 1000pb — C

Q
Yenoyiral DN
20,000

Figura 17 - Digestao com Pacl do vetor adenoviral pAd.cOVA.

A. Mapa dos sitios de restricdo para Pacl no vetor adenoviral pAd.cOVA. O corte com a enzima Pacl
permite a eliminacdo dos genes bacterianos (AmpR), ao mesmo tempo em que lineariza o genoma
viral e permite a exposicdo das regides ITR para a replicacdo do material genético e a transcri¢cdo das
proteinas virais, permitindo, em paralelo, a eliminacdo dos genes bacterianos. B. Eletroforese da
digestdo do plasmideo pAd.cOVA com a enzima Pacl (lane 5), que permite a libragdo de um
fragmento de 2074 pb correspondente as seqiiéncias de genes bacterianos. Como controle, Lane 1:
plasmideo pAd/CMV/V5-DEST néo digerido, Lane 2: plasmideo pAd/CMV/V5-DEST digerido com
Pacl, ou Lane 3: plasmideo pAd/CMV/V5-DEST digerido com Xhol. Entretanto, Lane 4: plasmideo
pAd.cOVA nao digerido, Lane 5: plasmideo pAd.cOVA digerido com Pacl, e Lane 6: plasmideo
pAd.cOVA digerido com Xhol.
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Uma vez linearizado o plasmideo, foi realizado o protocolo de transfec¢cao em
células 293A para introduzir a cadeia de DNA viral de forma episomal. A linhagem de
células 293A apresenta no seu genoma a regido codificadora dos genes E1 (Ela,
Elb), a qual é importante para a producédo das particulas adenovirais. Devido a que
as sequéncias E1 sdo eliminadas nos vetores utilizados em pesquisa (adenovirus
deficiente de replicacdo), existe uma complementaridade entre 0s genomas
adenoviral e celular que permite a replicacdo e producdo de proteinas virais de
forma exclusiva nesta linhagem celular. Entretanto, outras linhagens celulares que

ndo possuem a regiao E1 ndo sao capazes de produzir a particula viral.

Devido ao grande tamanho do genoma adenoviral (33 252 pb) foi necessério
utilizar reagentes de grande poder de transfeccdo. A lipofectamina € um reagente
formulado a base de lipossomas catidnicos, o qual consegue introduzir o DNA
plasmidial na célula através da interacdo com a membrana celular, permitindo a
absorcao por endocitose e liberagéo no citoplasma. Assim, este complexo liposomal
consegue proporcionar uma elevada eficiéncia de transfecgdo in vitro e permite
elevados niveis de expressdo do transgéne em diferentes tipos de células de
mamiferos (102,103). Tendo isso em consideracéo, a lipofectamina foi utilizada para
a transfeccéo. Assim, foram testados dois tipos de lipofectamina, a Lipofectamina

2000 e a Lipofectamina LTX + plus reagent.

Os pocos correspondentes aos grupos controle positivo, que foram
transfectados com o plasmideo que expressa a proteina fluorescente verde
(PMAXGFP), mostraram uma eficiéncia de transfeccdo de 50 - 70% para as duas
lipofectaminas quando foram analisados 24 apoés transeccéo (Figura 18). Porém,
sendo que o plasmideo adenoviral apresenta um tamanho dez vezes maior que o

plasmideo controle, ndo € possivel afirmar a correta transfeccéo dele.

Entretanto, os efeitos de uma transfeccdo positiva de pAd.cOVA deve-se
refletir na aparicdo do efeito citopatico nas células que conseguiram adquirir o vetor
adenoviral. O efeito citopatico se produz pela morte das células hospedeiras, uma
vez que as particulas virais produzidas no seu interior conseguem induzir a lise
celular, levando a liberacéo das particulas virais produzidas e conseguinte infec¢céo
de células vizinhas. Desta forma, o efeito citopatico se reconhece pela presenca de

células descoladas da placa, em uma frequéncia maior da esperada para um cultivo
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celular normal. Segundo o fabricante, este efeito deveria ser observado de forma
fraca no quarto ou quinto dia apOs transfeccdo. Porém, até o sexto dia apds

transfeccdo ndo houve sinal de efeito citopético.

Figura 18 - Resultados da transfeccao do plasmideo controle pMAXGFP em células 293A.
Mostra-se resultados positivos da transfeccdo do plasmideo controle pMAXGFP em células 293A, e
uma eficiéncia de transfeccdo de 70 — 80% utilizando (A e B) lipofectamina 2000 ou (C e D)
lipofectamina LTX + plus reagent. As imagens mostram o cultivo de células em (A, C) microscépio de
luz invertido e em (B, D) microscopio de fluorescéncia, em um aumento total de 200 X.

Tendo em consideracao a baixa taxa de transfeccao observada no plasmideo
controle, é de esperar uma eficiéncia menor para o nosso plasmideo de expressao.
Tem sido relatado na literatura que em ocasiones o efeito citopatico apos
transfeccdo pode ser observado duas semanas apods o inicio do protocolo (104).
Este tempo longo deve-se a baixa taxa de transfeccao do proprio vetor, por causa do
seu grande tamanho, assim como ao reduzido niamero de copias do genoma viral
introduzidos por célula. Desta forma, devido ao baixo numero de copias do
plasmideo adenoviral, as células transfectadas ndo conseguem produzir um ndamero
de particulas virais adequados para desencadear a lise da membrana celular. Com o

fim de acelerar o processo de producéo viral, foi induzido um evento de transducéo.

4.1.5 Transducédo de células 293A

A transducdo € o processo mediante o qual segmentos de DNA sao
introduzidos em uma célula mediante o uso de um vetor viral. No nosso caso, foi
desenvolvido este principio partindo da ideia que os cultivos transfectados poderiam

ter produzindo um baixo nimero de particulas virais, sendo este insuficiente para
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induzir a lise celular. Dessa forma, para obter esse pequeno numero de particulas
virais, as células transfectadas foram lisadas por métodos fisicos (choque térmico).
Em seguida, o produto de cada lisado celular foi co-cultivado com células 293A, e

monitorado até observar o efeito citopatico.

Figura 19 - Células 293A transduzidas com particulas adenovirais obtidas do lisado de células
transfectadas.

Os resultados mostram que s6 as células transfectadas com Lipofectamina LTX + plus reagent
possuiam particulas virais que permitiram a transdugdo e aparigdo do efeito citopatico em células
293A. Pode-se observar, no microscépio de luz invertido, o cultivo de células 293A A. em condi¢des
normais, B. co-cultivadas com lisado de células ndo transfectadas, C. co-cultivadas com lisado de
células transfectadas com Lipofectamina 2000, e D. co-cultivadas com lisado de células transfectadas
com Lipofectamina LTX + plus reagent e 1.5 ug de DNA plasmidial ou E. 3ug de DNA plasmidial.

Apdés 48 h da transducédo viral, foi possivel observar efeito citopatico nas
células que foram transduzidas com o lisado procedente de células transfectadas
com Lipofectamina LTX + plus reagent (Figura 19D e E). Entretanto, as células
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transduzidas com o lisado de células transfectadas com Lipofectamina 2000 nao
manifestaram efeito citopéatico (Figura 19C). Estes resultados mostram que a
transfeccdo do plasmideo adenoviral pAd.cOVA s6 funcionou quando realizado com
a Lipofectamina LTX + plus reagent, j& que foram as Unicas células que produziram
a particula adenoviral. Desta forma, a Lipofectamina LTX + plus reagent mostra uma
eficiéncia de transfeccdo maior que a Lipofectamina 2000 em relagdo aos
plasmideos de grande tamanho, uma vez que os plasmideos controle pMAXGFP
foram transfectados com igual eficiéncia para os dois reagentes.

4.1.6 Titulacdo da particula adenoviral

Com o objetivo de quantificar o nimero de particulas com capacidade infetiva
presentes na solucao foi realizado o protocolo de titulacdo por formacéo de placas
de lise. Durante este processo foi possivel observar a presenca de placas de lise até
a diluicdo 1 x 10® (Figura 20). Seguidamente, foram contabilizadas o nimero de
placas de lise presentes nos cultivos celulares infectados com a diluicdo 1 x 10°® da
particula viral. ApGs os célculos correspondentes foi determinado um titulo do stock
viral de 8 x 10® PFU/ml. Este dado corresponde & quantidade de particulas virais
com capacidade infectiva presentes em 1 ml de solucao.

Figura 20 - Formacdo de placas de lise em células 293A apds o cultivo com diferentes
diluic6es de Ad.cOVA.

Os resultados da titulagdo mostram a formacéo das Ultimas placas de lise na diluicdo B: 1 x 107,
entretanto, diluicdes menores (A: 1 x 10®) mostram uma maior freqiiéncia no nimero de placas de
lise por campo, e em diluicdes maiores (C: 1 x 10™%) nao foi possivel encontrar a formacao de placas
de lise.
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4.2 Padronizacdo da dose viral para estimulacé&o da respostaimune in vivo

4.2.1 Efetividade e especificidade da vacina adenoviral

ApoOs producgdo da vacina adenoviral, sua eficacia foi avaliada analisando-se a
capacidade de indugdo de resposta citotoxica desenvolvida pelos linfécitos T CD8”
em modelos murinos in vivo. Dessa forma, camundongos C57BI/6 foram imunizados
ou ndo com 2 x 10% PFU / 100 pl de Ad.cOVA. Como controle, utilizamos a mesma
concentragéo do adenovirus vetor (Ad.3-gal).

Sendo que o pico da resposta de linfocitos T CD8" induzida a partir da
vacinagao por vetores virais acontece no sétimo dia apds a imunizacéo, o ensaio de
citotoxicidade in vivo foi realizado neste ponto de tempo. Para isso, esplendcitos
provenientes de camundongos naives C57BI/6 foram marcados com CFSE e
pulsados ou ndo com peptideo. Com o intuito de avaliar a especificidade da
resposta, aléem do peptideo de OVA foi utilizado o peptideo imunodominante da
proteina B-galactosidase, conhecido como ICP, o qual também é restrito ao MHC de
classe 1. Finalmente, estas células foram transferidas por via i.v. a animais
receptores previamente vacinados, e recuperadas a partir do baco apés 18 h para

avaliar a frequéncia das populacdes pulsadas ou ndo com peptideo.

Assim, na Figura 10Figura 21 observa-se que o grupo de camundongos nao
imunizados ndo apresentou atividade citotoxica nas populacdes inoculadas, sendo
possivel observar ambas as populacfes de células pulsadas e ndo pulsadas em
freqiéncia semelhante. Entretanto, camundongos previamente imunizados com
Ad.cOVA apresentam lise total das células pulsadas com o peptideo da OVA, sendo
gue ndo ha presenca de lise na populacdo pulsada com ICP. Paralelamente, os
camundongos imunizados com Ad.B-gal, apesar de serem imunizados com uma
particula adenoviral que preserva a homologia das sequencias viral, nao
apresentaram lise das células pulsadas com o peptideo da OVA, e sim quando essa
populacéo foi pulsada com ICP. Desta forma foi comprovada a auséncia de reacdes
cruzadas, que poderiam ter sido geradas pela propria estrutura do vetor adenoviral,

para o reconhecimento de OVA.
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Figura 21 - A resposta citotéxica induzida pelaimunizagcdo com Ad.cOVA é antigeno-
especifica.

Camundongos C57BI/6 foram imunizados ou ndo com Ad.cOVA ou Ad.3-gal via i.m. Sete dias depois,
a resposta citotéxica foi estimada pelo desafio com esplenécitos marcados com CTV e pulsados ou
ndao com 1uM do peptideo da OVA ou ICP. Os resultados sdo representativos de 1 experimento
realizado com 3 animais por grupo.

Além disto, observou-se uma relativa maior imunogenicidade gerada pela
vacinacdo com Ad.cOVA, uma vez que esta induziu a lise total das células pulsadas
com OVA. Um efeito menor foi observado ap6s a vacinagdo com Ad.B-gal apesar de

terem sido utilizadas as mesmas doses virais para ambos os vetores.

Contudo, foi possivel afirmar que a vacinacdo com Ad.cOVA induziu uma forte
resposta citotoxica, a qual se mostrou especifica para o reconhecimento de residuos
de OVA.
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4.2.2 A resposta imune citotoxica induzida por Ad.cOVA é dependente da dose de

vacinacdo e da concentracdo de peptideo pulsada nas células-alvo durante o

ensaio de citotoxicidade in vivo.

Com a finalidade de determinar a melhor relacdo dose-resposta entre a
concentracdo da particula adenoviral utilizada para imunizacédo e a resposta efetora
induzida em linfécitos T CD8" foi utilizado o ensaio de citotoxicidade in vivo. Desta
forma, camundongos C57BI/6 foram imunizados ou ndo com trés concentragdes de
Ad.cOVA (2 x 10°, 2 x 10% e 2 x 10" PFU / 100 pl). Sete dias depois foi avaliada a
resposta imune celular através do desafio com células pulsadas com trés diferentes
concentracbes de peptideo OVA (10 nM, 100 pM e 1 pM) e um grupo controle de
células ndo pulsadas. Para o estabelecimento dos parametros utilizados neste
experimento, teve-se em consideracdo a forte resposta induzida nas condi¢des
experimentais previas. Dessa forma, as concentracdes virais e de peptideo foram

diminuidas gradualmente até observar o decaimento do efeito citotoxico.

Para isso, as células transferidas foram uma mistura de quatro populacdes
coradas, cada duas, com um marcador diferente: CFSE e CTV, em duas
concentragcfes: High e Low. Dessa forma, a populacdo CTV .. foi pulsada com a
menor concentragdo do peptideo 1 pM, CTVwigh cOm a concentracao intermediaria
100 pM, e CFSEnigh com a maior concentragéo do peptideo 10 nM. A populacgdo de
células marcadas com CFSE ., ndo foi pulsada com peptideo. Durante a aquisicédo
de eventos, esse grupo de células ndo pulsadas serviu como controle, ja que nao

sdo eliminadas pelos linfocitos T CD8" antigeno-especificos.

Assim, a concentracdo do peptideo determinou a avidez com a qual os
linfocitos, reconheceram o antigeno. Sendo que a avidez € um dos fatores
determinantes no desenvolvimento da resposta efetora (105,106), foram observadas
variacbes na lise das populacdes inoculadas. Na Figura 22 observa-se que a
populacdo de células pulsadas com 1 pM do peptideo SIINFEKL apresentou um
comportamento similar as células sem peptideo, exibindo auséncia de lise. Esse
dado indica que esta concentracdo de peptidio ndo é suficiente para fazer com que
as células-alvo sejam reconhecidas e eliminadas pelos linfocitos T CD8*, para
nenhuma das doses virais testadas. Por outro lado, observou-se que a populacéo de

esplendcitos pulsados com 100 pM apresentou uma lise proporcional a dose viral



80

utilizada durante a imunizacdo. Entretanto, advertiu-se que as populacdes de células
pulsadas com 10 nM foram eliminadas quase totalmente durante o ensaio, e néo

apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos imunizados.
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Figura 22 - Curva dose-respota para estimulagdo da resposta imune citotéxica com Ad.cOVA.
Camundonbgos C57Bl/6 foram imunizados ou ndo com trés concentracdes diferentes de Ad.cOVA (2 x
10°, 2 x 10° e 2 x 10" PFU / 100 pl) por via i.m. uma semana antes do ensaio de citotoxicidade in vivo.
A resposta citotoxica foi avaliada pela analise da freqiéncia de células vivas em cada populacéo
previamente pulsada ou ndo com o peptideo da OVA em diferentes concentra¢des (CTVuigh = 1 pM,
CTV_ow = 100 pM, CFSEyigh = 10 nM, CFSE o= sem peptideo). Os resultados s&o representativos de
dois experimentos independentes com uma media de tres animais por grupo. Para a andlise
estatistica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste pos-hoc LSD Fisher. * (p < 0.05), **
(p < 0.01), *** (p < 0.001).

A concentracdo de 100 pM de peptideo, por ter sido eliminada parcialmente,
permitiu diferenciar as intensidades de resposta originadas pelas diversas doses de

adenovirus. Assim, inferiu-se que as melhoras ou decaimentos da resposta
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citotoxica seriam exibidos através da reducdo ou incremento da frequéncia de
células nesta populacdo, respetivamente. Portanto, considerou-se avaliar a

concentracéo de 100 pM durante os posteriores ensaios de citotoxicidade in vivo.

Em relacdo a dose vacinal, observou-se que as trés doses de adenovirus
utilizadas foram capazes de induzir a ativacao da resposta imune celular. Sendo que
mostraram diferencas significativas na resposta efetora quando compradas com
camundongos n&o imunizados. Porém, a dose de 2 x 10> PFU / 100 pl induziu uma
resposta citotdxica muito variavel entre os individuos do mesmo grupo, como se
observa na freqiéncia de células pulsadas com 10 nM na Figura 22. Entretanto,
entre os camundongos vacinados com 2 x 10" PFU / 100 pl e aqueles inoculados
com 2 x 10° PFU / 100 pl apresentou-se uma atividade citotoxica semelhante nas
células pulsadas com 10 nM. Com esses dados, nés resolvimos escolher a

concentracdo de 2 x 10° PFU / 100 pl para continuacdo do nosso trabalho.

4.3 Camundongos bim” apresentam lise deficiente das células pulsadas com

peptideo de OVA durante o ensaio de citotoxicidade in vivo.

Uma vez padronizado o protocolo de inoculagdo da vacina adenoviral
Ad.cOVA, prosseguimos a avaliar a qualidade da resposta efetora dos linfocitos T
CD8" de camundongos deficientes da proteina BIM através do ensaio de

citotoxicidade in vivo.

Assim, camundongos C57BI/6 selvagens, bim™ e bim™ foram imunizados ou
nao com Ad.cOVA. Sete dias depois da imunizacdo, os animais foram desafiados
com células pulsadas com o peptideo SIINFEKL da OVA, nas condicbes
estabelecidas para este protocolo. Dessa forma, as células transferidas foram uma
mistura de duas populaces de células coradas com duas concentracdes de CTV. A
populacdo CTVyigh (10 pM) foi pulsada com 100 pM de OVA,; entretanto, a populagdo
CTViow (1 M) néo foi pulsada com o peptideo.

A analise da frequéncia das populacdes transferidas (Figura 23) indicou que
camundongos selvagens e bim*" apresentaram niveis semelhantes de lise especifica

das células pulsadas com o peptideo da OVA. Entretanto, camundongos bim™
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exibiram uma eliminacdo deficiente dessas células, uma vez que apresentaram um
incremento de 50% na freqiiéncia de células CTVyigh Vivas quando comparados com

camundongos das linhagens controle.
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Figura 23 - Camundongos bim™ apresentam eliminagéo deficiente das células pulsadas.
Camundongos C57BI/6 selvagens, bim*" e bim” foram imunizados ou n&o com 2 x 10° PFU / 100 pl
de Ad.cOVA por via i.m. uma semana antes do ensaio de citotoxicidade in vivo. A resposta citotoxica
foi avaliada pela analise da frequéncia de células vivas na populacdo previamente pulsada com o
peptideo da OVA (CTVyigh = 100 pM), em relacéo a freqliéncia de células na populagdo nédo pulsada
(CTViow). Os resultados séo representativos de 4 experimentos independentes com uma media de 3
animais por grupo. Para a analise estatistica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste
pos-hoc LSD Fisher. * (p < 0.05), ns (p > 0.05).

Desta forma, os dados obtidos indicaram que a proteina BIM esta relacionada
com um adequado desenvolvimento dos linfocitos T CD8" efetores, e a capacidade
destes para induzir a lise celular. Adicionalmente, este efeito ndo parece ser
dose-dependente, ja que camundongos bim*" n&do mostram diferencas significativas

em relacdo aos camundongos selvagens.
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4.4 Camundongos bim™ apresentam uma baixa freqiiéncia de linfécitos T CD8"

produtores de IFNy .

Uma vez observado que os linfécitos T CD8* de camundongos bim™
apresentam deficiéncias na lise especifica das células-alvo, decidimos avaliar outra
carateristica efetora destas células, como é a producdo de citocinas. Em
consequéncia, foi avaliada a frequéncia de células produtoras de IFNy através do
ensaio de ELISPOT e por citometria de fluxo. Assim, camundongos C57BI/6
selvagens, bim™ e bim™ foram imunizados ou ndo com 2 x 10° PFU / 100 pl de
Ad.cOVA. Sete dias depois 0o baco foi coletado e processado para a recuperacao
dos esplendcitos. Em seguida, esses esplendcitos foram cultivados na presenca ou

auséncia do peptideo SIINFEKL de OVA.

Para o ensaio de ELISPOT a incubacdo das células com o estimulo foi
realizada por um periodo de 18 h utilizando uma placa de nitrocelulose previamente
tratada com anti-IFNy. Despois desse periodo, a placa foi retirada da cultura e
processada para permitir o reconhecimento do numero de células produtoras de
IFNy. Desta forma, cada célula produtora desta citocina foi representada por um
ponto, ou spot, sobre a superficie da membrana de nitrocelulosa locada no fundo da

placa.

Na Figura 24 é possivel observar que o ensaio de ELISPOT foi especifico
para o estimulo da OVA, uma vez que nao foram encontradas células produtoras de
IFNy nos cultivos realizados em auséncia do peptideo. De igual forma, nao foi
possivel observar células produtoras desta citocina nas amostras procedentes de
camundongos nao imunizados, seja na presenca ou auséncia do estimulo. Em
contraposi¢cdo, amostras procedentes de camundongos imunizados com Ad.cOVA
apresentaram células produtoras de IFNy quando foram cultivados na presenca do
estimulo de OVA.

Durante a andlise do numero de spots gerados através do cultivo de
esplendcitos, foi observado que camundongos bim*" apresentaram uma leve
reducdo, nao significativa, na frequéncia de células produtoras de IFNy em relagao
com camundongos selvagens. Entretanto, camundongos bim” exibiram uma baixa

freqUéncia de células produtoras de IFNy em resposta ao estimulo com o peptideo
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SIINFEKL de OVA quando comparados com camundongos selvagens e bim*.

Assim, estes resultados reforcam a ideia de que a proteina BIM esta relacionada a

obtenc&o de linfocitos T CD8" efetores de boa qualidade.
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Figura 24 - Freguéncia de células produtoras de IFNy em camundongos bim” observadas pelo
ensaio de ELISPOT.
Esplendcitos de camundongos C57BI/6 selvagens, bim*" e bim” imunizados e ndo imunizados foram
coletados e cultivados em placa de ELISPOT na presenca ou auséncia do peptideo SIINFEKL da
OVA. (A) Microfotografias dos pocos da placa de nitrocelulosa que mostram os spots representativos
das células produtoras de IFNy. (B) Grafico de barras que ilustra a freqiiéncia de células produtoras
de IFNy para camundongos selvagens, bim"”" e bim”. Os resultados sdo representativos de 2
experimentos independentes com uma media de 3 animais por grupo. Para a andlise estatistica foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste pos-hoc LSD Fisher. *** (p < 0.001).
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Entretanto, para avaliar a producdo de IFNy por citometria de fluxo, os
esplendcitos coletados foram cultivados em uma placa regular de 96 pogos por um
periodo de 11 h. Durante este tempo de incubacao, as células foram submetidas aos
efeitos de brefeldina e monensina, drogas responsaveis da parada do trafego de
vesiculas intracelulares. De tal modo, a brefeldina impediu o trafego de proteinas
entre o reticulo endoplasmético (ER) e o complexo de Golgi, induzindo um
incremento no tamanho do ER ocasionado pelo acumulo de proteinas (107).
Entretanto, a monensina foi responsavel da incapacidade de liberacdo de proteinas
no complexo de Golgi, induzindo um incremento do tamanho dessa organela (108).
Desta forma, foi bloqueada a liberagéo de citocinas ao meio extracelular, permitindo

seu reconhecimento mediante marcacao intracelular das amostras tratadas.
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Figura 25 - Freqiiéncia de linfécitos T CD8" produtores de IFNy em camundongos bim™.
Esplenécitos de camundongos C57BI/6 selvagens, bim*" e bim”imunizados e ndo imunizados foram
coletados e cultivados em placa na presenca ou auséncia do peptideo SIINFEKL da OVA. As
amostras foram tratadas para impedir o trafego de vesiculas intracelulares e a liberag&o de citocinas.
Apés a incubacdo nestas condi¢des, as células foram marcadas com anti-CD8 e anti-IFNy. A.
Estratégia de gates utilizada para determinar a freqiiéncia de linfocitos T CD8" produtores de IFNy. B.
Gréfico de barras que monstra a frequéncia de linfocitos T CD8* produtores de IFNy em
camundongos selvagens, bim*” e bim”. Os resultados sdo representativos de 2 experimentos
independentes com uma media de 3 animais por grupo. Para a analise estatistica foi utilizado o teste
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste pos-hoc LSD Fisher. * (p < 0.05), *** (p < 0.001), ns (p > 0.05).

A analise das populacbes marcadas, por citometria de fluxo, permitiu
comparar a freqiiéncia de linfocitos T CD8" produtores de IFNy presentes em

camundongos C57BI/6, bim™" e bim™. Observou-se que, os camundongos bim*"
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apresentaram diferencas ndo significativas na freqiiéncia de linfocitos T CD8*
produtores de IFNy em relagdo aos camundongos selvagens. Adicionalmente, os
camundongos bim™ apresentaram um reduzido nimero de células produtoras de
IFNy apés a estimulagéo in vitro com residuos de OVA (Figura 25). Em geral, estes
dados mostram um perfil semelhante aos resultados obtidos através do ensaio de
ELISPOT. Assim, sendo o ensaio de marcacao intracelular mais sensivel e
especifico, permitiu corroborar os dados anteriormente apresentados.

Em conjunto, estes resultados evidenciaram a importancia da proteina BIM
durante o desenvolvimento de linfécitos T CD8" efetores. Demostrando que na
auséncia desta proteina existe uma reducdo da resposta citotdéxica e da frequéncia

de células capazes de produzir de IFNy em resposta ao estimulo.

4.5 Avaliacdo da resposta antitumoral desenvolvida pelos camundongos bim™”

Como uma metodologia alternativa para analisar a resposta efetora de
linfécitos T CD8", foi avaliada a capacidade de controle da progressdo tumoral
nestes camundongos. Desta forma, células da linhagem de melanoma murino que
expressam cOVA (Tml.Luc.cOVA) foram inoculadas em camundongos C57BI/6
selvagens e bim”. O crescimento tumoral foi monitorado pela medicdo com

paguimetro.

As linhagens de melanoma murino Tml.Luc e Tml.Luc.cOVA foram
produzidas no nosso laboratorio como parte de um projeto anterior, cujo objetivo era
recriar, de forma mais prOxima, as carateristicas dos antigenos expressos em
células tumorais (109). Desta forma, uma das principais carateristicas que diferencia
a linhagem Tml.Luc.cOVA das amplamente utilizadas células tumorais B16.OVA
esta relacionada a conformacéo e localizacéo da proteina OVA produzida. Assim, as
células Tml.Luc.cOVA expressam a proteina OVA na conformacao citoplasmatica
(cOVA), entanto as células B16.OVA produzem ovalbumina secretdria (SOVA).
Assim, o modelo de tumor Tml.Luc.cOVA foi escolhido para este desenho
experimental ja que a presenca da OVA no citoplasma permite sua degradacao pelo

proteossomo, permitindo a associacdo dos peptideos gerados ao MHC-I (110).
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Dessa forma, os residuos de OVA podem ser reconhecidos pelos TCR dos linfécitos
T CD8" antigeno-especificos estimulados apés a vacinagdo com Ad.cOVA.

Como uma primeira abordagem desta metodologia, camundongos C57BI/6
selvagens foram imunizados ou ndo com Ad.cOVA, e sete dias depois a resposta
imune foi desafiada com células da linhagem Tml.Luc, as quais ndo expressam
cOVA (Figura 26). Observou-se que o desenvolvimento da linhagem tumoral em
ambos o0s grupos analisados ndo apresentou diferengas estatisticamente
significativas. Sendo que os tumores atingiram sua maior dimensdo (1.5 cm®) apés

25-27 dias da inoculagéo para ambos os grupos de camundongos, imunizados e nao

imunizados.
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Figura 26 - Células tumorais de melanoma que nao expressam OVA (Tm1l.Luc) ndo apresentam
diferencas no padréo de crescimento tumoral produto daimunizagdo com Ad.cOVA.

Células tumorais de melanoma da linhagem Tml que ndo expressam OVA (Tml.Luc) foram
inoculadas em camundongos C57BI/6 selvagens previamente imunizados (IM) ou ndo (NI) com 2 X
10° PFU / 100 pl de Ad.cOVA. Os resultados s&o representativos de 2 experimentos independentes
com uma media de 5 animais por grupo. Para a analise estatistica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis,
sendo que ndo foram observadas diferengas significativas entre os grupos (p > 0.05).

Paralelamente, células da linhagem Tml.Luc.cOVA foram inoculadas, no
sétimo dia, em camundongos selvagens imunizados ou ndo com a vacina adenoviral
Ad.cOVA (Figura 27). Dessa forma, observou-se que os camundongos imunizados

com Ad.cOVA mostraram uma redugéo do crescimento tumoral quando comparados
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com seus pares ndo imunizados. Sendo que, os tumores desenvolvidos nos animais
ndo imunizados atingiram sua maior dimensdo no dia 20 apds inoculagdo. No
entanto, os camundongos imunizados ndo conseguiram atingir o volume maximo
permitido (1.5 cm®) apés 27 dias de acompanhamento da progresséo tumoral. Dessa
forma, foi possivel afirmar que a vacina adenoviral induziu a ativagdo da resposta
imune antitumoral especifica contra OVA. O qual se viu refletido em um melhor

controle do crescimento tumoral.

Adicionalmente, se observa que a linhagem de melanoma murino
Tml.Luc.cOVA apresenta algumas diferencas durante seu desenvolvimento in vivo,
guando comparado com a linhagem Tml.Luc. Sendo que a linhagem Tml.Luc
apresentou uma taxa de crescimento mais lento, o qual permitiu acompanhar o
crescimento tumoral até o dia 25 - 27 apoOs inoculacdo de células tumorais. No
entanto, os tumores da linhagem Tml.Luc.cOVA foram acompanhados até o dia 20

do ensaio.
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Figura 27 - Células tumorais de melanoma que expressam OVA (Tml.Luc.cOVA) mostram
diferencas no padréo de crescimento tumoral produto daimunizagdo com Ad.cOVA.

Células tumorais de melanoma da linhagem Tm1 que expressam a proteina OVA (Tm1.Luc.cOVA) ou
ndo (Tml.Luc) foram inoculadas em grupos de camundongos C57BI/6 selvagens previamente
imunizados (IM) e n&o imunizados (NI) com 2 x 10° PFU / 100 pl de Ad.cOVA. Os resultados s&o
representativos de 2 experimentos independentes com uma media de 5 animais por grupo. Para a
andlise estatistica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste pos-hoc LSD Fisher. * (p <
0.05). ** (p < 0.001).
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Uma vez comprovado o controle especifico do crescimento tumoral em
resposta a vacinagdo com Ad.cOVA, camundongos da linhagem C57BI/6 selvagens
e bim™, foram submetidos aos protocolos previamente descritos, que incluem
vacinacao com Ad.cOVA e posterior desafio da resposta imune com células tumorais
Tml.Luc.cOVA (Figura 28). Assim, uma vez mais, observou-se que camundongos
imunizados apresentaram uma menor taxa de crescimento tumoral, em relagdo aos
camundongos ndo imunizados. Porém, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas na progressdao tumoral das linhagens de
camundongos selvagens e bim”". Sendo que um Gnico ponto (Figura 28, dia 21) da
curva de crescimento tumoral exibiu diferencas estatisticamente significativas entre

camundongos ndo imunizados das duas linhagens avaliadas.
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Figura 28 - Camundongos C57BI/6 selvagens e bim” nao apresentam diferencas no controle da
progressdo tumoral apés imunizacdo com Ad.cOVA.

Células tumorais de melanoma da linhagem Tm1l que expressam a proteina OVA no citoplasma
(Tm1.Luc.cOVA) foram inoculadas em camundongos C57BI/6 selvagens e bim” previamente
imunizados (IM) e n&o imunizados (NI) com 2 x 10° PFU / 100 pl de Ad.cOVA. Os resultados s&o
representativos de 3 experimentos independentes com uma media de 5 animais por grupo. Os
asteriscos (*) representam diferencas estatisticamente significativas entre os camundongos IM e NI
da linhagem bim”; e o numeral (#) indica diferencas estatisticamente significativas entre as linhagens
de camundongos selvagens e bim” no grupo de camundongos NI. Para a andlise estatistica foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido pelo teste pos-hoc LSD Fisher. * (p < 0.05). ** (p < 0.01). ***
(p < 0.001). # (p < 0.05).
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Assim, apesar das deficiéncias apresentadas na fungéo efetora dos linfocitos
T CD8' de camundongos bim”, estes animais foram capazes de controlar o
crescimento tumoral de forma similar & desenvolvida por camundongos selvagens

depois da vacinacdo com Ad.cOVA.

4.6 Cinética da resposta citotéxica desencadeada pelos linfocitos T CD8" em

camundongos bim™.

Devido & inesperada boa resposta dos camundongos bim” frente a
progressado tumoral, quando este é inoculado 7 dias apods a vacinagdo, decidimos
avaliar o desenvolvimento da resposta imune induzida pela vacina adenoviral
durante 0 mesmo periodo de tempo. Dessa forma, camundongos C57BI/6
selvagens, bim™" e bim” foram imunizados, e a resposta imune foi avaliada através
do ensaio de citotoxicidade in vivo apos 7, 14, 21 e 28 dias a partir da data de

vacinacgao.

Assim, observou-se que camundongos selvagens apresentaram um
decaimento constante da atividade citotoxica desenvolvida pelos linfocitos T CD8"
frente as células pulsadas com 100 pM do peptideo de OVA (Figura 29A). Desta
forma, advertiu-se nestes camundongos uma diferenca maior a 60% na atividade
citotoxica produzida entre o dia 7 e o dia 28 apdés imunizacdo. Entretanto, os
camundongos bim” apresentaram inicialmente (dia 7 apds imunizacdo) uma
atividade citotoxica deficiente frente a aquela mesma populacéo de células (100 pM),
como ja tinha sido observado nos ensaios anteriores (ver secéo 4.3). Porém, com o
passar do tempo, a resposta citotoxica destes camundongos transgénicos decaiu em
uma taxa menor a apresentada em camundongos selvagens. Assim, a diferenca da
resposta citotoxica desenvolvida pelos camundongos bim™ entre os dias 7 e 28 apés
imunizacdo foi de 20%. Por outro lado, camundongos bim*" mostraram inicialmente
uma atividade citotéxica similar a observada em camundongos selvagens. Mas, com
0 passar do tempo, a resposta citotdxica destes camundongos decaiu em uma taxa
menor a observada nos animais selvagens, mostrando uma diferenca de 40% entre

0 comeco e o final da resposta imune celular.
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Por outro lado, a populacédo de células pulsadas com 1 pM de OVA (Figura
29B) ndo foi capaz de induzir a atividade citotoéxica dos linfocitos T CD8",
observando-se uma baixa eliminacdo destas células em todas as linhagens de
camundongos avaliadas. Em contraposi¢do, as células pulsadas com 10 nM do
peptideo de OVA (Figura 29C) foram eficazes indutoras da atividade citolitica dos
linfécitos T CD8*, em conseqiiéncia essa populacéo foi eliminada eficientemente. No
entanto, foram observadas algumas diferencas na lise dessas células no dia 28 apés
imunizagdo. Nesse ponto, foi possivel observar um decaimento da atividade
citotoxica nas linhagens analisadas, destacando-se uma perda maior da atividade
citoliica em camundongos selvagens quando comparados com as linhagens de

camundongos transgénicos bim*" e bim™.
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Figura 29 - Cinética da resposta imune citotoxica mediada por linfécitos T CD8" depois da
vacinacdo de camundongos bim™ com Ad.cOVA.

Camundongos C57BI/6 selvagem, bim™ e bim” foram imunizados ou ndo com 2 x 10° PFU / 100 pl
de Ad.cOVA por via i.m. A resposta citotdxica foi avaliada através do ensaio de citotoxicidade in vivo.
A freqiiéncia das populagbes pulsadas com A. 100 pM, B. 1 pM e C. 10 nM do peptideo de OVA foi
avaliada 7, 14, 21 e 28 dias ap0s da inoculagdo viral. Os resultados s&o representativos de 1
experimento com 4 animais por grupo. O asterisco (*) representa diferencas estatisticamente
significativas dos camundongos selvagens em relacdo as linhagens bim* e bim”; e o numeral (#)
indica diferencas estatisticamente significativas entre a linhagem bim” em contraste com os
camundongos selvagens e bim*". Para a analise estatistica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis,
seguido pelo teste pos-hoc LSD Fisher. (p < 0.05).
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Em resumo, estes dados indicam que a resposta imune celular desenvolvida por
camundongos bim*" e bim™ apresenta uma taxa de reducédo menor & observada em
camundongos selvagens com o passar do tempo. Dessa forma, apesar da deficiente
capacidade citotéxica desenvolvida por camundongos bim™ no inicio da resposta
imune, com o decorrer do tempo estes linfécitos que ndo sucumbem aos estimulos
de morte pela via intrinseca da apoptose conseguem manter sua funcionalidade.
Assim, estes dados podem explicar a inesperada melhora na resposta antitumoral

observada em camundongos bim™.

4.7 Transferéncia adoptiva de esplenécitos OTl e OTI bim™, para avaliagcdo de

proliferacdo apos o estimulo com Ad.cOVA.

Em vista dos resultados anteriores, inferiu-se que a deficiéncia observada na
resposta efetora executada pelos linfécitos T CD8" de camundongos bim”, no
sétimo dia apds imunizacao, poderia ser um reflexo de um defeito intrinseco destes
linfocitos ou estar relacionada as etapas de estimulacdo destas células. Portanto,
aptou-se por avaliar a ativacdo destes linfécitos em um sistema neutral, através de

sua transferéncia a camundongos selvagens.

Assim, o protocolo de transferéncia adoptiva foi desenvolvido com o intuito de
avaliar o padrdo de proliferacdo dos linfécitos T CD8* de camundongos bim”. Para
isso, esplendcitos de camundongos C57BI/6 OTI e OTI bim” foram coletados e
marcados com os corantes CFSE e CTV, respetivamente. Em seguida, essas
populacdes de células foram misturadas na mesma proporc¢ao (1:1) considerando a
frequéncia de linfécitos T CD8" com TCR transgénico para OVA. Essa mistura de
células foi inoculada por via i.v. em camundongos selvagens, e duas horas depois
esses camundongos receptores foram imunizados com Ad.cOVA. Finalmente, 96 h
depois da imunizacdo, os bacos dos camundongos receptores foram coletados e a

proliferacéo de células inoculadas foi analisada por citometria de fluxo (Figura 30A).

E importante destacar que estes dados precisam ser analisados criticamente
j& que, como se mostra na Figura 30A, as populacdes pertencentes as ultimas
geracOes ficaram muito proximas das células ndo marcadas. Dessa forma, a

probabilidade de existirem populagdes “enterradas” que nado foram consideradas
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durante a analise € muito alta. Portanto, achamos fundamental a repeticdo deste
experimento para poder chegar a uma conclusdo exata referente ao perfil de
proliferacdo destas linhagens. Adicionalmente, consideramos necessarias algumas
mudancas, como a reducgédo do tempo de proliferagcéo, e a definicdo de um ponto de
partida para o primeiro pico das marcacdes com CFSE e CTV.
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Figura 30 - Proliferac&o de linfécitos T CD8" estimulada ap6s a vacinagdo com Ad.cOVA.

Ensaio de transferéncia adoptiva de esplenécitos de camundongos C57BIl/6 OTI e OTI bim™ para
camundongos selvagens. Duas horas depois da transferéncia de células, os camundongos foram
vacinados com Ad.cOVA, e 96 h depois foi avaliada a proliferacdo das células transferidas por
citometria de quxo A. Estratégia de gates utilizada para determinar a freqiiéncia de linfécitos T CD8"

OTI e OTI bim™. B. Proliferacdo da populac;ao de Imfocnos T CD8" OTI em dot-plot e histograma. C.

Proliferacdo da popula(;ao de Imfocnos T CD8" OTI bim” em dot-plot e histograma. D. Frequéncia de
linfécitos T CD8" OTI e OTI bim™ que, proliferaram (fracdo diluida) ou ndo (fracdo mée). E. Frequéncia
de linfécitos T CD8" OTI e OTI bim” presentes em cada uma das geragoes produzidas durante a
proliferacdo linfocitaria. F. Freqiiéncia de linfécitos T CD8" OTI e OTI him” presentes nas 4 primeiras
geracdes produzidas por cada linhagem. Os resultados sédo representativos de 1 Gnico experimento
realizado com 3 animais por grupo. Para a andlise estatistica dos graficos D e F foi utilizado o teste
Kruskal-Wallis, sendo que ndo foram observadas diferencas significativas (p > 0.05).
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Apesar da observacéo realizada no paragrafo anterior, achamos necessaria a
leitura desse resultado e sua incorporacdo a este manuscrito. Dessa forma, é
possivel observar na Figura 30D que ambas as populacdes de linfocitos T CD8* OTI
e OTI bim” apresentaram a mesma freqiiéncia de células em proliferacdo (fracdo
diluida). Entretanto, quando foram analisadas as subpopula¢ées presentes na fracéo
diluida, observou-se um numero diferente de geracdes produzidas por cada
linhagem (Figura 30B e E). Sendo que a linhagem de linfécitos OTI apresentou 5
geracdes (G1-5), em quanto que na linhagem de células OTI bim™ foram achadas 4
geracdes (G1-4). Essa variacdo no numero de geracdes produzida por cada
linhagem poderia indicar uma maior proliferacdo da linhagem OTI em relagdo a
linhagem OTI bim”. Entretanto, a maior freqiiéncia de células observada nas
geracdes produzidas pela linhagem OTI bim™ poderiam representar uma retencéo
das células nas primeiras divisdes, relacionado a uma diminuicdo da capacidade
proliferativa delas. Porém estes dados poderiam ser o reflexo de perda das
populacdes posteriores durante a definicdo dos gates, sendo que as populacdes
ficaram proximas das células ndo marcadas. Entretanto, na Figura 30F, observou-se
gue quando comparadas cada uma das geracfes da linhagem OTI com seus pares
da linhagem OTI bim” ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas na frequéncia das células.

Contudo, uma melhor analise da capacidade proliferativa precisa ser realizada
para avaliar se os efeitos observados sédo produzidos por uma deficiéncia na

proliferacdo das células T CD8" antigeno-especificas deficientes da proteina BIM.

Em conjunto, nossos resultados mostraram que os adenovirus sdo capazes
induzir uma forte ativagdo antigeno-especifica dos linfocitos T CD8*. A qual foi
utilizada para avaliar a resposta celular desenvolvida por camundongos bim™. Nesse
sentido, foi possivel observar que as fungbes efetoras destes linfocitos se encontram
diminuidas, quando comparadas com camundongos selvagens. Isto inclui, a
capacidade de lise celular, e a producao de citocinas como IFNy. O esclarecimento
da capacidade proliferativa destes linfécitos € necessario, uma vez que pode estar
relacionado as deficiéncias observadas. Adicionalmente, a capacidade efetora
destes linfécitos parece manter se no tempo, constituindo uma vantagem para o

controle de doencas crénicas.
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O papel da proteina BIM como regulador da resposta imune tem sido descrito
através de dois eventos: 1) eliminagdo dos linfocitos T ativados que ndo sdo mais
requeridos no final da resposta imune e 2) através da eliminacdo de células auto-
reativas durante as etapas de amadurecimento de linfocitos T (87). Porém, o papel
desta proteina nas primeiras fases de desenvolvimento da resposta imune encontra-
se pobremente referenciada. Dessa forma, dada a importancia dos linfocitos T CD8"
para o controle de infeccbes e cancer, o entendimento das etapas iniciais de
ativacao destas células poderia contribuir no desenvolvimento de novas terapias que
visem modular a resposta imune. Assim, decidimos investigar a qualidade da

resposta desenvolvida pelos linfécitos T CD8" em camundongos bim™.

Uma vez produzida a vacina adenoviral Ad.cOVA, e comprovada a
especificidade da resposta imune desencadeada para o reconhecimento de residuos
da proteina OVA, foi imperativo determinar a dose vacinal necessaria para avaliar a
resposta imune. A determinacédo da dose minima efetiva da vacina adenoviral foi um
passo importante para definir a quantidade de virus necessaria para o
desenvolvimento do projeto, assim como para garantir a seguridade da dose
utilizada no protocolo de vacinacdo. Ja que uma alta dose de vacina viral esta
relacionada a inducdo de uma resposta imune exacerbada, a qual pode ser letal
para o animal ou conduzir a aparicdo de doencas autoimunes. Nesse sentido,
estudos realizados em camundongos transgénicos mostraram que a imunizagao
com vetores virais pode induzir autoimunidade através da ativacdo de células T
espectadoras (bystander T-cell activation) (111,112). Este mecanismo se desenvolve
pela elevada producdo de citocinas que acompanha a resposta imune frente a
infecdo viral. Desta forma, a elevada quantidade de citocinas disponiveis, assim
como a presenca de moleculas co-estimuladoras nas APCs, permite a ativacéo

indesejada de linfocitos autorreativos previamente formados (113).

Apés a definicdo dos parametros experimentais, e como uma primeira
abordagem para a avaliacdo da resposta efetora desenvolvida pelos linfécitos T
CD8" de camundongos bim™, decidimos caracterizar a capacidade de lise de
células-alvo. Desta forma, os resultados obtidos do ensaio de citotoxicidade in vivo
mostraram que camundongos bim” apresentam uma ineficiente eliminacdo de
células-alvo no sétimo dia ap6s imunizagéo, quando comparados com camundongos

selvagens e bim™". Ensaios anteriores de nosso grupo de pesquisa mostraram que a
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lise celular observada durante o protocolo de citotoxicidade in vivo é mediada
exclusivamente pelos linfécitos T CD8", sem participacdo das células Natural Killer
(NK), uma vez que € absolutamente antigeno-especifica, e que camundongos
deficientes de linfocitos T CD8" (CD8 knockout) ndo sdo capazes de eliminar as
populacBes pulsadas com estes antigenos. Além disto, ja foi demonstrado que
camundongos deficientes em células NK (CD1 knockout) ndo apresentaram
diferencas significativas na lise celular quando comparados com camundongos
selvagens (114). Portanto, é possivel afirmar que os linfocitos T CD8" antigeno-
especificos de camundongos bim™ apresentam um efeito citotéxico menor ao

apresentado em camundongos selvagens.

De forma coerente com estes resultados, foi observado que os camundongos
bim™” apresentam um menor nimero de linfécitos T CD8"* produtores de IFNy em
comparacdo com camundongos selvagens ou bim™". Este efeito foi avaliado por
ELISPOT e comprovado através do ensaio de marcacao intracelular. Durante ambos
0os ensaios foram cultivados esplendcitos totais, portanto, poderiam existir outras
populacdes celulares capazes de produzir IFNy, como é o caso dos linfocitos T CD4"
(115). Porém, a avaliacado especifica da resposta desenvolvida pelos linfécitos T
CD8" foi garantida pelo uso do peptideo SIINFEKL de OVA, o qual é restrito ao
complexo de MHC-I. Adicionalmente, 0 ensaio de marcacdo intracelular permitiu
uma analise mais exata, e a validacao dos resultados obtidos por ELISPOT, uma vez
gue a avaliacao da frequéncia de células produtoras de IFNy foi realizada dentro da
janela da populacdo positiva para CD8. As técnicas de ELISPOT e marcacéo
intracelular, apesar de serem desenvolvidas in vitro, oferecem uma imagem bastante
precisa do fendmeno imunolégico que acontece in vivo, uma vez que é avaliado o
efeito direto das células coletadas. Assim, as células coletadas foram ativadas nas
mesmas condicfes do ensaio de citotoxicidade in vivo, 0 que permite comparar

ambos os resultados.

Contudo, estes resultados indicam uma deficiente resposta efetora
desenvolvida pelos linfécitos T CD8* de camundongos bim”. Porém, sabe-se que a
ativacdo e diferenciacdo dos linfécitos T CD8" requer de sinais além dos
convencionais. Uma vez que a ativacdo do TCR, pelo reconhecimento de um
peptideo especifico relacionado ao MHC, e o0s sinais co-estimuladores ndo séo

suficientes para induzir a correta ativacdo e diferenciacdo dos linfocitos T CD8" em
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células efetoras. Isto se deve a incapacidade destes linfécitos para produzir a
guantidade necessaria de IL-2 para sua propria ativacao. Este efeito € produzido
pela presenca do fator de transcrigdo lkaros, relacionado a represséo linfocitéria e
anergia (116). Desta forma, a ativacdo dos linfocitos T CD8" depende tanto da
interacao direta com a APC (117), como da producao de citocinas pro-inflamatorias
como IL-2, IFNa/B, IL-12 e IL-21, muitas das quais sao fornecidas pelos linfécitos T
CD4" (118). Adicionalmente, tem sido descrito que o IFNy produzido pelos linfocitos
T CD4" é essencial para induzir uma resposta efetora mais robusta nos linfocitos T
CD8" (115). Sendo que os linfécitos T CD4" contribuem no desenvolvimento de
linfocitos T CD8", e que esta caracteristica tem sido descrita como um fator
indispensavel depois da vacina¢cdo com adenovirus recombinantes (119), devem-se
considerar que um possivel os efeitos de um ma funcionamento destas células nos
linfcitos T CD8" a. Nesse sentido, por ter sido realizado um ensaio in vivo,
alteracdes nos sinais de ativacdo fornecidos por outras células poderiam ser as

responsaveis do fenétipo observado nos linfécitos T CD8* de camundongos bim™".

Um estudo realizado em 2009, com o objetivo de avaliar a resisténcia a
autoimunidade desenvolvida por camundongos bim™ jovens (menos de 14 semanas
de idade), mostrou que linfécitos T CD4* bim™ ativados in vitro produzem uma
menor quantidade de citocinas pro-inflamatorias em comparacdo com linfocitos
isolados de camundongos selvagens (120). Desta forma, estes dados indicariam a
existencia de um defeito na resposta efetora dos linfocitos T CD4" de camundongos
bim™, inferindo-se que a baixa producéo de citocinas por estas células possa ser um
dos fatores responsaveis da perda de eficiéncia na resposta efetora desenvolvida
pelos linfocitos T CD8" destes camundongos. Porém, em 2006, um estudo que
visava o estudo dos linfocitos T CD8" durante infecgbes cronicas em camundongos
bim™ indicou que n&o foram observadas alteracées na quantidade ou ativacdo dos
linfécitos T CD4™ (90).

Apesar de que os dados apresentados no paragrafo anterior fornecem uma
explicacdo para os efeitos observados, ndo descartamos a possibilidade de que
mais de um evento esteja produzindo a baixa eficiéncia da resposta efetora dos
linfécitos T CD8" bim™. Nesse sentido, considerando que a expresséo da proteina
BIM esta diretamente relacionada com estresse do ER e inducdo da liberagdo de

Ca*? (121,122), e este evento por sua vez tem sido ampliamente relacionado com o
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processo de divisdo celular (123), nés deduzimos que a deficiéncia de BIM nos
linfocitos T CD8" poderia gerar uma baixa taxa de divisdo linfocitaria. Por esse
motivo foi realizada a avaliagdo da capacidade proliferativa destas células através do
ensaio de transferéncia adoptiva. Os resultados deste ensaio, embora controversos,
ndo mostram diferencas na frequéncia total de células que entraram em divisdo, mas
a analise das geracfes produzidas apontam a existéncia de diferencas no padréo de
proliferacdo dos linfocitos T CD8". Em relagéo a isso, um trabalho desenvolvido em
2008 com a finalidade de avaliar a importancia de BIM durante a contracao
linfocitaria mostrou, mediante um desenho experimental bastante similar ao nosso,
que a acumulacéo de linfécitos T CD8* observado em camundongos bim™ néo esta
relacionada com variacdes da frequéncia de células em proliferagdo nas primeiras
etapas da resposta imune (124). Dessa forma, estes dados da literatura indicam que
néo existe alteracéo do perfil de proliferacéo dos linfécitos T CD8" de camundongos
bim™. Porém, é preciso considerar que para este ensaio foi analisada a incorporacéo
de bromodeoxiuridina (BrdU) nas células em divisdo e, portanto, so foi avaliada a
freqUéncia de células totais que entraram em divisdo, e ndo o numero de geracdes
produzidas. Sendo que nossos resultados mostraram diferencas durante a analise
das geracdes de linfocitos produzidas, ainda achamos interessante avaliar o perfil de

proliferacdo destas células.

Adicionalmente, sabe-se que os linfocitos T CD8" se encontram catalogados
como responsaveis diretos da atividade antitumoral (125), e sua presenca no
infiltrado tumoral tem sido relacionada com a sobrevida dos pacientes frente a
doenca (126,127). Portanto, uma metodologia alternativa que utilizamos para avaliar
a resposta efetora destes linfécitos foi através do desafio com células tumorais da
linhagem Tml.Luc.cOVA. Estudos prévios utilizando a linhagem de melanoma
murino B16 tem demostrado a efetividade preventiva das vacinas adenovirais frente
ao crescimento tumoral em camundongos (128). Porém, a imunizacdo com fins
terapeuticos utilizando a mesma vacina acarretou a reducdo de sua
imunogenicidade, provocando um detrimento das funcdes efetoras dos linfécitos
infiltrantes (TILs) (129). Esses acontecimentos sdo explicados pela disvantagem
apresentada na resposta imune frente a tumores pre-estabelecidos, 0s quais podem
desenvolver mecanismos de evasao da resposta imune, como a construcdo de um

microambiente tumoral imuno supressor, ou a expressao defeituosa das moléculas
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de MHC-I importantes para a apresentacdo de antigenos tumorais, entre outros
(130). Em vista de que estas alteracdes no microambiente tumoral podem mascarar
a real atividade dos linfocitos envolvidos na resposta antitumoral, decidimos utilizar a
vacina adenoviral Ad.cOVA de forma profilactica, sendo aplicada sete dias antes da
inoculacao tumoral. Dessa forma, nossos resultados mostram que a vacinagdo com
0 Ad.cOVA induziu um melhor controle do crescimento tumoral em camundongos
selvagens e bim™” imunizados, em contraposicdo as dimensées da massa tumoral

exibidas por camundongos nédo imunizados das mesmas linhagens.

Durante a avaliacado do crescimento tumoral em camundongos trangenicos, e
devido a defeituosa resposta efetora observada nos linfocitos T CD8* de
camundongos bim, era de esperar que a resposta antitumoral destes camundongos
também fosse deficiente. Porém, ndo se observaram diferengas significativas na
progressdo tumoral entre camundongos selvagens e bim” apés imunizacgéo. Dessa
forma, estes dados podem indicar tanto um melhor desenvolvimento dos
camundongos bim” frente ao tumor, sendo que os camundongos bim™ conseguem

compensar a deficiente resposta imune observada apés imunizacdo com Ad.cOVA.

Um estudo prévio realizado com o intuito de melhorar a resposta antitumoral
fornecida pela vacinagcdo com adenovirus que expressa OVA frente ao tumor
cutaneo EG7-OVA demostrou que ha um paradoxo entre a forte resposta imune e o
controle tumoral (131). Observou-se neste estudo que o uso de adjuvantes que
estimulam TLR9 esta relacionado a um controle mais eficiente da progresséo
tumoral. Mas, paradoxicamente, a analise do perfil dos linfocitos T CD8" gerados
ap0s a vacinacdo com adenovirus e adjuvante mostrou uma menor taxa de
proliferagcdo, assim como menor producdo de IFNy e lise de células-alvo nestes
animais, quando comparados com 0s camundongos que receberam a vacina
adenoviral sem adjuvante. Este efeito esta relacionado com alguns estudos de
pacientes vacinados contra antigenos tumorais, 0s quais conseguiram regredir o
tumor, mas apresentaram um baixo namero de linfocitos antigeno-especificos (132).
Consideramos que este efeito pode estar relacionado a diferentes fatores, como
mudancas na qualidade da resposta imune inata e do microambiente tumoral
desenvolvida por causa do adjuvante, as quais permitem a selecdo de um eficiente,
embora menor, repertério de linfocitos T CD8". Adicionalmente, também postulou-se

a ideia de que um nimero desnecessario de linfocitos T CD8" podem danificar o
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tecido do hospedeiro, sendo responséveis de um detrimento na saude do animal
(131). Desta forma, se a deficiente resposta efetora obsevada nos camundongos
bim™” fosse reflexo da producéo de um menor nimero de células, a qualidade da
resposta exercida por estas poderia ser a responsavel da capacidade de controle do

crescimento tumoral observada nestes camundongos.

Adicionalmente, sendo que o cancer € reconhecido como uma doenca crénica
(133), é importante ter em consideracdo que a resposta imune desencadeada por
este tipo de doencas apresenta um perfil diferente ao observado em infeccbes
agudas. Alguns estudos demostraram que embora a apoptosis de linfécitos T
durante uma infeccéo cronica seja mediada pela ativagdo do receptor TNF-RII, ela
vem acompanhada de uma reducéo na expressao de Bcl-2 (134). Desta forma, na
auséncia de apoptose, existe uma persisténcia dos linfocitos T CD8" antigeno-
especificos, os quais continuam sendo funcionais e participam da producédo de
citocinas como IFNy e TNFa. Em consequencia, tem sido observado que a
deficiencia de BIM permitiu uma melhor eliminacdo do antigeno durante a infecao
crobnica em camundongos (90). Nesse sentido, um estudo de expressdo génica
realizado em pacientes infectados com o virus da hepatite B (HBV) demostrou que a
baixa expressdo de bim nos linfocitos T CD8" HBV-especificos contribuia com o
controle da replicacéo viral e permitia a resolucdo da infeccdo nos pacientes (91).
Em conjunto, esses dados e nossos resultados sugerem que o acumulo de linfocitos
T CD8" com capacidade efetora seriam os responsaveis pelo bom controle da

progresséao tumoral observado.

Devido ao desconhecimento da evolucao da resposta imune desenvolvida por
camundongos bim” apés a vacinacdo com Ad.cOVA, foi resolvido avaliar a cinética
da resposta efetetora dos linfocitos T CD8" destes animais. Regularmente, a
resposta imune induzida apos a vacinacdo adenoviral apresenta seu valor maximo
no dia 7, e decai progressivamente com o passar do tempo (114). Assim, foi
observado que para a linhagem de camundongos bim” também foi observado o
mesmo efeito. Porém, a taxa de perda da resposta citotdéxica € menor a observada
nos camundongos WT. Desta forma, para o final da cinética é possivel observar uma
reversdo da eficiéncia apresentada. Isto pode ser explicado porque na auséncia
desta proteina os linfécitos T CD8" efetores nido sido devidamente eliminados,

produzindo um acumulo destes linfocitos efetores. Entretanto outros sao eliminados
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por outras vias de apoptose, como FAZ / FASL. Aparentemente estes linfocitos

acumulados se mostram eficientes com o passar do tempo.

Os resultados dos experimentos realizados ao longo deste projeto mostram que 0s
linfécitos T CD8" de camundongos bim™ apresentam uma deficiente resposta efetora
desenvolvida apés sete dias da vacinacdo com Ad.cOVA. Desta forma, o ensaio de
citotoxicidade in vivo mostrou menor lise das populacbes de células pulsadas com
residuos de OVA. Adicionalmente, através do ensaio de ELISPOT e por marcacao
intracelular desta citocina, foi possivel observar que os linfécitos T CD8" de
camundongos BIM deficientes apresentam um baixo niamero de células produtoras
de IFNy quando comparados com camundongos selvagens. Apesar destas
caréncias, a cinética da resposta citotéxica em camundongos bim™ mostrou que os
linfocitos remanecentes conseguem desenvolver sua capacidade efetora. Assim,
acreditamos que este efeito poderia estar compensando a deficiéncia inicial dos
linfécitos de camundongos bim, produzindo um controle similar do crescimento

tumoral.
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Através de técnicas convencionais de clonagem e de clonagem por
recombinacdo da plataforma Invitrogem™ Gateway'™ foi possivel gerar o vetor
adenoviral que carrega a sequencia de OVA (pAd.cOVA)

A transfeccdo deste vetor adenoviral nas células da linhagem 293A resultou em
uma bem sucedida producao das particulas adenovirais Ad.cOVA.

A imunizagdo com Ad.cOVA permitiu a ativagdo da resposta imune celular
especifica contra o inserto de OVA.

Camundongos bim™ apresentam uma menor frequiéncia de lise especifica em
comparacdo com os linfécitos de camundongos selvagens e bim™".
Camundongos bim” apresentam uma menor freqiiéncia de linfécitos T CD8"
produtores de IFNy quando comparados com camundongos selvagens e bim*".
A resposta efetora dos linfécitos T CD8* em camundongos bim” decai em uma
taxa menor a observada em camundongos selvagens.

Camundongos bim” mostraram um perfil de resposta antitumoral igual &
observada em camundongos selvagens.

A proteina BIM desenvolve um papel importante na producédo de linfécitos T
CD8" antigeno-especificos apdés a imunizagdo com Ad.cOVA, tendo em
consideracdo que nao foi determinada sua ac¢éo intrinseca ou indireta através de

estimulos ineficientes por parte dos linfocitos T CD4" ou APCs.
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