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RESUMO

Individuos HIV-positivos geralmente apresentam uma elevada
deplegdo de linfécitos T CD4. A morte de células infectadas ou ndo por
HIV-1 ¢ resultado, entre diversos outros fatores, da apoptose mediada por
proteinas virais. Esta apoptose pode ser ativada por mecanismos extrinsecos
ou intrinsecos, respectivamente através de receptores celulares ou ativagdo
de moléculas sinalizadoras de morte. Uma das vias celulares que regula a
sobrevivéncia ou morte da célula é a via UPR (Unfolded Protein Response),
que regula o estresse reticular causado pelo acimulo de proteinas mal
dobradas através do bloqueio da tradugdo proteica, aumento da expressao de
chaperonas que auxiliam no dobramento e direcionam as proteinas mal
dobradas para a via de degradacdo de proteinas associada ao reticulo
(ERAD). Quando o estresse reticular ¢ prolongado, como no caso de
infecgdes virais, a via UPR induz apoptose através da expressdo da
molécula pro-apoptotica CHOP. Neste trabalho, observou-se que apos 72
horas de estimulo com 200 nM da proteina Tat houve um aumento
significativo na taxa de apoptose das células Jurkat (12,05%, P<0.0001),
indicando que provavelmente a proteina Tat exerce um efeito bioldgico que
desencadeia o processo de apoptose. Células estimuladas também
apresentam significativas alteragdes no perfil de transcritos dos genes que
codificam as proteinas da via UPR: PERK, ATF6, IRE1, BIP, elF2a,
XBP1-u, XBP1-s, CHOP; e genes relacionado a apoptose mediada pelo
estresse de RE: ATF4, CHOP, GADD34, BIM e BCL-2. Esses resultados
indicam que a proteina Tat induz alteragdes celulares que geram estresse no
RE levando a ativacdo da via UPR. O aumento na transcricdo de CHOP
pode indicar que o estresse no RE esta envolvido no mecanismo de
apoptose dessas células. Foi observado ainda, que células estimuladas
sofrem parada nas fases S e G2 do ciclo celular e perdem o potencial de
membrana de mitocondria, sendo esses outros possiveis mecanismos de
apoptose induzido por Tat. A identificagdo do papel de Tat no estresse no
RE com posterior indug@o apoptotica podem reforgar a sugestdo da via UPR
como um possivel alvo terapéutico.

Palavras-chave: HIV; Tat; estresse de reticulo; apoptose; via UPR.






ABSTRACT:

HIV-positive individuals usually have a high depletion of of CD4
lymphocytes. The death of cells infected or not by the HIV is a result,
among many other factors, the apoptosis mediated by viral proteins.
Extrinsic or intrinsic pathways, respectively through cell surface receptors
or activation of death signaling molecules, can trigger apoptosis cell death.
The Unfolded Protein Response (UPR) is one of the cellular pathways that
regulate cell survival or cell death. UPR also regulates the Endoplasmic
Reticulum (ER) stress caused by the accumulation of misfolded or unfolded
protein, by blocking the cell protein translation, increased expression of
chaperones that assist in protein folding and lead misfolded proteins for the
degradation pathway associated with the ER. When the ER stress is
prolonged, as in the case of viral infections, the UPR induces apoptosis
through the expression of pro-apoptotic molecule CHOP. In the present
work, it was observed that after 72 hours of stimulation with 200nM of Tat
protein there was a significant increase in apoptosis rate in Jurkat cells
(12,05%, p<0.0001), indicating that Tat protein most likely exerts a biologic
effect which triggers the apoptosis pathway. Cells stimulated also showed
significant changes in transcription profile of genes encoding proteins of the
UPR pathway: PERK, ATF6, IRE1, BIP, elF2a, XBP1-u, XBP1-s, CHOP;
and the genes related to ER stress-mediated apoptosis: ATF4, CHOP,
GADD34, BIM e BCL-2. The increase in CHOP transcription may indicate
that the ER stress is involved in the mechanisms that induces apoptosis in
Jurkat cells. Furthermore, Tat stimulation induces cell cycle arrest and loss
of mitochondrial membrane potencial in Jurkat cells. Identification the role
of Tat in ER stress-induced apoptosis may reinforce the suggestion of the
UPR pathway as a possible therapeutic target.

Key words: HIV; Tat; Er stress; apoptosis; UPR pathway.
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Figura 01. Ativacdo da via UPR. PERK atua na fosforilagao do fator elF2a,
levando a inibigdo global da tradu¢do e simultaneo aumento seletivo da
tradu¢do do fator de transcrigdo ATF4 que induz a expressio de genes
envolvidos na ativagdo da via UPR; ATF6 ¢ ativada ap0s a clivagem e migragado
até o complexo de Golgi, onde ¢ liberada na sua forma citoplasmatica e tem
como principal fungdo induzir um aumento da expressdo de XBP-1; IREI ¢
responsavel pelo processamento do RNAm de XBP-1, levando-o a sua forma
ativa XBP-1s que atua como fator de transcri¢do nuclear.

Figura 02. Inducio de apoptose mediada pela ativacdo da via UPR. A via
de morte celular induzida pelo estresse de RE ocorre de maneira ainda pouco
compreendida. A indugdo de estresse, que pode ser causada pela liberacao de
calcio, pode estar relacionado com a translocagdo dos fatores apoptoticos
BAX/BAK do RE para a mitocondria, bem como pela ativacdo de caspase-12
em resposta ao estresse de RE. A ativagdo de IRE1 que pode ser auxiliada pelo
complexo pro-morte BAX/BAK, induz ativacdo da quinase N-terminal Jun
(JNK) que contribui no processo de morte através da inativagcdo da proteina
anti-apoptotica BCL-2. PERK induz a fosforilagdo do fator elF2a que pode
atuar inibindo a sintese de proteinas pro-sobrevivéncia e induz a tradugdo
seletiva de ATF4, que consequentemente induz a transcri¢do do fator pro-
apoptotico CHOP. CHOP por pode atuar de duas maneiras: uma delas ¢ na
repressao da atividade e na expressao da molécula BCL-2 e a outra ¢ na
diminuicdo da transcricdo de GADD34 que estd envolvido na inducgdo de
apoptose.

Figura 03. Estrutura génica e conformacional da proteina Tat. (A) Esquema
da organizacdo dos genes virais que apresenta duas regides LTR nos terminais
3’ ¢ 5° do genoma, entre eles estdo os genes estruturais: gag, pol e env; genes
acessorios: vif, vpr, vpu e nef; e genes regulatorios: tat e rev. (B) Possivel
conformag@o da estrutura tridimensional da proteina Tat do subtipo C do HIV,
com base na sua composi¢ao aminoacidica.

Figura 04. Atuacdo da proteina Tat nas células infectadas e em células-alvo
através do efeito bystander. Em células infectadas a proteina Tat produzida no
citoplasma pode seguir dois destinos: 1) atravessar a membrana nuclear e ligar-
se na regido LTR do genoma viral promovendo aumento na transcri¢do génica
ou ligar-se na regido TAR do mRNA viral impedindo a formacao de um hairpin
e induzir aumento na tradu¢do do mesmo; 2) a proteina Tat pode ser excretada
das células infectadas, entrar em células-alvo vizinhas através de endocitose, e
nessas células a proteina Tat também € direcionada ao nticleo e na auséncia da
regido LTR viral, a proteina liga-se ao promotor de diversos genes celulares,
promovendo aumento na transcri¢do dos mesmos.



Figura 05. Fluxograma do delineamento experimental.

Figura 06. Determinacio do numero de células Jurkat estimuladas com a
proteina Tat. Distribui¢do do numero total de células Jurkat estimuladas com 50
nM, 100 nM ou 200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem
estimulo representam o controle negativo e células estimuladas com 1uM de
etoposideo representam o controle positivo. A diferenca significativa foi observada
através da comparagdo multipla onde (***) representa p<0,001 e (****) p<0,0001.

Figura 07. Determinacio dos gates para analise de apoptose em células
Jurkat. Analise de apoptose em células Jurkat estimuladas com 200 nM de
proteina Tat, realizada com base nos gates demonstrando a frequéncia dos
eventos em Dneg indicando células viaveis, Early apoptosis células em estagio
inicial de apoptose, Late apoptosis células em estagio tardio de apoptose e
Necorsis células em processo de necrose. (A) Células Jurkat tratadas com
Etoposideo, demonstrando o controle positivo de apoptose; (B) células Jurkat
sem estimulo representando o controle negativo; (C) células Jurkat estimuladas
com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas.

Figura 08. Curva dose-resposta e cinética de células Jurkat estimuladas
com a proteina Tat. Avaliagcdo da porcentagem de células Jurkat em processo
de apoptose estimuladas com 50 nM, 100 nM ou 200 nM de proteina Tat
durante 24, 48 ou 72 horas. O controle negativo representado por células sem
estimulo e células estimuladas com 1uM de etoposideo representam o controle
positivo.

Figura 09. Inducéo de apoptose em células Jurkat estimuladas com 200nM
de proteina Tat. Avaliacdo da porcentagem de células Jurkat em processo de
apoptose estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas
de estimulo. O controle negativo representado por células sem estimulo e
células estimuladas com 1uM de etoposideo representam o controle positivo. A
diferenca significativa foi observada através da comparacdo multipla onde
(*¥***) p<0,0001 e ns é ndo significativo.

Figura 10. Determinacio da distribuicio média da populacio de células
Jurkat. Analise de distribuicdo realizada com base no dotplot demonstrando
alteragdes nas distribuigdes e nas medianas dos eventos em fungdo do tamanho
(FSC-A) e a complexidade intracelular (SSC-A) de células Jurkat sem estimulo
e células estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas.

Figura 11. Analise da variacio de tamanho e complexidade em células
Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat. Alteracdes nas medianas de
distribuicdo dos eventos em fungdo do tamanho e a complexidade intracelular
de células Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas. O
controle negativo representado por células sem estimulo. A diferenca



significativa foi observada através da comparagdo multipla onde (*) p<0,01 e
(**) p<0,0017.

Figura 12. Avaliacio morfolégica por microscopia de fluorescéncia de
células Jurkat estimuladas com a proteina Tat. (A) Células Jurkat sem
estimulo, consideradas como controle negativo; (B) Células Jurkat estimuladas
com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas. As células foram marcadas com
300 nM de DAPI observadas em objetiva de aumento 100x através da
microscopia de fluorescéncia utilizando filtro de 420 nm.

Figura 13. Determinacio da frequéncia de células Jurkat em diferentes
fases do ciclo celular. (A) Representacdo da selecdo do gate e a distribuicdo
dos eventos em fun¢do do tamanho (FSC-A) e a complexidade intracelular
(SSC-A) de células Jurkat estimuladas ou ndo com 200 nM de proteina Tat
durante 72 horas. (B) Demonstragdo das fases do ciclo celular com base nos
niveis de fluorescéncia de células marcadas com iodeto de propideo e a
frequéncia das células em cada fase. Sub-G1: morte celular; G1: células em
repouso; S: células em processo de replicacdo do material genético; G2: células
em processo de divisdo celular.

Figura 14. Analise da alterac¢iio nas fases do ciclo celular em células Jurkat
estimuladas com 200 nM de proteina Tat. Numero de células Jurkat
estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas em cada fase do ciclo
celular. O controle negativo representado por células sem estimulo e células
estimuladas com 1 pM de etoposideo representam o controle positivo. A
diferenca significativa foi observada através da comparacdo multipla onde
(****) p<0,0001.

Figura 15. Representaciio da andlise de despolarizacio de membrana de
mitocondria de células Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat.
(A) Dotplot demonstrando a distribuicdo das células por tamanho (SSC-A) e
niveis de fluorescéncia da sonda MitoView-APC e a selegdo dos gates de células
Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat e células sem estimulo apds
incubagdo de 72 horas. (B) Histograma demonstrando a frequéncia de células de
acordo com os niveis de fluorescéncia da sonda, onde /ossA¥YM indica a perda
do potencial de membrana e AYM a integridade da mesma.

Figura 16. indice de despolarizacio de membrana mitocondrial em células
Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat. Células Jurkat foram
estimuladas ou ndo com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas e foi avaliado
se houve despolarizacdo da membrana de mitocondria (Perda A¥m) ou se
células mantiveram integridade membranar (A¥m). A diferenga significativa foi
observada através da comparacdo multipla onde (**) p<0,001.

Figura 17. Unidade de fluorescéncia produzida pela atividade de caspase-
12 em células Jurkat estimuladas com a proteina Tat. Indice de atividade de



caspase-12 em 2x10° células estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante
72 horas; o controle sdo células sem estimulo. A diferenca significativa foi
observada através do teste t ndo-pareado onde (**) p<0,0092.

Figura 18. Unidade de fluorescéncia produzida pela atividade de caspase-3
em células Jurkat estimuladas com a proteina Tat. indice de atividade de
caspase-3 em 2x10° células estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 72
horas; o controle sdo células sem estimulo. A diferenga significativa foi
observada através do teste t ndo-pareado onde (*¥*) p<0,0011.

Figura 19. Unidade de fluorescéncia produzida pela atividade de caspase-8
em células Jurkat estimuladas com a proteina Tat. indice de atividade de
caspase-8 em 2x10° células estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 72
horas; o controle sdo células sem estimulo. A diferenga significativa foi
observada através do teste t ndo-pareado onde (¥**) p<0,00010.

Figura 20. Analise da especificidade dos iniciadores dos genes da via UPR.
Perfis das curvas de dissociacdo dos genes de ativagdo da via UPR (PERK,
ATF6, IRE1, BIP, elF20, ATF4, XBP1-u e XBPI-s).

Figura 21. Andlise da especificidade dos iniciadores dos genes da via de
apoptose. Perfis das curvas de dissociacdo dos genes relacionados a apoptose
mediada pela ativagdo da via UPR (CHOP, GADD34, BIM e BCL-2).

Figura 22. Andlise da especificidade dos iniciadores dos genes
normalizadores. Perfis das curvas de dissociagdo dos genes de referéncia
(TBP, B2M e RPL).

Figura 23. Andlise da estabilidade dos genes de referéncia em células
Jurkat. Gréafico gerado pela ferramenta online RefFinder indicando a
combinagdo mais estavel dos genes em células Jurkat, R: RPL, T: TBP ¢ B:
B2M.

Figura 24. Analise da expressio relativa do gene de ATF6. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através da comparacdo multipla onde (****)
p<0,0001, (***) p<0,001 e ns ndo significativo.

Figura 25. Analise da expressdo relativa do gene de PERK. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através da comparagdo multipla onde (¥***)
p<0,0001, (***) p<0,001, (*) p<0,01e ns ndo significativo.



Figura 26. Andlise da expressio relativa do gene de IRE1l. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através da comparacdo multipla onde (****)
p<0,0001, (**) p<0,001e ns ndo significativo.

Figura 27. Analise da expressao relativa do gene de BIP. Nivel de expressao
génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou 200 nM
de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo representam o
controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca significativa foi
observada através da comparagao multipla onde (****) p<0,0001, (**) p<0,001,
(*) p<0,01 e ns nao significativo.

Figura 28. Analise da expressio relativa do gene de elF2a. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através da comparagdo multipla onde (¥***)
p<0,0001, (*) p<0,01 e ns nio significativo.

Figura 29. Andlise da expressido relativa do gene de XBP1-u. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a compara¢do multipla onde (****)
p<0,0001, (*) p<0,01 e ns nao significativo.

Figura 30. Analise da expressido relativa do gene de XBP1-s. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a comparagdo multipla onde (***%*)
p<0,0001, e ns ndo significativo.

Figura 31. Analise da expressio relativa do gene de ATF4. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a comparagdo multipla onde (***%*)
p<0,00001(***) p<0,0001, (**) p<0,001, (*) p<0,01 e ns ndo significativo.



Figura 32. Anilise da expressdo relativa do gene de CHOP. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a comparagdo multipla onde (***%*)
p<0,00001 e ns nao significativo.

Figura 33. Andlise da expressido relativa do gene de GADD34. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a compara¢do multipla onde (****)
p<0,00001 e ns néo significativo.

Figura 34. Analise da expressio relativa do gene de BIM. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a comparagdo multipla onde (***%*)
p<0,00001, (**) p<0,001 e ns ndo significativo.

Figura 35. Anilise da expressdo relativa do gene de BCL-2. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a compara¢do multipla onde (****)
p<0,00001, (**) p<0,001 e ns ndo significativo.

Figura 36. Visdo geral da hipdtese deste trabalho com base nos resultados
obtidos. A proteina Tat atua aumentando a transcri¢do de diversos genes
celulares que culmina num aumento na carga de proteinas a serem dobradas no
RE, gerando assim estresse de RE com consequente ativacdo dos trés bracos da
via UPR (PERK, ATF6 e IREl). PERK tem sua expressdo aumentada,
induzindo a fosforilagdo de elF2a gerando uma atenuagdo global da sintese
protéica na tentativa de reduzir a quantidade de proteinas a serem dobradas no
RE, no entanto induz seletivamente o aumento da tradugdo de ATF4. ATF4 atua
como fator de transcri¢do induzindo a expressdo de CHOP, que ird induzir a
transcricdo de GADD34. GADD34 por sua vez induz a reativagdo de elF2a
reestabelecendo a traducgdo protéica e promovendo aumento do estresse no RE.
O aumento na expressdo de CHOP induz ativagdo da caspase-12 iniciadora que
esta relacionada a membrana do RE que por sua vez induz ativacdo da caspase-
3 diretamente responsavel pela morte celular. O brago de ATF6 induz o splicing
alternativo da molécula XBP-1, dessa forma aumenta a expressdo de XBP1-s e
diminui a expressdo de XBPIl-u. No brago de IRE1, a molécula XBP1-s ¢



processada e direcionada para o nucleo onde induz a expressdo da chaperona
BiP. IRE1 também pode formar um complexo com as proteinas ASK e JNK,
atuando na indug@o da transcrigdo de CHOP que atuara desregulando o
equilibrio entre as moléculas pr6 e anti—apoptoticas (BIM e BCL2) e dessa
forma induzindo a ativacdo de apoptose. Além disso, CHOP também pode estar
envolvido na parada do ciclo celular em células estimuladas com a proteina Tat.
A parada nas fases S e G2 do ciclo celular promovem altera¢des celulares como
o aumento do tamanho e da complexidade intracelular, bem como provocam a
diminuicdo na prolifera¢do celular. Durante o estresse de RE observado através
da ativacdo da via UPR, o acimulo de proteinas induz o extravasamento de Ca**
da membrada do RE, o Ca® citoplasmatico é captado pela mitocondria
induzindo despolarizagdo de membrana de mitocondria, que induzird a apoptose
através da liberagdo de citocromo C e ativagao das caspases -12 e -3.

Figura S01. Viabilidade de células Jurkat ap6s 72 de incubac¢do. Avaliacio
da porcentagem de células viaveis apds 72 horas de incubagdo com
plaqueamento inicial de diferentes densidades celulares, 2x10°, 5x10° ou 1x10°.
A diferenca significativa foi observada através a comparacdo multipla onde
(***%*) p<0,00001.

Figura S02. Viabilidade de células Jurkat ap6s 72 de incubacgdo. Avaliacio
da porcentagem de células viaveis apds 72 horas de incubagdo com
plaqueamento utilizando meio RPMI 1640 com 10uM ou 25uM de HEPES. A
diferenca significativa foi observada utilizando o teste t onde (**) p=0,0036.

Figura S03. Curva de viabilidade de células Jurkat. Andlise da viabilidade
celular em fungéo do tempo de incubagio (24, 48 ou 72 horas) em placas com 6,
12 ou 24 pogos. A diferenga significativa foi observada através da andlise
multipla onde (**) p=0,0136.

Figura S04. Curva de crescimento de células Jurkat. Analise dap
crescimento celular em func¢do do tempo (24, 48 ou 72 horas) em trés diferentes
tamanhos de placas com 6, 12 ou 24 pocos. A diferenca significativa foi
observada através a comparagdo multipla onde (****) p<0,00001, (**) p<0,001
e ns nao significativo.

Figura S05. Avaliacdo da distribuiciio e frequéncia das células Jurkat nos
gates. Grafico dotplot demonstrando a distribuicdo em fun¢do do tamanho
(FSC-A) e a complexidade intracelular (SSC-A) em garrafa de cultura e placa
de 12 pocos e a frequéncias de eventos nos gates (A) representando o canal de
morte e em (B) representando células vidveis.

Figura S06. Determinac¢io da frequéncia de células Jurkat em processo de
apoptose através da marcacio celular com Anexina-V e PIL. (A) representa a
selecdo do gate e a distribuicdo dos eventos em fungdo do tamanho (FSC-A) e a



complexidade intracelular (SSC-A) em garrafa de cultura e placa de 12 pogos;
em (B) presentado pelo dotplot demonstrando a frequéncias das células viaveis
(Q4), células em processo inicial de apoptose (Q3), células em processo tardio
de apoptose (Q2) e células em processo de necrose (Q1).

Figura S07. Viabilidade de células Jurkat apés 72 horas de incubacio.
Analise da porcentagem de células vidveis e células em mortas, obtidas a partir
da marcagdo celular com anexina-V e Pi. A diferenca significativa foi observada
através a compara¢do multipla onde ns considera-se ndo significativo.
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1. INTRODUCAO
1.1. Estresse no Reticulo Endoplasmatico e via UPR
(Unfolded Protein Response)

O reticulo endoplasmatico (RE) ¢ uma organela que desempenha
quatro fungdes fisioldgicas principais: i) sintese de todas as proteinas
que sdo secretadas e das que constituem as membranas das organelas e a
membrana citoplasmatica; ii) o local onde a maioria das proteinas sdo
dobradas em suas conformagdes nativas, sendo que algumas delas
sofrem modificagdes pos-traducionais como a adigdo das pontes
dissulfeto, adi¢do de aspargina e N-glicosilagdo; iii) em eucariotos
superiores, também ¢ o local de estocagem de Ca®* intracelular e iv) a
membrana do RE esta envolvida na biossintese de lipideos e esterdis
(KAUFMAN, 2002; SCHRODER, 2008; YOSHIDA, 2007). O RE
depende de um sistema eficaz de proteinas chaperonas, elevados niveis
de calcio e um ambiente altamente oxidativo para desempenhar suas
fungdes com eficiéncia (KAUFMAN, 2002). As chaperonas promovem
o dobramento de proteinas através da interagdo preferencial com as
superficies hidrofobicas de proteinas desdobradas. Dessa forma, protege
as proteinas desdobradas da interagdo entre elas, evitando a agregacao e
criando um ambiente particular de dobramento (SCHRODER, 2008).

Dentro do RE as chaperonas estdo organizadas em um complexo
formado por diversas proteinas, tais como GRP78 (do inglés, Glucose
Related Protein 78 kDa), GRP170, GRP94, calnexina e calreticulina
(RUDDOCK; MOLINARI, 2006; WATANABE et al, 1994).
Enquanto as chaperonas GRP94 preferencialmente atuam no
dobramento de proteinas parcialmente dobradas, a chaperonas GRP78
tente a atuar em proteinas completamente desdobradas ou cadeias
polipeptidicas desestruturadas (SCHRODER, 2008). GRP78 também
conhecida como BiP (do inglés, Binding Protein) é uma proteina da
familia das Heat-hock proteins, com aproximadamente 78 kDa ¢ ¢é a
principal chaperona localizada no RE (AYAUB et al, 2016;
HENDERSHOT et al.,, 1996). BiP liga-se a regido hidrofobica das
proteinas desdobradas através de um dominio de ligagdo ao substrato.
Dessa forma facilita o dobramento através da mudanga conformacional
gerada pela hidrélise do ATP, pelo seu dominio ATPase (COSTA; DA
ROSA; DE CAMARGQO, 2011; SCHRODER, 2008).

Além de participarem do dobramento de proteinas no RE, as
chaperonas também atuam em um mecanismo de controle de qualidade



das proteinas recém-formadas. Este controle visa garantir que apenas as
proteinas corretamente dobradas serdo transportadas para o complexo de
Golgi. As proteinas desdobradas ou mal dobradas que ndo passam no
controle de qualidade, sdo acumuladas no interior do RE, onde sofrem
ubiquitinacdo, sendo posteriormente retrotranslocadas para o citoplasma
onde entram na via de degradacdo de proteinas associada ao RE
(ERAD) (COSTA etal., 2011; KAUFMAN, 2002; YOSHIDA, 2007).

Situagdes de estresse no RE podem ser resultado de condicdes
patolégicas como hipoxia, deplegdo de calcio, infecgdes virais ou
agentes quimicos levam ao acumulo de proteinas mal dobradas
(KAUFMAN, 2002; YOSHIDA, 2007). O estresse no RE ¢
determinado pelo desequilibrio entre a carga de proteinas produzidas e a
capacidade da maquinaria celular de dobra-las corretamente (WALTER;
RON, 2011). O acamulo de proteinas desdobradas forma agregados que
sdo altamente toxicos e podem levar a célula a apoptose (PATIL;
WALTER, 2001).

Na tentativa de aliviar o estresse no RE e reestabelecer a
homeostasia, as células eucariontes ativam uma série de mecanismos
celulares de autodefesa denominados Unfolded Protein Response
(UPR). Esse mecanismo consiste em uma via de sinalizacdo celular
tempo-dependente ativada em resposta ao acimulo de proteinas no
interior do RE. O principal objetivo da ativacdo dessa via, ¢ promover o
dobramento correto e exportar a carga de proteinas acumuladas e dessa
forma reestabelecer a homeostasia celular (COSTA et al., 2011;
KAUFMAN, 2002; WALTER; RON, 2011; YOSHIDA, 2007). Para
reestabelecer a homeostasia, em primeiro lugar ha uma adaptagdo
transitoria que visa a redug@o na quantidade de proteinas que entram no
RE, obtida através da atenuagdo da sintese proteica. A segunda ativagao
tem como objetivo aumentar a capacidade do RE em dobrar as proteinas
nascentes, sendo uma adaptagdo a longo prazo que envolve o aumento
na transcri¢do das chaperonas. Por fim ocorre o aumento da degradagio
das proteinas desdobradas e mal dobradas através do mecanismo de
ERAD. Caso estes mecanismos ndo sejam suficientes para reestabelecer
a homeostasia no RE, a via UPR pode alterar seu fendtipo de pro-
sobrevivéncia e iniciar a ativacdo de uma via apoptotica, que tem como
objetivo eliminar as células ndo sadias (KAUFMAN, 2002;
SCHRODER, 2006).



1.2. Caracterizacao e ativaciao da via UPR

Inseridas na membrana do RE estdo trés diferentes classes de
proteinas transmembrans conhecidos como “sensores de estresse no
RE”: proteina quinase transmembrana do tipo I (PERK),
endoribonucelase de transmembrana do tipo I (IRE1) e o fator 6 de
ativacdo da transcricdo (ATF6). A ativacdo destas trés moléculas da
inicio a uma série de ativagdes subsequentes que acontecem em forma
de cascata e a atuagdo sinérgica dessas trés moléculas culminam na
ativacdo dos genes que codificam proteinas importantes da via UPR.
Além de ativar a transcri¢do dos genes das chaperonas, também ocorre a
inibicdo geral, porém seletiva, da expressdo génica na tentativa de
diminuir o fluxo de proteinas recém-formadas para o interior do RE e
dessa forma juntamente com as chaperonas, aumentar a capacidade de
dobramento e reestabelecer a homeostasia (KAUFMAN, 2002;
WALTER; RON, 2011).

PERK ¢ uma proteina quinase transmembrana de 150kDa localizada
no ER. Sua por¢do lumial estd envolvida na deteccdo de proteinas
desdobradas, enquanto a porgdo citoplasmatica contém o dominio
quinase. Durante ativagdo da via UPR, PERK ¢ ativada apds sofrer
oligomerizagdo e auto fosforilacdo, em decorréncia dessa ativacdo, seu
dominio quinase que ¢ capaz de fosforilar a serina 51 do fator de
iniciagdo da traducdo elF2a (HARDING et al., 2003; WALTER; RON,
2011; YOSHIDA, 2007). A adicao do grupo fosfato ao elF2a leva a sua
inativa¢do e inibe a interagdo entre as duas subunidades ribossomais,
com consequente inibi¢do geral da sintese proteica (WALTER; RON,
2011). Apesar da reducdo geral da traducdo causada pela fosforilagao,
elF2a também induz aumento da expressio de alguns RNA
mensageiros, como o fator de transcricio ATF4. Este fator é uma
proteina de 39 kDa que regula os promotores de genes envolvidos na via
UPR, incluindo o gene codificantes para chaperonas BiP (HARDING et
al., 2003). ATF4 contribui na tentativa de reestabelecer a homeostasia
através do aumento na capacidade de dobramento de proteinas no RE. O
papel de PERK na indugdo de apoptose ainda € incerto. Porém, sabe-se
que a fosforilagdo de elF2a tem atividade anti apoptdtica em situagdes
de estresse no RE. No entanto, inibicdo geral da sintese proteica ¢
também incompativel com a manutencdo da homeostasia e induz a
célula a autofagia. Acredita-se que em um contexto onde a autofagia ¢ a
ultima estratégia antes de apoptose, a ativagdo de PERK pode estar mais
relacionada com a sobrevivéncia do que com a morte celular (BOYCE
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et al., 2005). ATF4 também induz a expressdo de genes envolvidos na
inducdo de apoptose, entre eles estdio: CHOP (do inglés C/EBP
homologous protein), um fator de transcricdo envolvido na inducdo de
apoptose ¢ GADD34 ( do inglés growth arrest and DNA damage-
inducible protein 34) (SCHRODER, 2006; WALTER; RON, 2011;
YOSHIDA, 2007).

A proteina IRE1 transmembrana do tipo I, codificado pelos genes
IREla e IRE1p, possui aproximadamente 100kDa (KAUFMAN, 2002)
e apresenta uma por¢ao lumial muito parecida com a de PERK, sendo
também capaz de perceber o estresse no RE, enquanto a porcio
citoplasmatica apresenta dois dominios, um quinase e outro ribonuclease
(RNase). Durante o estresse BiP dissocia-se de IRE1 sofrendo
dimerizagdo e fosforilagdo e leva a ativagcdo do dominio RNase. Quando
ativado, esse dominio catalisa a remocdo de um intron de 26
nucleotideos do mRNA da X-box-binding-protein 1 (XBP-1), que altera
sua fase de leitura na traducdo e gera uma proteina de aproximadamente
41 kDa que atua na ativacdo da transcri¢do de componentes da ERAD e
aumenta a expressdo de chaperonas. IRE1 também ¢ capaz de atuar de
maneira muito semelhante ao TRAF2 (fator 2 associado ao receptor de
TNF), na ativacdo de quinases envolvidas na imunidade, inflamacao e
apoptose além de regular as proteinas da familia Bcl-2, que coordenam
o mecanismo de morte programada (TRAVERS et al., 2000; URANO
et al., 2000; YOSHIDA, 2007).

O terceiro brago da via UPR ¢ ativado por ATF6, uma proteina
transmembrana do tipo II de 90 kDa, cuja porgdo lumial ¢ capaz de
identificar o acimulo de proteinas mal dobradas ou desdobradas
(SCHRODER; KAUFMAN, 2006). A porcao citoplasmatica apresenta
um dominio de ligagdo ao DNA contendo um ziper de leucina-basica e
um dominio de ativacdo da transcricdo. Na auséncia de estresse no
reticulo, BiP se mantém ligado ao dominio lumial de ATF6 e esconde o
sinal de enderecamento para o complexo de Golgi. Em resposta ao
acumulo de proteinas, BiP também se dissocia de ATF6 e liga-se nas
proteinas desdobradas. Sua ativaco, ao contrario de PERK e IRE1, ndo
ocorre através de oligomerizagdo, mas quando a interagdo com BiP ¢
rompida e ATF6 tem seu sinal de enderecamento exposto ¢ pode ser
translocado ao complexo de Golgi (RUTKOWSKI; KAUFMAN, 2004;
WALTER; RON, 2011; YOSHIDA, 2007). No complexo de Golgi,
ATF6 sofre clivagens sequenciais por proteases que removem o dominio
lumial e liberam fragmentos N-terminal ATF6(N), esses fragmentos sdo



direcionados para o nucleo e ativam genes alvo da via UPR. Os
principais genes ativados sdo as enzimas dissulfeto isomerases (PDI), as
chaperonas BiP e calreticulinas (WALTER; RON, 2011; YOSHIDA,
2007).

As trés vias de sinalizagdo UPR descritas na Figura 01 também
sdo responsaveis pela indu¢do de CHOP, também conhecido como
DDIT3 ou GADDI153, uma molécula pro-apoptdtico (Rutkowski &
Kaufman, 2004). O promotor do gene CHOP possui sitios de ligacdo
para todos os maiores indutores da via UPR, incluindo ATF4, ATF6 e
XBP-1. Estudos indicam que esses componentes possuem influéncia na
ativacdo e expressdo do fator de transcricdlo CHOP (OYADOMARLI;
MORI, 2004). Dessa forma, a via UPR pode ser vista tanto quando uma
via ativada na tentativa de reestabelecer a homeostasia da célula quanto,
em ultimos casos, uma via de apoptose.
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Figura 01. Ativacido da via UPR. PERK atua na fosforilagdo do fator elF2a,
levando a inibigdo global da tradu¢do e simultaneo aumento seletivo da
tradu¢do do fator de transcrigdo ATF4 que induz a expressio de genes
envolvidos na ativagdo da via UPR; ATF6 ¢ ativada ap0s a clivagem e migragado
até o complexo de Golgi, onde ¢ liberada na sua forma citoplasmatica e tem
como principal fungdo induzir um aumento da expressdo de XBP-1; IREI ¢
responsavel pelo processamento do RNAm de XBP-1, levando-o a sua forma
ativa XBP-1s que atua como fator de transcri¢do nuclear.



1.3. Via UPR e apoptose

A decisdo entre vida ou morte celular baseada em uma avalia¢do
sobre se o estresse no RE sera atenuado em tempo habil, pode explicar o
papel central da via UPR em diversas doencas. Se a ativagao da via UPR
nao for capaz de reprimir o estresse gerado e reestabelecer a
homeostasia, uma via de morte programada sera desencadeada para
garantir a sobrevivéncia do organismo como ultima forma de defesa
(SANO; REED, 2013; WALTER; RON, 2011; YOSHIDA, 2007).
Apoptose ¢ um processo conservado de morte celular programada,
composto por um complexo ativado em cascata estreitamente
sincronizado e que interage em um ambiente controlado e geneticamente
regulado, que estd pronto para exercer sua funcdo apos receber o
estimulo de morte celular (GROENENDYK; MICHALAK, 2005).

A via de apoptose mais bem descrita relacionada ao estresse no RE
¢ a induzida por CHOP, conforme demonstrado na Figura 02. Estudo
recentes demonstram que uma via de sinalizacdo mediada pela via. UPR
através de CHOP-ATF4 induzem a ativagdo de proteinas pro-
apoptoticas (GALEHDAR et al., 2010, GHOSH et al, 2012;
MCCULLOUGH et al., 2001). CHOP ¢ um fator de transcri¢do do tipo
bZIP induzido pelos 3 bragos da via UPR: ATF6, PERK-elF2a-ATF4 e
IRE1-ASK1-MAPK (CHEN, G. et al, 2007; YOSHIDA, 2007
ZINSZNER et al., 1998). A persisténcia da agregacdo proteica leva a
sinalizagdo que induz a alterag@o do fenotipo de pro-sobrevivéncia para
0 pro-apoptdtico, sendo nesse estidgio que a expressio de CHOP ¢
aumentada e desencadeia o processo de morte celular (GALLUZZI et
al., 2012; MA, R. et al., 2016; UPTON et al., 2008). A ativagdo de
CHOP altera o equilibrio que existe entre as proteinas proé e anti-
apoptoticas, sendo que, aumenta a expressdo da proteina pro-apoptotica
BIM e diminui a expressdo de Bcl-2 (ZHANG et al., 2001). As proteinas
da familia das Bcl-2 e BH3 sdo componentes da maquinaria de morte
celular programada e responsaveis por regular a apoptose celular,
podendo ser subdivididas em proteinas pré-apoptoticas (BAK e BAX) e
proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2 e Bel-xL). As proteinas pertencentes a
familia BH3 (dominio-homoélogas 3), por sua vez, sdo proteinas pro-
apoptoticas: BIM, PUMA e NOXA (LOPEZ; TAIT, 2015).
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Figura 02. Inducio de apoptose mediada pela ativacdo da via UPR. A via
de morte celular induzida pelo estresse de RE ocorre de maneira ainda pouco
compreendida. A indugdo de estresse, que pode ser causada pela liberagdo de
calcio, pode estar relacionado com a translocagdo dos fatores apoptoticos
BAX/BAK do RE para a mitocondria, bem como pela ativacdo de caspase-12
em resposta ao estresse de RE. A ativag¢do de IRE1 que pode ser auxiliada pelo
complexo pro-morte BAX/BAK, induz ativacdo da quinase N-terminal Jun
(JNK) que contribui no processo de morte através da inativagdo da proteina
anti-apoptotica BCL-2. PERK induz a fosforilagdo do fator elF2a que pode
atuar inibindo a sintese de proteinas pro-sobrevivéncia e induz a tradugdo
seletiva de ATF4, que consequentemente induz a transcricdo do fator pro-
apoptotico CHOP. CHOP por pode atuar de duas maneiras: uma delas ¢ na
repressdo da atividade e na expressdo da molécula BCL-2 e a outra é na
diminui¢do da transcricdo de GADD34 que estd envolvido na inducgdo de
apoptose.

Como consequéncia da redugdo na expressdo de Bel-2 induzida por
CHORP, as proteinas pro-apoptoticas BAX (Bcl2 associada a proteina X)
e BAK (homologo de Blc-2 antagonista de morte) sofrem
oligomerizagdo na membrana do RE e induzem a formagdo de poros que
promovem o extravasamento de calcio (MCCULLOUGH et al., 2001;
ZONG et al., 2003). O Iumen do RE ¢ o maior estoque intracelular de
calcio, sendo um importante promotor do dobramento proteico por estar
relacionada com a chaperona calreticulina. O trafego de calcio para
dentro e fora do RE regula diversas vias de sinalizagdes inclusive as vias
em resposta ao estresse. Dessa forma, a liberagdo aguda de célcio inibe
diretamente o dobramento das proteinas e ainda desencadeia uma



sinalizagdo que promovem a morte celular mediada pela mitocondria
(GALLUZZI et al., 2012; SANO; REED, 2013).

Além disso, a oligomerizagdo dessas moléculas também forma um
sitio ativo capaz de clivar e ativar a caspase-12 e assim desencadear a
cascata proteolitica das caspases efetoras (MCCULLOUGH et al., 2001;
NIEMI; MACKEIGAN, 2013; SCHRODER, 2006) O processo
mitocondrial é semelhante ao do RE; no entanto, a proteina BAX
citossolica sofre mudancas conformacionais que permitem seu
ancoramento na membrana externa da mitocondria onde se oligomeriza
com BAK e ambas desestabilizam a membrana mitocondrial
(CZABOTAR et al., 2014; NIEMI; MACKEIGAN, 2013). Existem
outras duas moléculas pré-apoptoticas envolvidas nesse processo: BIM
(mediador de morte de interacdo Bcl2), que ¢é translocada para a
membrana do RE e ativa caspase-12 e BIK (Bcl-2 interacdo de morte),
que auxilia no processo apoptdtico com o recrutamento de BAX ¢ BAK
para membrana do RE (MATHAI; GERMAIN; SHORE, 2005).

A oligomerizagdo de BAX e BAK gera um evento de
despolarizacdo e aumento da permeabilidade da membrana externa da
mitocondria (MOMP). Alteragcdes ocorridas no MOMP afetam o
potencial de membrana, cessam a producdo de ATP e permitem a
formagdo de um complexo multi-protéico, conhecido como complexo
do poro de transi¢do dar permeabilidade (PTPC). A formagdo de PTPC
permite a liberacdo de proteinas toxicas para a célula que normalmente
estdo retidas dentro do espago mitocondrial inter-membranas, como o
citocromo ¢ (CITc), o fator indutor de apoptose (IAF), endonucleases G
(ENDOG), entre outras (GALLUZZI et al.,, 2012; LOPEZ; TAIT,
2015). As moléculas liberadas desempenham duas fungdes basicas no
processo de apoptose: o CITc promove ativagdo da via intrinseca
dependente de caspases, enquanto ENDOG e IAF ativam a via
independente de caspase. Nesse contexto, o CITc ao ser liberado, liga-se
a molécula adaptadora Apaf-1 e induz sua oligomerizacdo em uma
estrutura heptamera, chamada de apoptosomo. O apoptosomo recruta e
ativa pro caspase-9, que por consequéncia cliva e ativa das caspases
efetoras -3 e -7. A atividade das caspases executoras efetivamente
matam as células em minutos através da clivagem paralela de centenas
de substratos diferentes. Simultaneamente, as proteinas ENDOG e IAF
sdo enviadas para o nucleo onde mediam a fragmentagdo do DNA em
larga escala (GALLUZZI et al., 2012; LI, J.; LEE; LEE, 2006;
LOPEZ; TAIT, 2015).



Por ser um ponto sem volta na decisdo de morte celular, MOMP é
cuidadosamente regulado pelas proteinas anti-apoptoticas da familia das
Bcl-2. As proteinas Bcl-xL  ligam-se a BIM inibindo sua translocagdo
para a membrana do RE. Além disso, a proteina Bcl-2 atua através da
interagdo com as proteinas BAK e BAX, diminuindo a capacidade de
formarem dimeros e ligando-se as proteinas BH3 resultando na sua
inativacdo (MATHALI et al., 2005; SCORRANO et al., 2003). Apesar
das proteinas anti-apoptoticas finamente regularem a apoptose mediada
pelas caspases, acredita-se que mecanismos de apoptose independentes
de caspase podem ser ativados (ENDOG e IAF) ou passivo (deplecdo de
ATP) e tendem a prevalecer sobre a inibicdo das caspases, levando
assim a morte celular (GALLUZZI et al., 2012).

Considerando o importante papel das caspases no processo de morte
celular, a célula apresenta um extremo controle sobre as atividades
dessas proteases. Dessa forma, caspases sdo produzidas e liberadas em
formas inativas, que para desempenhar sua fungdo precisa
primeiramente ser clivada e tornar-se ativa. Nesse contexto, as caspases
sdo divididas em iniciadoras e efetoras, sendo que, as iniciadoras atuam
clivando as caspases efetoras, que de fato sdo as proteases que atuam
diretamente na causa da morte celular (DICKENS et al., 2012;
GROENENDYK; MICHALAK, 2005; LOPEZ; TAIT, 2015). A via
intrinseca de apoptose envolve duas vias de ativagdo, uma dependente
da mitocondria e outra independente. A via dependente da mitocdndria
tem a caspase-9 como caspase iniciadora central, que ¢ ativada apds a
ligagdo do citocromo ¢ na Apaf-1 para formar o apoptosoma, que ird
ativar as caspases efetoras -3, -6 e¢ -7 (FERRARO; CORVARO;
CECCONI, 2003; SALVESEN; RENATUS, 2002). Em contrapartida, a
via independente da mitocondria ¢ ativada em resposta ao prolongado
estresse de RE, que tem a caspase-12 como a protease que inicia a
cascata de ativacdo. A caspase-12 esta localizada no citoplasma préxima
ao RE, da mesma forma que outras caspases, apresenta-se em forma
inativa e aparentemente ¢ ativada apenas em resposta ao estresse no RE
(NAKAGAWA et al., 2000).

1.4. Infecches virais e ativaciao da via UPR

Dentre os diversos fatores que podem alterar a homeostasia celular,
gerando estresse no RE e ativando a via UPR, estdo as infecgdes virais.
Os virus infectam as células e induzem a produgédo das proteinas virais,
que sdo enderecadas ao RE e acabam aumentando a carga de proteinas a



10

serem dobradas no RE (KEPP et al, 2009). Em consequéncia ao
aumento da sintese proteica e a sobrecarga do RE, as proteinas
desdobradas sdo retidas e se acumulam no Iimen, levando a ativacao da
via UPR. Além do acumulo de proteinas, o aumento da sintese proteica
exige da maquinaria celular uma grande demanda energética com
elevado consumo de ATP, gerando temporariamente um esgotamento de
glicose no RE e dessa maneira potencializando a ativacdo da via UPR
(COSTA et al., 2011). Para evitar que a ativacdo da via UPR prejudique
ou impeg¢a a formagdo de novas particulas virais, os virus tém a
capacidade de modular a ativagio da via UPR através do controle de
IRE1, PERK ou ATF6 (KEPP et al., 2009).

Diversos estudos tém elucidado os mecanismos pelos quais ao
virus podem modular a via UPR. O virus Epstein-Baar (EBV) da familia
Herpesviridae por exemplo, é capaz de induzir dois mecanismos a fim
de estimular a fase latente do ciclo de replicagdo: a via UPR e também a
autofagia (GASS; GIFFORD; BREWER, 2002). O virus da hepatite C
(HCV), pertencente a familia Flaviviridae, também interage com a via
UPR, induzindo um acimulo de duas glicoproteinas virais na membrana
do RE e dessa forma ativando a via UPR (Chan & Egan, 2009).
Conforme demonstrado recentemente em um estudo com pacientes
portadores de hepatite C cronica, o HCV ¢ capaz de induzir os trés
bragos de sinaliza¢do da via UPR: ATF6, PERK e IRE1 (ASSELAH et
al., 2010). Existem ainda virus capazes de ativar determinados pontos da
via UPR e simultancamente inibir outros. Infec¢des in vitro do
enterovirus 71 (EV71), pertencente a familia Enteroviridae, em células
de rabdomiosarcoma levam ao aumento da expressio de BiP e induzem
a fosforilagdo do fator elF2a. Além disso, EV71 inibe a tradugdo e
ativacdo de ATF6, sugerindo que esse virus é capaz de modular a via
UPR (JHENG et al., 2010). O virus da coriomeningite linfocitica
(LCMV), membro da familia Arenaviridae, leva a uma indugdo seletiva
da clivagem de ATF6, enquanto PERK e IRE1 nd3o sdo ativados,
demonstrando que os virus podem modular os bragos da via UPR de
maneira alternada garantindo a replicacdo viral (PASQUAL et al.,
2011). Por fim, o virus do Oeste do Nilo (WNV), membro da familia
Flaviviridae, modula a ativa¢do da via UPR através dos bragos ATF6 e
IRE1, levando ao aumento de XBP-1 pos-splicing. Porém, ndo ha
indicios da fosforilagdo de elF2a, sugerindo que a infecgdo por este
virus inibe a ativagdo de PERK e consequentemente o controle
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traducional promovido pela via UPR (AMBROSE; MACKENZIE,
2011).

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), género Lentivirus,
familia Retroviridae, é o responsavel pela pandemia de AIDS no mundo
(FAUCI, 1996; RAMBAUT et al., 2004). As primeiras evidéncias da
possivel relagdo entre o HIV e a via UPR surgiram com estudos da
interagdo da proteina viral regulatéria Tat (PUGLIESE et al., 2005).
Essa molécula ¢ capaz de promover a fosforilagdo e inibicdo do fator
elF2a através de uma proteina com func¢do semelhante a PERK,
denominada proteina quinase dependente de RNA ou PKR. A inibi¢do
dessa fosforilagdo permite a continuagdo da traducdo de novas proteinas
no RE, aumentando o acumulo em seu limen (MCMILLAN et al.,
1995). Ademais, a infecgdo por HIV foi relacionada a indug¢do na
transcricdo e tradu¢do de ATF4, causando um acumulo deste fator
durante a fase aguda da infecgdo. ATF4 é também responsavel por
promover a reativagdo da replicagdo do HIV em células infectadas,
sugerindo que eventos de estresse no RE que levam ao aumento de
ATF4 podem ser relevantes para o fim do estado de laténcia viral
(CASELLI et al., 2012). O HIV também ¢é capaz de promover um
aumento dos niveis de elF2a fosforilado em estagios precoces da
infeccdo e durante picos de carga viral em macrofagos cultivados in
vitro (CROSS et al., 2011). Estudos recentes sugerem que a infecgao
pelo HIV aumenta os niveis de expressdo de BiP e leva a ativagdo dos
trés bracos da via UPR, PERK, IREl e ATF6, em populacdes
purificadas de linfécitos TCD4 e mondcitos provenientes de pacientes
submetidos ou ndo ao tratamento antirretroviral (DAHMER, 2014;
(BORSA et al., 2015), sugerindo que o HIV ¢ capaz de modular a via
UPR com o objetivo de aumentar a replicagdo viral e assegurar o
sucesso da infecgdo. Ademais, neste ultimo artigo foi demonstrado que
aparentemente o tratamento farmacoldgico apresenta um efeito sinérgico
na ativacdo da via UPR, sugerindo que tanto o virus quanto o tratamento
antirretroviral atuam como ativadores da via UPR.

1.5. Efeitos da proteina Tat na patogénese da infecciio pelo
HIV

A infecg¢do causada pelo HIV ¢é caracterizada pela progressiva e
gradual diminui¢do dos linfocitos TCD4, sendo esta a causa de uma
profunda imunossupressdo que caracteriza a fase avangada da infeccdo
pelo HIV. A depleciao de linfocitos TCD4 pode ser consequéncia da
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citotoxicidade direta de linfocitos T CDS8, formagdo de sincicio,
destruicdo celular no momento do brotamento viral, morte programada
nas células infectadas ou morte induzida em células ndo infectadas,
também conhecido como efeito bystander, que é desencadeado por
proteinas virais soliveis ou por fatores imunes do hospedeiro
(CUMMINS; BADLEY, 2010).

A proteina Tat do HIV é uma transativadora da transcrigdo de genes
virais e ativadora da transcricdo de genes celulares (JU et al., 2009;
MAHLKNECHT et al., 2008; NEKHALI et al., 2007). E um importante
fator de regulagdo nos estagios iniciais da infec¢@o, sendo codificada por
dois éxons (Figura 03) e apresenta tamanho que pode variar de 86 a 104
aminoacidos (PUGLIESE et al., 2005; SCHWARZE et al., 1999). A
forma extracelular de Tat, que ¢ liberada pelas células infectadas,
também ¢ capaz de entrar em outras células alvo e induzir alguns efeitos
biologicos (FERRARI, A. et al., 2003; ZHENG et al., 2005). Algumas
das fungdes propostas para a proteina Tat incluem remodelacdo da
cromatina, fosforilagdo da RNA polimerase II envolvida na transcri¢cao
do genoma viral, transativagdo de genes virais e a ligacao especifica aos
mRNA do HIV (SOBHIAN et al.,, 2010; TAHIROV et al., 2010).
Sugere-se que todas essas fungdes acontecam em forma de cascata com
um objetivo central: expressio dos genes virais (ROMANI;
ENGELBRECHT; GLASHOFF, 2010). Ela também atua na prevencdo
da interrupgdo prematura da transcri¢do dos pro-virus através da ligacao
ao sitio 5'dos mRNAs virais nascentes, aumentando a producdo de
mRNA centenas de vezes (BELLINO et al, 2014, EMERMAN;
MALIM, 1998). A expressdo do genoma viral é regulada por porgdes do
genoma como o intensificador e promotor que estdo contidos na regido
LTR (do inglés, Long Term repeat) do HIV, localizada no terminal 5’
do provirus integrado. Tat recruta a maquinaria celular responsavel pela
transcricdo génica para a regido LTR viral, ligando-se assim ao
promotor ¢ induzindo a expressdo dos genes virais (RICHMAN et al.,
2009; ROHR et al., 2003).
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Figura 03. Estrutura génica e conformacional da proteina Tat. (A) Esquema
da organizagdo dos genes virais que apresenta duas regides LTR nos terminais
3’ e 5’ do genoma, entre eles estdo os genes estruturais: gag, pol e env; genes
acessorios: vif, vpr, vpu e nef; e genes regulatorios: tat e rev. (B) Possivel
conformagdo da estrutura tridimensional da proteina Tat do subtipo C do HIV,
com base na sua composi¢ao aminoacidica.

Em células infectadas, Tat atua no aumento da expressdo dos genes
virais com o objetivo de induzir a formagdo de novas particulas virais,
com consequente aumento da taxa de infec¢do das células vizinhas
(BELLINO et al., 2014). Ao ativar a transcri¢do génica das células, Tat
aumenta a expressdo de citocinas, do receptor CCRS5 e o receptor de IL-
2 (CD25) em células infectadas, além de inibir a expressdo de complexo
de moléculas de MHC classe I (LI, J. C. et al., 2005; STETTNER et al.,
2009; ZHENG et al., 2005). Os efeitos transativadores ndo se limitam
apenas as células infectadas, pois a proteina Tat ¢ liberada pelas células
com infecgdo produtiva e é capaz de entrar em células ndo infectadas
através do efeito bystander conforme descrito na Figura 04 e exercer sua
atividade diretamente em células responsivas (JU et al., 2009). Foi
demonstrado que as proteinas Tat provenientes de diferentes subtipos
virais exercem diferentes efeitos na modulacdo de expressdo de
citocinas. A expressdao de moléculas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-
10 é maior em células estimuladas com Tat-C quando comparado com
Tat-B. Entretanto, proteina Tat subtipo B apresentou aumento na
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expressdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 ¢ TNF-o (GANDHI
et al., 2009).

Infected T-cell Target cell

/ /" Nucleus

// /

N

/
\ ) A
Endosome -;' /
/- /
\ /
N\ \ ] /
. . /
N
Seric [Tat] = 0.2- 4 nM

‘ DEBAISIEUX etal, 2011

Figura 04. Atuaciio da proteina Tat nas células infectadas e em células-alvo
através do efeito bystander. Em células infectadas a proteina Tat produzida no
citoplasma pode seguir dois destinos: 1) atravessar a membrana nuclear e ligar-
se na regido LTR do genoma viral promovendo aumento na transcri¢do génica
ou ligar-se na regido TAR do mRNA viral impedindo a formacao de um hairpin
e induzir aumento na tradu¢do do mesmo; 2) a proteina Tat pode ser excretada
das células infectadas, entrar em células-alvo vizinhas através de endocitose, €
nessas células a proteina Tat também € direcionada ao nticleo e na auséncia da
regido LTR viral, a proteina liga-se ao promotor de diversos genes celulares,
promovendo aumento na transcri¢do dos mesmos.

A capacidade da proteina Tat de entrar em diferentes tipos celulares
jé& tem sido demonstrado através de diversos estudos (FRANKEL;
PABO, 1988; MANN; FRANKEL, 1991). Essa caracteristica tem sido
explorada como modelo de entrega de nano particulas para o interior da
célula e do nucleo (VIVES, 2003). Tat ¢ uma proteina promiscua que
apresenta diferentes sitios de ligagdo na célula, tais como o receptor
CD26 (dipeptidil aminopeptidase IV), LPR (receptor relacionado a
lipoproteina), CXCR4 (receptor de quimiocina 4) ¢ HSPGs (do inglés,
heparan sulphate proteoglycans) (LIU et al., 2000; SIGNORET et al.,
1997; TYAGI et al., 2001). A internalizagdo de Tat nas células ocorre
através de endocitose mediada por clatrinas sendo posteriormente
transportadas para o nucleo (BELLINO et al., 2014). As moléculas
soluveis de Tat sdo secretadas por células infectadas mesmo na auséncia
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de lise celular, possivelmente por um mecanismo ndo convencional
(ENSOLI et al., 1990). Ao ser secretada, a proteina Tat pode entrar em
diversas células, bem como ser direcionada aos linfocitos T (LI, C. J. et
al., 1995; WESTENDORP et al., 1995).

A proteina Tat pode estar implicada no declinio das células T CD4",
que é uma caracteristica da AIDS (ZAULI; GIBELLINI, 1996), bem
como no desenvolvimento da deméncia-associada ao HIV (GHAFOURI
et al., 2006; GIRARD et al., 2011; ZAULI; GIBELLINI, 1996). A
proteina Tat pode atuar sobre diversas vias bioldgicas em diferentes
células ndo infectadas e mais recentemente, foi demonstrado que Tat
induz apoptose em células HBMEC (do inglés, human brain
microvascular endothelial cells) e associou-se essa morte celular com
distarbios neurologicos associados ao HIV (MA, R. et al., 2016).
Estudos in vitro demonstraram que Tat é capaz de promover morte em
diversos tipos celulares, através da ativagdo da via intrinseca de
apoptose, culminando com a liberagdo de moléculas indutoras de
apoptose, principalmente CITc seguido da ativacdo das caspases -3 e -9
(BELLINO et al., 2014; MA, R. et al., 2016). No entanto, o papel de
Tat mediando apoptose de linfocitos TCD4 in vivo ainda ndo esta
esclarecido. Monbcitos e macroéfagos humanos tratados com Tat
exogena apresentam aumento da expressao de TRAIL (ligante do fator
de inducdo de apoptose), um ligante do fator de necrose tumoral TNF,
que leva a ativagdo das caspase -3 e -8 nas células ndo infectadas,
induzindo a apoptose pelo efeito bystander. Tat também tem sido
relacionada com aumento de calcio intracelular seguido da captagdo pela
mitocdndria, o que resulta na geragdo de ROS que eventualmente podem
ativar caspases. Sendo assim, tem sido sugerido que Tat tem habilidade
de recrutar diversas proteinas pro-apoptdticas e induzir apoptose através
de multiplos mecanismos (ROMANI et al., 2010).

Neste contexto, o entendimento do mecanismo através do qual a
proteina Tat modula a expressdo génica e induz estresse no RE, com
consequente ativagdo da via UPR, pode revelar um novo mecanismo
através do qual o HIV leva & diminuicdo do numero de linfocitos T
CD4" circulantes. A identificagdo do papel de Tat no estresse no RE
com posterior indugdo apoptdtica podem reforgar a sugestdo da via UPR
como um possivel alvo para terapia antirretroviral.
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2  HIPOTESE

A proteina Tat do HIV-1 ¢ capaz de estimular células ndo infectadas
pelo virus através do efeito bystander e através da sua atividade
transativadora induzir estresse celular e ativacdo da via UPR, que
culmina na indu¢@o de apoptose em linfocitos.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Investigar o envolvimento da proteina Tat do HIV-1 na indugéo de
estresse no RE de células Jurkat com consequente ativagdo da via UPR e
inducdo de apoptose através da via intrinseca.

3.2 Objetivos Especificos

Padronizar as condi¢bes ideais de cultivo de células
Jurkat E6-1;

Verificar a ocorréncia de apoptose nas células Jurkat
estimuladas com a proteina Tat;

Identificar possiveis alteragdes nas fases do ciclo celular
e alteragdes nas células Jurkat estimuladas com a
proteina Tat;

Avaliar a despolarizagdo e perda do potencial da
membrana mitocondrial;

Avaliar a ativac¢do da caspases -12, -3 ¢ -8;

Identificar o estresse no RE através da expressdo relativa
de genes relacionados com a ativagdo da via UPR.
Identificar a expressdo relativa de genes relacionado a
apoptose mediada pela via UPR.
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4 METODOLOGIA
4.1 Delineamento experimental

1 Padronizagio das condigdes de 1
! cultura 1

Determinagao das condigdes 1
experimentar: Curva cinética e dose- |
\ resposta I

1 - . : I

I Avaliagdo da transcrigdo génica | 1 Anélise de bloqueio no ciclo |

1 ! através de RT-qPCR 1 1 celular |
L

- N 1 . . |
Avaliagdo da despolarizagdo de | I Avaliagdo da expressio génica 1 ! Alteragdes na morfologia celular |
membrana mitocondrial 1 ! através de WB 1 1

|
Avaliagdo da ativagdo de 1
caspases -3 € -12 1

Figura 05. Fluxograma do delineamento experimental.

4.2 Cultura celular e padronizacio das condicées experimentais

Células Jurkat E-61 (Banco de Células do Rio de Janeiro CR063,
lote 04/07/06), comprovadamente livres de Mycoplasma através de
ensaio especifico de PCR. Jurkat ¢ uma linhagem de linfécitos humanos,
foram utilizados neste estudo e foram mantidas em garrafas de 25 cm?,
contendo 15 ml de meio RPMI 1640 (Gibco®, Life Technologies)
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal - SBF (Gibco®, Life
Technologies), 2 mM de glutamina (Sigma®), 1 mM de Piruvato de
Sodio (Sigma®), 10 mM de HEPES (Acido 4- (2-hidroxi etil) -1-
piperazina etano sulfonico), 2,0 g/l de Bicarbonato de sddio e 4,5 g/L
de glicose e mantidas a 37°C em atmosfera contendo 5% CO,. Para os
ensaios de estimulagdo, foi utilizada a proteina recombinante Tat do
HIV-1 subtipo C (Diatheva) livre de endotoxinas. A proteina Tat foi
reconstituida em 1 ml de tampdo fosfato (PBS), 0,1% de glicerol
(Invitrogen, Life Technologies) e Protease Inhibitor Cocktail 50x
(Promega) na concentragdo final de 5 pM, sendo entdo aliquotadas e
armazenadas a -80°C.
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Foi realizado um ensaio de cinética e dose-resposta para se
determinar a dose ideal de Tat recombinante a ser utilizadas nos ensaios
experimentais. Sendo assim, células Jurkat foram contadas em cémara
de Neubauer utilizando azul de tripan (Sigma) 0,2% como indicador de
viabilidade celular e 5x10° células foram transferidas para placas de 12
pogos (TPP) contendo 2 ml do mesmo meio anteriormente descrito.
Células Jurkat foram estimuladas com 50, 100 ¢ 200 nM de proteina Tat
durante 24, 48 e 72 horas e foram utilizados como controles positivos
um indutor de estresse celular e ativador da via UPR (Tunicamicina,
Sigma®) e um inibidor da topoisomerase ¢ indutor de apoptose
(etoposideo, Sigma®). Como controle negativo foram utilizadas células
mantidas em cultura as quais se adicionou o meio no qual a proteina Tat
foi reconstituida.

4.3 Determinacio da taxa de apoptose

Apos a estimulagdo das células Jurkat com Tat, a taxa de apoptose
foi determinada utilizando o kit Anexina V FITC Apoptosis Dection 11
(BD, PharMingen Co.). O protocolo de marcagao e aquisi¢do das células
foi previamente padronizado.

4.3.1 Marcagdo e aquisi¢do celular

Para cada tratamento, a suspensdo celular foi homogeneizada com
micropipeta, 1 ml transferido para um microtubo de 1,5 ml e
centrifugado a 350 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
precipitado foi lavado com tampdo FACS (Fluorescence Activated Cell
Sorter) (PBS suplementado com 2% SBF) a temperatura ambiente por
duas vezes. O sobrenadante foi novamente desprezado e o centrifugado
foi suspendido em 200 pl de Binding Buffer 1x fornecido pelo kit.

Da suspensdo celular, 50 pl foram utilizados para a calibragdo e
compensacdo do citometro ¢ os 150 pl restantes foram transferidos para
os tubos de 5 ml para citometria (Falcon® BD) e procedeu-se a
marcacgdo. As células foram marcadas adicionando 5 pl de Anexina V
conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FITC), homogeneizadas e em
seguida os tubos foram envoltos em papel aluminio e incubadas durante
15 minutos a temperatura ambiente. ApoOs essa incubacdo, foram
adicionados 5 pl de iodeto de propideo e 200 pl de tampao FACS, sendo
a suspensdo celular homogeneizadas em vortex e em seguida 50.000
eventos foram adquiridos no citdmetro de fluxo FACS Verse™ (BD
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Biosciences). Posteriormente, os eventos adquiridos foram analisados
utilizando o programa FlowJo™ (© Tree Star, Inc.) versdo 10.0.

4.3.2 Determinagdo da estratégia de gates

A determinacdo das diferentes populagdes celulares foi realizada
com o auxilio do grafico de contorno 5%, sendo a separacdo dos gates
determinada através do contorno de intersec¢do entre as populacdes.
Uma vez determinados, os gates foram aplicados a todas as amostras e
dessa forma as populagdes foram separadas e classificadas como
viaveis, em processo de apoptose inicial, apoptose tardia ou necrose.
Foram consideradas como vidveis as células que se agruparam na
populagdo presente no quadrante inferior esquerdo do gate (FITC-, PI-),
células em processo inicial de apoptose se agruparam no quadrante
inferior direito (FITC+, PI-) enquanto a populacdo de células em
apoptose tardia se encontra no quadrante superior direito (FITC+, PI +)
e as células em processo de necrose encontram-se no quadrante superior
esquerdo (FITC-, PI+).

4.4 Analise da morfologica celular

Células Jurkat estimuladas com 200 nM da proteina Tat durante 72
horas foram recolhidas do pogo e centrifugadas com PBS a 500 x g
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o precipitado
celular foi suspendido em 100 pl de PBS acrescido de DAPI (2-(4-
amidino fenill)-1H -indole-6-carboxamidina, Biolegend) a uma
concentracdo final de 300 nM, incubado durante 15 minutos no escuro a
temperatura ambiente. Para visualizagdo no microscopio, 10 pl da
suspensdo celular foram aplicados em laminas de vidro e coberta com
laminulas, sendo as células visualizadas em microscopio de
fluorescéncia (Olympus BX40) utilizando filtro de luz (comprimento de
onda) e objetiva de aumento 100 x.

4.5 Avaliacido da permeabilidade e integridade da membrana
mitocondrial

A integridade da membrana mitocondrial das células Jurkat
estimuladas com a proteina Tat foi realizado através da andlise de
despolarizagdo de membrana mitocondrial. Para esse ensaio foi utilizado
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a sonda MitoView™ Blue (Biotium) seguindo as instrugdes do
fabricante. Primeiramente, 10 ul da sonda foi diluido em 10 ml de PBS
e armazenado em frasco dmbar na geladeira a 4°C. As células foram
estimuladas como previamente descrito com 200 nM de proteina Tat por
72 horas, sendo entdo coletadas e centrifugadas a 1000 x g; o
precipitado foi suspendido em 200 pl da solucdo MitoView e incubadas
em gelo durante 30 minutos. Apds a incubagdo, 50.000 eventos foram
adquiridos utilizando o citometro de fluxo FASC Canto II (BD
Bioscience) e posteriormente os resultados foram analisados utilizando
o programa FlowJo™ (© Tree Star, Inc.) versdo 10.0.

4.6 Avaliacio da atividade de caspases
4.6.1  Avaliacdo da atividade da Caspase-3

Células Jurkat foram estimuladas durante 72 horas com 200 nM da
proteina Tat, de acordo com as condigdes previamente padronizadas.
Ap6s o periodo de estimulo, as células foram lisadas por sonicagdo. Em
uma placa de 96 pogos (BD Biosciense) 25 pl do lisado foram
adicionados a 75 pl do meio de reacdo contendo HEPES 25 mM (pH
7,4), CHAPS 1%, EDTA 1 mM, sacarose 10% ¢ DTT 3 mM. A esta
mistura foram adicionados 10 M do substrato fluorogénico para caspase-
3 acetil-Asp-Glu-Val-Asp-amino metil cumarina (Ac-DEVD-AMC)
(Sigma®) e incubado por 2 horas a 37°C. A atividade da caspase-3 foi
avaliada através da produgdo do AMC fluorescente monitorada em
espectrofotometro SpectraMax® M2¢ (Molecular Devices), utilizando o
comprimento de onda de 380 nm para excitacdo e emissdo em 465nm.
Os valores obtidos nas amostras foram subtraidos da fluorescéncia dos
brancos correspondentes sem lisado celular. Os resultados foram
expressos comparando o aumento dos niveis de fluorescéncia com o
controle.

4.6.2  Avaliagdo da atividade da Caspase-8

Células Jurkat foram estimuladas durante 72 horas com 200 nM da
proteina Tat, de acordo com as condigdes previamente padronizadas.
Apos o periodo de estimulo, as células foram lisadas por sonicagdo. Em
uma placa de 96 pogos (BD Biosciense) 25 ul do lisado foram
adicionados a 75 pl do meio de reacdo contendo HEPES 25 mM (pH
7,4), CHAPS 1%, EDTA 1 mM, sacarose 10% ¢ DTT 3 mM. A esta
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mistura foram adicionados 10 M do substrato fluorogénico para caspase-
8 acetil-Ile-Glu-Trip-Asp-7-amino-4-metil cumarina (Ac-IETD-AMC)
(Sigma®) e incubado por 2 horas a 37°C. A atividade da caspase-3 foi
avaliada através da producdo do AMC fluorescente monitorada em
espectrofotdmetro SpectraMax® M2¢ (Molecular Devices), utilizando o
comprimento de onda de 380 nm para excitagdo e emissao em 465nm.
Os valores obtidos nas amostras foram subtraidos da fluorescéncia dos
brancos correspondentes sem lisado celular. Os resultados foram
expressos comparando o aumento dos niveis de fluorescéncia com o
controle.

4.6.3  Avaliagdo da atividade da caspase-12

A avaliagdo da atividade da caspase-12 foi realizada utilizando o kit
Caspase-12 Fluorometric Assay (BioVision, Inc). Células Jurkat foram
estimuladas durante 72 horas com 200 nM da proteina Tat, de acordo
com as condigdes previamente padronizadas. Apds o periodo de
incubagdo, 3 x 10° células foram transferidas para placas de 96 pogos
(BD Biosciense), centrifugadas a 2000 x g por 5 minutos e ao
precipitado celular foram adicionados 50 pl do Cell Lysis Buffer gelado
e mantido em gelo por 10 minutos. Ao 2x Reaction Buffer foram
adicionados 10 mM de DTT e dessa mistura, 50 pl foi adicionado a cada
poco. Em seguida, foram adicionados 5 pl da solugdo 1 mM do
substrato  7-Amino-4-Trifluoro Metil cumarina (ATAD-AFC) e
incubado a 37°C por 2 horas. A atividade da caspase-12 foi avaliada
através da produgdo do AFC fluorescente monitorada em
espectrofotometro SpectraMax® M2¢ (Molecular Devices), utilizando o
comprimento de onda de 400nm para excitagdo e emissdo em 505nm.
Os valores obtidos nas amostras foram subtraidos da fluorescéncia dos
brancos correspondentes sem lisado celular. Os resultados foram
expressos comparando o aumento dos niveis de fluorescéncia com o
controle.

4.7 Avaliacao dos niveis de transcritos génicos

4.7.1  Extragdo e purificacdo do RNA total

Previamente ao processamento das amostras, todos os materiais
utilizados para a extracdo foram devidamente higienizados com a
solucdo RNase Away® (Invitrogen™, Applied Biosystems). Apos a
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estimulagdo celular com a proteina Tat, 1 ml da suspensdo de células foi
transferida da placa para um microtubo de 1,5 ml DNase/RNase free
(Axygen®), sendo as células centrifugadas a 2.000 x g por 5 minutos a
4°C. O sobrenadante foi desprezado, o precipitado lavado com PBS ¢
seguiu para a etapa de extragdo do RNA seguindo as indicagdes do
PureLink® RNA Mini Kit (Ambion®, Life Technologies). Ao
precipitado celular, foram adicionados 300 pl do Lysis Buffer contendo
1% de 2-mercaptoetanol (Sigma®), sendo o precipitado homogeneizado
com micropipeta e em seguida centrifugado a 12.000 x g por 2 minutos
a 4°C. Ao tubo contendo o lisado celular, foram adicionados 300 ul de
etanol 70% (Invitrogen™, Applied Biosystems), sendo o lisado
homogeneizado com a micropipeta até obter uma solu¢cdo homogénea.
Os 600 pl totais do lisado foram transferidos para a coluna de
purificacdo e centrifugado a 12.000 x g por 15 segundos a temperatura
ambiente. A coluna primeiramente foi lavada com 700 pl do wash buffer
1 através da centrifugacdo a 12.000 x g por 15 segundos, sendo
posteriormente realizadas duas etapas com o wash buffer 2, acrescido de
etanol 96% (Invitrogen™, Applied Biosystems) através da centrifugacao
a 12.000 x g por 15 segundos. Ao fim das etapas de lavacdo a coluna foi
centrifugada a 12.000 x g por 2 minutos para secar a coluna e evitar a
contamina¢do com proteinas celulares. A eluicdo do RNA total foi
realizada através da adicdo de 50 pl de agua RNase-free a coluna
incubagdo por 1 minuto seguida da centrifugacdo a 12.000 x g por 2
minutos a temperatura ambiente. Apos a purificacdo o RNA foi mantido
em gelo e imediatamente procedeu-se com o tratamento com DNAse.

4.7.2  Tratamento com DNAse

Para garantir que as amostras de RNA estavam livres da
contamina¢do com DNA gendmico, as amostras foram tratadas com a
enzima DNase através do kit DNase 1 Amplification Grade
(Invitrogen™, Applied Biosystems) seguindo o protocolo do fabricante.
Imediatamente apds a extracdo, foram adicionados 5 pl de 10x DNase [
reaction buffer, 1 ul de DNase I Amp Grade 1U/ul as amostras de RNA.
As amostras foram mantidas por 15 minutos a temperatura ambiente ¢
seguiu-se com a adi¢do de 5 pl da solugdo de EDTA 25 mM e incubadas
a 65°C por 10 minutos a fim de inativar a enzima DNase e entdo as
amostras foram armazenadas a -80°C.

4.7.3  Quantificacdo do RNA total e sintese do DNA complementar
(cDNA)
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Para realizar a etapa de sintese da fita de DNA complementar
(cDNA), as amostras foram quantificadas através da leitura de
absorbancia a 260nm em espectrofotometro (Picodrop), utilizando-se de
agua DNase/RNase free utilizada para a eluicdo do RNA apds a
purifica¢do para zerar o aparelho. Para a determinagdo da concentragéo
de RNA foram utilizados 2,5 ul da amostra e a pureza das amostras foi
avaliada através da analise da razdo 260/280.

A sintese do cDNA foi realizada utilizando o Kit SuperScript 111
First-Strand (Invitrogen™, Applied Biosystems). As amostras foram
processadas simultaneamente e as reacdes foram realizadas a partir da
concentracdo fixa de 500 ng de RNA total. Para isso, o volume de RNA
total correspondente a 500 ng totais de cada amostra foi transferido para
um microtubo DNase/RNase free de 0,2 ml (Axygen®) e adicionou-se 1
pl de oligodT 1 pl de Annealing buffer e completou-se com agua
DNase/RNase free para obter-se um volume final de 8 pl. As amostras
foram incubadas no termociclador (Mastercycle® Gradient, Eppendorf)
a 65°C por 5 minutos e em seguida transferidas para o gelo por 1
minuto. Posteriormente, foram adicionados 10 ul de 2x first-strand
reaction mix e 2 pl de SuperScript III/RNaseOUT enzyme mix,
totalizando 20 ul de volume final. As amostras foram novamente
incubadas no termociclador por 10 minutos a 25°C, seguido de um ciclo
unico de 50 minutos a 50°C. A reacdo foi encerrada através da
inativacdo por aquecimento da enzima transcriptase reversa pela
incubagdo a 85°C durante 5 minutos. Ao cDNA sintetizados foram
adicionados 30 pl de agua DNase/RNase free (Invitrogen™, Applied
Biosystem), sendo entdo as amostras aliquotadas e armazenadas a -
20°C. Como controle negativo da reagdo, foi realizada uma reacdo
conforme descrito acima, porém, sem RNA.

4.7.4  Escolha dos iniciadores

Para a analise dos niveis de transcricdo génica das moléculas
ATF6, PERK, IREIl, EIF2a, BIP, ATF4, XBP-Iu, XBPI-s, CHOP,
GADD34, BIM, BCL? foi utilizado o método de Cq Comparativo. Para
realizar uma quantificacdo da expressdo gé€nica com acuracia foram
utilizados 4 genes de referéncia como normalizadores da analise (B2M,
RPL134 e TBP), sendo que o principal critério de escolha foi a alta
estabilidade desses genes em leucdcitos, principalmente em linfécitos
(VANDESOMPELE et al., 2002).
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As sequéncias dos iniciadores para os genes /REI (FU, 2014),
PUMA (ZHU, 2013), GADD34 (SUNDARAM, 2010), BCL-2 (J],
2015), XBP-Iu e XBP-1s (LENIN et al., 2015) sdo oriundas da
literatura, enquanto para os genes ATF6, PERK, CHOP, EIF2a, NOXA ¢
BIM foram desenhados utilizando o programa BioEdit© (Ibis
Biosciences) e avaliados através da ferramenta Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) disponivel no
GenBank ¢ as andlises de formagao de dimeros e grampos foi realizada
através da ferramenta OligoAnalyser 3.1
(https://www.1dtdna.com/calc/analyzer). Os iniciadores foram
desenhados de forma que produzissem produtos de até 250 pb e que
estivessem entre dois éxons diferentes. Todos os iniciadores, senso (Fw)
e antissenso (Rv) estdo listados no Quadro 01. Os iniciadores dos genes
de interesse foram sintetizados pela empresa GenOne® e diluidos em
agua DNase/RNase free (Invitrogen™, Applied Biosystems) a uma
solucdo estoque de 100 mM e armazenados a -20°C.

Para selecionar os genes de referéncia que apresentavam maior
estabilidade em células Jurkat, foi utilizada a ferramenta on-line
RefFinder (http://www.leonxie.com/referencegene.php), que permite a
andlise da estabilidade dos diferentes genes e sugere a melhor
combinacdo dentre os genes de referéncia para aquele tipo celular
(ANDERSEN; JENSEN; ORNTOFT, 2004; PFAFFL et al., 2004;
VANDESOMPELE et al., 2002).

4.7.5 Analise da eficiéncia e especificidade dos iniciadores

As andlises da eficiéncia das reagdes e a especificidade dos
iniciadores, tanto dos genes de interesse quanto dos genes de referéncia,
foram realizadas através de curvas padrdes, construidas a partir de um
pool de RNA proveniente das amostras estimuladas e ndo estimuladas.
A analise da curva de dissociagdo, foi utilizada para se verificar a
especificidade dos iniciadores, através da presenca de um pico unico na
reacao.

A verificacdo da eficiéncia das rea¢oes foi calculada através do
valor de inclina¢do da reta, também conhecido como slope, obtido nas
reagOes através da formula:

Eficiéncia = 10-/slope -~ 1,
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Quando os iniciadores apresentaram eficiéncias dentro do intervalo
entre 95 a 105%, foram considerados comparaveis, sendo assim, foi
possivel realizar o método do Cq comparativo para determinar os niveis
de expressao dos genes de interesse em relagdo aos genes de referéncia
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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Quadro 01. Caracteristicas dos iniciadores utilizados para analise de expressao relativa dos genes de interesse.

. Gene ID Sequéncias (5' — 3") Exons Produto Referéncia
interesse (pb)
PERK 4836.6| FW AAAGTCCACCTTCCCCAAC 1 116 (Produzida para a realizagdo
Rv CAGCCTATCTCGGACATCG 1 deste trabalho)
ATF6 7348.3| FW ATTCAGACAGTACCAACGC 6 235 (Produzida para a realizagio
Rv TCACTGGGCTATTCGCTG 7 deste trabalho)
14333 Fw GACAGGCTCAATCAAATGG 2
IRE1 ) 245 (FU et al., 2015)
Rv CGGTCAGGAGGTCAATAACA 6
EIF20 4094.4| FW GTGGAAGATGTAGTGATGGTG 1 170 (Produzida para a realiza¢do
Rv| ACCACACACTCATTCCTGCC 2 deste trabalho)
Fw TGCTGAGTCCGCAGCAGGTG 4
XBP-1s |22.11 221
Rv GCTGGCAGGCTCTGGGGAAG 6 (LENIN et al., 2015)
XBP-1u |22.11 | Fw TGGATTCTGGCGGTATTGAC 5 245




28

Rv TCCTTCTGGGTAGACCTCTG 6
2.1 TRv| TTCTGGACGGGCTTCATAGTAGA | 3 2011)
73754 Fw|  TCAAACCTCATGGG-TTCTCC 1
ATF4 o 235 (INAGEDA, 2010)
Rv| GTGTCATCCAACGTGGTCAG 2
CHOP 11950 FW GTCATTGCCTTTCTCCTTCGG 3 296 (Produzida para a realiza¢do
57.1 Ry TGGTTCTCCCTTGGTCTTCC 4 deste trabalho)
14330 FW | GTGGAAGCAGTAAAAGGAGCAG | 2 (GANAPATHY-
GADD34 |5 370 | K ANNIAPPAN et al., 2010
Rv CAGCAACTCCCTCTTCCTCG 2 ctal, )
BIM 12041 | FW CCTTGTTCCCCCAAATGTC 1 107 (Produzida para a realiza¢do
06.1 "Ry TCTCGGTCACACTCAGAAC 2 deste trabalho)
Fw| CTGCACCTGACGCCCTTCACC 2
BCL-2 |657.2 119 (Jetal, 2015)
Rv |[CACATGACCCCACCGAACTCAAAGA| 2
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Quadro 02. Caracteristicas dos iniciadores utilizados para analise de expressdo relativa dos genes de referéncia

Gene o , . Produto a
interesse ID Sequéncias (5' — 3") Exons (pb) Referéncia
Fw| ATGAGTATGCCTGCCGTGTGA 2
B2M 567 101 (ASIOLI et al., 2011)
Rv GGCATCTTCAAACCTCCATG 3
Fw GCCTCCCCCACCCCCTTCTTT 8 (STEINAU; RAJEEVAN;
TBP 6908 106 ’ ’
Rv | GCCACACCCTGCAACTCAACATCC| 8 UNGER, 2006)
Fw ATTTGGGTCGCAGTTCTTG 1
UBC 7316 123 (MOUS et al., 2012)
Rv TGCCTTGACATTCTCGATGGT 2
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4.7.6  Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR)

A analise dos niveis de transcrigdo génica foi realizada através da
técnica de RT-qPCR (transcricao reversa seguida de PCR quantitativa
em tempo real) utilizando o kit FastSYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems™). A reacdo foi realizada no termociclador
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™)
utilizando placas de 96 pocos MicroAmp® Optical (Applied
Biosystems™). As reag¢des foram otimizadas para serem realizadas em
um volume final de 10 pl por pogo, sendo assim, foram adicionados 8 pl
do mix, seguido da adicdo de 2 pl de cDNA diluido 1:5. O mix foi
preparado com 5 pl de FastSYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems™), 0,5 ul de cada iniciador (senso e antissenso), ambos na
concentracdo final de (0,4 pmol) e 2 pl de dgua DNase/RNase free
(Invitrogen™, Applied Biosystems) por pogo. A placa foi selada com
MicroAmp® Optical Adhesive Covers (Applied Biosystems™) e em
seguida centrifugada a 2000 x g por 3 minutos a 4°C. As reacdes de
amplificagdo ocorreram nas seguintes condig¢des: 95°C por 10 segundos
para ativacdo da enzima, seguida de 50 ciclos de 95°C por 15 segundos
para desnaturago das fitas de cDNA e 45 segundos nas temperaturas de
anelamento especifica para a hibridizacao de cada par de iniciadores e
extensdo das sequéncias.

O nivel de fluorescéncia foi lido ao final de cada ciclo, sendo que,
apos 50 ciclos foi realizada a curva de dissociagdo através da leitura dos
niveis de fluorescéncia a cada 3 segundos durante o aumento de 0,5°C
até ser atingida a temperatura de 95°C. A analise da curva de
dissociagdo foi utilizada para verificar a qualidade da amplificagdo e
analisar o perfil dos produtos formados. Ao final os resultados foram
analisados através do StepOnePlus™ Software v.2.3 (Applied
Biosystems™);

4.8 Anailise do bloqueio do ciclo celular

Com o objetivo de determinar se células Jurkat expostas a proteina
Tat sofreram bloqueio em alguma fase do ciclo celular, células Jurkat
foram estimulas com 200 nM da proteina durante 72 horas. Apds o
periodo de estimulo, 5x10° células foram coletadas, e centrifugadas com
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PBS 350 x g por 5 minutos & temperatura ambiente, para garantir a
retirada de todo o meio de cultura. Para fixar as células, ao precipitado
celular foram adicionados 200 pl de etanol 70% (Sigma) e a suspensao
celular foi incubada a 4°C durante 30 minutos. Em seguida, foi
adicionado 1 ml de tampdo FACS e centrifugadas a 350 x g por 5
minutos a temperatura ambiente e para a marcacdo das células, ao
precipitado foram adicionados 200 pl tampdo FACS e 10 pl de PL, a
suspensdo foi incubada no escuro durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Apdés a incubacdo, 10.000 eventos foram adquiridos
utilizando o citometro de fluxo FASC Canto II (BD Bioscience) e
posteriormente os resultados foram analisados utilizando o programa
FlowJo™ (© Tree Star, Inc.) versao 10.0.

4.9 Analise estatistica

As andlises estatisticas e a construgdo dos graficos foram realizadas
no programa GraphPad Prims v. 6. O teste de Shapiro-Wilk foi
utilizado para verificar se os dados apresentavam uma distribuicdo
paramétrica. Uma vez observada a distribui¢do paramétrica, a
comparacdo de duas varidveis foi realizada através do teste t de Student
nao-pareado. A comparacdo de mais de duas varidveis foi realizada
pelos testes de analise de varidncia (ANOVA) e do teste de Sidak para
corre¢do das comparagdes multiplas. Foi adotado um nivel de
significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Curva dose-resposta e cinética do estimulo com a proteina Tat
do HIV-1

A hipotese central deste trabalho € a capacidade da proteina Tat, ser
internalizada e gerar um estresse capaz de induzir apoptose em células
Jurkat. Para testar tal hipotese, primeiramente se fez necessario a
construgdo de uma curva dose-resposta, com o objetivo de determinar se
ha indugdo de apoptose, se esse fenomeno ¢é tempo ¢ dose dependente e
escolher a melhor condi¢do experimental onde haveria a maior taxa de
morte celular. Para o primeiro resultado da curva dose-resposta, as
células foram estimuladas com diferentes concentragdes da proteina Tat
em diferentes tempos, nas condi¢des ideias padronizadas anteriormente.
Ap6s o periodo de incubagdo primeiramente as células foram recolhidas
do pogo ¢ uma aliquota foi utilizada para a técnica de contagem manual
em camara de Neubauer e o corante de viabilidade celular azul de tripan.

O resultado da contagem total de células conforme demonstrado na
Figura 06, indica que nas primeiras 24 horas aparentemente a incubagio
das células com diferentes concentragdes de Tat ndo induziu nenhuma
alteragdo na proliferacdo celular a ponto de gerar diferenca estatistica
entre os grupos. Apos 48 horas de incubagéo foi possivel observar que
as células que foram incubadas com a maior concentragdo de Tat (200
nM) ja apresentam diminuicdo no numero total de células, quando
comparado com o grupo controle. No entanto, essa diferenca se torna
mais acentuada apos 72 horas de estimulo, onde foi possivel observar
que a proteina Tat foi capaz de diminuir o numero total de células até
em concentragdes menores. O estimulo com 200 nM foi capaz de
induzir uma redugao de 44,4% no niamero de células quando comparado
ao controle.
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Determinacio do nimero de células Jurkat estimuladas
com a protéina Tat

2.0x107 - Sem estimulo
Tat 50nM

1.5x107% Tat 100nM
Tat 200nM

1.0x10™ Etoposideo

Numero de cé¢lulas

5.0x10%

24 horas 48 horas 72 horas

Tempo de incubacio

Figura 06. Determina¢io do nimero de células Jurkat estimuladas com a
proteina Tat. Distribuicdo do niimero total de células Jurkat estimuladas com 50 nM,
100 nM ou 200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle negativo e células estimuladas com 1pM de etoposideo
representam o controle positivo. A diferenca significativa foi observada através da
comparagdo multipla onde (***) representa p<<0,001 e (****) p<0,0001.

Da suspensao celular, 1 ml foi retirado de cada pogo para a andlise
de inducdo de apoptose por citometria de fluxo através da marcagdo com
Anexina V — FITC e PI. As células foram processadas conforme
descrito anteriormente ¢ 50.000 eventos foram adquiridos no citémetro.
A determinagdo dos gates e andlise dos estiagios de morte celular foram
realizados conforme descrito na Figura 07.
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Figura 07. Determinacio dos gates para analise de apoptose em células
Jurkat. Andlise de apoptose em células Jurkat estimuladas com 200 nM de
proteina Tat, realizada com base nos gates demonstrando a frequéncia dos
eventos em Dneg indicando células viaveis, Early apoptosis células em estagio
inicial de apoptose, Late apoptosis células em estagio tardio de apoptose e
Necorsis células em processo de necrose. (A) Células Jurkat tratadas com
Etoposideo, demonstrando o controle positivo de apoptose; (B) células Jurkat
sem estimulo representando o controle negativo; (C) células Jurkat estimuladas
com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas.

Os resultados obtidos representados na Figura 08 demonstram a
soma das porcentagens de células em processo de apoptose inicial e
tardio que foram estimuladas com a proteina Tat. O ensaio de curva
dose-resposta ndo foi realizado em triplicata, pois o objetivo era
escolher a melhor condigdo experimental. Sem as analises estatisticas
nao foi possivel realizar nenhuma correlagio muito confidvel; no
entanto, nota-se que aparentemente tanto a dose de proteina quanto o
tempo de incubagdo sdo fatores importantes na indugdo de apoptose.
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Curva dose-resposta e cinética de células Jurkat estimauldas com
a proteina Tat

100-
0 @ Sem estimulo
o -
§. 20 I Tat 50nM
g sol - @B Tat 100nM
g 107 @8 Tat 2000M
L; 84 & Etoposideo
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)
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=
X 2-
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Tempo de incubacéo

Figura 08. Curva dose-resposta e cinética de células Jurkat estimuladas
com a proteina Tat. Avalia¢do da porcentagem de células Jurkat em processo
de apoptose estimuladas com 50 nM, 100 nM ou 200 nM de proteina Tat
durante 24, 48 ou 72 horas. O controle negativo representado por células sem
estimulo e células estimuladas com 1uM de etoposideo representam o controle
positivo.

Observa-se que durante 72 horas de estimulo, as concentra¢des de
proteina apresentaram indug@o de apoptose, sendo que, a taxa de morte
observada com 50 nM foi 6,9%, com 100 nM 7,98% e com 200 nM foi
de 11,99%. Dessa forma, ¢ possivel observar que aparentemente a
inducdo de apoptose nas células estimuladas ¢ tanto dose quanto tempo-
dependente e determinou-se que a melhor condicdo experimental seria
com a concentra¢ao de 200nM. Sendo assim, os préximos experimentos
foram realizados em triplicata nessa concentracdo de Tat.
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5.2 Analise da induciio de apoptose em células estimuladas com
proteina Tat

Uma vez determinada a melhor condigdo experimental, as células
Jurkat foram estimuladas com 200 nM de proteina Tat, incubadas
durante 24, 48 ou 72 horas e foram igualmente analisadas por citometria
de fluxo através da marcagdo celular com Anexina V- FITC e PI (Figura
09). Embora os dois primeiros pontos experimentais (24 e 48 horas) ndo
tenham apresentado diferencas significativas na propor¢do de células em
processo de apoptose, com 72 horas de estimulo foi possivel observar
uma significativa indu¢do de apoptose nas células estimuladas com Tat
quando comparadas com o controle. Concluiu-se o segundo objetivo
deste trabalho: 200 nM (4 pg/ml) da proteina Tat é capaz de induzir
apoptose em células Jurkat durante 72 horas de estimulo. Assim sendo,
os proximos experimentos realizados utilizaram apenas este ponto
experimental para analise.

Inducéo de apoptose em células Jurkat estimuladas com
200nM de proteina Tat

100-
@ Scm estimulo
Tat 200nM
i Hkk @3 FEtoposideo
o0 -
15-

10-

% de células em apoptose

24 horas 48 horas 72 horas

Tempo de incubacéo

Figura 09. Inducéo de apoptose em células Jurkat estimuladas com 200nM
de proteina Tat. Avaliacdo da porcentagem de células Jurkat em processo de
apoptose estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas
de estimulo. O controle negativo representado por células sem estimulo e
células estimuladas com 1uM de etoposideo representam o controle positivo. A
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diferenca significativa foi observada através da comparacdo multipla onde
(%) p<0,0001 e ns é ndo significativo.

5.3 Analise da morfologia celular

A técnica de citometria de fluxo, além de fornecer informagdes
sobre a taxa e os estagios de apoptose também indica a area e o tamanho
das células (FSC-A) e a granulosidade e complexidade intracelular
(SSC-A) da populacdo analisada. Com base nesses dois parametros, foi
possivel identificar a mediana da populagdo analisada, ou seja,
identificar qual é o tamanho e complexidade média das células que
compde uma dada populacdo. Na Figura 10, observou-se que as células
estimuladas com a proteina Tat (B) possuem uma populagdo mais
dispersa, indicando maior diversidade de tamanho e granulosidade
quando comparada com o controle ndo estimulado (A).

Células sem estimulo Células estimuladas com Tat
200nM
250K 250K
Lymphocytes. - n . Lymphocytes
P : ) 99,1 . 98,5
200K - . 200K 7] o s

150K ] 150K =

SSC-A

100K 7] 100K -]

S50k 7| :

0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-A FSC-A

Figura 10. Determinacio da distribuicio média da populacio de células
Jurkat. Analise de distribuicdo realizada com base no dotplot demonstrando
alteracGes nas distribui¢des e nas medianas dos eventos em fun¢do do tamanho
(FSC-A) e a complexidade intracelular (SSC-A) de células Jurkat sem estimulo
e células estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas.

Partindo do pressuposto que o estimulo com a proteina Tat gera
uma diferen¢a no perfil celular, foram selecionados aproximadamente
99% dos eventos adquiridos e calculou-se a mediana da area (FSC-A) e
da complexidade das células (SSC-A). A analise de mediana entre FSC
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e SSC permitem encontrar o centro de distribuicdo das células no
grafico e dessa forma identificar se houve deslocamento das populacdes.
Observou-se que células estimuladas com 200 nM da proteina Tat por
72 horas tiveram um aumento tanto de tamanho em area quanto de
complexidades intracelulares (Figura 11).

Analise da variacio de tamanho e complexidade em células
Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat.
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Figura 11. Analise da variacido de tamanho e complexidade em células Jurkat
estimuladas com 200 nM de proteina Tat. Alteragdes nas medianas de
distribui¢@o dos eventos em fungdo do tamanho e a complexidade intracelular de
células Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas. O
controle negativo representado por células sem estimulo. A diferenga significativa
foi observada através da comparacao multipla onde (*) p<0,01 e (**) p<0,0017.

Para uma analise complementar dos dados apresentados
anteriormente, células Jurkat foram estimuladas com a proteina Tat
durante 72 horas e em seguida aproximadamente 10° células foram
permeabilizadas e incubadas com DAPI 300 nM e incubadas por 15
minutos. Apos a incubagao, as células foram analisadas no microscopio
de fluorescéncia utilizando a objetiva de aumento 100x (Figura 12).
Observou-se que células estimuladas com a proteina Tat em processo de
morte celular formaram corpos apoptoticos. Além disso, observou-se
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que algumas células ndo apresentavam as membranas celulares bem
delimitadas, bem como apresentavam tamanho anormal, de maneira
idéntica a observada na citometria de fluxo. Em contrapartida nas
células controle nio estimuladas (A) foram observadas membranas bem
definidas e inclusive, algumas estavam em processo de replicagdo.
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A Células Jurkat controle sem estimulo

Células Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat

Figura 12. Avaliacio morfolégica por microscopia de fluorescéncia de células Jurkat estimuladas com a
proteina Tat. (A) Células Jurkat sem estimulo, consideradas como controle negativo; (B) Células Jurkat estimuladas
com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas. As células foram marcadas com 300 nM de DAPI observadas em
objetiva de aumento 100x através da microscopia de fluorescéncia utilizando filtro de 420 nm.
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5.4 Analise da alteracao nas fases do ciclo celular

Além da determinacdo da taxa de apoptose, foi realizada uma
analise complementar de ciclo celular, com a inten¢do de observar as
possiveis alteracdes no ciclo celular e a possivel correlagdo com a taxa
de apoptose observada anteriormente. Dessa forma, células Jurkat foram
estimuladas durante 72 horas com 200 nM de proteina Tat. Apds o
periodo de estimulo, as células foram marcadas com o PI, 10.000
eventos foram adquiridos no citdmetro de fluxo sendo em seguida
analisados no programa FlowJo®.

Conforme observado na Figura 13, o gate foi definido de forma que
fosse possivel analisar a maior quantidade possivel de eventos. Em
seguida, a analise das fases do ciclo celular foi realizada através do
grafico de histograma tendo como base a intensidade de fluorescéncia
no canal do PerCP (Peridina Clorofil 2), sendo a extensdo de cada fase
determinada com base na intensidade de fluorescéncia do controle ndo
estimulado. Durante a aquisi¢do dos eventos, fixou-se o pico das células
na fase G1 em 400k de fluorescéncia. Dessa forma, entre 450 e 750k de
fluorescéncia estdo as células que se encontram em fase S do ciclo
celular, pois o PI ¢ um intercalante de DNA e o processo de replicagdo
do material genético, consequentemente, leva ao aumento do nivel de
fluorescéncia. Sendo assim, eventos compreendidos entre 750k e 1.000k
de fluorescéncia, correspondem as células que em fase G2 do ciclo
celular, pois apresentam o dobro de material genético das células em
G1. Além disso, as células compreendidas na fase sub-G1 correspondem
aos corpos apoptoticos que apresentam o DNA fragmentado.
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Figura 13. Determinacio da frequéncia de células Jurkat em diferentes fases
do ciclo celular. (A) Representagdo da selecdo do gate e a distribuicdo dos eventos
em fung@o do tamanho (FSC-A) e a complexidade intracelular (SSC-A) de células
Jurkat estimuladas ou ndo com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas. (B)
Demonstrag@o das fases do ciclo celular com base nos niveis de fluorescéncia de
células marcadas com iodeto de propideo e a frequéncia das células em cada fase.
Sub-G1: morte celular; Gl: células em repouso; S: células em processo de
replicagdo do material genético; G2: células em processo de divisdo celular.

Com base nos histogramas, constata-se em uma analise visual que
ha uma alteracdo no perfil do ciclo celular quando células sdo
estimuladas com a proteina Tat. A inversdo no perfil fica evidente tendo
a fase G1 como parametro, pois observa-se que no controle 47,7% das
células estdo nessa fase do ciclo (Figura 13 A), enquanto células
estimuladas apresentam 3,71% das células na mesma fase (Figura 13 B).

A andlise individual de cada uma das fases do ciclo celular foi
realizada com base no numero de células, conforme demonstrado na
Figura 14, sendo que, células Jurkat que foram estimuladas com
etoposideo foram consideradas como controle positivo de apoptose e de
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alteragdo do ciclo celular. Tendo o etoposideo como parametro de
comparacdo, evidenciou-se que células em apoptose que apresentam a
fragmentagdo do material genético se concentram na fase sub-G1 do
ciclo. Ademais, constatou-se que células estimuladas com a proteina Tat
tem um aumento significativo no numero de células apoptoticas,
refor¢cando os resultados apresentados no item 6.5.0 niimero de células
em fase G1 foi drasticamente diminuido apés a estimulagdo, no entanto
o estimulo com a proteina Tat induziu um aumento significativo no
numero de células em fase S, sendo que esse aumento também foi
observado na fase G2.

Estes dados em conjunto concluem o terceiro objetivo deste
trabalho sendo que, observou-se que o estimulo com a proteina Tat
altera significativamente o tamanho e complexidade das células Jurkat e
induz parada do ciclo celular entre as fases S e G2.

Analise da alteracao nas fases do ciclo celular em células Jurkat
estimuladas com 200 nM de proteina Tat
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Figura 14. Analise da alteracio nas fases do ciclo celular em células Jurkat
estimuladas com 200 nM de proteina Tat. Numero de células Jurkat
estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas em cada fase do ciclo
celular. O controle negativo representado por células sem estimulo e células
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estimuladas com 1 pM de etoposideo representam o controle positivo. A
diferenca significativa foi observada através da comparagdo multipla onde (****)
p<0,0001.

5.5 Analise da despolariza¢do de membrana de mitocondria

Apoés a verificagdo da indugdo de apoptose, foi determinada a
participacdo da mitocondria nesse processo de morte celular. Uma das
maneiras de avaliar a atividade mitocondrial é através da marcagido da
membrana da organela com uma sonda que permite identificar os niveis
de sua polarizagdo. Com a perda da polarizagdo das membranas, a
mitocondria ndo consegue mais realizar a cadeia transportadora de
elétrons, levando a uma inibi¢do geral na producdo de energia. Além
disso, a despolarizagdo das membranas, ocasiona o extravasamento do
conteudo intramembranar que atuara nas vias intrinseca e extrinseca de
apoptose.

Com o objetivo de avaliar se as células estimuladas com a proteina
Tat sofriam alguma alteragdo no perfil de polarizagdo da membrana
mitocondrial, células foram estimuladas com 200 nM da proteina Tat e
incubadas por 72 horas. Apo6s o periodo de incubagdo, as células foram
recolhidas do pogo e marcadas com a sonda MitoView. Em seguida
50.000 eventos foram adquiridos no citometro de fluxo e analisados
utilizando o programa Flow Jo.

A andlise dos resultados, demonstrada na Figura 15, foi realizada
através do grafico de Dotplot utilizando os parametros SSC e da
fluorescéncia da sonda no canal APC (Aloficocianina) e da analise do
grafico de histograma que demonstra a distribuicdo do numero de
células de acordo com o nivel de fluorescéncia. Foi possivel observar a
presenca de duas populagdes distintas no Dotplot enquanto no
histograma foi observada a ocorréncia de dois picos. Em células com
mitocdndrias normais a sonda fluorescente se intercala na membrana
integra da organela, gerando assim altos niveis de fluorescéncia. O
contrario acontece quando as membranas mitocondriais perdem a sua
polarizacdo como consequéncia as células passam a emitir menor
intensidade de fluorescéncia.
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Figura 15. Representacido da analise de despolarizacio de membrana de
mitocondria de células Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat.
(A) Dotplot demonstrando a distribuicdo das células por tamanho (SSC-A) e
niveis de fluorescéncia da sonda MitoView-APC e a selegdo dos gates de células
Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat e células sem estimulo apos
incubagdo de 72 horas. (B) Histograma demonstrando a frequéncia de células de
acordo com os niveis de fluorescéncia da sonda, onde /ossA¥YM indica a perda
do potencial de membrana e AYM a integridade da mesma.

Observou-se que as células se agruparam de acordo com a
intensidade de fluorescéncia sendo possivel determinar o numero de
células que perderam o potencial de membrana mitocondrial. Foi
observado, que 72 horas de estimulo com a proteina Tat induziu
despolarizacdo da membrana mitocondrial de aproximadamente 74%
das células, enquanto células ndo estimuladas apresentaram apenas
11,8% de células com despolarizagdo da membrana da mitocondria
(Figura 15).
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Foi possivel observar ainda na Figura 16 que houve um aumento
significativo no numero de células que apresentaram despolarizacao da
membrana da mitocondria quando estimuladas. Tendo em vista que a
despolarizacdo da membrana mitocondrial é um passo para a deplegao
de energia na célula, com consequente indug¢do de apoptose, acredita-se
fortemente que os 74% das células estimuladas que apresentaram niveis
de despolarizacdo, de forma tempo-dependente, deveriam entrar em
processo de apoptose.

indice de despolarizacio de membrana mitocondrial
em células Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat
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Figura 16. indice de despolarizacio de membrana mitocondrial em células
Jurkat estimuladas com 200 nM de proteina Tat. Células Jurkat foram
estimuladas ou ndo com 200 nM de proteina Tat durante 72 horas e foi avaliado
se houve despolarizagdo da membrana de mitocondria (Perda A¥m) ou se células
mantiveram integridade membranar (AWm). A diferenca significativa foi
observada através da comparagdo multipla onde (**) p<0,001.

5.6 Avaliacio da ativacio de caspase -12, -3 e -8.

As caspases sdo proteinas da familia das proteases que representam
mediadores centrais na indugdo de apoptose em mamiferos. Com o
objetivo de avaliar a ativacdo das caspases -12, -3 e -8, células Jurkat
foram estimuladas durante 72 horas com 200 nM da proteina Tat, sendo
determinada a ativag@o através da clivagem de substratos especificos.
Verificou-se que o estimulo com a proteina Tat induz apoptose mediada
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através da ativagdo da caspase-12 iniciadora (Figura 17) e ativagdo da
caspase-3 executora (Figura 18). No entanto, foi observado a diminuicao
significativa na atividade da caspase -8 em células estimuladas com a
proteina Tat (Figura 19).

Estes resultados em conjunto concluem o quarto objetivo deste
trabalho, onde foi observado a ativagdo das caspases que serdo
diretamente responsaveis pela execucao da morte celular.

Unidade de fluorescéncia de células Jurkat
induzida pela atividade de caspase-12
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Figura 17. Unidade de fluorescéncia produzida pela atividade de caspase-
12 em células Jurkat estimuladas com a proteina Tat. indice de atividade de
caspase-12 em 2x10° células estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante
72 horas; o controle sdo células sem estimulo. A diferenca significativa foi
observada através do teste t ndo-pareado onde (**) p<0,0092.
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Unidade de fluorescéncia de células Jurkat induzida
pela atividade de caspase-3
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Figura 18. Unidade de fluorescéncia produzida pela atividade de caspase-3
em células Jurkat estimuladas com a proteina Tat. indice de atividade de
caspase-3 em 2x10° células estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 72
horas; o controle sdo células sem estimulo. A diferenga significativa foi
observada através do teste t ndo-pareado onde (**) p<0,0011.
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Unidade de fluorescéncia de células Jurkat induzida
pela atividade de caspase-8
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Figura 19. Unidade de fluorescéncia produzida pela atividade de caspase-8
em células Jurkat estimuladas com a proteina Tat. indice de atividade de
caspase-8 em 2x10° células estimuladas com 200 nM de proteina Tat durante 72
horas; o controle sdo células sem estimulo. A diferenga significativa foi
observada através do teste t ndo-pareado onde (***) p<0,00010.

5.7 Avaliacio dos niveis de transcritos de genes da via UPR

5.7.1  Andlise de especificidade e eficiéncia dos iniciadores para
gPCR e escolha dos genes de referéncia

A fim de garantir a confiabilidade da analise de expressdo génica
foi necessario avaliar tanto a especificidade e eficiéncia dos iniciadores,
quanto determinar quais seriam os genes de referéncia mais estaveis
para células Jurkat. Dessa maneira, apos a extracdo do RNA total a
pureza dos mesmos foi verificada através da razdo espectrofotométrica
260/280 nm; tendo sido considerada aceitavel, foi realizada a sintese do
cDNA utilizando a concentragdo fixa de 5 pg de RNA total.

Posteriormente a escolha dos iniciadores, foram realizadas analises
de especificidade e eficiéncia das reagdes. Para cada par de iniciador
utilizou-se uma curva-padrao construida com um pool das amostras a
serem analisadas, diluidas de forma seriada na razdo 4 partindo-se de
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uma concentragdo inicial de 5 pg de RNA para a sintese do cDNA. A
analise da especificidade foi realizada através da observagdo da curva de
dissociagdo gerada ao final da reagdo de qPCR, sendo a principal
caracteristica uma curva com pico Unico e especifico que demonstra a
temperatura de melting (Tm). Conforme pode ser observado as curvas de
dissociagdo das reacdes indicaram a presenca de um produto especifico
para todos os genes de interesse (Figuras 20 e 21) e de referéncia
(Figura 22) sem a presenga de dimeros de iniciadores ou picos
inespecificos.



Melt Curve

Derivative Reporter (-R)

Derivative Repoter (-R)

00
Tm: $1.00
Temperature (\C)

IRE1 |

Melt Curve

Derivative Reporter (-R)

0 70 50 00 0 00
e
Temperature (C)

elF2a |

Melt Curve

Derivative Reporter (-R)

Melt Curve

0 70 70 000 80 00 00
028
Temperoture (°C)

ATF6 |

Melt Curve

Derivative Reporter (-R)

Tempersture (*C)

Derivative Reporter (-R)

00 700 0 00 0 0o %o
™ 8263
Temperature (C)

ATF4 |

Melt Curve

Derivative Reporter (-R)

Derivative Reporter (-R)

Tm: 7837
Temperature (C)

| XBP-1u |

o

53

Figura 20. Analise da especificidade dos iniciadores dos genes da via UPR. Perfis das
curvas de dissociagdo dos genes de ativagdo da via UPR (PERK, ATF6, IRE1, BIP,

elF2a, ATF4, XBP1-u e XBP1-s).
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Figura 21. Analise da especificidade dos iniciadores dos genes da via de apoptose.

Perfis das curvas de dissociacdo dos genes relacionados a apoptose mediada pela ativagao
da via UPR (CHOP, GADD34, BIM ¢ BCL-2).
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Figura 22. Analise da especificidade dos iniciadores dos genes
normalizadores. Perfis das curvas de dissociacdo dos genes de referéncia
(TBP, B2M e RPL).

A verificacdo das eficiéncias das reacdes foi realizada por meio da
utilizacdo do valor de inclinacdo da reta obtido apos realizagdo da curva
padrao para cada gene. Na Tabela 01, estdo indicados os valores de
inclinagdo da reta encontrados, assim como os indices de correlagdao
(R?), o limite de deteccdo Y-Intercept e as eficiéncias calculadas de cada
reacdo. Os valores de eficiéncia das rea¢des variaram entre 95,4%
(IRE1) e 104,8 (ATF4). Dessa maneira foi possivel a escolha do
método do Cq Comparativo para as analises dos resultados a serem
obtidos.
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Tabela 03. Valores dos coeficientes de correlagdo (R?), inclinacdo da
reta, Y-interceptacdo, eficiéncia e ponto de corte dos pares de
iniciadores

) Inclinagio P Ponto
R da reta Y-Inter Eficiéncia de
corte
Genes de interesse
ATF6 0,977 -3,391 28,754 97,20% 0,208
PERK 0,999 -3,224 29,832 104,26% 0,999
IREI 0,993 -3,435 35,737 95,48% 0102
BIP 0,937 -3,216 33,8 104,63% 0,05
elF2a 0,992 -3,376 20,639 97,80% 0,114
XBPl-u 0,997 -3,426 19,654 95,83% 0,100
XBP1l-s 0,991 -3,355 22,803 98,63% 0,139
ATF4 0,931 -3,208 34,96 104,98% 0,08
CHOP 0,984 -3,414 30,701 96,30% 0,137
GADD34 0,949 -3,358 38,281 98.50% 0,121
BIM 0,957 -3,487 35,082 96,81% 0,470
BCL-2 0,996 -3,358 32,367 98,63% 0,105
Genes de referéncia
B2M 0,999 -3,397 27,549 99,60% 0,295
TBP 0,996 -3,339 27,437 99,30% 0,292
RPL 0,996 -3,353 25,035 99,30% 0,232

Um gene de referéncia, além de apresentar especificidade, requer
que sua expressdo seja estavel e constante, independentemente das
condigdes experimentais. Para essa analise de estabilidade, as amostras
foram submetidas a reagdes de RT-qPCR utilizando-se iniciadores para
os genes B2M, RPL134 ¢ TBP. Dessa forma, foi utilizada a ferramenta
RefFinder como objetivo de selecionar os genes de referéncia que
apresentavam maior estabilidade em células Jurkat. Foram testados os
valores médios de Cq obtidos nas reagdes, assim como as médias
geométricas obtidas entre os genes avaliados. Ao utilizar a média
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geométrica, foi feita uma avaliagdo dos genes ndo apenas de forma
individual, mas também considerando as médias que serdo utilizadas no
momento da normalizacdo. De acordo com o resultado gerado pelo
programa, considerou-se como genes de referéncia em células Jurkat a
média geométrica de B2M, RPL13A4 e TBP (Figura 23).

Estabilidade genes em células Jurkat

R+T+B B+R T+8B R+T

Genes mais estaveis Genes menos estaveis

Figura 23. Analise da estabilidade dos genes de referéncia em células
Jurkat. Grafico gerado pela ferramenta online RefFinder indicando a
combinagdo mais estavel dos genes em células Jurkat, R: RPL, T: TBP e B:
B2M.

5.7.2  Andlise do nivel de transcritos por RT-qPCR dos genes da via
UPR

Com o objetivo de avaliar a expressdo gé€nica relativa de ATF6,
PERK, IREI1, BiP, EIF20, XBP1-u, XBP1-s, ATF4, foram realizadas
reagdes de qPCR conforme descrito anteriormente utilizando o cDNA
sintetizado a partir do RNA total extraido de células Jurkat estimuladas
com 50, 100 e 200 nM de proteina Tat durante 24, 48 e 72 horas. Os
valores de Cq gerados foram transformados em 24C4 para serem
realizadas as analises estatisticas e obteng@o dos resultados apresentados
a seguir. Considerou-se a média geométrica dos genes B2M, RPL ¢ TBP
como normalizadores da expressdo global das células Jurkat. Para a
analise das diferencas na expressdo relativa, foram utilizadas amostras
calibradoras que neste estudo foram os controles ndo estimulados em
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cada um dos tempos 24, 48 e¢ 72 horas. Os valores de Cq obtidos foram
transformados em ACq e a média deles foi utilizada para a obtenc¢do dos
valores de 244 das amostras. A andlise estatistica dos valores de
expressdo génica relativa foi realizada através do programa GraphPad
Prisma 6, utilizando a analise ANOVA (andlise de variancia) de duas
vias multicomparativa e pos-teste de Turkey.

Observou-se que células estimuladas com 50, 100 e 200 nM de
proteina Tat, apresentaram um aumento significativo no nivel de
transcritos do gene de ATF6 apds 72 horas de estimulo (Figura 24),
indicando que a ativagdo desse brago da via UPR ocorreu de maneira
tempo-dependente. No entanto a expressdo relativa de ATF6 parece
apresentar uma correlagdo negativa com dose de Tat. Observou-se que o
estimulo com 50 nM de Tat apresentou maior expressdo relativa de
ATF6 quando comparada com 100 e 200 nM.

Analise da expressao relativa do gene de ATF6
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Figura 24. Andlise da expressio relativa do gene de ATF6. Nivel de expressdo
génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou 200 nM de
proteina Tat durante 48 ou 72 horas. Células sem estimulo representam o controle e
normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca significativa foi observada através
da comparagdo multipla onde (¥***) p<0,0001, (***) p<0,001 e ns ndo significativo.

Observou-se que a expressao relativa do gene de PERK sofreu uma
ativacdo apo6s 24 horas de estimulo com 100 e 200 nM de proteina Tat e
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que essa expressdo foi reduzida a niveis basais 48 horas apds o estimulo.
Curiosamente, apds 72 horas de estimulo com 50, 100 e 200nM a
expressdo relativa de PERK foi significativamente aumentada (Figura
25), demonstrando assim, que a ativa¢do do braco PERK da via UPR foi
ativado em resposta ao estimulo com a proteina Tat e que essa ativagao
nao parece ter relacdo com a dose de proteina e o tempo de estimulo.

Anilise da expressio relativa do gene de PERK
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Figura 25. Andlise da expressdo relativa do gene de PERK. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através da comparacdo multipla onde (****)
p<0,0001, (¥**) p<0,001, (*) p<0,01e ns ndo significativo.

Observou-se que nas primeiras 48 horas de estimulo com a proteina
Tat, ndo houve altera¢des nos niveis de transcritos do gene de IRE1. No
entanto, apos 72 horas de estimulo com 50, 100 e 200 nM de proteina
Tat, observou-se um aumento significativo na expressdo relativa de
IRE1 (Figura 26). Indicando assim, que a ativacdo do braco IRE1
aconteceu de forma tempo-dependente, bem como a dose de Tat parece
ter uma correlag@o positiva com o aumento da expressdo de IRE1.
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Analise da expressio relativa do gene de IRE1
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Figura 26. Andlise da expressido relativa do gene de IRE1l. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através da comparacdo multipla onde (****)
p<0,0001, (**) p<0,001e ns ndo significativo.

Sabendo que BiP ¢ uma das primeiras moléculas que
apresentam sua expressdo aumentada durante o estresse de RE, foi
avaliada a expressdo génica relativa de BiP apds estimulo com Tat
(Figura 27). Observou-se que nas primeiras 48 horas de estimulo, a
expressdo relativa de BiP permanece inalterada. No entanto, apds 72
horas de estimulo com 50, 100 e 200 nM de Tat houve um aumento
significa na expressdo de BiP. Indicando que a indugdo de estresse de
RE aconteceu de forma tempo-dependente e que a dose de 100 e 200
nM ¢ capaz de induzir maior expressdo desse gene quando comparado
com a dose de 50 nM.
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Analise da expressio relativa do gene de BIP
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Figura 27. Analise da expressao relativa do gene de BIP. Nivel de expressao
génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou 200 nM
de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo representam o
controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca significativa foi
observada através da comparagdo multipla onde (¥***) p<0,0001, (**) p<0,001,
(*) p<0,01 e ns nao significativo.

A molécula elF2a esta relacionada com a ativacdo do brago PERK
da via UPR, uma vez determinado que a proteina Tat ¢ capaz de induzir
aumento na expressdo relativa de PERK, analisou-se a possivel
influéncia dessa ativacdo na expressdo relativa do gene de elF2a.
Observou-se que nas primeiras 24 horas apos o estimulo com 50, 100 e
200 nM de Tat, ha uma significativa redugdo nos niveis de transcritos do
gene de elF20 que posteriormente, apos 48 horas de estimulo, sdo
reestabelecidos e voltam ao seu nivel basal (Figura 28). No entanto,
apo6s 72 horas de estimulo observou-se um aumento significativo na
expressdo relativa desse gene, indicando que ativagdo desse gene ocorre
de forma tempo e dose-dependente.
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Analise da expressao relativa do gene de elF2a
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Figura 28. Analise da expressio relativa do gene de elF2a. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através da comparacdo multipla onde (****)
p<0,0001, (*) p<0,01 e ns nao significativo.

Apods ter sido observado que a ativagdo do brago IRE1 ocorre de
maneira tempo-dependente, analisou-se a expressdo relativa de duas
moléculas que s@o ativadas por IRE1, XBP-1 na sua forma original ou
unspliced (XBP1-u) e a sua forma ativa ou spliced (XBP1-s). Observou-
se que apos 48 horas houve um pico de expressio de XBPl-u em
resposta ao estimulo com 100 e 200 nM de Tat (Figura 29). Observou-se
também, que apesar de continuar apresentando um aumento
significativo na expressdo deste gene nos estimulos com 100 e 200 nM,
observou-se que em 72 horas de estimulo uma diminui¢do consideravel
na expressao relativa de XBP1-u quando comparado com 48 horas.
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Analise da expressio relativa do gene de XBP1-u
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Figura 29. Andlise da expressido relativa do gene de XBP1-u. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a compara¢do multipla onde (****)
p<0,0001, (*) p<0,01 e ns nao significativo.

Ao analisar a expressdo relativa de XBP1-s (Figura 30), observou-
se que o estimulo com 50, 100 e 200 nM de proteina Tat apresentam
perfis completamente distintos entre si na expressao relativa desse gene.
Observou-se que o estimulo com 50 nM de Tat ndo alterou a expressao
de XBP1-s em nenhum dos tempos analisados, enquanto estimulo com
100 nM foi capaz de induzir um aumento robusto na expressdo desse
gene em 24 horas mas que no entanto, foi sendo gradativamente
diminuindo com o passar do tempo. Observou-se ainda que o estimulo
com 200 nM de proteina Tat foi capaz de induzir um aumento
significativo da expressdo relativa de XBP1-s primeiramente apos 48
horas e continuou aumentando ap6s 72 horas de estimulo (Figura 30).
Em conjunto, estes dados demonstram que assim como a expressdo da
molécula XBP1, sua ativagdo em forma de XBP1-s também aumenta de
forma dose-dependente.
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Analise da expressio relativa do gene de XBP1-s
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Figura 30. Analise da expressido relativa do gene de XBP1-s. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a comparagdo multipla onde (***%*)
p<0,0001, e ns ndo significativo.

Ap6s ter sido observado que a molécula elF2a tem sua expressao
relativa aumentada de forma tempo e dose-dependente, avaliou-se a
expressdo relativa do gene de ATF4 que é um fator de transcrigdo que
tem sua expressdo regulada por elF2a. Observou-se que nas primeiras
48 horas de estimulo com 50 e 100 nM de proteina Tat, a expressdo de
ATF4 nao sofreu nenhuma altera¢do. No entanto, observou-se que no
mesmo periodo o estimulo com 200 nM induziu uma diminuigdo
significativa na expressdo de ATF4. Em contraste, apés 72 horas de
estimulo com 100 e 200 nM, houve um aumento significativo na
expressao desse fator de transcricdo (Figura 31). Indicando dessa forma,
que aparentemente ocorre primeiro uma regulacdo negativa desse gene
com posterior aumento significativo da expressdo em 72 horas.

Estes resultados em conjunto demonstram que o estimulo com a
proteina Tat induziu estresse de RE em células Jurkat, com consequente
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ativacdo dos trés bracos (PERK, IRE1 e ATF6) da via UPR de maneira
tempo-dependente e assim concluiu-se o sexto objeto deste trabalho.

Analise da expressao relativa do gene de ATF4
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Figura 31. Analise da expressio relativa do gene de ATF4. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a compara¢do multipla onde (****)
p<0,00001(***) p<0,0001, (**) p<0,001, (*) p<0,01 e ns nao significativo.

5.7.3 Analise do nivel de transcritos por RT-qPCR dos genes
relacionados a indugdo de apoptose mediada pelo RE

Ap0s ter sido observada a ativagdo da via UPR através do aumento
da expressdo relativa de diversos genes relacionado a essa via,
objetivou-se avaliar a expressdo génica relativa dos genes relacionados
com a apoptose mediada pelo estresse de RE. Os genes de CHOP,
GADD34, BIM e BCL-2 foram analisados por reagdes de qPCR
conforme descrito anteriormente utilizando o cDNA sintetizado a partir
do RNA total extraido de células Jurkat estimuladas com 50, 100 e 200
nM de proteina Tat durante 24, 48 ¢ 72 horas. Os valores de Cq gerados
foram transformados em 2%€4 para serem realizadas as andlises
estatisticas e elaboracdo dos graficos apresentados a seguir. Considerou-
se a média geométrica dos genes B2M, RPL e TBP como
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normalizadores da expressdo global das células Jurkat. Para a analise
das diferencas na expressdo relativa, foram utilizadas amostras
calibradoras que, neste estudo, foram os controles ndo estimulados em
cada um dos tempos 24, 48 e¢ 72 horas. Os valores de Cq obtidos foram
transformados em ACq e a média deles foi utilizada para a obtenc¢do dos
valores de 244 das amostras. A andlise estatistica dos valores de
expressdo génica relativa foi realizada através do programa GraphPad
Prisma 6, utilizando a analise ANOVA (andlise de variancia) de duas
vias multicomparativa e pos-teste de Turkey.

O fator de transcricdo ATF4 induz a transcricdo génica de CHOP,
um fator pré-apoptotico relacionado ao estresse de RE. Uma vez
determinado que o estimulo com a proteina Tat é capaz de induzir o
aumento da expressdo de ATF4, foi realizada a andlise da expressdo
relativa do gene de CHOP. Observou-se que nas primeiras 48 horas de
estimulo, a expressdo relativa de CHOP ndo sofreu nenhuma alteragao.
No entanto, observou-se que apos 72 horas de estimulo com 100 e 200
nM de proteina Tat houve um aumento significativo na expressdo
relativa de CHOP (Figura 32), indicando que, assim como a ativagdo da
via UPR, a indugdo de apoptose mediada pelo estresse de RE aconteceu
de forma tempo-dependente. Além disso, observou-se que, apds 72
horas de estimulo, houve uma diferenga significativa no aumento da
expressdo desse gene entre as doses 50, 100 e 200 nM, indicando que a
ativagdo de CHOP ocorreu também de forma dose-dependente.
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Analise da expressio relativa do gene de CHOP
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Figura 32. Anilise da expressdo relativa do gene de CHOP. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a compara¢do multipla onde (****)
p<0,00001 e ns ndo significativo.

A ativagdo de apoptose aconteceu em efeito de cascata, assim
como ATF4 induziu a transcrigdo de CHOP e induziu a transcri¢do de
GADD34. Observou-se que nas primeiras 24 horas, o estimulo com 50,
100 e 200 nM foi capaz de induzir uma significativa diminui¢do na
expressdo de GADD3. No entanto, apds 48 horas de estimulo, os niveis
de transcritos voltaram aos niveis basais (Figura 33). Apds 72 horas de
estimulo, a doses de proteina Tat induziram um aumento significativo na
expressdo relativa do gene de GADD34, indicando que, assim como
CHORP, a expressdo de GADD34 ocorreu de maneira tempo-dependente.
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Andlise da expressio relativa do gene de GADD34
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Figura 33. Analise da expressido relativa do gene de GADD34. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a comparagdo multipla onde (***%*)
p<0,00001 e ns ndo significativo.

Em resposta ao estresse, BIM foi translocada para a membrana do
RE e induziu apoptose através da ativacdo de caspase-12. Conforme
observado previamente o estimulo com a proteina Tat induziu a ativagao
de caspase-12. Nesse contexto foi analisada a expressdo relativa do gene
de BIM e observou-se que o estimulo com 50, 100 e 200 nM de proteina
Tat nas primeiras 48 horas ndo apresentaram nenhuma alteracao (Figura
34). No entanto, apds 72 horas de estimulo, ambas as concentra¢des de
Tat foram capazes de induzir um aumento significativo na expressdo
relativa de BIM, indicando que, além da ativacdo de CHOP, outros
mecanismos apoptoticos em resposta ao estresse no RE sdo ativados de
forma tempo-dependente apos estimulos com Tat.
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Analise da expressio relativa do gente de BIM
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Figura 34. Anilise da expressio relativa do gene de BIM. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a compara¢do multipla onde (****)
p<0,00001, (**) p<0,001 e ns ndo significativo.

Uma das caracteristicas da ativagdo de CHOP ¢é a diminuigdo da
expressdo do fator anti-apoptotico BCL-2, nesse sentido, foi realizada a
analise da expressdo relativa do gene de BCL-2. Observou-se que nas
primeiras 48 horas de estimulo com 50, 100 e 200 nM de proteina Tat
ndo induziram alteragdes nos niveis de transcritos (Figura 35). No
entanto, apos 72 horas de expressdo, houve um aumento significativo da
expressdo de BCL-2, bem como foi observado que esse aumento
apresenta uma correlagdo positiva com a dose de Tat. Indicando que
além de CHOP ndo estar inibindo, a expressao gé€nica aumenta de forma
tempo e dose-dependente.

Estes resultados em conjunto concluem o ultimo objetivo deste
trabalho, onde observou-se que o estimulo com a proteina Tat em
células Jurkat induz a ativagdo de genes relacionados a apoptose
mediada pela via UPR em resposta ao estresse de RE.
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Analise da expressio da expressio relativa de BCL-2
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Figura 35. Anilise da expressio relativa do gene de BCL-2. Nivel de
expressao génica relativa em células Jurkat estimuladas com 50 nM, 100 nM ou
200 nM de proteina Tat durante 24, 48 ou 72 horas. Células sem estimulo
representam o controle e normalizador dos niveis de expressdo. A diferenca
significativa foi observada através a comparagdo multipla onde (***%*)
p<0,00001, (**) p<0,001 e ns ndo significativo.
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6 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade da proteina Tat do
HIV-1 em ativar mecanismos de apoptose em linfocitos e correlacionar
esta morte com a ativagdo da via UPR. Para isso, foram utilizadas
células Jurkat E6-1 que ¢ uma linhagem celular humana imortalizada
proveniente de leucemia aguda de células T CD4, sendo um modelo
amplamente utilizado para estudos in vitro de interagdo de diferentes
moléculas do HIV com a célula hospedeira (CHEN, N. Y. et al., 2016;
MARINO et al., 2016; RUIZ; PRASAD, 2016).

As células Jurkat sdo produtoras de interleucina-2 (IL-2), uma
importante citocina considerada um fator de crescimento que apresenta
efeito autdcrino, induzindo a multiplicagdo e expansdo da populagéo
celular. A producao de IL-2 faz das células Jurkat uma 6tima ferramenta
de estudo pois apresentam uma taxa de multiplicagdo acelerada, sendo
que, a fase de crescimento exponencial ocorre entre 24 ¢ 120 horas,
seguida de uma fase estacionaria entre 120 e 144 horas (SOURANI et
al., 2016). Entretanto, essa caracteristica particular pode se tornar uma
dificuldade quando precisa-se incubar essas células em placas com areas
menores, visto que a multiplicacdo celular gera metabolitos secundarios
que sdo liberados, alterando as caracteristicas fisico-quimica do meio de
cultura. Sabe-se que essas pequenas altera¢des, como a queda nos niveis
de glicose e ATP e aminoacidos essenciais bem como o desequilibrio do
balango osmético, podem gerar estresse celular e diminuir
consideravelmente a viabilidade celular (SCHRODER, 2006;2008).
Nesse contexto, a padroniza¢do das condigdes ideais de cultivo foi
determinante para garantir que a multiplicagdo celular ndo excedesse a
capacidade do meio de cultura em fornecer nutrientes ¢ osmolaridade
adequadas.

A proteina Tat foi inicialmente identificada como ativadora da
transcrigdo dos genes do HIV (FISHER et al.,, 1986), sendo uma
proteina rapidamente produzida durante a infec¢do viral (CAMPBELL;
LORET, 2009). O alongamento dos mRNAs virais é prejudicado devido
a formagdo de um hairpin com TAR (do inglés, tramsactivation
responsive element) que estd presente no terminal 5° de todos os
mRNAs transcritos ¢ forma um complexo que bloqueia a RNA
polimerase (CAMPBELL; LORET, 2009). Ao ligar-se a regido de TAR,
Tat libera o hairpin formado e permite o alongamento do mRNA
(LORET et al., 1992). A analise das sequéncias de Tat provenientes de 5



72

subtipos virais mais comuns circulantes no mundo (A, B, C, D e E),
demonstrou que, apesar delas aparentemente desempenharem mesmas
fungdes, a diversidade entre as sequéncias chega a 40% (CAMPBELL et
al., 2007). Sabendo da variabilidade no tamanho e composi¢do
aminoacidica da proteina Tat nos diferentes subtipos virais (PUGLIESE
et al., 2005; SCHWARZE et al., 1999), para esse estudo a escolha da
proteina recombinante foi baseada na elevada prevaléncia da circulagdo
do HIV-1 subtipo C no sul do Brasil (GRAF; PINTO, 2013). A proteina
recombinante utilizada neste estudo foi comercialmente adquirida da
empresa Diatheva (Fano, Itdlia), sendo que, a sequéncia completa
encontra-se no GenBank sob numero de acesso AAL06113.1. A
proteina recombinante foi purificada e apresenta pureza superior a 90%,
estando livre de endotoxinas e tendo sido confirmada a sua capacidade
de uptake celular.

A liberagdo de Tat pelas células infectadas tém sido amplamente
relatada através da deteccdo de anticorpos anti-Tat no soro de pacientes
em diversos estudos clinicos (BACHANI et al., 2013; BELLINO et al.,
2014; CHEN, Q. et al., 2013; MEDIOUNI et al.,, 2011; VAN
BAALEN et al, 1997). Da mesma forma, foi identificado que
individuos infectados podem apresentar diferentes concentragdes séricas
dessa proteina, em valores variando de 2 a 40 ng/ml de sangue,
determinados através de ELISA. Estes valores podem estar
subestimados pelas seguintes razdes: i) as concentragdes de Tat serdo
muito maiores nos oOrgdos linfoides secundarios, onde estdo
concentradas a maioria dos linfocitos infectados; ii) a proteina Tat no
plasma pode estar conjugada a proteinas enddgenas ou pode ser
neutralizada pelos anticorpos anti-Tat e dessa forma sua
biodisponibilidade ¢ afetada prejudicando a sua dosagem através da
técnica de ELISA; iii) o método imunoenzimatico (ELISA) utilizado
pode ndo ser a melhor maneira de detectar a proteina (XIAO et al,,
2000). Sendo assim, enquanto um método mais confiavel de deteccdo
dessa proteina in vivo ndo for desenvolvido, a quantidade total de
proteina Tat e a implicagdo bioldgica dessa circulagdo ndo poderdo ser
inteiramente estabelecidos. Assim sendo, para determinar-se as
possiveis atividades biologicas exercidas pela proteina Tat, fazem-se
necessarios estudos in vitro onde seja possivel controlar as variagdes
ambientas e determinar o numero exato de células expostas a
concentra¢des conhecidas da proteina Tat.
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Estudos anteriores avaliaram a capacidade da proteina Tat em
induzir apoptose em diferentes células in vitro, sendo que as
concentracdes utilizadas variaram de 10 a 100 nM (LIAO et al., 2012),
50 a 250 nM (MA, R. et al., 2016) e 1 a 16 uM (LIU, M. et al., 2014).
Tendo como base as informacdes apresentadas, decidiu-se que células
Jurkat seriam estimuladas com 3 concentragdes de proteina Tat (50, 100
ou 200 nM) e analisadas em 3 tempos distintos. Foi possivel observar
que a indugdo de apoptose nas células estimuladas ¢ tempo e dose
dependente (Figura 08). Observou-se que o estimulo durante 72 horas
com 200 nM de Tat foi capaz de induzir apoptose em 12,05% das
células, enquanto o controle ndo estimulado apresentou uma taxa de
apoptose de 2,54% (Figura 09). Um fendmeno semelhante havia sido
descrito por Liao e colaboradores (2012), onde 100 nM de proteina Tat
foi capaz de induzir apoptose em 18% de células Jurkat, quando o
controle ndo estimulado apresentou uma taxa de 7,36%. Dessa forma,
decidiu-se repetir o ensaio de estimulagdo com as triplicatas técnicas
utilizando apenas a concentracdo de 200 nM de proteina, afim de
confirmar que a inducdo de apoptose observada ¢ tempo-dependente.

Conforme descrito em estudos anteriores, altas concentracdes de
proteina Tat inibem a proliferagdo celular em cultura e promovem
apoptose em células ndo infectadas pelo HIV (CAMPBELL; LORET;
SPECTOR, 2010; LI, C. J. et al., 1995; WESTENDORP et al., 1995).
Da mesma forma, confirmou-se neste estudo que 200 nM de proteina
Tat durante 72 horas de estimulo onde foi capaz de induzir apoptose em
células Jurkat. Com base em diversas propriedades dessa proteina, tais
como ser secretada pelas células infectadas e ter uma fun¢do em células
nao infectadas (LAMONT et al., 1991), sendo muito provavel que se
acumule no tecido linféide onde a replicagdo viral permanece ativa até
mesmo durante a fase de laténcia clinica (HO et al., 1995),
aparentemente  afetando a expressdo dos genes celulares
(BUONAGURO et al., 1995) e atuando como “toxina vital (LIAO et al.,
2012); hipotetizou-se que Tat poderia estar envolvida na indugdo de
apoptose em linfocitos através do seu efeito bystander. Estudos
anteriores corroboram essa hipotese, através da marcacdo in situ de
linfonodos de criangas HIV-positivas e de macacos SIV-positivos foi
demonstrado que a apoptose observada nos linfonodos ocorre
predominantemente em células ndo infectadas, através do efeito
bystander, enquanto células em estado de infec¢ao produtiva mantem-se
viaveis (FINKEL et al., 1995). Este mesmo fendomeno foi observado em
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um estudo in vitro utilizando uma co-cultura de células CD4+ infectadas
e ndo infectadas, onde observou-se que enquanto as células CD4+ ndo
infectadas morrem por apoptose, as células infectadas se tornam
resistentes a morte celular induzida pelo HIV (NARDELLI et al., 1995).
Tendo como base estes estudos acredita-se o papel da proteina Tat na
patogénese do HIV vai além da sua funcao na transcrigdo viral, podendo
este, constituir um importante mecanismo de deplegdo de linfocitos na
patogénese do HIV.

Além disso, o estimulo com 200 nM de Tat evidenciou uma
reducdo na proliferacdo celular em 44,4%, sendo que este mesmo
fendmeno j4 havia sido reportado anteriormente com uma média de 28%
de inibi¢ao (LIAO et al, 2012). Uma das explica¢cdes para essa
diminui¢do no nimero de células ¢ a indugdo de apoptose observada
apos 72 horas de estimulo. Adicionalmente, uma possivel explicacdao
para esse fenomeno, baseia-se nas alteragdes nas fases do ciclo celular
observados na Figura 10, onde foi possivel observar que
aproximadamente 63% das células estavam concentradas entre as fases
S e G2 do ciclo celular, enquanto células ndo estimuladas essa
porcentagem foi de 39%. As mesmas células estimuladas com 200 nM
de proteina Tat foram entdo marcadas com DAPI e visualizadas na
microscopia de fluorescéncia. Observou-se que, quando expostas a
proteina Tat, as células apresentaram-se com o nucleo fragmentado,
indicando a formagdo de corpos apoptoticos (Figura 12 B), uma
caracteristica marcante de morte celular por apoptose, corroborando
assim com os dados apresentados na Figura 09, demonstrando a indugéo
de apoptose em células Jurkat expostas & proteina Tat. Além disso,
observou-se também que células estimuladas apresentaram algumas
anomalias estruturais, tais como, tamanho aumentado, auséncia de
membrana nuclear ¢ nucléolos e a perda completa da relagdo nticleo-
citoplasma (Figura 12B). Essas caracteristicas indicam que essas células
podem estar paradas entre as fases S e G2 do ciclo celular, onde deveria
ocorrer a condensa¢do dos cromossomos € a membrana nuclear é
desfeita para que ocorra a formacdo do fuso mitdtico (FURIA;
PELICCI; FARETTA, 2014), sendo essa uma possivel explicagdo para o
aumento no niumero de células concentradas nas fases S ¢ G2 do ciclo
quando estimuladas com Tat (Figura 14). Estes resultados em conjunto
indicam que as células estimuladas podem estar sob o efeito de um
fendmeno previamente descrito, onde foi demonstrado que a proteina
Tat impede a progressdao da mitose inibindo a formagéo do fuso mitdtico
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durante a fase G2 do ciclo celular em células Jurkat (LIU, N. et al.,
2014). Em suma, levou-se a crer que as anomalias observadas na
microscopia estariam relacionadas com a parada do ciclo celular
observada na Figura 14 ¢ esses fendmenos poderiam estar diretamente
associados a inibicdo da proliferagcdo celular. Apods a verificagdo das
alteracdes celulares indicadas através da coloragdo com DAPI,
direcionou-se a analise do perfil da populagdo celular com base no
tamanho (FSC-A) e complexidade intracelular (SSC-A) de células
analisadas por citometria de fluxo. Observou-se que Tat é capaz de
induzir um deslocamento na mediana tanto de FSC-A quando de SSC-A
(Figura 10) de células Jurkat estimuladas. A analise de mediana é
essencial para determinar onde esta concentrada o centro da distribuicao
dos eventos no grafico. Dessa forma, foi possivel constatar que células
estimuladas com Tat apresentaram-se maiores € mais complexas quando
comparadas com o controle ndo estimulado (Figura 11).

Acredita-se que com o aumento da expressdao de diversos genes
celulares induzidos por Tat (BELLINO et al., 2014; GANDHI et al.,
2009; STETTNER et al., 2009; ZHENG et al., 2005), ocorra uma
sobrecarga de proteinas a serem dobradas, podendo dessa forma, induzir
estresse de RE com consequente ativagdo da via UPR. O estresse
prolongado de RE ¢ ser responsavel pela alteragdo no fendtipo da via
UPR levando a ativagdo de apoptose através das vias dependente e
independente de mitocondria (NAKAGAWA et al., 2000; YOSHIDA,
2007). Os mecanismos moleculares envolvidos na apoptose mediada
pelo estresse de RE ainda ndo foram completamente elucidados (RON;
WALTER, 2007). No entanto, sabe-se que a liberag¢do de calcio do RE
pode estar envolvida na ativagdo de proteases citoplasmaticas que
contribuirdo pra a morte celular NAKAGAWA; YUAN, 2000); porém
a forma exata como o estresse de RE promove esse extravasamento
permanece desconhecido (RON; WALTER, 2007). A apoptose é um
processo conservado de morte celular programada, composto por um
complexo ativado em cascata estreitamente sincronizado (FERRARI, D.
et al.,, 2002; STRASSER; O'CONNOR; DIXIT, 2000), podendo ser
engatilhado por diversos fatores com o objetivo de manter a
homeostasia tecidual (MEIER; FINCH; EVAN, 2000; SIEGEL et al.,
2003). A via intrinseca de apoptose mediada pela mitocondria tem sido
relacionada com a habilidade de Tat em induzir apoptose em diferentes
tipos celulares, no entanto os eventos moleculares que antecedem essa
ativagdo permanecem pouco elucidados (PERUZZI, 2006).
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Uma vez estabelecida a capacidade da proteina Tat em induzir
apoptose em células Jurkat, investigou-se a possivel relagdo da via UPR
neste processo através da andlise de expressdo relativa dos genes
relacionados a esta via. Inicialmente investigou-se a expressdo relativa
do gene da chaperona BiP e observou-se um aumento na expressiao
relativa de BiP apds 72 horas de estimulo com a proteina Tat. O
aumento da expressdo de BiP ¢ um indicativo de estresse no RE,
indicando a necessidade do aumento na capacidade de dobramento das
proteinas dentro desta organela (WALTER; RON, 2011), sendo esta
uma primeira evidéncia de que a exposi¢do a proteina Tat é capaz de
induzir estresse de RE com ativagdo da via UPR de maneira tempo-
dependente. Além da observa¢do do aumento na transcricdo génica da
chaperona BiP, que pode ser causada pela ativagdo de diferentes
elementos da via UPR, também foram analisadas as expressdes relativa
dos genes relacionados aos bragos ATF6, PERK e IRE1 da via UPR.
Observou-se que a proteina Tat foi capaz de induzir um aumento
significativo na expressao relativa dos genes das trés moléculas sensores
do estresse: ATF6 (Figura 24), PERK (Figura 25) e IRE1 (Figura 26),
sendo essas, evidéncias complementares de que a proteina Tat é capaz
de gerar estresse de RE com consequente ativagdo da via UPR em
células estimuladas, corroborando com as observacdes relatadas
previamente (MA, R. et al., 2016). No entanto, sabe-se que os sensores
ATF6, PERK ¢ IRE1 séo proteinas ancoradas na membrana do RE que
identificam o estresse e sofrem ativacdo e rapidamente induzem uma
resposta na tentativa de reestabelecer a homeostasia (KAUFMAN, 2002;
SCHRODER, 2006; WALTER; RON, 2011). Dessa forma, a
identificagdo do aumento da transcricdo génica dessas moléculas indica
que a via UPR ja sofreu ativagdo prévia, pois uma das caracteristicas
dessa ativacdo ¢ a indugdo do aumento da transcrigdo dos genes
relacionados a via UPR (YOSHIDA, 2007).

Os trés bracos da via UPR sdo ativados geralmente em resposta a
qualquer estresse no RE; no entanto a ordem e o tempo de ativagao de
cada um deles pode variar (DUROSE; TAM; NIWA, 2006). Em geral, o
estresse prologando no RE leva a uma ativagdo sequencial dos bragos
IRE1, ATF6 e¢ PERK, respectivamente, sendo que, essa ativagdo
acontece de forma sequencial e pode implicar na indug¢do de apoptose
mediada pelo RE (LIN et al., 2007). Assim sendo, foram analisadas a
expressdo relativa dos genes induzidos por cada um dos bragos da via
UPR. O brago evolutivamente mais antigo da via UPR descrito ¢ de
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IRE1 que, durante o estresse, ¢ ativado ao sofrer autofosforilagdo em
resposta ao desligamento de BiP de sua por¢do intralumial (MORI,
2009). IRE1 apresenta um dominio endorribonuclease que promove o
splicing alternativo catalisando a remogdo de um intron de 26
nucleotideos do mRNA do fator de transcrigdo XBP-1. A mudang¢a na
janela de leitura promovida por IRE1, ativa o fator XBP-1s que induz a
expressdo de diversos genes envolvidos em praticamente todos os
aspectos da via UPR, enquanto a sua forma original ou unspliced age
como repressor da expressdo de tais genes (RON; WALTER, 2007).

A fim de verificar se o braco IRE1 da via UPR também sofreu
ativacdo, foram analisadas as expressdes relativas do fator de transcricao
XBP-1 na sua forma unspliced - XBP1-u (Figura 29) e na sua forma
spliced - XBP1-s (Figura 30). O aumento nos niveis de transcritos de
XBP1-s observado logo nas primeiras 24 horas de estimulo com Tat,
indicou que o brago IRE1 foi ativado. Provavelmente essa ativagdo
ocorreu com o proposito de induzir a expressdo das chaperonas BiP e
dissulfeto isomerases na tentativa de aumentar a capacidade de
dobramento de proteinas no RE. Em resposta a ativagdo de XBPI-s,
observou-se 0 aumento nos niveis de mRNA de XBP1-u apos 48 horas
de estimulo, o que levou a gradativa diminui¢do nos niveis de XBP1-s
observado nos tempos seguintes (48 e 72 horas), indicando assim, que
possivelmente a molécula XBP1-u age como antagonista da expressdo
de XBP1-s. No entanto, ap6s 72 horas de estimulo com Tat, os niveis de
XBP1-u foram drasticamente reduzidos, enquanto os niveis de XBP1-s
permaneceram elevados, sendo essa uma possivel explicagdo para o
aumento na expressao relativa de BiP ocorrer apds 72 horas de estimulo.
Esses dados em conjunto demonstram que ocorre ativagdo tempo-
dependente do bragco IRE1 da via UPR em células Jurkat estimuladas
com Tat.

Subsequente a ativa¢do de IRE1 durante o estresse de RE, ocorre a
clivagem de proteina ATF6, sendo a porg¢do clivada processada no
complexo de Golgi e entdo direcionada ao nicleo onde pode atuar como
fator de transcricdo aumentando principalmente a expressdo da
chaperona BiP (HAZE et al.,, 1999). Observou-se que a expressiao
relativa do gene de ATF6 apenas apresenta um aumento significativo
apos 72 horas de estimulo (Figura 24); de forma semelhante, a
chaperona BiP teve sua expressdo relativa aumentada apos 72 horas de
estimulo. Isto sugere, que além da acdo de XBP1-s sob o /ocus de BiP,
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ATF6 também pode estar relacionada com a indug@o na expressdo dessa
chaperonas.

O terceiro brago da via UPR que teve sua ativacdo avaliada foi
PERK, que de forma similar a IRE1, sofre auto fosforilacdo e
homodimerizag¢do (YOSHIDA, 2007). PERK fosforila a subunidade alfa
do fator de transcri¢ao elF2a, resultado na atenuagdo global da tradugao.
No entanto, durante o estresse celular, moléculas de elF2a induzem os
ribossomos a ligarem-se a ORF (do inglés, open reading frame) do
mRNA de ATF4 e induzir a sua tradu¢do (HARDING et al., 2000; MA,
Y. et al.,, 2002). Com o intuito de investigar a possivel ativa¢ao do brago
de PERK em resposta ao estimulo com a proteina Tat, foram analisadas
as expressoes relativas dos genes induzidos por PERK: elF2a e AFT4.
Observou-se um aumento na expressao relativa de elF2a (Figura 28) de
forma tempo-dependente, apresentando mesmo perfil observado para os
niveis de transcritos de PERK. A fosforilagdo de elF2a esta relacionada
com o aumento da expressdo de ATF4 (HARDING et al., 2000) sendo
que neste contexto observou-se o aumento nos niveis de transcritos de
ATF4 (Figura 31). A ativagdo do brago PERK-elF2a-ATF4 acompanha
o mesmo perfil de ativagdo de IRE1 e ATF6, evidenciando que Tat
induz estresse de RE em células estimuladas e que a ativagdo dos trés
bragos da via UPR acontecem de forma tempo-dependente. Esses dados
em conjuntos corroboram um recente estudo, no qual demonstra-se que
a expressdo de Tat em astrocitos induz estresse de RE com consequente
ativacdo da via UPR e essa ativagdo pode estar relacionada com a
neurotoxicidade mediada por astrocitos (FAN; HE, 2016).

ATF4 é um fator de transcricdo induzido pela fosforilagdo de
elF2a, molécula responsavel pela ativacdo de diversos genes pro-
sobrevivéncia (HARDING et al., 2003). No entanto, em resposta ao
prolongado estresse no RE , ATF4 ¢é capaz de entrar no ntcleo e induzir
a expressdo de CHOP (MA, Y. et al., 2002). O mecanismo preciso
mediado por CHOP na indugdo e apoptose permanece desconhecido,
porém sabe-se que CHOP altera o equilibrio entre as moléculas anti e
pré-apoptoticas (GHOSH et al., 2012). Uma vez determinada a ativagdo
da via UPR em resposta ao estresse de RE gerado pela estimulagdo com
Tat, foi avaliada a expressdo relativa do gene pré-apoptotico CHOP.
Semelhantemente ao perfil de expressao relativa de ATF4, observou-se
que CHOP também apresentam aumento no nivel de transcritos apos 72
horas de estimulo com a proteina Tat (Figura 32). Sabendo que ATF4 ¢
capaz de entrar no nucleo celular e induzir a transcricdo da molécula
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pro-apoptotica CHOP, € possivel correlacionar o aumento da expressiao
relativa de CHOP com a apoptose induzida por Tat apds 72 horas de
estimulo. Além da indug@o de estresse no RE induzida por Tat, ja foi
relatado que a expressdo da proteina viral gpl120 também ¢ capaz de
induzir estresse de RE e aumentar os niveis de transcritos dos genes de
BiP, XBP1-s ¢ CHOP de maneira tempo-dependente (SHAH et al.,
2016). Da mesma forma, foi relatada a inducdo de apoptose em
astrocitos através da ativacdo da via IRE1I-ASK-JNK-CHOP (SHAH et
al., 2016). Além disso, foi observado que células HBMEC (do inglés,
human brain microvascular endothelial cells) expostas a Tat apresentam
ativacdo de vias pro-apoptdticas mediada pela via UPR, através do
aumento de maneira tempo-dependente da molécula pro-apoptdtica
CHOP ¢ o aumento atividade de caspase-12 relacionada diretamente
com o RE (MA, R. et al., 2016). Ademais, o aumento na expressdao de
CHOP promove a parada no ciclo celular (BARONE et al., 1994). Com
base nos dados apresentados, o aumento na expressao de CHOP (Figura
32) pode estar diretamente relacionado com a parada nas fases S e G2
no ciclo celular de células Jurkat estimuladas com Tat (Figura 14),
sendo essa uma possivel razdo para a diminui¢do no nimero de células
induzido pela proteina Tat (Figura 06).

A via induzida por CHOP ¢ a principal reguladora de apoptose
mediada pelo RE (ZINSZNER et al., 1998) e estimula a expressdao de
GADD34, ERO1 e¢ DRS (Receptor de morte 5). GADD34 atua no
prolongamento do estresse no RE através da desfosforilagdo e ativagdo
da molécula elF2a. Essa ativagdo resulta no reestabelecimento da
traducdo proteica e um aumento na quantidade de proteinas sendo
sintetizadas no limen do RE. A reativagdo de elF2a e aumento da
tradugdo proteica durante o estresse levam a morte celular causada em
decorréncia do acumulo dessas proteinas desdobradas no interior do RE
(LIU, N. et al.,, 2014). Sendo CHOP um indutor da expressdo de
GADD34, foi realizada a analise da expressdo relativa do gene de
GADD34. Observou-se que assim como ATF4 ¢ CHOP, GADD34
também tem a sua expressdo diminuida nas primeiras 24 horas de
estimulo, sendo essa expressao reestabelecida aos niveis basais ap6s 48
horas e apresenta um aumento significativo na sua expressdo apos 72
horas de estimulo com a proteina Tat.

Apesar de ndo se conhecer o mecanismo exato pelo qual CHOP
induz apoptose, sabe-se que CHOP inibe a expressdo da proteina anti-
apoptdtica BCL-2 e ativa a transcrigdo de diversos genes que
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potencializam a apoptose, incluindo PUMA e BIM (GHOSH et al,,
2012). Afim de avaliar se esse fenomeno ocorreu em células estimulada
com Tat, além da andlise da expressio de CHOP, foi analisada a
expressdo relativa dos genes de BIM e BCL-2. Foi observado ambas as
moléculas, assim como CHOP, apresentam um aumento da expressdo
génica relativa ap6s 72 horas. Esperava-se que com a ativagdo de
CHOP, a expressdo de BCL-2 tivesse sido diminuida, no entanto o
aumento dessa expressdo corrobora um estudo prévio onde foi
observado o aumento na expressio de BCL-2 em células Jurkat
transfectadas com plasmideo de Tat e em PBMCs estimuladas com a
proteina extracelular (ZAULI et al., 1995). Assim como BCL-2, a
molécula pro-apoptotica BIM também apresentou aumento na sua
expressdo génica relativa. Foi previamente reportado que BIM atua na
membrana do RE como molécula pré-apoptdtica ao se ligar e inibir a
BCL-2 anti-apoptotica e dessa forma ¢é capaz de induzir apoptose (KIM,
P. K. et al., 2004). Dessa forma, sugere-se que o aumento da expressdo
de BCL-2 pode ser um mecanismo compensatorio, na tentativa de repor
as proteinas anti-apoptoticas que estdo sendo inibidas pela a¢do de BIM.

O destino pro-sobrevivéncia ou pro-apoptotico das células depende
da extensdo do estresse gerado, sendo a morte celular mediada pelo
estresse de RE ¢ principalmente atribuida aos bragcos IRE1 ¢ PERK da
via UPR (HETZ, 2012).Nesse sentido, a expressdo de moléculas pro-
apoptoticas como CHOP induzem a ativagdo da cascata das caspases,
responsaveis pela morte celular durante o estresse (KIM, 1.; XU; REED,
2008; YENKI; KHODAGHOLI; SHAERZADEH, 2013). A cascata de
caspases ¢ um mecanismo classico de resposta pro-apoptética em
diversos tipos de células (MCILWAIN; BERGER; MAK, 2013). A
cascata pode ser ativada pela via extrinseca através do sinal de morte do
receptor Fas, ou induzida pela via intrinseca, que pode estar associada
tanto a mitocondria quando ao estresse de RE (MCILWAIN et al.,
2013). De maneira geral, a caspase-8 esta associada a indugdo de
apoptose através da via extrinseca, enquanto a caspase-9 esta
diretamente associada a via intrinseca mediada pela mitocondria
(FERRARO et al, 2003; SALVESEN; RENATUS, 2002). Em
contrapartida, a via independente da mitocondria é ativada em resposta
ao prolongado estresse de RE, que tem a caspase-12 como a protease
que inicia a cascata de ativagdo. A caspase-12 estd localizada no
citoplasma proxima ao RE, da mesma forma que outras caspases,
apresenta-se em forma inativa e aparentemente ¢ ativada apenas em
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resposta ao estresse no RE (NAKAGAWA et al., 2000). Nesse contexto,
foram avaliadas as atividades das caspases -3, -8 e -12 em células
estimuladas com a proteina Tat, com o intuito de identificar a
participacdo dessas proteases na apoptose induzida por Tat. Observou-se
que em células Jurkat expostas a proteina Tat, hd& uma reducdo na
atividade da caspase-8 (Figura 19), demonstrando que a via extrinseca
ndo estd relacionada com a apoptose induzida por Tat. Observou-se
também um aumento na atividade tanto da caspase-12 (Figura 17)
iniciadora da cascata que estd estreitamente relacionada ao estresse de
RE, bem como um aumento da atividade da caspase-3 (Figura 18),
responsavel diretamente pela via proteolitica de apoptose. A Caspase-12
estd especificamente localizada na parte citoplasmatica da membrana do
RE, que ¢ clivada em sua forma ativa durante estresse no RE
(NAKAGAWA et al., 2000), podendo sua atividade estar relacionado
com a liberagdo de calcio do RE, sendo esse um possivel vinculo entre a
apoptose mediada pelo RE e apoptose induzida pela mitocondria.

Além do vinculo entre RE e mitocondria estabelecido através da
caspase-12, acredita-se que o efluxo de Ca?" possa ser um outro
importante fator na indugfo de apoptose mediada pelo estresse. Durante
o estresse de RE, que é causado principalmente pelo acumulo de
proteinas desdobradas, ocorre uma perturbacdo no gradiente de
concentrag¢do de ions no interior do RE, alterando o equilibrio osmoético
e resultando no extravasamento para o citoplasma e deplegdo nos niveis
de Ca?" (MORI, 2000; PATIL; WALTER, 2001). A deplegdo de Ca**
no lamen do RE inibe o dobramento de proteinas acelerando o seu
acumulo e potencializando a ativagdo da via UPR (KIM, R. et al., 2006;
MA, Y. et al., 2002). O Ca®" citoplasmatico liberado pelo RE ¢é
rapidamente absorvido pela membrana das mitocondrias, essa absor¢io
resulta em alteragdes idnica que geram a produgcdo de ROS,
contribuindo para o aumento do estresse oxidativo e a indugdo de
apoptose mediada pela via UPR (ROMANI et al., 2010; YOSHIDA,
2007). Tem sido demonstrado que a proteina Tat ¢ capaz de induzir o
extravasamento de Ca®" do limen do RE com consequente disfungio
mitocondrial (HAUGHEY et al., 1999; NORMAN et al., 2008). Neste
contexto, apos ter sido identificada a ativagdo da via UPR, através do
aumento da expressdo relativa dos genes envolvidos nessa via,
investigou-se a possivel relacdo entre ativagdo da via UPR com a
disfun¢do mitocondrial através da analise de despolarizagdo de
membrana de mitocondria. Observou-se que ha um aumento
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significativo no nimero de células que perderam o potencial de
membrana mitocondrial quando estimuladas com a proteina Tat durante
72 horas. Sabendo que perturbacdes no potencial de membrana
mitocondrial sdo capazes de induzir a morte celular (RANGA et al.,
2004; SIDDAPPA et al., 2006) presumiu-se que os 73,8% das células
Jurkat estimuladas com a proteina Tat que perderam o potencial de
membrana mitocondrial (Figura 21), poderdo entrar em processo de
apoptose de maneira tempo-dependente se esse fendomeno ndo for
revertido. Assim, a frequéncia média de 12% de células apoptéticas
observada apds 72 horas de estimulo (Figura 14), poderia ser maior se o
estimulo permanecesse por um periodo mais prolongado.

Em conjuntos, os dados obtidos com este trabalho refor¢am as
evidéncias de que a proteina Tat é capaz de estimular células alvo
através do efeito bystander induzindo uma ativagdo celular gerando
estresse de RE com consequente ativagdo da via UPR e indugdo de
apoptose. Com as evidéncias observadas foi possivel determinar uma
possivel via de ativacdo de apoptose induzida por Tat mediada pela via
UPR, conforme descrito na Figura 36.
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Figura 36. Mecanismo de acfio proposto com base nos resultados obtidos. A proteina Tat atua aumentando a transcrigao
de diversos genes celulares que culmina num aumento na carga de proteinas a serem dobradas no RE, gerando assim estresse
de RE com consequente ativag@o dos trés bracos da via UPR (PERK, ATF6 ¢ IRE1). PERK tem sua expressdao aumentada,
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induzindo a fosforilagdo de elF2a gerando uma atenuacdo global da sintese protéica na tentativa de reduzir a quantidade de
proteinas a serem dobradas no RE; no entanto induz seletivamente o aumento da traducdo de ATF4. ATF4 atua como fator de
transcri¢do induzindo a expressdo de CHOP, que ira induzir a transcricio de GADD34. GADD34 por sua vez induz a
reativacao de elF2a reestabelecendo a tradugao protéica e promovendo aumento do estresse no RE. O aumento na expressao
de CHOP induz ativagdo da caspase-12 iniciadora que esté relacionada a membrana do RE que por sua vez induz ativagdo da
caspase-3 diretamente responsavel pela morte celular. O bragco de ATF6 induz o splicing alternativo da molécula XBP-1,
dessa forma aumentando a expressdo de XBP1-s e diminuindo a expressao de XBP1-u. No brago de IRE1, a molécula XBP1-s
¢ processada e direcionada para o nucleo onde induz a expressao da chaperona BiP. IRE1 também pode formar um complexo
com as proteinas ASK e JNK, atuando na indugdo da transcricdo de CHOP que atuara desregulando o equilibrio entre as
moléculas pro e anti—apoptoticas (BIM e BCL2) e dessa forma induzindo a ativag@o de apoptose. Além disso, CHOP também
pode estar envolvido na parada do ciclo celular em células estimuladas com a proteina Tat. A parada nas fases S e G2 do ciclo
celular promovem alteragdes celulares como o aumento do tamanho e da complexidade intracelular, bem como provocam a
diminui¢do na proliferacdo celular. Durante o estresse de RE observado através da ativagdo da via UPR, o acumulo de
proteinas induz o extravasamento de Ca*" da membrada do RE, sendo o Ca?' citoplasmatico captado pela mitocondria e
induzindo assim despolarizagdo de membrana de mitocondria, que induzira a apoptose através da liberagdo de citocromo C e
ativacdo das caspases -12 e -3.
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SUMARIO DE RESULTADOS

e Observou-se que a proteina Tat foi capaz de induzir apoptose
em células Jurkat apos 72 horas de estimulo na concentracdo de
200 nM;

e Identificou-se que a proteina Tat diminui significativamente a
proliferagdo celular através da parada nas fases S e G2 do ciclo
celular de células Jurkat estimuladas;

e Observou-se que Tat induz alteragdes morfologicas observadas
na microscopia de fluorescéncia de células marcadas com
DAPI, bem como demonstrou deslocamento da mediana das
populagdes celulares analisadas por citometria de fluxo,
indicando um aumento do tamanho e complexidade intracelular
de células estimuladas com Tat;

e Observou-se que a morte celular induzida por Tat foi mediada
pela ativagdo das caspases-12, iniciadora associada ao RE e da
caspase-3 executora de apoptose, no entanto a caspase-8, da via
extrinseca de apoptose, parece ndo ter participacdo nessa morte
celular induzida por Tat;

e Observou-se que a proteina Tat foi capaz de induzir
despolarizagdo de membrana de mitocondrias de células
estimuladas, sendo esse um indicativo de inducdo de morte
celular tempo-dependente;

e A proteina Tat foi capaz de induzir estresse de RE com
consequente ativagdo da via UPR de maneira tempo-
dependente;

e A ativagdo da via UPR induzida por Tat, ativa a transcri¢do de
genes pro-apoptoticos que culminam na ativagdo da apoptose
observada.
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8 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo investigou a capacidade da proteina Tat em induzir
apoptose em células Jurkat e correlacionou a morte celular com a
ativacdo da vida UPR. Os resultados obtidos corroboram estudos
prévios que determinaram a capacidade da proteina Tat em induzir
apoptose em células Jurkat e confirma a hipdtese de que essa morte
celular esta relacionada a ativacdo da via UPR. Acredita-se que essa
acdo da proteina Tat constitui um dos principais mecanismos de
deplegdo dos linfocitos T CD4+, conduzindo a evolugdo da patogénese
do HIV. Nesse sentido, observou-se que a estimulagdo com 200 nM de
proteina Tat foi capaz de induzir apoptose em células Jurkat apos 72
horas de estimulo, bem como, observou-se que a ativa¢do dos trés
bragos da via UPR (PERK, ATF6 ¢ IRE1) de forma tempo dependente e
levando a inducdo da expressdo dos genes pro-apoptéticos CHOP,
GADD34 e BIM. A ativacdao de apoptose observada esta relacionada
com a atividade das caspases -3 e -12, bem como, ha uma estreia relacdo
entre a ativacdo da via UPR e a despolarizagdo de membrana de
mitocondria. Além de causar apoptose, observou-se que a proteina Tat
causa uma parada nas fases S e G2 do ciclo celular com consequente
alteragdes morfologicas, inibindo a proliferagdo celular que juntamente
com a indu¢do de apoptose resultam em uma significante redugdo no
numero células. A identificacdo do papel de Tat no estresse no RE com
posterior indugdo apoptdtica podem reforcar a sugestdo da via UPR
como um possivel alvo para terapia antirretroviral.
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9 PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, surgem alguns
pontos a serem esclarecidos e aprofundados e que constituem os
objetivos dos proximos passos dessa pesquisa:

e Analise de expressdo das proteinas relacionadas com ativagao
da via UPR e indug¢éo de apoptose através de Western Blot;

e Ensaios de silenciamento génico de CHOP para determinar a
participacdo desse fator pro-apoptético relacionado a via UPR
na indugdo de apoptose induzida por Tat;

e Determinagio da capacidade da proteina Tat em induzir
apoptose em células humanas primarias PBMCs (do inglés,
peripheral blood mononuclear cells).
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11 MATERIAL SUPLEMENTAR

11.1  Padronizacio das condicdes ideais de cultura das células
Jurkat

Procedeu-se, entdo, a padronizacdo das condi¢des de cultivo, onde
os fatores levados em consideragdo foram: numero inicial de células por
poco, tamanho da placa e concentracdo de diferentes componentes do
meio de cultura, como HEPES, bicarbonato de sédio ¢ SBF. Com o
intuito de otimizar os reagentes, determinou-se que 2 ml de RPMI 1640
seria 0 volume ideal para a realizagdo dos experimentos, bem como
optou-se por manter a concentragdo de 2 mM de L-glutamina, conforme
sugerido na ficha técnica da linhagem celular. Cada variavel foi avaliada
através de alteracGes na viabilidade celular ap6s 72 horas de cultivo
através da contagem em camara de Neubauer com o corante azul de
tripan 0,2%.

11.1.1 Padronizagdo do nimero inicial de célula

Com o propoésito de determinar qual seria o numero inicial de
células mais adequado, foram testadas trés diferentes concentragdes:
2x10°, 5x10° e 1x10° células por pogo na placa de 24 pogos. Observou-
se que a melhor concentragdo inicial de células é 2x10°, pois a
viabilidade média obtida apos 72 horas de incubagdo foi 91,27%
(£1,05), enquanto o plaqueamento inicial de 5x10° e 1x10°, apresentam
viabilidade respectivamente 70,67% (£ 0,87) ¢ 16,83 (+ 3,65) (Figura
05). Dessa forma, determinou-se que a concentragdo de células ideal
para o plaqueamento inicial seria 2x10° células.
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Viabilidade de células Jurkat apés 72 horas de incubacio
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Figura S01. Viabilidade de células Jurkat ap6s 72 de incubacgdo. Avaliacio
da porcentagem de células viaveis apds 72 horas de incubagdo com
plaqueamento inicial de diferentes densidades celulares, 2x10°, 5x10° ou 1x10°.
A diferenca significativa foi observada através a comparacdo multipla onde
(*¥***) p<0,00001.

11.1.2 Padronizagdo das concentragdes de bicarbonato de sodio e
HEPES

Ap6s a determinagdo do nimero ideal de células, a segunda variavel
a ser analisada foi o tamponamento do meio de cultura, que é essencial
para manter o equilibrio osmético e garantir que as células mantenham
um crescimento estavel sem induzir estresse celular pela acidificagdo do
meio. Foram testadas duas concentra¢des de bicarbonato de sodio, 1,5
g/L e 2,0 g/L e foi observada que a viabilidade celular se manteve em
94,11% e 95,15% apos 72 horas de incubagdo. Visto que a viabilidade
celular ndo sofre influéncia da concentragdo de bicarbonato,
determinou-se que 2,0 g/L seria a condicao ideal.

Além da concentra¢do de bicarbonato de sodio, foram igualmente
testadas duas concentragdes de HEPES, 10 pM e 25 pM. Como pode ser
observado na Figura 06, ao aumentar a concentragdo de HEPES a
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viabilidade celular diminui em aproximadamente 10 % (p < 0,005).
Conclui-se, entdo, que para o cultivo de células Jurkat, a melhor
composi¢do dos sais é 2,0 g/L de bicarbonato de sodio e 10 uM de
HEPES.

Viabilidade de células Jurkat apds 72 horas de incubacio
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Figura S02. Viabilidade de células Jurkat apés 72 de incubacio. Avaliacido
da porcentagem de células vidveis ap6s 72 horas de incubagdo com
plaqueamento utilizando meio RPMI 1640 com 10uM ou 25uM de HEPES. A
diferenca significativa foi observada utilizando o teste t onde (**) p=0,0036.

11.1.3 Padronizac¢do do tamanho da placa

Uma vez determinada a composi¢do do meio de cultura ideal, foi
avaliada a influéncia do tamanho da placa na viabilidade e no
crescimento celular. Utilizando as varidveis padronizadas nos
experimentos anteriores, foram testadas placas da mesma marca que
apresentavam area de crescimento celular distintas: 6 pogos (9,6 cm?),
12 pocos (3,85 cm?) e 24 pocos (1,93 cm?).

Observa-se na Figura 07 que somente apds 48 horas de incubagio
comeca a ser notada uma influéncia do tamanho da placa na viabilidade
celular e esse perfil se mantém até 72 horas. Apenas a placa de 24
pogos, que apresenta menor area de crescimento, tem influéncia na
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diminuigdo significativa na viabilidade celular, sendo que, as placas de 6
e 12 pogos, até 72 horas de incubagdo, ndo apresentaram diferencas na
taxa de viabilidade celular.

Curva de viabilidade celular
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Figura S03. Curva de viabilidade de células Jurkat. Analise da
viabilidade celular em func¢do do tempo de incubagdo (24, 48 ou 72
horas) em placas com 6, 12 ou 24 pogos. A diferenca significativa foi
observada através da andlise multipla onde (**) p=0,0136.

Além da viabilidade celular, neste mesmo experimento foi possivel
realizar uma curva de crescimento celular (Figura 08) e determinar a
influéncia do tamanho da placa no namero total de células apos as 72
horas de incubagdo. Dessa forma, 2x10° células em 2 ml de meio de
cultura foram semeadas nas placas de 6 pogos (9,6 cm?/pogo), 12 pogos
(3,85 cm?/pogo) e 24 pogos (1,93 cm?/pogo), a cada 24 horas as células
foram contadas em camara de Neubauer.

Observou-se que nas primeiras 24 horas, as células comegaram o
processo de divisdo celular; no entanto o tamanho da placa ndo
influéncia no processo de expansio celular. Apds 48 horas de incubagéo
¢ possivel observar que as células presentes na placa de 24 pogos
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diminuiram o ritmo de multiplicacdo celular e essa diferenga ficou mais
expressiva apos 72 horas de incubagio.

Curva de crescimento celular
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Figura S04. Curva de crescimento de células Jurkat. Analise dap
crescimento celular em fung¢do do tempo (24, 48 ou 72 horas) em trés diferentes
tamanhos de placas com 6, 12 ou 24 pocos. A diferenca significativa foi
observada através a comparagdo multipla onde (****) p<0,00001, (**) p<0,001
e ns nao significativo.

Com os resultados obtidos, concluiu-se que a area de crescimento
das placas de cultura exerce uma influéncia expressiva tanto na
viabilidade quanto na taxa de crescimento celular apds 72 horas de
incubag@o. Dessa forma, foi possivel observar que placas com menor
area, como a de 24 pogos, podem diminuir de forma significativa a
densidade e a viabilidade celular. As placas de 6 ¢ 12 pogos, quando
semeadas com uma concentragdo inicial de 2x10° células e incubadas
durante 72 horas sdo capazes de manter a taxa de multiplicacdo
constante ¢ uma alta taxa de viabilidade celular. Dessa forma escolheu-
se a placa de 12 pogos para dar continuidade aos experimentos.
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11.1.4 Padronizagdo da concentragdo de SBF

O SBF ¢ composto por diversas proteinas e fatores de
crescimento que auxiliam na multiplica¢do celular e por isso determinar
a concentragdo ideal ¢ importante para controlar o numero e a
viabilidade celular. Sendo assim, foram testadas a auséncia (0%) e as
concentracdes de 3% e 10% de SBF nas condi¢des de cultura celular.
Foi observado que utilizar o meio de cultura na auséncia de SBF ou na
concentracdo de 10% ocorreu reducao da viabilidade celular. Quando o
meio de cultura foi suplementado com 3% de SBF a viabilidade celular
manteve-se em 94,23%. Dessa forma, determinou-se que a concentrago
ideal para o cultivo seria de 3%.

Em conjunto esses resultados concluem o primeiro objetivo
deste trabalho: a padronizagdo das condi¢des ideais de cultivo de células
Jurkat para experimentos com estimulo em até 72 horas; dessa forma
determinou-se o plaqueamento inicial de 2x103 células em placas de 12
pocos, contendo 2 ml de meio RPMI 1640 contendo 2,0 g/L de
bicarbonato de sodio e 10 pM de HEPES, suplementado com 3% de
SBF e 2 mM de L-glutamina.

11.1.5 Validagao das condi¢Ges padronizadas

Com o objetivo de validar a padronizag¢do das condi¢des ideais
de cultivo e confirmar que o plaqueamento ndo estava induzindo morte
celular, foi realizado uma analise preliminar comparativa do perfil das
células quando cultivadas em placa de 12 pocos e na garrafa de
manuten¢do da cultura. Para este experimento, 10° células/ml foram
semeadas nas condi¢des padronizadas anteriormente, tanto na placa de
12 pocos quanto na garrafa de cultura de 25 cm?, em seguida foram
incubadas na estufa de CO; durante 72 horas.

Apbs o periodo de incubacdo, as células foram coletadas e
50.000 eventos foram adquiridos no citometro de fluxo. Os eventos
adquiridos foram analisados com base nas informagdes sobre tamanho
(Foward Scatter - FSC) e complexidade (Side Scatter - SSC) das
células, sendo possivel identificar a presenca de duas populagdes que se
agrupavam de forma distintas (Figura 09). As duas populagdes celulares
foram separadas por dois gates (A e B), sendo o gate A conhecido como
“canal de morte”. No canal de morte, estdo compreendidos os eventos
que apresentam caracteristicas de células mortas, com o tamanho
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reduzido e diferentes niveis de complexidade; os eventos do gate B
representam uma populagdo celular mais homogénea com as
caracteristicas de células T viaveis, com maior tamanho e menor
complexidade.

A partir dessa analise preliminar, foi possivel observar que ndo
ha diferenca significativa no perfil de desenvolvimento celular quando
as células sdo incubadas por até 72 horas em placas de 12 pogos ou em
garrafas de 25 cm?, sendo que, o plaqueamento ndo leva a morte celular.
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Figura S05. Avaliacdo da distribuicdo e frequéncia das células Jurkat nos
gates. Grafico dotplot demonstrando a distribuicdo em funcdo do tamanho
(FSC-A) e a complexidade intracelular (SSC-A) em garrafa de cultura e placa
de 12 pocos e a frequéncias de eventos nos gates (A) representando o canal de
morte e em (B) representando células vidveis.

11.1.6 Determinacdo da taxa basal de apoptose

As analises preliminares ja indicavam que o cultivo em placas
de 12 pogos ndo estava modificando o perfil de desenvolvimento da
cultura celular. Com o objetivo de confirmar esse resultado e determinar
os reais niveis basais de apoptose no cultivo celular, foi realizada a
marcacao das células com Anexina V e lodeto de propideo. Seguindo o
mesmo protocolo do experimento anterior, as células foram contadas e
incubadas em meio de cultura durante 72 horas. Apds o periodo de
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incubacgdo, as células foram processadas e marcadas com Anexina V-
FITC e lodeto de Propideo, seguindo o protocolo que foi otimizado e
padronizado para as células Jurkat.

Em seguida, 50.000 eventos foram adquiridos no citometro de
fluxo e posteriormente analisados no programa FlowJo®. Foram
selecionados os eventos que compunham a populacdo de células T
viaveis. Os eventos selecionados foram separados em gates, como
demonstrados na figura 04, onde cada quadrante separa populacdes
celulares com diferentes intensidades de fluorescéncia e indicam
diferentes fenotipos celulares. O quadrante Q4 compreende os eventos
que apresentam baixo nivel de fluorescéncia e indicam células viaveis
em ambos os frascos de cultura; os quadrantes Q3 e Q2 indicam células
em estagio inicial e tardio de apoptose, respectivamente; o quadrante Q1
indica células mortas pelo processo de necrose.
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Figura S06. Determinacio da frequéncia de células Jurkat em processo
de apoptose através da marcagio celular com Anexina-V e PL. (A)
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representa a selecdo do gate e a distribuicdo dos eventos em fungdo do
tamanho (FSC-A) e a complexidade intracelular (SSC-A) em garrafa de
cultura e placa de 12 pogos; em (B) presentado pelo dotplot demonstrando a
frequéncias das células viaveis (Q4), células em processo inicial de apoptose
(Q3), células em processo tardio de apoptose (Q2) e células em processo de
necrose (Q1).

A soma dos quadrantes Q1, Q2 e Q3 indicam a propor¢ao de
células mortas na cultura enquanto o Q4 indica a proporc¢do total de
células viaveis. Observou-se que o cultivo das células durante 72 horas
na placa de 12 pogos apresentou uma taxa de apoptose basal tdo baixa
quanto o cultivo na garrafa (Figura 05), sendo que, a perda de
viabilidade celular foi observada em apenas 2,6% do total de células.
Foi observado que os indices de viabilidade celular sdo semelhantes
quando comparada as condigdes experimentais em placas de 12 polos e
o cultivo de manutengdo em garrafas.

Viabilidade de células Jurkat apds 72 horas de incubacio
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Figura S07. Viabilidade de células Jurkat apdés 72 horas de incubacio.
Analise da porcentagem de células vidveis e células em mortas, obtidas a partir
da marcagdo celular com anexina-V e Pi. A diferenca significativa foi observada
através a comparagdo multipla onde ns considera-se ndo significativo.
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Em conjunto, esses dados indicam que as condi¢des de cultivo
padronizados no item 6.2.4 mantém a viabilidade celular nos mesmos
niveis que o cultivo em garrafas de cultura. Ou seja, cultivar células em
placas de 12 pogos ndo altera o crescimento nem a viabilidade celular,
bem como apresenta um nivel de apoptose basal semelhante do cultivo
de manutencdo em garrafa, pois toda cultura celular apresentam uma
taxa de apoptose basal inerente a técnica.

11.2  Determinacgio da concentracio molar de proteina Tat

A proteina Tat recombinante adquirida da empresa Diatheva (Fano,
Italia) apresenta peso molar de aproximadamente 20,1 kDa e foi
reconstituida em 1 ml da solu¢do indicada pelo fabricante (PBS 0,01%
de glicerol e inibidor de protease), obtendo-se uma concentragdo final de
100 ng/pl. Com auxilio da ferramenta Biomath Molar Conversion
disponivel no site da Promega
(http://www.promega.com/a/apps/biomath/) e utilizando a formula:
pmol protein = ug protein / protein size (kDa) * kg / 10° ug x 10> pmol
/ mole, foi possivel calcular o nimero de moléculas de proteina
presentes na solugdo. Com base no seu peso molecular de
aproximadamente 20 kDa em 100 pg de massa liofilizada, obteve-se ao
final 5.000 pmol de proteina Tat recombinante.

No entanto, para facilitar posteriormente a comparacao dos
resultados com os artigos que serviram de base para a definicdo do
desenho experimental, foi necessario determinar a concentragdo molar
da proteina nesse volume final de 1 ml. Para calcular a concentragdo
molar de compostos quimica se utilizou-se a seguinte formula
matematica:

onde M ¢é a molaridade, m; ¢ a massa do soluto em gramas, M ¢ a
massa molar do soluto ¢ V é o volume do solvendo em litros. Quando se
trabalha com compostos quimicos, a massa molar ¢ facilmente calculada
de acordo com a composicdo quimica; no entanto, as proteinas
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apresentam estruturas mais complexas e o valor da massa molar das
proteinas ¢ dado em kDa (Quilodaltons). Cada kDa equivale a 1 kg/mol
de massa molar de uma proteina; dessa forma, uma proteina que
apresenta peso de 20,1 kDa tem 20 kg/mol de massa molar. Com base
nessa afirmagdo, foi possivel determinar a concentragdo molar da
proteina Tat em 1 ml de solugdo 5x10-mol/L ou 5 uM.



