MARYANNE MELANIE GONZALES CARAZAS

Papel de BIM na geracéo de linfécitos T
CD8" antigeno-especificos, em resposta a
vacinacao com adenovirus recombinante

Dissertacdo apresentada ao Departamento de
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, para obtencdo do
Titulo de Mestre em Ciéncias.

Area de concentracéo: Imunologia

Orientador: Prof. Dr. Gustavo P. Amarante-Mendes

Versao original

Sao Paulo
2017



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.






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)



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.



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.



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).



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



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



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



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



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
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@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



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



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).
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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



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).



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).



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



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



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".






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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