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RESUMO

Pinto BP. Efeito da desregulacdo da via UPR sobre a expressao de ciclina A1l em linfocitos B
humanos. [dissertacdo (Mestrado em Imunologia)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo; 2012.

A via Unfolded Protein Response (UPR) é uma via de sinalizacdo ativada pelo estresse do
Reticulo endoplasméatico (ER). Existem trés sensores presentes no ER que detectam a
presenca de proteinas ndo dobradas: IREa, PERK e ATF6. Anteriormente foi descrito um
paciente com Imunodeficiéncia Comum Varidvel (CVID) que apresenta um atraso na ativagdo
da via UPR associado com o acumulo de imunoglobulinas dentro do ER. Linféocitos B
imortalizados pelo virus Epsein Barr (EBV-B) desse e de outros pacientes com CVID
apresentam uma taxa de proliferacdo diminuida quando comparados com EBV-B de doadores
saudaveis. A Ciclina Al é uma proteina envolvida na regulacdo do ciclo celular e tem a
expressao aumentada quando ocorre a inducdo do IREla, sugerindo uma regulacédo entre o
ciclo celular e o estresse do ER. Nosso principal objetivo foi analisar se o estresse do ER pode
alterar o ciclo celular dos linfocitos B dos pacientes com CVID e de controles saudaveis.
Para investigar a relagdo da UPR com o ciclo celular, estabelecemos um sistema no qual
drogas estressoras do ER foram usadas para ativar a via UPR, seguido de andlises de ciclo
celular, apoptose e expresséo relativa de genes associados a via UPR em diferentes linhagens
de linfocitos B e em células ex vivo. Cada amostra foi analisada por citometria de fluxo, PCR
em tempo real e RT-PCR. Nossos resultados demonstram que a ativacdo cronica da UPR
interrompe o ciclo celular de EBV-B através da quebra da natureza ciclica da Ciclina Al. Sob
a ativacdo cronica do ER, a expressdo de Ciclina Al se manteve elevada por até 24 h de
cultura. Como conseqiiéncia observamos o aumento do nimero de células nas fase S ou G1
do ciclo celular. Essa parada foi dependente da linhagem EBV-B estudada e da droga
utilizada. Além disso, a ativacdo crénica da UPR aumenta a apoptose através da ativacdo do
braco da PERK da via UPR aumentando a expressdo do fator pro-apoptético CHOP. Células
ex vivo e EBV-B do paciente P também foram analisadas e apresentaram uma taxa
metabolica muito baixa e ndmero aumentado de células em apoptose. Ndo foi possivel
observar as alteracfes do ciclo celular nas células do paciente devido a falta de resposta
proliferativa frente aos diferentes estimulos. Entretanto, observamos que a deficiéncia da
resposta do paciente P frente a ativacdo da via UPR parece ser no reconhecimento de
proteinas ndo dobradas. Isso porque os linfdcitos B do paciente esbocam uma resposta quando
0 estresse do ER é gerado por drogas como a tapsigargina e a brefeldina A, mas ndo pelo
DTT. Nossos resultados sustentam a hipotese de que a proliferacdo deficiente observada no
paciente P pode ser resultado de uma ativacdo deficiente da via UPR. Estabelecemos um
sistema que nos permite investigar como o stress de ER altera o ciclo celular e vice-versa. A
identificacdo dos mecanismos correguladores que existem entre UPR e componentes do ciclo
celular provera entendimento dos mecanismos que coordenam a resposta de um linfocitos B
depois da ativacdo antigénica

Palavras-chave: UPR. Linfocitos B. CVID. Ciclo celular.



ABSTRACT

Pinto BP. Effect of the deregulation of the UPR pathway in the expression of cyclin Al in
human B lymphocytes. [Masters Thesis (Immunology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2012.

The unfolded protein response (UPR) is a signaling pathway activated by endoplasmic
reticulum (ER) stress. Unfolded proteins are sensed by three ER residents, IRE1a, PERK and
ATF6. Previously we described a patient (Patient P) with Common Variable
Immunodeficiency (CVID) whose delayed activation of the UPR correlates with
accumulation of immunoglobulins inside the ER. Epstein Barr virus (EBV)-immortalized B
cells (EBV-B) from this and some other CVID patients have a slower rate of proliferation
when compared to EBV-B cells from healthy donors. Cyclin Al is a protein involved in cell
cycle regulation and has its expression increased significantly when induced by IREla,
suggesting an intersection between cell cycle and ER stress.Our main goal is to clarify the
deficient proliferation of B lymphocytes from CVID patients, investigating whether ER stress
can alter the ability of a B cell to cycle.To investigate the modulation of the UPR through the
cell cycle, we established a system where a combination of ER stressors are used to activate
the UPR pathway followed by the analysis of the cell cycle, apoptosis and expression of UPR
targets in several lineages of B cells as well as ex vivo B cells. Cells from each sample were
analyzed by flow cytometry (proliferation, cell cycle and apoptosis), real time PCR and RT-
PCR.Our results showed that chronic UPR stress interrupted cell cycling of EBV-B cells
through dysruption of the cyclic nature of cyclin A1l. Upon chronic ER stress, the expression
of cyclin Al remained high even after 24 hours of culture. As a consequence we observed
increased numbers of cells at S and G1 phases, depend of the cell type and drug. Furthermore,
chronic ER stress triggered early apoptosis through activation of the PERK branch of the UPR
and increased levels of CHOP transcripts, a pro apoptotic factor downstream of PERK. EBV-
B and ex vivo cells from patient P were also analyzed and presented low metabolic rate and a
high apoptosis rate even in the absence of ER stressors. We were unable to observe cell cycle
alterations in this patient’s cells due to their lack of proliferative response to several tested
stimuli. However we noted that the deficiency of UPR pathway activation by Patient P
appears to be on the recognition of unfolded proteins. Patient’s P lymphocytes outline a
response when the ER stress is generated by drugs such as thapsigargin and brefeldin A, but
not with DTT.Our results support the hypothesis that deficient proliferation observed in some
CVID patients might be the result of deficient UPR activationWe established a system that
allows us to investigate how ER stress interferes with cell cycling and vice-versa. The
identification of the co-regulatory mechanisms existing between UPR and cell cycling
components will provide us with insights in the mechanisms that coordinate a B cell’s
response after antigenic activation

Keywords: UPR. B cells. CVID. Cell cycle.
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1.1 O reticulo endoplasméatico e o dobramento de proteinas

O reticulo endoplasmaético (ER) é uma organela exclusiva de celulas eucaridticas,
formado por uma invaginacdo da membrana plasmatica e constituido por um extenso labirinto
de ramificagdes tubulares achatadas (1).

O ER é uma organela chave para a secre¢do de proteinas, tendo um papel importante
em passos que incluem o dobramento, as modificacBes pds-traducionais e a formacéo de
complexos protéicos. Aproximadamente um terco de todas as proteinas celulares é
translocado para dentro do limen do ER e este deve assegurar que as proteinas sejam
dobradas corretamente (1).

O dobramento de uma proteina comeca assim que sua sintese se inicia, nos ribossomos
citosélicos, e s6 é considerado encerrado quando esta proteina sai do ER (1-3). No caso do ER
de mamiferos, o dobramento das proteinas € facilitado por dois sistemas de chaperonas
residentes nessa organela: calnexina/calretirulina e BiP (Binding Protein, HSPAS - heat shock
70 kDa protein 5 ou GRP78 — glucose responsive protein), que se associam com as cadeias
polipeptidicas assim que estas emergem no Iimen do ER. A BIiP é responsavel pela deteccédo
de regides desdobradas de peptideos nascentes, sendo o principal sistema de dobramento de
proteinas ndo glicosiladas ou naquelas em que a glicosilagdo ocorre tardiamente (4). A
glicosilacdo das cadeias polipeptidicas nascentes também aumenta a sua solubilidade e
diminui sua agregacdo (5).

A fim de que apenas proteinas dobradas corretamente possam sair e atingir o seu
destino final, o ER possui mecanismos de controle de qualidade dos diferentes estagios de
dobramento. Este controle de qualidade, que identifica proteinas mal ou ndo dobradas e as
redireciona para a degradacdo via ubiquitina/proteassoma é denominado de ERAD (ER-
associated protein degradation) (6). Proteinas que apresentam uma mutacdo ou um dominio
estrutural que impede seu dobramento correto, mesmo com a ajuda de chaperonas, devem ser
impedidas de entrar na via secretoria e se acumulam no ER. Quando proteinas que sdo
exportadas do ER sem o dobramento correto associam-se a algumas doengas humanas como
diabetes do tipo I e fibrose cistica (6). Além disso, a precipitacao de proteinas em formas mal-
dobradas pode levar a morte celular por apoptose. Varias doencas estdo associadas a este
fendmeno, como por exemplo: Doenca de Huntington (7), Mal de Alzheimer (8) e a fibrose
cistica (9).

O ER deve aumentar a sua capacidade de dobramento de proteinas em células que se

encontram em um estagio especifico e em tecidos com altos niveis de proteinas secretadas. Os
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linfocitos B ativados, que secretam grandes quantidades de anticorpos, e as celulas f-
pancreaticas, produtoras de insulina, sd@o alguns exemplos de células que requerem um
aumento da capacidade de dobramento de proteinas do ER (10).

O actmulo de proteinas ndo dobradas e/ou mal dobradas resulta no estresse do ER.
Para resolver estes acimulos transitorios, o ER pode aumentar sua capacidade de dobrar
proteinas e/ou aumentar sua capacidade de destrui-las. Nas células eucaridticas um dos
mecanismos que medeia essa regulacdo na tentativa de resolver o estresse do ER € a via
Unfolded Protein Response (UPR). A UPR induz a transcricdo de chaperonas do reticulo
endoplasmatico para aumentar o dobramento de proteinas, e atenua a traducdo de proteinas
para diminuir a sobrecarga do ER. A via UPR também regula a transcricdo de genes
associados ao ERAD, o que aumenta a degradacao protéica, processo no qual proteinas mal
dobradas séo exportadas para o citosol e degradadas pelo sistema ubiquitina/proteassoma. A
via UPR ainda ativa o0 programa de apoptose se todas essas medidas anteriores falharem (11,
12).

1.2 A via Unfolded Protein Response

A Unfolded Protein Response (UPR) é uma complexa via de sinalizacdo que é ativada
em todos 0s organismos eucariéticos em resposta a perturbacées no ambiente do ER que
possam interferir no dobramento correto de proteinas. A via UPR foi originalmente descrita
na levedura Saccharomyces cerevisae e é altamente conservada evolutivamente, e esta
presente desde fungos a mamiferos (13, 14).

Anélises da via UPR iniciaram-se no fim dos anos 80, quando foi verificado que o
acumulo de proteinas ndo dobradas no reticulo endoplasmatico induzia a expressao das
chaperonas GRP78 e GRP94 (15). O uso da levedura Saccharomyces cerevisae como modelo
de estudo da via UPR levou a uma rapida compreensdo dos mecanismos moleculares desta
via.

O estresse do reticulo endoplasmatico pode ser causado por varias condicOes
fisiologicas e patoldgicas que alteram sua homeostasia, tais como um desbalanco de célcio
(16), niveis diminuidos de glicose (17), isquemia tecidual (18), infeccGes virais (19),
mutacdes que alteram proteinas (20) e a diferenciacdo terminal de linfocitos B em
plasmacitos (21).

Durante a ativacdo da via UPR em vertebrados, a presenca de estresse é detectada por
trés proteinas transmembranares do ER: PERK (PKR-like ER kinase), ATF6 (Activating
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transcription factor 6) e IRE1 (Inositol-requiring enzymel) (22, 23). Essas proteinas
associam-se pelos seus dominios luminais com a chaperona BiP, e quando liberadas, cada

proteina inicia um mecanismo regulatério diferente (Figura 1).

Figural- Via de sinalizacdo em resposta as proteinas desdobradas no reticulo
endoplasmatico (via Unfolded Protein Response - UPR)
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As proteinas transmembranares IRE1, PERK e ATF6 ap6s se desligarem da BiP sdo ativadas e
induzem a transcrigdo de genes responsaveis pelo aumento da producdo de chaperonas, diminui¢do da
carga de proteinas e pela melhora na capacidade de degradacdo associada ao reticulo (ERAD). O
estresse do ER desencadeia a via UPR com o objetivo de aumentar a eliminagdo de proteinas mal
dobradas e consequentemente diminuir o estresse do ER.

Fonte: Adaptado de Costa et al., 2011 (24)

A BIiP é uma das chaperonas mais importantes do ER e auxilia o dobramento de
proteinas nascentes assim que estas entram no ER pelo canais protéicos Sec 61. Durante a
ativacdo da via UPR, a BiP se dissocia das proteinas transmembranares IRE1, ATF6 e PERK
pois possui maior afinidade por proteinas ndo dobradas que se encontram no limen do ER
(25). Essa dissociagdo permite que tanto a IRE1 quanto a PERK se dimerizem e tornem-se
ativadas (23, 26). A dissociagédo da BiP com o ATF6 permite que este migre para o complexo
de Golgi (27).
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A BIP desliga-se facilmente dos sensores transmembranares, mesmo quando existem
baixas concentracfes de proteinas ndo dobradas (26). Entretanto ndo é sabido o mecanismo
que garante que a BIiP fique ligada aos sensores na auséncia de estresse. O desligamento da
BiP das proteinas transmembranares IRE1, PERK e ATF6 poderia por si sé ativar a via UPR,
idenpendentemente de outros sinais. Entretanto esse ndo € o caso para a ativacdo do ATF6.
Um sinal desconhecido também é necessario para o transporte do ATF6 do ER para o Golgi
(27).

1.2.1IRE1

A IRE1 é uma kinase serina/treonina transmembranar do tipo | cujo dominio N-
terminal se localiza no limen do ER e a porgdo C-terminal se estende pelo citoplasma (28).
Existem dois homologos do gene irel em mamiferos: irelo, que é expresso na maioria das
células e tecidos, e irelp, cuja expressdo esta primariamente restrita as células epiteliais
intestinais (29).

A porcdo citosolica da IRE1 contém tanto um dominio kinase quanto um
endoribonuclease, ambos sdo requeridos para o splicing ndo convencional do RNA
mensageiro (MRNA) do XBP1. O XBP1 ¢ um membro da familia CREB/ATF de fatores de
transcricdo, originalmente identificado como importante para a diferenciacdo dos linfocitos B
em plasmdcitos (21).

O dominio endoribonuclease da IRE1 promove uma clivagem sitio especifico no
MRNA do XBP1, que remove um intron de 26 nucleotideos. A remocéo deste intron produz
uma mudanca de fase de leitura do mRNA do XBP1, resultando numa proteina de 376
aminoacidos que atua como a forma ativa do fator de transcricio XBP1 (XBP1spliced -
XBP1s) (30). A forma unspliced do mRNA (XBP1u) atua como dominante-negativo do fator
de transcricdo. No nucleo, o XBP-1s se liga ao ERSE (ER stress responsive element),
induzindo a transcri¢cdo de chaperonas, e ao UPRE (unfolded protein responsive element),
induzindo a transcri¢do de genes relacionados a degradagéo protéica, incluindo o EDEM (ER
degradation enhancing a-mannosidade-like protein) (31). O EDEM € uma proteina
transmembranar tipo Il do ER. Sua superexpressdo aumenta a degradacdo de glicoproteinas
mal dobradas que contenham um motivo oligossacarideo especifico, 0 Man8-(GluNAc-
Mannooctaose-di-(N-acetyl-D-glucosamine) (32).

A IRE1 também tem um papel importante na regulacdo da apoptose dependente da

ativacdo da via UPR. Seu dominio citoplasmatico pode recrutar a proteina adaptadora TRAF2
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(TNF receptor-associated factor 2), que por sua vez recruta e ativa a caspase-12, um indutor
de morte especifico para o estresse do ER (33). Durante a ativacdo da via UPR, TRAF2 se
dissocia da IRE1, levando a ativagdo da JNK kinase (JNKK), que ativa JNK. A ativacdo de
JNK resulta na ativacdo do fator de transcricdo API (activing protein-1), que esta envolvido
com a morfogénese embrionaria, a proliferacdo e a apoptose (34).

A funcdo da IRE, durante a ativacdo da via UPR, envolve desde a regulacdo da
expressdo de genes relacionados a degradacdo protéica e a chaperonas, quanto na regulacéo

da apoptose.

1.2.2 ATF6

O ATF6 é outro membro da familia CREB/ATF de fatores de transcrigdo (24).
Mediante a ativacdo da UPR, a interacdo do ATF6 com a BiP é quebrada, e 0 ATF6 migra
para o complexo de Golgi, onde sofre clivagem proteolitica pelas proteases S1P e S2P (site-1
e site-2 proteases), liberando seu fragmento N-terminal, chamado de ATF6f, que entdo se
transloca para o nucleo (35).

No nucleo, o ATF6f ativa o0 ERSE (ER stress response element), que controla a
expressao de genes que codificam para chaperonas residentes do ER como a BiP e GRP94
(33). Além disso, 0 ATF6 também induz a transcri¢do de XBP-1 (27, 35).

1.2.3 PERK

O brago sinalizado pela proteina PERK € aquele que possui fungBes mais
diversificadas dentro da via UPR, incluindo a repressdo da traducdo e a ativacdo de um fator
de transcricdo, 0 ATF4 (37, 38). A PERK também esta envolvida tanto na via de sinalizacédo
pré-apoptética quanto na de sobrevivéncia, sendo importante para decidir o destino das
células (39). E, finalmente, a PERK esta envolvida com a parada das células do ciclo celular
durante o estresse do ER (40).

Assim como a IRE1, a PERK é uma kinase serina/treonina transmembranar do tipo | e
possui a sua cauda N-terminal no Iimen do ER (16). Quando ativada, a PERK fosforila a
subunidade alfa do fator de iniciacdo translacional-2 (elF2a). A fosforilagdo do elF2a
mantém esse fator na forma inativa e interfere na formacgdo do complexo iniciador da tradugéo
43S, levando & repressdo da traducdo (16). Esta inibicdo da traducdo reduz o influxo de

proteinas recém sintetizadas no ER (16).
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O ATF4 é um fator de transcricdo que pertence a familia CREB de fatores de
transcricao, e pode induzir a transcricdo de CHOP/GADD153 (C/EBP homologous protein) e
GADD34 (growth-arrest DNA-damage gene 34) (16). O GADD34 ¢é uma proteina citosélica
que se associa com a proteina fosfatase 1 (PP1), que por sua vez desfosforila 0 elF2a e
promove a retomada da sintese protéica, um mecanismo de retroalimentacdo que assegura que
a via nao seja hiperativada (42). Em fibroblastos murinos deficientes em PERK, a transcricao
de CHOP durante a ativacdo da via UPR encontra-se diminuida, demonstrando que a CHOP é
um alvo dependente da ativacdo da PERK (37).

Dados experimentais correlacionam a transcricdo de CHOP com a apoptose. A
superexpressdo de CHOP aumenta a apoptose, enquanto que células deficientes de CHOP tém
a morte reduzida (43). A CHOP pode induzir a expressdo do DR5 (death receptor 5) e do
TRB3 (tribbles-related protein 3) de forma estresse-dependente e modular a morte celular
associada a UPR (44). O DR5 é um membro da familia TNFR e pode mediar a morte celular
através do complexo FADD de sinalizacédo (44).

A CHOP também sensibiliza as células a morte induzida por estresse através da
supressao do fator antiapoptotico B cell lymphoma-2 (Bcl-2) e a superexpressdo de Bim, o
unico fator pro-apoptético da familia Bcl-2 (45). Além disso, a CHOP pode induzir a
apoptose por meio da superexpressdo de Ero-1, uma tiol-oxidase que medeia a formacao de
pontes dissulfeto para promover o dobramento de proteinas no ER, mas também gera como
subproduto espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem contribuir para a ativacdo de uma
gama de vias pro-apoptoticas (45).

A PERK tem um papel na ativacdo de genes apoptéticos, sendo também responsavel
pela clivagem proteolitica e ativacdo da procaspase-12, uma caspase associada ao ER (33). E
sabido que a caspase-12 ndo é ativada em MEF (murine embryonic fibroblast) PERK™/" (39).
Além disso, células PERK'/" sdo mais susceptiveis a morte celular durante a ativacdo da via
UPR (39). Essas observac6es sugerem que a ativacdo da PERK leva a eventos que protejem a
célula da morte enquanto induz, ao mesmo tempo, alguns eventos apoptéticos. Ou seja, a
PERK medeia eventos promovendo a sobrevivéncia e a morte celular simultaneamente, sem

se comprometer especificamente com nenhuma das vias (46-48).
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1.3 A ativacéo da via UPR

A ativacdo dos trés sensores da UPR, IRE1, ATF6 e PERK, leva a uma reprogramacéo
transcricional pela indugédo de trés fatores de transcricdo: XBP1, ATF6f e ATF4. Cada um
desses fatores de transcricdo € ativado por um mecanismo exclusivo: o XBP1 é produzido
pela IRE1 via o splicing do mRNA do XBP1; ATF6f € ativado por uma clivagem proteolitica
do seu precursor o ATF6; e a traducdo do ATF4 é aumentada devido a sua associacdo
preferencial com poliribossomos durante a ativagéo do brago PERK da UPR (4, 6).

O perfil genébmico de fibroblastos derivados de embrides de camundongos deficientes
para XBP1 ou ATF4, ou tecido deficiente de ATF6f, revelou que, cada fator de transcricdo €
responsavel por uma parcela de genes alvos da UPR (37, 49-52). Por exemplo, a transcri¢do
de EDEM, DnalJ/Hsp40, p58°, ErdJ4, HEDJ, PDI-P5, PAMP4 é regulada por XBP1 (52). A
inducdo transcricional desses genes apds a ativacdo da UPR em células deficientes de XBP1 é
reduzida (52). Muitas proteinas codificadas por esses genes estdo envolvidas no ERAD, como
por exemplo 0 EDEM (32). O EDEM codifica para a proteina ER degradation enhancing alfa-
mannosidade like, envolvida no reconhecimento de substratos alvos para a degradagdo. Sendo
assim, um papel importante do braco IRE1-XBP1 durante a ativacdo da UPR é a degradacao
de proteinas permanentemente ndo dobradas, via ERAD (11, 12, 37).

Por sua vez o ATF6f é capaz de induzir a transcricdo de XBP1 e esta possivelmente
envolvido com a regulagéo positiva da chaperona BiP, uma vez que induz a transcrigdo dessa
chaperona (27, 53).

O brago da PERK-ATF4 pode ser responsavel pelo destino das células durante a UPR,
uma vez que os genes alvos incluem CHOP, MGP, GADDA45 e HERP (4, 16, 45).

Os trés bracos sinalizadores da UPR sdo responsaveis pela ativacdo de genes
envolvidos em aspectos diferentes da prépria via, mostrando a complexidade destes
mecanismos regulatorios.

Além desta complexidade ja& conhecida, dados recentes mostram genes alvos
dependentes de multiplos fatores de transcricdo. Células deficientes de SP1 ou SP2, proteases
responsaveis pela clivagem do ATF6 no Golgi, exibem uma transcrigdo diminuida de BiP e
GRP98 durante a UPR. Este fato evidencia que a ativacdo do ATF6 também é necessaria para
inducdo do ERSE (ER-response element) durante a UPR, assim como € necessaria a do XPB1
(27, 34, 49). A inducéo da transcricdo de BiP é também inibida em células PERK'/", sugerindo
que a transcri¢do de chaperonas do ER como BiP e GRP98 pode também depender do brago
PERK-ATF4 (43).
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1.4 O papel da via UPR na diferenciacéo dos plasmdcitos

O papel da via UPR durante a diferenciacdo de linfocitos B em plasmdcitos foi
primeiramente observado quando Reimold e colaboradores demonstraram que o fator de
transcricdo XBP1 é essencial para a diferenciacdo terminal dos linfocitos B (21). A
diferenciacdo das células B em plasmacitos envolve a remodelagem da via secretora. O ER
sofre um processo de expansdo, necessario para acomodar grandes quantidades de moléculas
de imunoglobulinas (lgs) recém-sintetizadas e assegurar a maturacdo e montagem das
subunidades monoméricas de Igs em complexos multiméricos (Figura 2). Uma vez que este
processo aumenta a quantidade de proteinas a serem dobradas no ER, e o acimulo de
proteinas ndo dobradas estressa 0 ER, a ativacdo da via UPR € requerida durante o
desenvolvimento do plasmdcito (21, 54).

Figura 2 - Expansdo do ER durante a diferenciacdo de linfécitos B em plasmdcitos

LB Plasmocito

E possivel observar a expansdo do ER durante o processo de diferenciagdo de linfocitos B em
plasmacitos. Tal evento ocorre para acomodar as imunoglobulinas produzidas e depende da ativacéo
da via UPR.

Fonte: Modificado de Skalet et al. (2005) (55).
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As funcbes de XBP1 foram inicialmente estudadas em linhagens de mieloma humano,
nas quais se verificou um aumento na proliferacdo de plasmécitos malignos
proporcionalmente a expressdo de XBP1 induzida por IL-6. A maior expresséo de transcritos
de XBP1 foi detectada em infiltrados de plasmdcitos presentes em doencas inflamatorias,
como artrite reumatoide, e em culturas primarias de linfécitos B de camundongos estimuladas
com anti-CD40 ou LPS (21). O efeito de XBP1 sobre a biologia dos linfécitos B tornou-se
ainda mais evidente apds a demonstracdo de que animais quiméricos deficientes de XBP1 e
RAG (XBP1-/- RAG-2-/-) apresentavam defeitos severos na imunidade humoral (21).

Os linfocitos B dos camundongos quiméricos XBP1/RAG-2/ mostraram-se menos
diferenciados, com expressdo aumentada de c-myc e menor expressdo da cadeia J de
imunoglobulinas, sendo que esta Ultima é necessaria para a geracdo de plasmacitos secretores
de IgM e IgA. No entanto, a reintroducdo de XBP1s nas celulas in vitro induziu proliferagéo,
mudanca de classe de imunoglobulinas, expressdo de moléculas de superficie e secrecdo
normal de citocinas, demonstrando que o XBP1 é essencial para a formacdo dos plasmdcitos
(21).

1.5 UPR e CVID

A Imunodeficiéncia Comum Variavel (CVID — common variable immuno deficiency) é
a imunodeficiéncia primaria clinicamente importante mais comum em humanos adultos.
Estima-se que sua prevaléncia seja de 1 paciente em 10.000 a 50.000 pessoas (56). O primeiro
caso de CVID foi descrito por Janeway e colaboradores em 1953: uma mulher de 39 anos
com infecgGes sinopulmonares recorrentes, bronquite e meningite por Haemophilus influenza
(57).

A CVID é definida clinicamente pela presenca de trés caracteristicas principais:
hipogamaglobulinemia, que é a reducdo ou auséncia nos niveis séricos de dois ou mais
isotipos de anticorpos (IgG, IgA ou IgM), infeccBes recidivantes principalmente do trato
respiratorio e gastrointestinal e a deficiéncia na resposta humoral, tanto relacionada a infec¢éo
natural quanto a vacinacao (58).

A producdo de imunoglobulinas pelos plasmdcitos envolve uma série de eventos e
depende da participacdo de varias vias. Deste modo a hipogamaglobulinemia observada nos
pacientes com CVID, pode resultar de falhas desde a apresentacdo dos antigenos até a
secre¢édo das imunoglobulinas.

Nosso grupo identificou anteriormente um paciente com CVID (Paciente P) que
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apresenta a ativagao do eixo IREl1a/XBP1 atrasada quando comparado com um controle
saudavel. Dada a importancia do XBP1s na ativacdo da maquinaria secretoria de
imunoglobulinas por plasmdcitos, foi postulado que esse defeito poderia estar relacionado a
hipogamaglobulinemia apresentada pelo paciente.

Células B imortalizadas com EBV ou obtidas ex vivo do Paciente P e de um individuo
saudavel foram tratadas com LPS ou Brefeldina A. Foi constatado que o splicing de XBP1 e
a transcricdo dos genes HSPAS (codifica para BiP) e IRE1A ocorria de maneira muito mais
lenta nas células do Paciente P ap6s o tratamento do que nas células do controle. Além disso,
foi observado nos linfécitos B obtidos do sangue periférico do Paciente P, que a IgM co-
localizava com a BiP no interior do reticulo endoplasmatico, diferentemente do esperado e do
observado nas células do controle nas quais a IgM encontrava-se na superficie celular. Essa
observacdo indica a retencdo das cadeias de imunoglobulinas no limen do ER. O
sequenciamento do XBP1 e dos dominios quinase e endonuclease da IREla do Paciente P
ndo mostrou mutacBes que poderiam explicar a ativacao defeituosa. Foi também demonstrado
que o tratamento destas células com DMSO, uma chaperona quimica, foi capaz de resgatar
parcialmente a homeostasia do ER nestas células, levando ao desligamento da via UPR e
alguma secrecdo de IgM e IgG (59).

Durante a execucdo desse trabalho, foi observado que as células imortalizadas com
EBV do Paciente P demostravam uma proliferacdo reduzida em relacdo as células
imortalizadas do controle saudavel. Foi realizada uma curva de crescimento na qual as duas
culturas foram semeadas com o mesmo numero de células e quantificadas na presenca de

Azul de Trypan (Figura 3).

Figura 3 - Cinética de proliferacao das células imortalizadas do controle e do Paciente P
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Os linfécitos B imortalizados do Paciente P possuem uma proliferacdo reduzida quando comparados
com os de um controle saudavel. ** p = 0,02.
Fonte: Kuribayshi (2006) (60)
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Em acordo com esta observacdo, Guo e colaboradores também verificaram que as
células imortalizadas com EBV de alguns pacientes com CVID possuiam uma taxa de
proliferacdo reduzida quando comparadas com as células imortalizadas por EBV provenientes
de individuos saudaveis (61).

Ao longo dos anos, alguns estudos tém surgido relacionando a via UPR com o ciclo
celular. Em principio, o estresse do ER poderia indiretamente impedir a progressdo do ciclo
celular, interferindo na maturacdo de receptores de fatores de crescimento ou outros
moduladores mitoticos/mitogénicos. Além disso, o estresse do ER poderia impedir as células
de completar a divisdo celular em circunstancias nas quais o dobramento apropriado de

proteinas estivesse prejudicado.

1.6 UPR e o ciclo celular

Nas células eucarioticas ha uma rede complexa de regulacdo que governa a progressao
do ciclo celular. O ciclo celular é dividido nas fases G1, S (onde ocorre a duplicacdo do
DNA), G2 e M (onde ocorre agregagdo cromossomica e a diviséo celular) (62).

As proteinas kinases cdks (cyclin-depend kinases) fazem parte do sistema de controle
do ciclo celular. As ciclinas sdo proteinas reguladoras das cdks, e tém esse home pois sao
sintetizadas e degradadas a cada ciclo celular. A ativacdo do complexo cdk-ciclina
desencadeia os eventos do ciclo celular (62, 63)

A ativacdo da cdk4 ou da cdké e a ativacdo da cdk2 séo requeridas para a transi¢cdo G1
para S do ciclo celular e a ativacao da kinase cdc2 (cdkl) é necessaria para a transicdo da fase
G2 paraa M (64). A cdk2 pode se ligar com as ciclinas A ou E, e 0 cdc2 com as ciclinas A ou
B. A atividade kinase do complexo ciclina A-cdk2, cujo pico ocorre em G1-S, é requerida
para a entrada na fase S (62). Além disso, a ciclina A também forma um complexo com a
cdc2 cujo pico de ativagdo ocorre na transicdo de G2 para a mitose. A atividade kinase do

complexo cdc2-ciclina A é requerida para a entrada na mitose (65) (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema da atividade dos complexos ciclinas - cdks durante a progressao do ciclo

celular

S phase G2 phase M phase

9,9

De acordo com o modelo cléssico da regulagdo do ciclo celular, as ciclinas D e as kinases cdk4 e cdk6
regulam os eventos envolvidos com o inicio da fase G1. O complexo ciclina E-cdk2 inicia a fase S, e
os complexos ciclina A-cdk2 e ciclina A-cdk1 regulam o final da fase S. Enquanto o complexo ciclina
B —cdk1 é responsavel pelo inicio da mitose.

Fonte: Adaptado de Hochegger et al.(2008) (66)

Alguns autores tém explorado a relacdo entre o ciclo celular e o estresse do ER. Em
1991, mesmo antes da descricdo da ativacdo da via UPR, Gosh e colaboradores (67)
observaram que o tratamento de linhagens celulares musculares de hamster com tapsigargina,
um estressor farmacoldgico do ER, bloqueava o ciclo celular e inibia a sintese de DNA.

A tapsigargina bloqueia a entrada de Ca* no ER aumentando a concentracdo de calcio
citosélicos e depletando o célcio de dentro do reticulo. A deplecdo de calcio provoca o
estresse do ER ativando a via UPR (67).

Brewer e colaboradores demonstraram que a tunicamicina induz a perda de ciclina D1 e
a parada do ciclo celular em G1 (40). A tunicanicina é outro estressor conhecido do ER que
bloqueia a N-glicosilacdo de proteinas pela inibi¢do de transferéncia de N-acetilglicosamina
fosfato para dolicol fosfato, o primeiro passo na sintese do precursor oligossacaridico (68). A
ndo glicosilacdo das cadeias polipeptidicas diminui a sua solubilidade e a aumenta sua
agregacao, o que provoca a ativacao da via UPR (5). Nesse estudo, fibroblastos murinos NIH
3T3 foram incubados na presenca de 0,5 ug/ml de tunicamicina resultando na parada das
células em GO-G1 apds 16 h, embora ainda fosse possivel observar células nas fases S e G2
do ciclo celular. O tratamento com tunicamicina também foi capaz de induzir o acimulo das
proteinas BiP e CHOP e a diminuicdo dos niveis de ciclina D1 (69).

Foi demonstrado também que a fosforilagcdo do elF2a, que dependente da ativagdo da

=~

PERK, leva a inibicdo da sintese de proteinas em geral e leva a degradacdo ubiquitina-
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dependente da ciclina D1 pelo proteassoma 26S (70). A ciclina D1 funciona como uma
subunidade regulatdria de haloenzimas que controlam a progressdo através da fase G1 do
ciclo celular (71).

Em 2009, outra ciclina foi associada com a ativacdo da via UPR. Thorpe e
colaboradores identificaram a IREla como uma reguladora de proliferacdo de linhagens
celulares derivadas de cancer de prostata humana. Estes autores demonstraram que em
circunstancias onde a atividade da IREla estivesse prejudicada, as células proliferavam
vagarosamente, mesmo na auséncia de estresse do ER. Em contraste, quando sua atividade
estava elevada havia uma estimulacdo da proliferacdo celular. Utilizando RNA de
interferéncia para XBP-1 total verificou-se que as células com niveis reduzidos de XBP-1
apresentavam a capacidade de proliferacdo diminuida. A fim de identificar os genes alvos
dependentes de IRE1o/XBP1, estes autores compararam a expressdo de genes em células
controles com células que superexpressavam IREla. O gene que codifica para Ciclina Al
teve sua expressao aumentada significativamente, sugerindo sua indugdo por IREla (72).

A Ciclina A1 humana é altamente expressa em linhagens celulares leucémicas
mieldides, nos testiculos e no cérebro, e em baixos niveis em muitas linhagens celulares de
diversos tecidos. Tem um importante papel durante a meiose nos testiculos, entretanto seu
papel durante a mitose ainda ndo esta totalmente esclarecido (73).

Yang e colaboradores encontraram em humanos uma sequéncia protéica homologa a
Ciclina Al encontrada em camundongos (84% de similaridade), que também possui
homologia e maior similaridade com a Ciclina Al encontrada em Xenopus (59% de
similaridade) do que com a Ciclina A de humanos (48% de similaridade). Estes autores
demonstraram que a Ciclina Al também é capaz de associar-se a cdk2 e regular a entrada da
celula na fase S (74).

Em contraste, em 2012 Li e colaboradores observaram que em hepatécitos HepG2 a
superexpressdo da IREla inibe, enquanto o silenciamento por RNA de interferéncia (SIRNA)
aumenta, a proliferacdo celular (75). A superexpressido de IRE1a inibiu a expressdo endogena
da kinase PLK1 (Pdlo-like kinase 1). A PKL1 pertence a familia de kinases serina/treonina
com o dominio polo Box, e é importante para assegurar a mitose, uma vez que atua na
maturagdo do centrossomo durante a fase tardia do G2 e no inicio da profase no
estabelecimento do fuso mitético (62, 75). Portanto niveis reduzidos de PKL1 provocados
pela superexpressdo de IREla, atrasariam a mitose provocando a inibi¢do da proliferagdo.
Apds o tratamento com tunicamicina, as células que superexpressavam IREla tiveram o

ndmero de células em G1 aumentado e na fase S diminuidos. Em contraste, as células
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deficientes para IREla tiveram o nimero de células aumentado na fase S, sugerindo que o
nivel de ativagdo da IREla poderia influenciar na fase do ciclo celular que as células
acumulam durante o estresse da via UPR (75).

Embora os trabalhos mencionados apresentem mecanismos de agdo diferentes quanto a
ativacdo da via UPR sobre o ciclo celular, todos apontam para uma regulacdo do ciclo
dependente da via UPR.

Consideramos que estudar a intera¢do da ativacdo da via UPR com o ciclo celular possa
nos fornecer mais dados sobre os aspectos imunoldgicos da relacdo da CVID, UPR o defeito
na proliferacdo dos linfocitos B imortalizados do Paciente P. Além de tentar identificar
mecanismos responsaveis pela hipogamaglobulinemia presente no subgrupo de pacientes

acometidos pela CVID.



5 CONCLUSOES



Os nossos resultados mostraram que a ativacdo da via UPR pela incubacdo com o
DTT provoca o acumulo dos transcritos de ciclina Al e a parada do ciclo celular. A fase de
parada do ciclo celular é dependente da droga estressora e da linhagem celular, corroborando
a nossa hipotese de que a ativagdo da via UPR altera o ciclo celular de maneira estressor-
especifica. No entanto, o contrario ndo se mostrou verdadeiro, a parada no ciclo celular
provocada por nocodazol ndo ativou a via UPR. A alteracdo do ciclo celular provocada pela
ativacdo da via UPR esta correlacionada com o acimulo dos transcritos de ciclina Al e a
interrupcédo da natureza ciclica dessa proteina.

Em relacdo aos experimentos realizados com os linfécitos B do Paciente P, observou-
se que a via UPR do Paciente P ndo ¢ ativada em resposta ao DTT, mas sim em resposta a
outros estressores conhecidos do ER como a tapsigargina, brefeldina A e o LPS. Uma vez que
o DTT n&o causa nenhum dano estrutural nos sensores do ER este resultado sugere que
defeito no braco da IRE1a, verificado no Paciente P, impede a ativacdo da UPR causada pelo
DTT.
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