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Resumo

Efeito da lectina ArtinM sobre as células T CD4 murinas

RESUMO

A lectina ArtinM, extraida de sementes Aldocarpus heterophyllus caracterizada
como um homotetramero constituido de subunidadd$ d&®a, tem alta afinidade de ligacéo
a manotriose Man1-3 [Maru 1-6] Man, que constitui o core d\eglicanas. ArtinM é dotada
de interessantes propriedades biologicas: (1) akvdrofilos a partir do reconhecimento de
N-glicanas dos receptores CXCR2 e TLR2; (2) indudeagranulacdo de mastocitos por
interagir comN-glicanas de FR ou comN-glicanas de IgE ligadas a dR; (3) estimula a
producao de IL-12, por reconhedéglicanas contidas no ectodominio de TLR2 da superf
de células apresentadoras de antigeno (APCs)xétyee atividade imunomoduladora, que
direciona o padrao de resposta para o perfil TBL;cOnfere resisténcia a infec¢cdes por
patdégenos intracelulares, conRaracoccidioidesbrasiliensis Leishmania amazonenses
Leishmania major, Neospora canin@@andida albicans

Células T CD2 participam de funcbes essenciais do sistema imdoegnte o
estabelecimento de uma resposta imppdem ser desenvolvidas subpopulacdesetidas T
CD4" adequadas para gerar respostas eficientes de ®ombgatégenos, manutencdo da
tolerancia e regulacio da imunidade. A ativacdocdagas T CD4 depende de um primeiro
sinal, desencadeado pelo complexo TCR/CD3, e deagundo sinal, oriundo de moléculas
coestimulatdrias como CD28. A ativacdo e expansficélas T CD%4s&o limitadas pela
acao de moléculas inibitorias, principalmente pdL&-4.

Lectinas podem ativar as células T, sendo a fitagtminina (PHA) e a Concanavalin
A (ConA) os exemplos mais conhecidos. Além dissta bem caracterizado que o alvo de
reconhecimento de ConA localiza-se no complexo TIRY

No presente estudo buscou-se caracterizar osstittectina ArtinM sobre células T
CD4" murinas e investigar os possiveis mecanismos medpeis pelos efeitos exercidos.
Foram avaliados, inicialmente, os efeitos diretesAdinM sobre as células T CD4no que
se refere a producdo de citocinas, expressdo déculas coestimulatorias e inibitorias e
inducdo de diferenciacdo celular. Passou-se entdendificacdo de possiveis receptores de
superficie reconhecidos por ArtinM e responséaveis gdesencadeamento da ativacao celular.
Finalmente, buscou-se apontar moléculas sinalizgdenvolvidas nos efeitos diretos de
ArtinM.
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Resumo

A primeira evidéncia da interacdo direta de Artinddm células T CDZ% foi
proporcionada por aglutinagao celular. Uma curveedesposta revelou quadgml foi a
melhor concentracdo para adquirir significativadoigiio de citocinas Thl (IL-2 e IFN-e
Th17 (IL-6 e IL-17A) pelas células T CD40 estimulo com a concentragdo 6tima de ArtinM
mostrou que apos 12 horas de incubacdo houve unficadjvo aumento nos niveis de IL-2,
IFN-y, IL-6 e IL-17A no sobrenadante celular; persistindo curso de 48 horas de
observacdo. A secrecdo concomitante deFENH.-17A motivou a avaliacéo, por citometria
de fluxo, da ocorréncia de dupla marcacéo intréexellessas citocinas. O estimulo, por 24
horas, com ArtinM, levou a importante aumento @gi€ncia de células duplo-positivas para
IFN-y e IL-17.

Uma vez comprovado pelo padrdo de citocinas seagtgque ArtinM promove a
ativacdo das células T CDdinvestigou-se a expressdo das moléculas CD25 leA@T
ArtinM aumentou a expressdo de ambas as molécdesmaneira dose-dependente.
Curiosamente, a deteccédo tanto de CD28, como deAdTJLfoi precoce e persistente,
diferindo do padréo temporal de expressao propeacio por outros ativadores de células T
CD4'.

Com vistas a determinar o mecanismo através do AdadM atua nas células T
CD4', alvos potenciais de reconhecimento foram enssiadb3, CDZy, CD28, CD45 e
CD4. Esses receptores foram selecionados com lasprexlicdo de potenciais sitids
glicosilados. Dessa forma, anticorpos especifi@a pssas moléculas foram utilizados para
analisar a sua capacidade de inibir a atividadérnieM de induzir as células T CD4a
produzir citocinas, como IL-2, IFM- IL-6 e IL-17A. Apenas o anticorpo anti-CB3foi
capaz de impedir a secre¢do das citocinas indupdiagrtinM. Além disso, esse anticorpo
inibiu a marcacao de células T CDOgbr ArtinM biotinilada. Esses dados indicam quén
exerce sua atividade sobre células T CBavés do reconhecimento de glicanas na cadeia
do receptor CD3, nao excluindo-se, entretanto, @réncia da interagao de ArtinM com
outras glicoproteinas na superficie de linfocito€F4". Também foi verificado que ArtinM
possui alta especificidade por glicanas na supertiessas células, pois foram necessarias
elevadas concentracdes de manotriose para inibiB@hm a ligacdo de ArtinM a superficie
das células T CD4

Através do uso de inibidores especificos para ratdécsinalizadoras, constatou-se
que PI3K, PTK, p42/44MAPK, p38MAPK, JNK e PKC estawplicadas na sinalizacdo para
a producéo das citocinas de perfis Thl e Th17 ziddupor ArtinM.
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Resumo

Esse conjunto de resultados indica que ArtinM é potente e rapido ativador de
células T CDZ. A ativacio celular induzida por ArtinM esta rétmada com a ligacdo a
cadeiay do receptor CD3 e se associa a alta expressdootixutas coestimuladoras e
inibitérias. Ademais, demonstrou-se que ArtinM powa a diferenciacéao das células T CD4+
naive em células Thl e Th17, utilizando molécuiasaligadoras que sdo conhecidas como
criticas para a inducgdo de citocinas que caraararessas subpopulagées celulares.

Unitermos: Lectinas, ArtinM e células T CD4
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Abstract

Effect of lectin ArtinM on murine CD4 " T cells
ABSTRACT

The lectin ArtinM, extracted from seeds OArtocarpus heterophyllusand
characterized as a homotetramer consisted of 16kbanits, has high binding affinity to the
manotriose Man 1-3 [Marx 1-6] Man, which is the core df-glycans. ArtinM is endowed
with interesting biological properties: (1) it a@tes neutrophils through the recognitiorNef
glycans attached to CXCR2 and TLR2 receptors; ri@lces degranulation of mast cells by
interacting withN-glycans of FeR or toN-glycans of IgE bound to ER; (3) stimulates the
production of IL-12 through the recognition of N¢ygans of the TLR2 ectodomain, expressed
on the surface of antigen presenting cells (AP@4);exerts immunomodulatory activity,
which accounts for Thl immunity (5) confers resis@to intracellular pathogens, suchPas
brasiliensis Leishmania amazonensid Leishmania major, Neospora caninwerCandida
albicans

CD4" T cells participate in essential functions of ihemune system. During the
development of an immune response, CD# cells are activated and give origin to
subpopulations of cells that are suitable for disghing effective responses to combat
pathogens, for tolerance maintenance, and for adegonmuneregulation. The activation of
CD4" T cells depends on a first signal, triggered by TTCR/CD3 complex, and a second
signal, provided by costimulatory molecules. Thevation and expansion of CDA cells is
limited by the action of inhibitory molecules.

Lectins may activate T cells, and PhytohemagglntiffHA) and Concanavalin A
(ConA) are the best know examples. Furthermors, well characterized that the target for
ConA recognition is localized in the TCR/CD3 comgple

The present study was delineated to charactereeeffiects of the lectin ArtinM on
murine CD4 T cells and to investigate the possible mechanitesunting for the observed
effects. It was investigated the ArtinM direct etieon CD4 T cells, concerning its ability to
induce the production of cytokines, the expressiboostimulatory and inhibitory molecules
and cell differentiation. In addition, the possikl&face receptors recognized by ArtinM and
responsible for triggering cell activation were calassessed. Finally, signaling molecules
involved in the direct effects of ArtinM were appated.

The first evidence of direct interaction of ArtinWith CD4™ T cells was provided by
cell agglutination. A dose-response curve has tedethat fig/ml was the best ArtinM

concentration to achieve significant productionrfofl (IL-2 and IFNy) and Th17 (IL-6 and

13



Abstract

IL-17A) cytokines by TCD2Z cells. Stimulus with the optimum ArtinM concentoat has
showed that after 12 hours incubation there wagrafisant augmentation of IL-2, IFN; IL-

6 and IL-17A levels in the cell supernatant; whitks persisted in the course of 48 hours
observation. The concomitant secretion of Mnd IL-17A led us to evaluate, by flow
cytometry, the intracellular expression of theseokiynes. After 24 hours stimulation with
ArtinM, there was a significant increase in thegfrency of cells IFNFIL-17".

Once the cytokines detection indicated that CD4cells have been activated by
ArtinM, the expression of CD25 and CTLA-4 moleculess assessed. ArtinM increased the
expression of both molecules, in a dose-dependamner. Interestingly, both cell surface
molecules, CD25 and CTLA-4, were early and permstiitaletected a temporal pattern that is
distinct from the provided by other inducers of CO4cell activation.

In order to determine the mechanism by which Artiabls on CD4T cells, potential
targets of recognition were assessed: §D8D3, CD28, CD45 and CD4. These receptors
were selected on the basis of predictioNajlycosylation sites. Specific antibodies for these
molecules were assayed regarding their abilitytobit the ArtinM of inducing TCDZ4cells
to produce cytokines, such as IL-2, IFN{L-6 and IL-17A. Only anti-CD3 antibody was
able to prevent the cytokines secretion inducedibynM. In addition, anti-CD3 antibody has
inhibited the T CDZ cell labeling by biotynil-ArtinM. These data indi@ that ArtinM exerts
its biological activity on T CD%cells through recognition of CD3 receptochain glycans,
without excluding the occurrence of ArtinM interiacis with other glycoproteins on the
surface of T CDZ4 lymphocytes. The interaction of ArtinM with glycamat the surface of
these cells was found to occur with great spetyficsince high concentrations of the
manotriose - Mam 1-3 [Maru 1-6] Man — were required to inhibit the binding.

By using specific inhibitors of signaling moleculege have found that PI3K, PTK
and p42/44MAPK are relevant cytokine productionfitge of Thl and Thl7 cells after
stimulation with ArtinM.

All toghether, these results indicate that ArtinMd potent and rapid activator of
CD4" T cells. The activation induced by ArtinM is triggd by its binding to the CD3
receptory chain, which induces high expression of costinmuland inhibitory molecules.
Moreover, it was demonstrated that ArtinM promdtesdifferentiation ohaiveCD4' T cells
into Thl and Th17 cells by committing signaling emlles that are known as critical for the
induction of cytokines that characterize these epbfations of cells.

Keywords: Lectin, ArtinM and CDA T cell.
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Introducio

1.1. Lectinas

O estudo das lectinas foi iniciado por Stillmanky #888, ao descrever a propriedade
do extrato de sementes Bicinus communigle aglutinar hemacias de diferentes espécies
animais (Rudiger e Gabius, 2001). A primeira aglof a ser isolada foi a Concanavalina A
(ConA) por James Sumner, a partir do extrato salm@sementes déanavalia ensiformis
Posteriormente, Sumner e Howell demonstraram dqueraglutinacdo promovida por ConA
era inibida por sacarose, fato pioneiro na demagdtr da especificidade das lectinas por
acucar (Sumner e Howell, 1936). Varios estudos isung com diferentes extratos de
sementes que apresentavam atividades distintameagtutinacao frente a eritrécitos de
diferentes espécies. A constatacdo de que aglasingitidas de plantas interagiam com
eritrécitos humanos de forma dependente do tipgraigeo sanguineo fez com que recebessem
a denominacdo de lectinas (do latiegere que significa escolher, selecionar), que diz
respeito a caracteristica das lectinas de tern@mf& pelo reconhecimento de certos agucares
(Boyd e Shapleigh, 1954). Os estudos sobre lectmzmam a que elas fossem definidas
como “proteinas que possuem pelo menos um domé@uaatalitico que se liga reversivel e
especificamente a um mono ou oligossacarideo” (Besi Van Damme, 1995).

Os estudos sobre lectinas permitiram constatana&spressado ubiqua na natureza, ja
que sado encontradas numa ampla gama de organigeosrus a mamiferos. As lectinas
exercem muitas atividades biologicas, dentre as geadestacam a modulacdo da interacdo
célula-célula, desencadeamento de eventos da iadenidnata, direcionamento do
desenvolvimento de linfocitos, indugdo na migragédeucodcitos e promocao da adesao de
patogenos a células hospedeiras (Sharon e Lis).2A@bmpreensao detalhada da interacéo
lectina-agucar proporciona o embasamento para gliaagio em varios campos do
conhecimento, incluindo a biomedicina. Atribui-satavidade ligante de carboidrato a um
segmento polipeptidico da lectina designado “domntte reconhecimento de carboidrato”
(CRD) (Drickamer, 1988).

Um importante achado sobre as lectinas relaciorzgass® atividade mitogénica, como
visto para a lectina conhecida como fitohemagln&aniPHA) que estimula a proliferacéo de
linfécitos humanos (Nowell, 1960). Ainda sobre aMARHerificou-se que ela estimula os
linfécitos humanos a secretarem interleucina-22)JLeonsiderada um fator de crescimento
para essas células (Morgan, Rusaattl, 1976). Além da PHA, varias outras lectinas foram

descritas com dotadas de atividade mitogénica, destaque para a Concanavalina A, que
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estd bem caracterizada como tendo tal atividadedmina presenca de mannose (Sharon e
Lis, 2004).

Ha também numerosos estudos sobre a utilizacdoectnds de plantas como
ferramentas no estudo de tumores. Eles se baseatestricdo de que células neoplasicas
apresentam glicosilacdo aberrante, com isso, &cfiassaram a contribuir para a andlise dos
tipos de glicanas presentes na superficie deskdascé

As lectinas de plantas vém sendo utilizadas aimiasistemas de microarrays, com
vistas a identificar possiveis alteracfes de glap&o relacionadas ao estado funcional ou

patolégico a que as células estdo submetidas.d§h2008).
1.2. Atuagéo da lectina ArtinM em células do sistema inme

O extrato salino de sementes de jdoaocarpus heterophyllusontém pelo menos
duaslectinas, Jacalina e ArtinMA despeito da alta homologia estrutural existenteeeelas,
ArtinM esta presente em menores concentracdes mat@xle sementes, correspondendo a
menos de 0.5% do contetudo protéico desse extratpaato jacalina corresponde a 30%
desse conteudo. Essas lectinas diferem ainda qaaespecificidade de ligagdo a agucares:
ArtinM liga-se a D-mannose e Jacalina reconheceal@etpse. ArtinM, objeto de nosso
estudo, organiza-se como um homotetramero, coiugtitle subunidades de 16 kDa (Santos-
De-Oliveira, Dias-Baruffiet al, 1994); tem alta afinidade de ligacdo pela maosérMan. 1-

3 [Manu 1-6] Man, que constitui o core dieglicanas.

ArtinM tem a capacidade de se ligar a superficie n@eitréfilos, através do
reconhecimento de glicanas dos receptores CXCRZR2,Tinduzindo migracéo, transducao
de sinais via proteina G, fosforilacdo de tirosirsexrecao de leucotrieno B4 e de CXCLS,
“shedding” de L-selectinas, producdo de superoxédatividade fagocitica (Santos-De-
Oliveira, Dias-Baruffiet al, 1994; Ganiko, Martingt al, 1998; Pereira-Da-Silva, Moreret
al., 2006). O aumento do influxo de neutroéfilos ass@ea a propriedade da lectina de acelerar
a regeneracdo do epitélio da cornea de coelhos, apéracdo (Chahud, Ramalkeb al,
2009).

ArtinM atua sobre mastdcitos, por intermédio ded@p a glicanas associadas ao
FceR, que € seguida de desgranulacdo e liberacdo dkadoees, como TNk: A
desgranulacdo de mastoécitos promovida por Artinbpprciona uma alga amplificadora de
sua atividade de recrutar neutrofilos (Moreno, Jastual, 2003). O reconhecimento das
glicanasN-ligadas ao receptor ER pela lectina resulta na fosforilacdo de residutsosina
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de proteinas e na liberacdo de mediadpresxosaminidase e LTBelos mastocitos. Além
disso, ArtinM induziu a ativagdo de fatores de $magdo como N&B e NAFT levando a
producao de IL-4 e TNE-(Barbosa-Lorenzi, Buranellet al, 2011).

A lectina ArtinM induz macroéfagos e células dernida$ a produzirem IL-12, citocina
qgue estimula linfocitos a secretarem IFNsromovendo o estabelecimento de uma resposta
imune do tipo Thl (Panunto-Castelo, Soetal, 2001; Teixeira, Cavassaei al, 2006). A
producado de IL-12 resulta da interacdo de Artinvhaicanas de TLR2 (Coltri, Oliveirat
al., 2008). A capacidade de transformar uma resposiae Th2 em Thl faz de ArtinM uma
candidata a aplicacGes terapéuticas em infeccdegapdgenos intracelulares. Nesse sentido,
foi estabelecido que a administragéo de ArtinM eomfprotecdo contraeishmania majoa
camundongos BALBI/ccuja susceptibilidade a infeccéo, atribuida ao medeimento de
resposta Th2, é revertida pela lectina. Isto posgaestimula macréfagos a produzirem IL-12
(Panunto-Castelo, Souzt al, 2001), citocina direcionadora da imunidade panaadréo
Thl, protetora contra o parasito. O desenvolvimeatdgese tipo de resposta nos animais
tratados foi constatado pela deteccao de secregaliod niveis de IFN-e baixissimos niveis
de IL-4. Quadro similar foi induzido por ArtinM nafeccdo murina poiLeishmania
amazonensi¢Teixeira, Cavassaret al, 2006). Além disso, a administracdo terapéutica ou
profilatica da lectina conferiu protecdo contranteccédo porParacoccidioides brasiliensis
(Coltri, Oliveiraet al, 2008; Coltri, Oliveiraet al, 2010). No caso da infec¢éo pelo parasito
Neospora caninupfoi demonstrado que ArtinM induziu altos nivees IdG total especifica,
aumento na producao de citocinas de perfil Th1lharal na sobrevida dos animais e menor
guantidade de parasitos no cérebro (Cardoso, btatd). Outro efeito protetor conferido por
ArtinM foi constatado na infeccdo p@andida albicansatribuido ao desenvolvimento de
imunidade Thl e Th17 (Custodio, Loyatal, 2011).

1.3. Atividades das células T CD4na resposta imune

As células T originadas de células-tronco hematimais migram para o timo em
resposta a sinais oriundos de células timicas réwatopoiéticas, como as células epiteliais
do timo e os fibroblastos mesenquimais. Os preoessdessas células T, ao entrarem no
timo, passam por processos de selecdo negativasivpo baseados na checagem da
afinidade do receptor de antigeno (TCR) pelos antg proprios, sinalizando para a morte
celular aquelas dotadas de TCR de alta afinidadie sstigeno ou direcionando para a
maturacdo celular as que interagem com baixa afieidA selecdo positiva gera células com
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a expressao concomitante de CD4 e CD8, nomeaddspiie positivas (DN), com posterior
maturacdo no timo tornando-as simples positivas aoexpressao de CD4 ou CD8 (Starr,
Jamesoret al, 2003). A partir disso, os linfocitos T CDé T CD8 naives sio distribuidos e
recirculam nos diversos tipos de tecidos linféidds, maneira a otimizar as chances de
atuarem na resposta imune adaptativa.

As moléculas do complexo molecular de histocompiaitnle (MHC) de classe | e |l,
presentes em células apresentadoras de antigeR&@&s)Aestdo envolvidas na apresentacao
de peptideos para as células T CBST CD4, respectivamente. Os peptideos apresentados
por MHC-I séo originados do meio intracelular engoaos peptideos associados ao MHC-II
provém de antigenos exdgenos, havendo distintasdeigprocessamento desses antigenos de
maneira a propiciar a apresentacao pelo MHC adeq(ieefjes, Jongsmet al, 2011). O
reconhecimento do complexo de peptideos e molécdaslHC por células T, através do
complexo TCR/CD3, com participacdo de interacbesabetecidas por moléculas
coestimuladoras, constitui etapa fundamental paaéivacdo das células T, que resulta na
expansao clonal dessas células. Em consequéncrarfese células T efetoras, processo que
faz com que células T CD4e diferenciem em diversas subpopulacbes efetocadulas T
CD8' se difereciem em células citoliticas.

Os linfécitos T participam da regulacédo central sistema imune. Nesse sentido,
populacdes de células T CDéxercem papéis essenciais, como o de induzirastBl a
produzirem anticorpos, conferir atividade microtb&cia macrofagos, orquestrar a imunidade
desenvolvida frente a uma ampla variedade de migapesmos através da producao de
citocinas e quimiocinas que atuam no recrutamemrtdolar (neutrofilos, eosinodfilos e
basdfilos), exercer atividades regulatéria e sw@wmes da imunidade, mediar o
desenvolvimento de memadria imunolégica (Zhu, Yametrad, 2011).

As células T CD4exercem suas funcées principalmente pela secogéiocinas e
quimiocinas. Células T CD4naive se diferenciam em diversas subpopulacdes efetoaas,
dependéncia do padrdo de sinais recebidos quandaicée a interagdo com o peptideo
antigeno devidamente apresentado na superficieP@s@hu e Paul, 2008). Assim, podem
ser desenvolvidas subpopulacdescétulas T CDZ4 adequadas para o estabelecimento de
respostas eficientes no combate & infec¢cdo porotufyeaver, Harringtoret al, 2006)
patdégenos intracelulare@losmann e Coffman, 1989; Paul e Seder, 19p&tégenos

extracelulares, incluindo helmintgdlosmann e Coffman, 1989; Paul e Seder, 1994mAl
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de atuarem no estabelecimento de resisténcia @euatd, células T CD4exercem papel
critico na manutencédo da tolerancia e na reguldgamunidadéSakaguchi, 2004).

1.4. Funcdes de subpopulacées celulares derivadas dedicitos T CD4'

A identificacdo de distintas populacbes de célT&D4" - Thl e Th2 - foi feita
inicialmente em camundongos (Mosmann, Cherwieslkdl, 1986; Killar, Macdonaleet al,
1987). Essas populagfes diferem quanto ao padr&itadénas produzidas, a expressao de
diferentes moléculas de superficie e aos fatoresadscricdo up-regulados.

As células Thl s&o caracterizadas pela secrecadtdemas IFNy e IL-2, bem como
pelo aumento de expressao do receptor ILRI2Rano, Satcet al, 2008) Nessa populacéo
celular ha up-regulacdo do fator padréo de trag@uril-bet e do ativador de transcricdo
Statl, sendo que T-bet relaciona-se ao procesddatenciacao para Thl e o Statl participa
da transducdo de sinal para a producao deylNghvani, Fruchtet al, 2001) As células
Th1l sdo responsaveis pela resisténcia a patogetmasedlulares, ja que IFN-corresponde a
um importante ativador da propriedade microbicidanthcrofagogSuzuki, Orellanaet al,
1988) Ja IL-2 atua como fator linfoproliferativo e énflamental na formacao de células T
CD4" de memorigDarrah, Pategt al, 2007)

As células Th2 secretam as citocinas IL-4, IL-510Le IL-13, bem como expressam
elevadamente o receptor IL-4dRNessa subpopulagéo, o fator de transcricdo GAGAS up-
regulado(Zhu, Guoet al, 2001) bem como do transdutor de sinal St&téplan, Schindleet
al., 1996). Células Th2contribuem para a defesa do hospedeiro contra ifmEras
extracelulares, incluindo helmintodMosmann e Coffman, 1989; Paul e Seder, 1994);
respostas Th2 exacerbadas podem causa.as

Em 2003, outra populagédo de células T CBi#toras foi descrita (Aggarwal, Ghilardi
et al, 2003; Cua, Sherlockt al, 2003; Murphy, Langristet al, 2003), caracterizada pela
producao de IL-17A, IL-17F e IL-22 (Harrington, iat et al, 2005; Park, Liet al, 2005;
Veldhoen, Hockinget al, 2006), moléculas essas ndo produzidas por céliiasou Th2.
Essa nova subpopulacdo celular foi denominada Tlkely;atua no estabelecimento de
respostas contra bactérias extracelulares e furfgésaver, Harringtonet al, 2006)
Linfocitos Th1l7 ndo expressam GATA3 e nem T-betsmsan altos niveis de RQR
induzidos pelo estimulo de TCR em associacao cof-f & IL-6 (Ivanov, Mckenziet al,
2006).
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Células T reguladoras (Treg) constituem uma sudpg@a das células T CD4
efetoras, capazes de manter a tolerancia imunalogem como de regular a resposta imune
(Sakaguchi, 2004)Essa funcdo supressora € exercida através daswvaecanismos, mas
geralmente ela ocorre através da producéo demawdi-10, TGH3 e IL-35; ressalte-se que,
com certa freqiéncia, a atividade supressora depdedcontato célula-célulgshevach,
2006) A subpopulacdo caracteriza-se pelo aumento deegsdo de Foxp3 em células T
CD4" convencionais, levando a conversido do fenotipa jaegs(Fontenot, Gaviret al,
2003)

A heterogeneidade propria das subpopulacdes déagéluCD4 é dotada de uma
certa flexibilidade, que permite o surgimento diileé com peculiaridades de mais de um
perfil. A plasticidade de células Th1/Th2, por exéon parece ser dependente do estado de
diferenciacdo celular (Murphy, Shibuya al, 1996), ja que células Thl que ndo estdo
completamente diferenciadas, quando expostas ag¢émsdque propiciam respostas Th2,
podem se tornar capazes de produzir IL-4 (Zhu, 8timl, 2004). A existéncia de células
IFN-y*IL-4" ¢ atribuivel ao fato de que células Thil, apenasighmente diferenciadas,
retenham a capacidade de produzir IL-4; o mesmoe pacbntecer com células Th2
incompletamente diferenciadas: na presenca de |leld2 podem iniciar a producéo de IFN-
v. Em relacdo as células produtoras de IL-17, estasmnais instaveis no fendtipo secretor de
citocinas do que as células Thl e Th2. Verificounse células produtoras de IL-17, ao serem
expostas a IL-12, comecam a secretar {=Ner outro lado, ao serem expostas a IL-4 tornam-
se competentes para a producdo de IL-4, ainda quenantenham secretando IL-17
concomitantemente (Zhu e Paul, 2010). Assim s&ectietas em condi¢es inflamatorias ou
homeostéaticas, com frequéncia, células duplo-pesitiL-17IFN-y*, fato sugestivo de que
exista uma relacdo intrinseca entre os processafetenciacdo de linfocitos Thl e Thl7
(Zhou, Chonget al, 2009).

1.5. Ativacéo de células T CD4
1.5.1. O complexo TCR/CD3

Os estudos iniciais para identificar e caracterizagceptor de antigeno da superficie
de células T (TCR) foram baseados na utilizacdoamlgcorpos que reconhecessem o0s
receptores responsaveis pela interacdo com ant{@dlismn, Mcintyreet al, 1982; Haskins,
Kubo et al, 1983). Esse método revelou uma estrutura na fécipecelular constituida por
proteinas reconhecidas pelo anticorpo anti-CD3 reppmteinas variaveis, designada® [
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(Borst, Coliganret al, 1984). Esses estudos, somados a outros possenmmmenitiram definir
0 receptor da célula T como um complexo multimégomposto de um heterodimexf

ligante de antigeno e de subunidades diméricastitddas por CDS, CD%*6 e CDI(

(Meuer, Fitzgeralabt al, 1983; Haskins, Kappleat al, 1984).

As cadeias TCR e TCR3 possuem uma regido amino-termial variavel (V) &au
regido carboxi-terminal constante (C), sendo queeg#es M e VB sdo similares aos
dominios variaveis das imunoglobulinas que, jurfi@snam o sitio de ligacdo ao complexo
peptideo-MHC (Mazza e Malissen, 2007). O heterochim€Rup e os trés dimerosy, €o e
{0) das subunidades de CD3 associados constituenmplexo TCR/CD3, que € essencial
para que uma resposta imune adaptativa tenha .iadlises estrutural e bioquimica das
subunidades de CD3 demonstraram que o complexo Q@R/possui 10 “motifs” de
ativacdo, baseados em imunorreceptor de tirosiiigdsVis), havendo 3 ITAMs em cada
subunidadé€ e 1 ITAM nas outras subunidades de CD3. Ao semsfofilados, os dominios
intracelulares dessas subunidades promovem umataade sinalizacdo, que d& inicio a
ativacdo celular. A fosforilacdo, por sua vez, gsetleadeada pela interacdo do heterodimero
af do TCR com o peptideo antigénico presente no caxopl molecular de
histocompatibilidade (MHC) das células apresentlale antigeno (APCs) (Smith-Garvin,
Koretzky et al, 2009). Além disso, o coreceptor CD4 também igeereom a molécula de
MHC, nesse caso a de classe I, contribuindo pastabelecimento da sinapse imunolégica e

propiciando a ativacio das células T CD4
1.5.2. Transducao de sinal via TCR/CD3

As etapas do processo de sinalizacéo disparadanpetacdo do TCR com o peptideo
apresentado por MHC, iniciam-se com a ativacaordeeima tirosina quinase (PTK) que é
responsavel por fosforilar os ITAMs das subunidadie< D3, culminando no recrutamento
de ZAP-70. Essa molécula tera como alvos duasipest@daptadoras, uma delas é a proteina
transmembranica ligada a ativacdo das células T)leAa outra é a fosfoproteina de 76 kD
de leucdcito ligante ao dominio SH2 (SLP-76), dmliaacdo citosélica. A perda de LAT ou
SLP-76 resulta na perda completa da transducamdepsra ativacdo das células T (Zhang,
Sommerset al, 1999; Sommers, Samelsehal, 2004; Koretzky, Abtahiaet al, 2006). A
proteina LAT, apods fosforilacdo de seus residuostimsina, associa-se a outras trés
proteinas: (1) dominio C-terminal de SH2 da fopfdie-C (PL&1), (2) subunidade p85 do
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e (3) proteimdaptadora ligada ao receptor de fator de
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crescimento (GRB2) (Sommers, Samelsbtmal, 2004). A proteina SLP-76, que corresponde
ao segundo alvo de ZAP-70, é constituida de trésirdos: o primeiro, na regido N-terminal,
contém 3 tirosinas fosforilaveis, que interagem odawl, Nck e tirosina quinase induzida
por IL-2 (Itk); o segundo, na regido C-terminatarhece a proteina adaptadora que promove
a degranulacdo e adesdo (ADAP); o terceiro donligegese constitutivamente a Gads e
PLCyl (Koretzky, Abtahiaret al, 2006). Todas essas interacdes caracterizam umleoomn
molecular, constituido principalmente pelas pragidAP-70, LAT e SLP-76, que atua na
amplificacéo do sinal para a ativacédo das células T

Em decorréncia da atuacdo desse complexo moletdaativacdo de PLQ que,
através das vias de sinalizacdo dependentes diglitacol (DAG) e C&", leva a transducéo
de sinal para a ativacdo. A PEICno estado ativado hidrolisa o lipideo de membrana
fosfatidilinositol 4-5 bifosfatado (P1(4-5) levando a formacédo de diacilglicerol e3IP
(inositol 1,4,5 trifosfatado), mensageiros importanpara a funcdo das células T (Smith-
Garvin, Koretzkyet al, 2009).

O mensageiro DAG esta relacionado a ativacao de giee englobam PKCe a
proteina ligante do nucleotideo guanina (Ras).ténél esta envolvida no direcionamento da
ativacdo de proteinas quinases associadas a riilégekK), como as Erkl e Erk2, que séo
quinases reguladas por sinais extracelulares (Sgathin, Koretzkyet al, 2009). Ras
também estd comprometida com a ativacdo do fatorralescricdo AP-1 (proteina-1
ativadora), que corresponde a uma familia de fatdeetranscricdo que incluem c-Jun e c-
Fos; além disso, promove a up-regulacdo de CD6&mrosio, Cantrelet al, 1994). A
proteina PK@®, pertencente a familia de PKC, contém um domiigante de lipideo
especifico para DAG, sendo essa interagdo fundameatativacdo de PKIC Esta molécula
regula a ativacdo de NEB que se encontra no citosol de células quisceasssciado ao seu
inibidor IkB. No entanto, em situacdo de ativacdo das célljasB é fosforilado pelo
complexo de quinasa&B (IKK), seguindo-se a translocagédo do fator dB-para o nucleo,
que passa a atuar em genes envolvidos na funcBrevgta e homeostase das células T
(Schulze-Luehrmann e Ghosh, 2006).

O mensageiro secundariozJerado pela atividade de PLL liga-se ao receptor de
IP; (IPsR) na membrana do reticulo endoplasmaético (REiando a liberacéo de Egpelo
principal armazenador desse fon. O aumento dossniveacelulares de Garesulta em
ativacdo de calcineurina fosfatase e quinase, depées C&-calmodulina (CaMK); com

isso, ocorre a inducédo de uma variedade de programarescricionais (Savignac, Mellstrah
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al., 2007). A calcineurina fosfatase defosforila afaiuclear de células T ativadas (NFAT)
no citosol, acarretando em sua ativagéo e trargdogaara o nucleo (Crabtree e Olson, 2002).
NFAT pode formar um complexo cooperativo transonai, envolvendo uma variedade de
fatores de transcricdo, que podem integrar viasirddizacdo, como é o caso de NFAT/AP-1,
que atua na producgao de IL-2 (Smith-Garvin, Korngtekal, 2009). A ativacdo de NkB
também ocorre na presenca dé'Ganto ao DAG, mas de forma dependente de PKC (Li e
Verma, 2002); além disso, altos niveis dé*Gaodulam a atividade de AP-1, via quinases
dependentes de €Rao, Lucet al, 1997).

Essa breve descricdo de como ocorre a transducédmalevia complexo TCR torna
evidente que os fatores de transcricdo mais impeana ativacdo de células T, via TCR, séo
NF-«xB, NFAT e AP-1. A atividade de NKB nas células T esta ligada a producédo das
citocinas IL-2, IL-6 e IFNy (Tak e Firestein, 2001; Caamano e Hunter, 2002); a
considerarmos NAFT, fica clara a sua associagdoaceatrecao de IL-2, IL-3, IL-4 e IFN-
assim como com a expressao de FasL, CD40L e CTRad, Luoet al, 1997; Macian,
Lopez-Rodriguezt al, 2001).

A principal atividade de algumas lectinas obtidagtintas relaciona-se ao estimulo a
mitose de linfécitos. A propriedade mitogénica idahemaglutinina (PHA), lectina obtida de
Phaseolus vulgarissobre linfécitos humanos foi descrita em 1960vidade mitogénica
similar foi atribuida a Concanavalin A (ConA) ,tiea de sementes dganavalia ensiformis
cuja atividade é bloqueada pelo acucar manose dteat.is, 2004). ConA constitui-se em
exemplo bem definido na literatura de lectina gediga a glicoproteinas da superficie de
linfécitos e leva a ativagdo celular. O alvo doorgtecimento por ConA na superficie de
linfécitos é descrito como estando localizado nmglexo TCR/CD3 (Kay, 1991).

1.5.3. Moléculas coestimuladoras e inibitérias

Durante o processo de ativacao celular, o inicisidalizacdo € desencadeado pelo
chamado primeiro sinal. Essa etapa diz respeite@mnhecimento pelo complexo TCR/CD3
do peptideo antigénico apresentado por MHC na Bojgede APCs. Dessa forma, ocorre a
transducdo de sinal para a ativacdo celular, corgatescrito no item anterior. O primeiro
sinal tem papel central no desenrolar da ativagaoentanto, ndo € suficiente para que a
célula seja ativada. E necessaria a contribuicaodsinal adicional (segundo sinal) para que
a célula ndo se torne anérgica, estado que compranresposta, tornando a célula refrataria
ao reestimulo com o antigeno (Smith-Garvin, Kongtek al, 2009). Dentre os receptores
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capazes de fornecer o segundo sinal, destaca-seléxuba coestimuladora CD28, que
promove a proliferagcdo celular, producdo de ci@ginsobrevida celular e aumento no
metabolismo da célula (Acuto e Michel, 2003). A miagle da resposta é consideravelmente
aumentada pela co-ligacdo de CD28, sendo que camgaos deficientes desse co-receptor
tém a resposta a agentes infecciosos prejudicadatd/e Michel, 2003). O segundo sinal
oriundo de CD28 estabiliza 0 mMRNA de citocinas eldioa a ativagdo de NFAT e NkB
(Rincon e Flavell, 1994; Karin e Ben-Neriah, 2000).

Ha outras moléculas que promovem a coestimulacgioélalas T, como 0s receptores
CD2, CD5, CD30, 4-1BB, OX-40, ICOS e LFA-1. O camstlador induzido de células T
(ICOS) tem varias caracteristicas estruturais deméts a CD28, incluindo o motif da cauda
citoplasmatica que reconhece a subunidade p85 3i¢ RIdeficiéncia de ICOS resulta em
comprometimento da resposta imune, similar ao ghderem animais deficientes de CD28
(Coyle, Leharet al, 2000). Os coestimuladores distinguem-se pelmg@erde expressao na
superficie celular, caracteristica relacionada agepque cada um exerce na imunidade. A
expressdo de CD28 é critica na inducao inicialedpasta, enquanto a expressao de ICOS,
OX-40 e 4-1BB € mais tardia, por serem receptores ajuam no sentido de prolongar e
sustentar a resposta e participam da formacaoldexd de memoéria (Watts, 2005).

Por outro lado, os limites a expanséo e a ativadedcélulas T estimulada apenas por
TCR sao atribuidos a participacdo de co-recepiaiesorios, como CTLA-4 (antigeno-4 de
linfécito T citotoxico) e PD-1 (Smith-Garvin, Komdy et al, 2009). Camundongos
deficientes em CTLA-4 apresentam células T peo&&imuito ativadas, esplenomegalia e
infiltrado em o6rgédos néo linféides (Waterhouse, ritgger et al, 1995). Na deficiéncia de
PD-1, desenvolve-se autoimunidade (Nishimura, Clagiaal, 2001). Para propagar o sinal
negativo que impede a ativacdo de células T, ospteres inibitorios utilizam motifs
similares e vias moleculares comuns as usadas el (Chemnitz, Parryet al, 2004).
Alternativamente, receptores inibitoérios ligam-s& raesmas estruturas com as quais 0s
receptores estimuladores interagem; instala-seaamgeticdo pelo ligante ou por substratos
importantes no mecanismo de ativacdo celular. Acésl entre co-estimulagcéo e inibicdo é
bem ilustrada pelo fato de CTLA-4 competir pelgmaifites CD80 e CD86, alvos da ligacdo
por CD28, interferindo na regulacdo de proteinasido celular e na expressao de citocinas
gue seriam induzidas por CD28 (Rudd, Tagbal, 2009).
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1.5.4. Principais moléculas sinalizadoras envolvidas na iagéo das células T CD4

A transducdo de sinal decorrente da ativacdo doplexm TCR/CD3 e de
coestimuladores envolve uma rede de sinalizacdo emqgtoba moléculas com funcdes
distintas. Dentre essas proteinas, algumas secdestaelo papel chave na manutencdo da
ativacdo das células T CD4proteina tirosina quinase (PTK), fosfatidilineiB-quinase
(PI3K), proteina quinase C (PKC), p38MAPK, p42/44R¥ (ERK1 e ERK2) e JNK
(quinase N-terminal c-Jun).

Véarios membros da familia de proteinas tirosinanage (PTK) séo ativados pelo
complexo TCR/CD3, atribuindo-se grande importaricifamilia Src. Fyn pertence a essa
familia e foi encontrado em associacdo com as asadey, 6 de CD3; é constituido de dois
dominios, que possibilitam a interacdo com diveateinas citoplasmaticas envolvidas na
sinalizacdo (Timson Gauen, Korg al, 1992). A atividade de Fyn € intensamente elevada
logo em seguida a ocorréncia de cross-linking d8,&Dque leva ao aumento dos niveis de
fosforilacdo de tirosina em uma variedade de satostr(Tsygankov, Brokeet al, 1992).
Lck, que reside na face citoplasmatica e ancorassdominio de CD4, também pertence a
familia Src e relaciona-se a ativacdo celular V&RT(Veillette, Bookmaret al, 1988); na
apresentacdo do antigeno ao TCR, via MHC-Il, o ptece CD4 € recrutado para
complementar a sinapse imunolégica e, dessa maremproximacdo de Lck ao dominio
citoplasmatico do TCR € facilitada; com isso, h&agfio de Lck e/ou este fosforila o
substrato do TCR, desencadeando a transducaoal¢lsakov, Wanget al, 1994).

Para auxiliar no processo de ativacédo celularadecipelo complexo TCR/CD3, o
coestimulador CD28 utiliza uma proteina efetora mkiveam, denominada PI3K. Sua
subunidade reguladora p85 liga-se a um motif ndaaitoplasmatica de CD28, tdo logo esta
molécula se associe aos seus ligantes CD80 ou @B8EPCs. Em seguida, a subunidade
catalitica p110 de PI3K é recrutada e converte p#pa fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfatado
(PIPs), na membrana celular. RIBerve de alvo de reconhecimento pela proteinaageit
dependente de fosfoinositideo-3 (PDK1) que, porveazaé alvo de Akt (Rudd, Taylet al,
2009). A ativacdo de Akt possibilita a translocagéd\F«xB para o nucleo, exercendo efeitos
positivos na expressdo de genes pro-sobrevivéalday disso, Akt afeta a transcricdo de
genes regulados por NFAT, como os envolvidos ndyg@o de IL-2 (Acuto e Michel, 2003).

A via MAP quinase é de responsabilidade de umalitaché proteinas que fosforilam
serina/treonina, caracteristica importante na @apimune mediada por célula. No processo

de ativacdo das células T CDds subfamilias ERK (p42/44MAPK), JNK e p38MAPK
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exercem fungdes essenciais (Gorelik e Richardéam)Yorma geral, a via ERK relaciona-se
ao processo de divisdo celular, diferenciacdo scorento (Hommes, Peppelenbosthal,
2003). Além das funcdes citadas, acredita-se qu€lERatue na resposta inflamatoria. A
ativacdo das células T necessita de ERK1/2 em dudedsua propriedade de se translocar
para o nucleo, ativando fatores de transcricdo chNifi@B e AP-1. ERK1/2 é ativado pelo
receptor de IL-2 e por Ras apds o inicio da respust complexo TCR/CD3 (Gorelik e
Richardson). A molécula PKCpode influenciar na ativacdo de ERK1/2, jA que atiea
diretamente Ras; alguns autores, entretanto, diagnodessa idéia (Sun, Arerettal, 2000),
enquanto outros demonstram o papel de K& ativacdo da via ERK1/2 em células T
(Werlen, Jacintet al, 1998).

A sinalizacéo via complexo TCR/CD3 é suficientegpaduzir a expressao de JNK1 e
JNK2 em células T CD4naive contudo, para haver o aumento da expressio és#izea
participacdo do coestimulador CD28 (Weiss, Whitimaes al, 2000). JNK medeia a
transcricdo de membros da familia do fator AP-E gomplementa o processo de ativagédo
das células T CD4 Tem-se constatado, entretanto, a producdo de preRiamente a
deteccdo de JNK e AP-1 ativada, sugerindo que ARelseja critica para a secrecao inicial
de IL-2 (Dong, Yanget al, 1998; Weiss, Whitmarsht al, 2000). Aumento nos niveis da
atividade de JNK pode ser verificado em célulaspddil Thl;, a deficiéncia de JNK2
prejudica a diferenciagao para o perfil Thl, compte a producéo de IFNe a expressao
do receptor de IL-12 (Yang, Coneeal, 1998).

Em varios sistemas celulares a p38MAPK associarserte celular e a diferenciacao;
porém, nas células T CD4 inibicdo ou a ativacdo de p38MAPK ndo evita m rieduz,
respectivamente, a morte dessas células, (Rinawieret al, 1998; Merritt, Ensleret al,
2000). Além disso, a ativacao de p38MAPK néo afetasposta proliferativa das células T
CD4"; assim, essa via ndo parece envolvida na morteoocrescimento desse tipo celular
(Rincon e Pedraza-Alva, 2003). A molécula sinaliwacp38MAPK é regulada por diferentes
citocinas, como TNFe IL-1p, IL-7, IL-12; porém, ela pode regular a express@aenes das
citocinas IL-6 e TNFe. A inibicdo de p38MAPK resulta na diminuicdo deN#r pelas
células Thl e nao interfere na secrecéao de IL-dspatlulas Th2. Adicionalmente, a ativacao
persistente de p38MAPK leva ao aumento da proddedBN+, demonstrando a necessidade
dessa molécula para mediar a transcri¢cdo do prordett:-N+ (Rincon, Ensleret al, 1998).

Os fatores de transcricdo MB, NFAT e AP-1 séo todos essenciais para a ativacao

do gene IL-2. Sabe-se que PK&m como alvo os fatores NB e AP-1, mas que somente
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ativa esses fatores na presenca de sinais deew@atvia TCR e coestimulador CD28 (Sun,
Arendt et al, 2000). Como ja referido, PKCatua na translocacdo do fator ®f-para o
nacleo, desencadeando a expresséo de genes camedlessenciais na ativacao das células T
CD4". Sabe-se que PKCem o fator AP-1 como alvo; contudo, sua ativag@pende de
JNK, p38MAPK e ERK (Sun, Arengt al, 2000; Pfeifhofer, Kofleet al, 2003).

1.6. Glicosilac&o de receptores de superficie nas cé&slT CD4

As glicanas, de forma geral, desempenham funcdes s essenciais para as
proteinas as quais estdo ligadas, como: dobranegectintrole de qualidade das proteinas,
transporte retrégrado de proteinas para o retienttlmplasmatico, geracéo e apresentacédo de
peptideos antigénicos via MHC. A grande maioriaptateinas encontradas na superficie das
células do sistema imune, tanto as envolvidas conuaidade inata, como com a adaptativa,
sao glicosiladas, decoradas cdin e O-glicanas. Essas glicanas permitem uma protecdo
adicional as moléculas de superficie por impediceacesso de proteases; além disso, nas
células T as glicanas limitam as interacdes ndedpas entre proteina-proteina na sinapse
imunoldgica devido ao espaco ocupado pelas glicaoasuster central (Rudd, Elliogt al,
2001).

As subunidadeg e 6 de CD3 sao glicosilados, ao contrario da subumidaglie nédo
apresenta glicanas; isso pode estar relacionadcapacidade da cadeiam acomodar uma
extensa glicana e ainda manter a atividade funtisem prejudicar a interacdo com o
compelxo TCR e as outras subunidades de CD3 (RMddnaldet al, 1999). Em relagéo ao
TCR propriamente dito, verificou-se, por analiséstafografica, que ele é altamente
glicosilado em suas cadeiase 3, sendo que os oligossacarideos atuam como espagsado
laterais que impedem a ocorréncia de interacOeteipesproteina ndo especificas (Rudd,
Wormaldet al, 1999).

O receptor CD4 apresenta quatro dominios para hecimento do MHC, sendo que
dois deles possuem uma flexibilidade entre si awagle oligossacarideos com um dos
dominios constituido principalmente de oligoman¢Reidd, Wormaldet al, 1999). A
molécula CD45 é critica no desenvolvimento daslagld, além de atuar no processo de
ativacdo das células T CD4sendo que a glicosilagdo de CD45 tem participag®encial
nessas atividades. O receptor CD45 € diferentemagiteosilado ao longo do
desenvolvimento das células T, acarretando moddiEs na sobrevida, ativacdo e funcao
imune dessas células (Earl e Baum, 2008). CD45upwésios sitios d&\- e O- glicosilacao,

caracteristica essa que fundamentou a ativacdcéldéas T por jacalina, que induziu a
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secrecdo de citocinas de padrdo misto (Thl/Th2)ordente do aumento da atividade de
fosfatase de CD45 (Baba, Yong Mtal, 2007).

De forma geral, as glicoproteinas séo fatores chaseefetividade da resposta imune,
pois a adicdo de carboidratos é importante na s&intestabilidade, reconhecimento e
regulacdo das proteinas, e também em diversaag¢dts das proteinas (Rudd, Elliettal,
2001). Tratando de forma especifica dos receptdeesuperficie, a sua glicosilagdo é
considerada importante na manutencdo da estrutunfarmacional dessas moléculas, além
dos oligossacarideos participarem na alteracdo @ulagio da funcdo. O fendbmeno da
sinapse imunoldgica e suas etapas antecedente®ex&®oplos muito consistentes que
confirmam a necessidade dos aclUcares na corretadum interagdo dos receptores. Além
disso, a diversidade de glicanas tem o proposit@esncer a funcdo de impedir a interacao
inespecifica entre proteina-proteina. Esse papelgieanas, ao considerar as células T,
permite que o TCR né&o “clusterize” evitando a smaglao de ativacao celular em momentos
inapropriados (Rudd, Wormalet al, 1999). Isso evidencia a importancia em descreser
tipos de glicosilacbes e quais glicanas compdena cadeptor de superficie das células T
CD4', pois a alteracéo dessas glicoproteinas podecigjyegm prejuizos para todo o sistema
imune. As lectinas podem ser usadas como importésteamenta no processo de
identificacdo de glicoproteinas com glicosilac&erada.
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Objetivos Geral e Especificos

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar os efeitos da lectina ArtinM sobreésalas T CD4 murinas e investigar

0S possiveis mecanismos responsaveis por taisefeit

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar os efeitos diretamente exercidos poimMtsobre células T CD4no que
se refere a producdo de citocinas, expressdo déculas coestimulatérias e
inibitorias e inducao de diferenciacdo celular.

2- Identificar os possiveis receptores de superffeconhecidos por ArtinM e
relacionados a ativacio das células T CD4

3- Apontar moléculas sinalizadoras envolvidas nfeg#os diretos de ArtinM sobre
células T CDZ.
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3.1.Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c¢ctmoa, entre 6 e 8 semanas de
idade, provenientes do biotério de criacdo de asimagénicos da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP-USP). Os animais foram eutadas por deslocamento cervical com
a finalidade em obter o bago para a purificacdcélelas T CDA. Todos os procedimentos
realizados com os animais estdo de acordo com iosipos propostos pelo Colégio

Brasileiro de Experimentagéo Animal - COBEA.

3.2. Purificacdo da lectina ArtinM

A lectina foi purificada de acordo com os proceditos descritos previamente por
Santos-de-Oliveira (1994). Apos a remocao de jaaalo extrato bruto das sementes de jaca
(Artocarpus integrif6lid em coluna de D-galactose acoplada a Sepharose®@¢RChemical
Company, USA), a lectina ArtinM foi obtida em cotude D-manose acoplada a Sepharose®
(Pierce Chemical Company, USA). O material ligargsta coluna foi eluido com solucéo D-
mannose 0,1 M, posteriormente, ultradiafiltrado t@nPBS. Os procedimentos de
cromatografia foram realizados utilizando-se oesmst AKTA Purifier (General Electric).
Apo6s a didlise com PBS para remocao da mannosencemtracdofg/mi] da lectina foi
determinada em espectrofotdmetro (280nm) paraaadicy da amostra, apos ser aquecida,
em eletroforese de SDS-PAGE (12%), em gel corad@mda. Visando avaliar a pureza da
lectina ArtinM purificada, também aplicou no getmarcador de peso molecular e a jacalina
que € o principal contaminante no processo de ipagdo de ArtinM. Apos verificar a
presenca de uma Unica banda na altura de 16 kDeuséacia de bandas na mesma posicéo
da amostra de jacalina, foi confirmado a purezéedéna ArtinM. Finalizada essa etapa, foi

determinada a concentracao de ArtinM através dodoéaie BCA.
3.3.Purificagéo das células T CD4esplénicas de camundongos BALB/c

Os linfécitos T CD2Z foram purificados do bago de camundongai/e da linhagem
BALB/c. Os bacos dos animais foram removidos agsepente e macerados em peneira de
nylon com 4@m para obtencdo de células esplénicas totais. Adaséobtidas foram
destituidas de heméacias pela adicdo de 5 mL deamame lise (constituido de 9 partes de
cloreto de amoénio a 0,16 M e 1 parte de Tris-HOLX M), durante 10 minutos em gelo.
Posteriormente, as suspensdes celulares foramaseasd PBS e adicionadas a uma solucéo

(Iml/baco) de Nicodenz a 15% (Axis-Shield PoC, OBloruega) para separacéo celular em
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fracOes de baixa e alta densidade. As células femntrifugadas na auséncia de aceleracao e
freio a 600g por 15 minutos e a temperatura@® Apds esta etapa, foi descartada a fragdo
celular de baixa densidade e a fracdo de alta dkhesifoi lavada duas vezes com PBS-
0,5%BSA-2mM EDTA. Verificou-se a concentracdo calwdtravés da contagem em camara
de Neubauer e conforme descrito no Kit (CO4cell isolation Kit, Miltenyi Biotec, USA)
ajustou-se proporcionalmente um numero determinkedoélulas ao volume de anticorpos e
de “microbeads”, considerando também os devidopdsrindicados para a incubacdo’@.4

As células T CD4 foram eluidas em colunddini Macs de acordo com as instrugdes do
fabricante (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) e ladas duas vezes com RPMI 1640
suplementado com 10% de soro. A concentracdo cdioiladefinida pela contagem em
camara de Neubauer e o grau de pureza da amodsttar agbtida foi determinado por
citometria de fluxo através de anticorpo especifiata o receptor CD4, sendo normalmente

encontrados os valores entre 90-93% de célulatiyasspara essa marcacao.

3.4.Ensaio de aglutinacdo, expressdo de CD25 e CTLA-4secrecdo de citocinas

pelas células T CD24 apoés a curva dose-resposta com ArtinM

As células T CD2 purificadas de camundongos BALB/c, conforme désero item
3, foram plaqueadas em placas de 96 pocos na deagim de 1x1@élulas/ml em um
volume de 250l e incubadas por 48 horas. ApOs 2 horas das sélul&€D4 terem sido
plagueadas, foi adicionado os devidos estimulogrigtitata. Utilizou-se a Concanavalina A
[5ug/ml] como controle positivo em promover a aglu@a celular e foi usado o
PMA[50ng/ml]+lonomicina[1tM] como controle positivo da ativacéo das célula8O4", o
controle negativo constituiu-se de células em nidd1l 10%. A curva dose-resposta com
ArtinM foi aplicada nas seguintes concentracg@agnl]: 0,039; 0,156; 0,625; 1,25; 2,5; 5 e
10. Apos incubacdo por 48 horas foi averiguadoocgsso de aglutinacdo celular provocado
pelo uso da lectina ArtinM, realizando a documedagm microscépio invertido de campo
claro, conforme o item 5. Ao final dessa incubagdsobrenadante foi retirado para a
dosagem das citocinas (item 6), e as células fonancadas com anticorpos especificos para
avaliar a expresséao dos receptores CD25 e CTLAeuna dose-resposta (item 7).

Outra analise da aglutinacéo das células T 'Gbirealizada posterior as 12 horas de
incubacdo, sendo utilizado 1¥t8lulas/ml em um volume de 28Cem placas de 96 pocos.
As células foram estimuladas com ArtinMufBml] e como controle positivo da aglutinacéo
celular utilizou-se a Concanavalina Aufml], j& o controle positivo da ativagdo dessas
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células foi usado o PMA[50ng/ml]+lonomicinal¥], e as células apenas com meio RPMI
10% constituiu-se o controle negativo. A documedtatta aglutinacdo celular promovida por
ArtinM nesse periodo de cultura considerado, faofem microscépio invertido de campo

claro, conforme o item 5.
3.5.Documentacéo da aglutinacdo das células T CD#n vitro

As imagens que demonstram a aglutinacdo das célul@d®4 em cultura foram
capturadas utilizando camera de video digital ad#pla microscopio invertido de campo
claro. As imagens foram adquiridas com objetivad@e sendo mantida a mesma escala de
contraste e brilho em todas as aquisi¢coes. Essavalgsio foi realizada no ensaio de dose-
resposta com ArtinM (item 5), na analise da aghg#io celular apds 12 horas de estimulo
com ArtinM (item 5) e para o ensaio de competigéiacional (item 10) entre ArtinM e 0s
anticorpos especificos para os receptores (COBXxy, CD45, CD28, CD4) de superficie
das células T CD4

3.6.Dosagem das citocinas IL-2, IFNg, IL-17A e IL-6

A dosagem de citocinas no sobrenadante da cultlwdac foi realizada por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) utilizando o Kit OptEIX (Pharmingen, San Diego, CA, USA)
nas dosagens de IL-2, IFNe IL-6, conforme as instru¢des do fabricante. Raca#ocina IL-
17A utilizou-se o Kit da MABTECH (MABTECH AB, Swede product code: 3521-1H-20),
de acordo com as instru¢des do fabricante.

Placas de poliestireno de alta afinidade (Corniogt& Europe Badhoevedorp, The
Netherlands) foram sensibilizadas com [B@oc¢o de anticorpo de captura especifico para
cada citocina testada, diluido em tampé&o carbadpiatrbonato 0.1 M e pH 9.5, seguindo-se
incubac&o por 12 horas 84 A sequir, as placas foram lavadas trés vezes RBBT e
incubadas com solucao de PBS acrescido com 10%rddetal bovino inativado (solugéao de
bloqueio) (Sigma) durante 1 hora a temperatura embdi Aos pocos das placas foram
adicionadas, em duplicata, as quantidades contsedds citocinas recombinantes (curva-
padrédo) e o sobrenadante da cultura de célulasinskgse incubacéo a temperatura ambiente
durante 2 horas. Posteriormente, as placas foraadds cinco vezes com PBS-T e
adicionados os anticorpos secundarios biotinilgdosicorpo de deteccdo) especificos para
cada citocina, diluidos, que foram pré-incubados I minutos com avidina conjugada a

peroxidase. A solucdo foi adicionada as placas guigese a incubacdo a temperatura
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ambiente durante 1 hora. Para a dosagem de IL-1%hticorpo secundario biotinilado
(anticorpo de deteccao) foi adicionado e houve aulbiagédo por 1 hora em temperatura
ambiente, em seguida realizou a etapa de lavageosterior adicdo da avidina conjugada a
peroxidase por 1 hora em temperatura ambiente. Apgéa etapa de lavagem foi adicionado
o revelador tetrametilbenzidina (TMB) (Pierce) eswobstrato HO,. As reacdes foram
bloqueadas apds 15 minutos com acido sulfurico 2Maedtura realizada a 450nm em leitor
de microplacas (Power Wave X — Bio Tek InstrumeiN€;). O calculo dos valores em pg/ml
foi realizado no programa Prisma 5.0 (Graph Padw&o¢) tendo como parametro a leitura

obtida com a curva padrao.

3.7.Marcacao dos receptores CD25, CD28 e CTLA-4

As células T CD2 foram incubadas por 30 minutos a 4°C com O0,5ugamke
CD16/CD32 mAb (Fc block, clone 2.4G2, BD Pharming8an Diego, CA). Em seguida,
foram adicionados 2,5ug/ml de anticorpos especifigara CTLA-4 (PE Rat anti-Mouse
CTLA-4; clone UC10-4F10-11; BD Pharmingen™), CDZETC Rat anti-Mouse CD25;
clone 7D4; BD Pharmingen™) ou CD28 (PE Rat anti-M&ouCD28; clone 37.51; BD
Pharmingen™) sendo incubados por 1 hora. ApOsetaa, as células foram lavadas 2 vezes
com PBS e fixadas com PBS-formaldeido 3% para postenalise em citometria de fluxo
(Guava EasyCyt& Mini System). Os valores nos gréficos foram exgwesem porcentagem

de células positivas para a marcacéao especifica.
3.8.Ensaio para a marcacao intracelular de IFNy e IL-17

As células T CD2 purificadas de camundongos BALB/c, conforme désero item
3, foram incubadas em placas de 96 pocos na coacéatde 8x1@élulas/ml em um volume
de 25@l por 24 horas de cultura. Essas células forambadas com d do inibidor do
transporte de proteina (BD GolgiStp a cada 1,5ml do volume de cultura durante as
Ultimas 12 horas de incubagéo. As células T Chveram os estimulos adicionados em
triplicata, com a lectina ArtinM sendo utilizada ec@ncentragdo deug/ml. Considerou como
controles positivos a Concanavalina Audgédml] e PMA[50ng/ml]+lonomicina[iM], em

relacdo ao controle negativo adotaram-se as capkasas com meio RPMI10%.

Ao final do periodo de incubacdo, as células fordawaedas, fixadas e depois

permeabilizadas com 2p0por 20 minutos a“€ da solucéo de fixacdo/permeabilizacdo (BD
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Cytofix/Cytoperm™ Plus). Em seguida, as célulaarfotavadas 2 vezes com 1ml do tampéo
de lavagem (BD Perm/Wabh buffer), ressuspendendidas emu5@e Perm/Wash com
2,510g/ml de PE-anti-IFN¢ (clone XMG; BD Pharmingen) e 2:8/ml de anti-IL-17 (FITC
Rat anti-Mouse IL-17; clone eBio17B7; BD PharminB8rpor 40 minutos a°€. Por fim, as
células foram lavadas duas vezes com Perm/Washsseisgendidas neste tampdo para
volume final de 2501, sendo posteriormente analisado em citometriaflabeo (Guava
EasyCyté" Mini System).

3.9.Ensaio citométrico de inibicdo por ArtinM da ligacéo de anticorpos especificos a

receptores de superficie das células T CD4

As células T CD4foram fixadas com paraformaldeido 3% por 20 miswalepois
tratadas com PBS-1%Glicina-10%SFB por 30 minutanalbuantidade de 4x1@élulas
foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas cpghdiE5ArtinM em volume final de
10Qul por 30 minutos. Apoés lavar duas vezes com PBS& petirar a lectina ndo ligante, as
células foram incubadas por 50 minutos conu@ml de anticorpos especificos para as
seguintes moléculas de superficie: EIBE Rat Anti-Mouse CD3 clone 145-2C11; BD
Pharmingen™), CD¥ (PE-Cy5 Rat Anti-Mouse CD3 molecular complex; @divA2; BD
Pharmingen™), CD28 (PE Rat Anti-Mouse CD28; cloé&3; BD Pharmingen™), CD45.1
(Rat Anti-Mouse CD45.1/Ly5.1; clone 30-F11; BD Rhargen™) e CD4 (PE-Cy5 Rat Anti-
Mouse CD4; clone H129.19; BD Pharmingen™). Apda esapa, as células foram lavadas 2
vezes com PBS, fixadas com PBS-formaldeido 3% dsadas em citometria de fluxo
(Guava EasyCyt¥ Mini System). Os valores expressos no grafico stobramas

representam a porcentagem (%) de células posjias@scada anticorpo.

3.10.Ensaio de competicdo funcional entre ArtinM e os dicorpos especificos para
os receptores CD3, CD28, CD45 e CD4

As células T CDA2 purificadas foram incubadas com anticorpos esipesifpara os
receptores CD4, CD45, CD28 e CD3, previamente déimne® com ArtinM. Para isso,
aliquotas dessas células na quantidade de 12N incubadas com anti-CB&unctional
grade Purified; clone 145-2C11; BD Pharmingen™)j-@D3ey (Rat Anti-Mouse CD3
molecular complex; clone 17A2; BD Pharmingen™),i-@i228 (Rat Anti-Mouse CD28;
clone 37.51; BD Pharmingen™), anti-CD4 (Rat Antide CD4; clone H129.19; BD
Pharmingen™) e anti-CD45.1 (Rat Anti-Mouse CD45y®/ll; clone 30-F11; BD

Pharmingen™), separadamente, na concentracdo @g/nll0 durante 40 minutos.
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Posteriormente, as células que foram incubadasocoresmo anticorpo eram plagueadas em
volume de 2501 (2x10° células/poco) em placas de 96 pocos e separaddsismgrupos de
triplicatas, sendo um desses grupos estimulado A&dimM na concentracdo deu§/ml.
Como controle, adotou-se a mesma concentracdoaceduh triplicata na auséncia dos
respectivos anticorpos, sendo submetidas ou nasegpsntes estimulos: ArtinM f&/ml],
PMA[50ng/ml]+lonomicina[LM] e Concanavalina A [bg/ml]. Ao final de 48 horas de
cultura realizou-se a documentacdo em microscapieriido da presenca ou auséncia da
aglutinacéo celular, em seguida retirou-se o s@ol@nte para a dosagem de IL-2, H5NE-

6 e IL-17A.

3.11.Ensaio de inibicdo de moléculas sinalizadoras emlatas T CD4" estimuladas

com ArtinM

As células T CD2% foram isoladas em aliquotas de 15xX@lulas para serem
adicionados, separadamente, os seguintes inibid@gslevidas concentragdes: LY-294002
(inibidor de PI3K) [2@M], PD98059 (inibidor de p42/44MAPK) [2M], Genisteina
(inibidor de PTK) [2@g/ml], SB202190 (inibidor de p38MAPK) [204], SP600125
(inibidor de JNK) [2@M], H-7 (inibidor de PKC) [2QM]. Posteriormente, essas células
foram incubadas em placas de 96 pocos em um vodem25Q (2,5x1F células/poco),
sendo que as células incubadas com o mesmo inifbdam divididas em dois grupos de
triplicatas. Apds 2 horas de incubacdo, um dessgsog foi submetido ao estimulo com
ArtinM na concentracdo deu§/ml, enquanto o outro grupo permaneceu apenas eim m
Como controle positivo de ativacao celular utilizaio PMA[50ng/ml]+lonomicinajiM] e
a Concanavalina A [®/ml]. Apés 48 horas de incubacdo o sobrenadartebfido para a
dosagem das citocinas IL-2, IRN{L-6 e IL-17A, conforme o iem 6.

3.12.Inibicdo com manotriose da ligacdo de ArtinM a supdicie das células T CD4

As células T CD4 apés a purificacdo foram fixadas com PBS-paraftteido 3%
durante 30 minutos, em seguida essas células eadatdds com PBS-1%Glicina-10%SFB
por 30 minutos e lavadas duas vezes com PBS, sgilidado nesse procedimento 510
células. A lectina ArtinM acrescentada a essaslalfoi incubada com manotriose da
seguinte forma: jig de ArtinM monomeérica biotinilada foi incubada comanotriose 10M,
50uM, 10uM, 50uM e 1mM em uma solucdo de 10Qpor 30 minutos a temperatura
ambiente. Apés esse periodo de incubacdo entreM\re as varias concentracbes de

manotriose, adicionaram-se as células (84aBo) em duplicata e incubou por 30 minutos a
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temperatura ambiente, depois fez-se duas lavagens BBS. Por fim, adicionou-se
estreptavidina conjugada a FITC durante 40 minwotemperatura ambiente em uma
concentracao final de ff/ml. Em seguida, realizaram-se duas lavagens @®&ePanalisou

a ligacdo de ArtinM por citometria de fluxo (GuatEasyCyté"” Mini System). Como
controle utilizou-se a mesma quantidade de Artiribtimilada sem a prévia incubacdo com
manotriose, além disso, outro controle utilizadbafancubacdo de ArtinM biotinilada com
um agucar ndo especifico, neste caso a Galact@seMp Em adicdo a esses controles,
consideraram-se na andlise as células T 'C&n incubacido com ArtinM biotinilada e
também apenas as células incubadas com estrep@¥WtliC. Em todos esses controles foi
utiizado o mesmo procedimento, citado anteriormemara a adicdo de estreptavidina
conjugada a FITC. Os dados plotados no grafico detrendo a porcentagem de inibicdo da
ligacdo de ArtinM pela manotriose, foi obtido aoeelacdo entre a porcentagem de células
positivas incubadas com ArtinM biotinilada e a gmtagem de células positivas na presenca
de ArtinM biotinilada que foi previamente incubaman manotriose.

3.13.Predicédo dos sitios deN-glicosilacdo nos receptores de superficie CD3, CD4
CD28 e CD45

Para a predicdo dos sitios Maglicosilacdo, foi utilizada a sequéncia de amiichzs
no formato FASTA que foi obtida no banco de praein do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protejn considerando as sequéncias de aminoacidos dos

receptores especificas para a espkitis musculusEssas sequéncias foram transferidas para
um preditor de dominio publico (NetNGlyc 1.0 Server

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/que informa os potenciais sitios de N-

glicosilacdo, com base no sequon Asn-Xaa-Ser/TimigoXaa denota qualquer aminoacido,
exceto a prolina). Os resultados dessa andlisenfengpressos em graficos, nos quais se
indica a posicdo do sitio de glicosilacdo e comaide como potencial sitio ¢ieglicosilacao
aquele que atingir valor superior ao threshold ipraente estabelecido. O estudo de predicéo
foi realizado para CB3 CD3y, CD3, CD4, CD28, CD45 isoforma 1 e CD45 isoforma 2.

3.14.Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o progr&mama 5.0 (Graph Pad Software).
Todas as variaveis foram testadas a distribuic&maloe a variancia homogénea. O teste

aplicado foi One-way ANOVA com pos-teste de Bordair Os resultados estdo expressos
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em média + EPM (erro padrdo da média), com asafif&s observadas sendo consideradas
significativas quando p < 0,05 (*), p< 0,01 (**p& 0,001 (***).
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4.1.ArtinM promove a aglutinacdo de células T CDZ murinas em cultura

A primeira evidéncia de que ArtinM interage comuts T CD4 foi proporcionada
pela aglutinacdo dessas células pela lectina, afegsa@m concentragbes que variaram de
0,03g/ml a 1Qug/ml. Para tanto, foram utilizadas células T CDdurinas purificadas,
cultivadas a partir de uma suspensdo de ®élillas/ml. Concanavalin A e PMA (phorbol
myristate acetate)+lonomicina constituiram os ade$ positivos de aglutinacdo e ativacao
celular, respectivamente, enquanto meio, apenagjtif@ado como controle negativo. A
leitura da reacgdo foi feita em microscopio de camlipoo com aumento de 40 vezes apos 48
horas de incubacao (Figura 1). ArtinM promoveu tgh¢do celular evidente a partir de
1,25ug/ml, positiva até a maior concentracdo utilizaBaConcanavalina A determinou
aglutinacdo semelhante a proporcionada porub/28 de ArtinM (Figura 1). No caso dos
linfécitos incubados com PMA+lonomicina foi obsetwaclusters de ativacdo e ndo houve
aglutinacédo no controle negativo, com apenas o (régoira 1).

A andlise da aglutinagdo das células T Cbdusada por ArtinM apds 48 horas de
incubacdo n&do permitiu uma distincao clara entaglatinagcdo promovido pela lectina e os
clusters de ativacdo provocado por PMA+lonomicihara isso, observou-se em um curto
periodo de incubacéo, perfazendo 6 horas, se hageformacdo da aglutinacdo celular
atraves de ArtinM e se “clusters” de ativacao eglobh presenca de PMA+lonomicina seriam
formados. Ficou evidente que ArtinM na concentragéoqug/ml promove a aglutinacéo
celular da mesma forma que a Concanavalina A adiizcomo controle positivo (Figura 2).
No entanto, as células T CD#4&o formaram “clusters” de ativacdo para o mesereogo
que se verificou a aglutinacao celular, isso perrafirmar que os efeitos de ArtinM vistos

nas 48 horas de incubacio realmente tratava-sglutinacio das células T CD&igura 2).
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Concanavalina

Ani

904

Figura 1. Aglutinagdo de linfécitos T CD4 por ArtinM apds 48 horas de incubagdoCélulas T CD4foram
purificadas a partir de células esplénicas de cdongos BALB/c e ressuspensas em 2% RPMI 10%, de
maneira a proporcionar 1X3f@lulas/ml. Seguiu-se a incubacdo por 48 horas °%€ Iom ArtinM nas
concentracdes indicadas, tendo como controles iymsit Concanavalina A [®/ml], PMA
[50ng/ml]+lonomicina [LM], e meio como controle negativo. Aglutinacdo ¢mlufoi observada em
microscépio invertido de campo claro, utilizandosbgetiva de 40x.
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Figura 2. Aglutinacéo de linfécitos T CD4 por ArtinM apés 6 horas de incubac&o Células T CD4 foram
purificadas a partir de células esplénicas de cdongpos BALB/c e ressuspensas em 25 RPMI 10%, de
maneira a proporcionar 1X0@lulas/ml. Seguiu-se a incubacdo por 6 horas % 3bm ArtinM nas
concentracdes indicadas, tendo como controles iymsit Concanavalina A [®W/ml], PMA
[50ng/ml]+lonomicina [1IM] e meio como controle negativo. A aglutinacdoutal foi observada em
microscopio invertido de campo claro, utilizandoebgetiva de 40x.

4.2.ArtinM induz células T CD4" a produzirem citocinas de perfis Thl e Th17.

A capacidade de aglutinar linfocitos T CD4uscitou a hipotese de que ArtinM
reconhece glicanas na superficie celular, glica@ssas que poderiam ser constituintes de
receptor(es) envolvidos em sinalizagdo e ativagdolar. Testamos tal hipétese através de
ensaios de producdo de citocinas pelos linfocito€04" estimulados com ArtinM, na
tentativa de verificar se a interacéo induziriantneira direta, a ativacdo e a diferenciacéao
das células T CD4naive Com base em observacdes anteriores de que Aftimbtece o
estabelecimento de respostas Thl e Thl7, foi detada a concentragdo de citocinas que
caracterizam esses perfis de resposta no sobraeatiencélulas estimuladas.

Linfocitos T CD4, sob estimulo de diferentes concentracées deMitih03ug/ml a
10ug/ml), produziram quantidades de IL-2 e IfMignificativamente (p<0,05) superiores as
produzidas por células ndo estimuladas (Figura e3)que foram méaximas quando
concentragdes proximas de 2@ml de ArtinM foram utilizadas como estimulo. Naso de
IL-2, sua producao atingiu niveis que correspondeaaerca de 50% dos determinados pelos
controles positivos (ConA ou PMA+ionomicina). Noegeoncerne as concentracdes de IFN-

v, elas foram similares as determinadas pelos destpmsitivos (Figura 3).
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Figura 3. ArtinM induz a producéo de IL-2 e IFN-y por linfocitos T CD4" em cultura. Células T CD4
foram purificadas a partir de células esplénicazataundongos BALB/c e ressuspensas enul286 RPMI
10%, de maneira a proporcionar 1%€lulas/ml. As células foram incubadas por 48 har&¥C sob estimulo
com ArtinM, nas concentracdes indicadas. Concaimavdl [Sug/ml] ou PMA [50ng/ml]+lonomicina [IM]
foram utilizadas como controles positivos, tendergs meio como controle negativo. As concentragédk-2
(painel A) e IFNy (painel B) no sobrenadante dessas células foraerni@madas por ELISA. Valores com
diferencas significativas em relacdo ao Meio, aprsdo p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 ()**

Os niveis de IL-6 e IL-17A secretados pelas mestgéagas T CD4em resposta ao
estimulo com ArtinM, em diferentes concentracdase, mostrados na Figura 4. Os niveis de
IL-6 aumentaram gradativamente em funcédo da coraggd de ArtinM utilizada, enquanto
os de IL-17 desenharam uma curva dose-respost@nerncgjo pico associou-se ao estimulo
com 2,ug/ml de ArtinM (Figura 4B).

Esse conjunto de resultados sugere que a intedagda de ArtinM com linfécitos T

CD4" induza a diferenciacdo de célulasrnéivespara Thl e Th17.
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Figura 4. ArtinM induz a producéo de IL-6 e IL-17A por linfocitos T CD4" em cultura. Células T CD4
foram purificadas a partir de células esplénicagzataundongos BALB/c e ressuspensas enui288 RPMI
10%, de maneira a proporcionar 15d@lulas/ml. As células foram incubadas por 48 har&8®C sob estimulo
com ArtinM, nas concentra¢gfes indicadas. Concaimaval [S5ug/ml] ou PMA [50ng/ml]+lonomicina [IM]
foram utilizadas como controles positivos, tendergs meio como controle negativo. As concentragédk-6
(painel A) e IL-17 (painel B) no sobrenadante dessélulas foram determinadas por ELISA. Valores com
diferencas significativas em relacdo ao Meio, aprdo p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 ()**
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4.3.ArtinM induz a expresséo de CD25 e CTLA-4 em célumT CD4'.

A alta producéo de IL-2 e IFN-estimulada com ArtinM em células T CD4nhdicou
a ocorréncia de ativacdo celular. Assim, célula€D4" estimuladas com ArtinM, em
diferentes concentracdes, foram avaliadas, pomeitida de fluxo, quanto a expressao de
CD25 (cadeiar do receptor de IL-2) e CD152 (CTLA-4, receptorgBi7.1 e B7.2, ou CD80
e CD86), ambos utilizados como marcadores de d@ivaelular (n&o expressos em células T
em repouso).

A figura 5 mostra que ArtinM induziu importante iemento na proporcéo de células
T CD4 que expressavam CD25 (painel A) e CTLA-4 (paingl @&umento esse que foi
determinado a partir da concentracado de g2bl de ArtinM, no caso de CD25, e a partir
de 2,5ug/ml, no caso de CTLA-4. Em ambos os casos a pmgem de células positivas foi

proxima a determinada pelos controles positivos.
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Figura 5. Expressdo de marcadores de ativagio poélalas T CD4 estimuladas com ArtinM. Analisou-se,
por citometria de fluxo, a porcentagem de célul&BD@" que expressam CD25 (painel A) ou CTLA-4 (painel
B) em resposta ao estimulo com ArtinM, por 48 honas concentrac@es indicadas. Concanavalingug/na]

ou PMA [50ng/ml]+lonomicina [iM] foram utilizadas como controles positivos, teralzenas meio como

controle negativo. Valores com diferencas signifiees em relacdo ao Meio, apresentando p < 0,09(¥)0,01
(**), p < 0,001 (***).

Avaliou-se ainda a ocorréncia de células duplo-agas para CD25 e CTLA-4. As
propor¢cdes mais altas de células duplo-positiveaniodeterminadas por concentracbes de
ArtinM de 2,5-10,0pg/ml; as proporcdes atingidas foram significativatae (p<0,001)
diferentes do controle negativo, bem como simild&S e 5,0ug/ml) ou superior (10,0
ug/ml) as determinadas pelos controles positivoguifai 6, painel B). Concentracfes
inferiores associaram-se a queda progressiva @gengbes de células duplo-positivas, que
passaram a ser proximas as proporcionadas pelooomegativo. Os graficos de pontos

incluidos na figura 6 (painel A) ilustram a leitwitométrica proporcionada por uma dentre as
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trés amostras analisadas. Por outro lado, o grdédwarras (painel B) mostra a média e o erro
padrdo da média das leituras proporcionadas pelbde amostras analisadas.
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Figura 6. Dupla positividade para CD25 e CTLA-4 encélulas T CD4 estimuladas com ArtinM. O painel

A mostra o perfil citométrico de células T CDdstimuladas com ArtinM, nas concentragées indisadar 48
horas. Em seguida, as células foram incubadas oticogos anti-CD25 marcados com FITC e anti-CTLA-4
marcados com PE. Concanavalina Agdbnl] ou PMA [50ng/ml]+lonomicina [IM] foram utilizadas como
controles positivos, tendo apenas 0 meio como efentregativo. As porcentagens de células simplsgiypas e
duplo-positivas estdo indicadas nos quadrantesecagps. No painel A, o perfil mostrado corresporide
citometria de uma das amostras analisadas. O firefere-se a porcentagem média de células T" @Dglo-
positivas para CD25 e CTLA-4, detectadas em 3 elifis amostras da preparacdo de células. Valoms co
diferencas significativas em relacdo ao Meio, aprdo p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 ()**
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4.4.Expressdo de CD28 e CTLA-4 em células T CD#o decorrer do estimulo com
ArtinM

Uma vez que a molécula CTLA-4, no decorrer do msaede ativacdo celular, €
normalmente expressa subsequentemente a ligacdookigula CD28 a CD80 e CD86,
avaliou-se a expressédo, no decorrer do tempo @2, 28 horas), de CD28 e CTLA-4 nas
células T CD2 a partir do estimulo com ArtinM &/ml). PMA[50ng/ml]+lonomicina[jiM]

e Concanavalina A-ConA-[g/ml] foram utilizados como controles positivosagenas meio
como controle negativo.

As Figuras 7 e 8 mostram, respectivamente, quepeessdo de ambas as moléculas,
CD28 e CTLA-4, em células ndo estimuladas (meio),bhixa e estavel durante todo o
decorrer do tempo. Células T CDdstimuladas com PMA-+lonomicina (controle positivo)
aumentaram a expressdo de CD28 a partir de 24 leods CTLA-4 com 48 horas de
estimulo. No caso do estimulo com ConA, a expredsdambas as moléculas s6 aumentou
significativamente (p<0,001) com 48 horas de edtinfd estimulo com ArtinM determinou
expressfes mais altas e mais precoces de ambogsigmuladores: a propor¢do de células
positivas foi de 30% ja nas primeiras 12 horas stémello, tempo no qual os controles
positivos determinaram uma proporcdo maxima de @6%¢élulas positivas. As proporc¢des
de células positivas determinadas por ArtinM maandm-se altas durante todo o periodo do
estudo, sendo que, em 48 horas, aproximadamentedd8%eélulas expressavam CTLA-4
(Figura 8).
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Figura 7. Expressdo de CD28 em células T CD4os periodos de 12, 24 e 48 horas apds o estimoon
ArtinM . A expressdo foi analisada por citometria de flisendo demonstrada em histogramas (A) e grafizo (B
a porcentagem de células positivas para CD28. Aadracdo de ArtinM utilizada foi deug§/ml, ja os
controles positivos constituiram-se de Concanaaalin-ConA- [ug/ml] e PMA[50ng/ml]+lonomicina[iiM].
Valores com diferencas significativas em relacddvieio referente ao mesmo periodo, apresentand®
(*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (**).
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Figura 8. Expressdo de CTLA-4 em células T CD4nos periodos de 12, 24 e 48 horas apés o estinzdm
ArtinM . A expressao foi analisada por citometria de flilsando demonstrada em histogramas (A) e grafigo (B
a porcentagem de células positivas para CTLA-4.0Acentracdo de ArtinM utilizada foi deu@ml, j& os
controles positivos constituiram-se de Concanaaalin-ConA- [ug/ml] e PMA[50ng/ml]+lonomicina[iM].
Valores com diferencas significativas em relacadviaio referente ao mesmo periodo, apresentand® 5
(*), p<0,01 (*), p<0,001 ().
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4.5.Producdo de citocinas por células T CD4+ no decomedo tempo a partir do

estimulo com ArtinM

A precocidade da expressdo de CTLA-4 e CD28 panla®lT CD4 a partir do
estimulo com ArtinM motivou a avaliacéo cinéticaplleducado de citocinas por essas células,
a partir do estimulo com a lectina. As citocinasliadas foram as proprias dos padrdes Thl e
Th17, produzidas por células T CDgbb estimulo com ArtinM (veja item 2 deste capitle
Resultados).

O estimulo com ArtinM (bg/ml) resultou em producéo estavel de IL-2, emirigae
foram similares aos determinados pelos controlsgipos nos periodos de 12 e 24 horas, e
menores do que os detectados nos controles comor e estimulo (Figura 9A). A
secrecdo de IFN-por células T CD4sob estimulo de ArtinM cresceu gradativamente no
decorrer do tempo de cultura (Figura 9B). Aindainasseus niveis foram, em todos os
tempos, inferiores aos determinados pelos contrpestivos. A comparacdo dos perfis
cinéticos determinados por ArtinM e por outros regtdos ndo demonstrou haver uma
associacgao clara entre os processos de ativagdlarcelde producéo de citocinas Thl. No
caso da cinética de producdo de H;Ne valido supor que a expressdo precoce de CTLA-4
por linfocitos T CD4 estimulados com ArtinM esteja implicada, através sgu efeito
inibitério da ativacao celular, na producdo menarcdocina, em todos os tempos, do que a

verificada nos controles.
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Figura 9. Producéo de citocinas Thl por células T B4" no decorrer do tempo a partir do estimulo com
ArtinM . Niveis de IL-2 (A) e de IFN-(B) detectados, por ELISA, no sobrenadante delaglli CD4
cultivadas sob estimulo de ArtinM[§/ml]. As amostras foram coletadas 12, 24 e 48shamds o estimulo.
Concanavalina A —ConA- [g/ml] e PMA [50ng/ml]+lonomicina [IM] correspondem a controles positivos; o
meio, ao controle negativo. Valores com diferengigwificativas em relagcdo ao Meio referente ao neesm
periodo, apresentando p < 0,05 (*), p < 0,01 (% 0,001 (***).
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ArtinM induziu a produgdo de ambas as citocinas17A e IL-6, detectadas em
niveis significativamente (p<0,001) superiores aporcionados pelos controles negativos,
em todos os periodos de estimulo avaliados. A gamlde IL-17A foi estavel durante todo o
periodo do estudo, enquanto a producdo de IL-6nfaior com 12 horas de estimulo,
decrescendo a seguir (Figura 10). Os niveis de7A-Induzidos por ArtinM foram
superiores aos obtidos com ConA nas 12 e 24 herastémulo, tornando-se semelhante apds
48 horas; em comparacéo aos valores obtidos por#fdhamicina os niveis proporcionados
por ArtinM foram inferiores (Figura 10A). Esses mes controles positivos induziram
menor producdo de IL-6 do que a promovida por Mtiem todos os periodos ensaiados
(Figura 10B). A comparacdo dos perfis cinéticosemeinados por ArtinM e por outros
estimulos ndo demonstra haver uma associacaoetitiaos processos de ativacao celular e
de producéo de citocinas Th1l7, da mesma maneir@ qiservado com relacdo a citocinas

Thl.
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Figura 10. Produc&o de citocinas Th17 por células TD4" no decorrer do tempo a partir do estimulo com
ArtinM . Niveis de IL-6 (A) e de IL-17A (B) detectados,rpeLISA, no sobrenadante de células T CD4
cultivadas sob estimulo com ArtinM§/ml]. As amostras foram coletadas 12, 24 e 48shap@s 0 estimulo.
Concanavalina A —ConA- [®/ml] e PMA [50ng/ml]+lonomicina [IM] correspondem a controles positivos; o
meio, ao controle negativo. Valores com diferengigsificativas em relagdo ao Meio referente ao neesm
periodo, apresentando p < 0,05 (*), p < 0,01 (%*% 0,001 (***).

1L-6 (pg/ml)
IL-17A (pg/ml)

2004

4.6.ArtinM atua em células T CD4" originando células duplamente marcadas para
IFN-y e IL-17
A observacido de que células T CDestimuladas com ArtinM produzem citocinas
caracteristicas de subpopulac¢des celulares Thl+(JFNTh17 (IL-17), associada a dados de
literatura indicativos de que IF§-considerada uma citocina Th1l tipica, pode sebéam
definida em células de perfil Thl7, conduziu a iagdlo da ocorréncia de células duplo

positivas para ambas as citocinas em respostatiacuts com ArtinM. Para tantaélulas T

52



Resultados

CD4" foram cultivadas na presenca de ArtinMugbnl) por 24 horas, sendo que, com 12
horas de cultivo, acrescentou-se um inibidor desprarte de maneira a reter as citocinas no
meio intracelular e tornar sua marcagcdo mais etedéh estimulo com ArtinM resultou em
aumento significativo (p<0,001) de células duplsipeas para IFNr e IL-17 (Figura 11 e
12C), bem superior ao aumento propiciado por PMAatoicina (ConA né&o teve efeito sobre
a frequéncia dessas células). A frequéncia deaselICD4 positivas apenas para IRNoi
maior nos controles positivos do que frente aogredti com ArtinM (Figura 12A), enquanto
um padrédo inverso foi revelado por células posstiapenas para IL-17 (Figura 12B). Assim,
ambas as lectinas usadas como estimulo, ArtinM ec&wvalin A, levaram a intensa
marcacgao intracelular de IFN-Dentre elas, entretanto, apenas ArtinM promovenento de

marcacao para IL-17, isolada ou em associacao Ebiay.I
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Figura 11. Histogramas que representam a freqiiéncide células T CD4 marcadas intracelularmente
para IFN-y e/ou IL-17, em resposta ao estimulo com ArtinMApG6s 24 horas de cultura sob o estimulo de
ArtinM [5pg/ml], as células foram permeabilizadas e incubada® anticorpos especificos para IFN-
(conjugados a PE) e IL-17 (conjugados a FITC).ragiiéncias de células positivas para lgMN=-17 ou ambas
as citocinas foram determinadas a partir de anglisecitometria de fluxo e indicadas em porcentagems
guadrantes respectivos. A figura mostra o resulf@porcionado por apenas uma das amostras araisad
Concanavalina A —ConA- [B/ml] e PMA [50ng/ml]+lonomicina [IM] correspondem a controles positivos,
tendo o meio como controle negativo.
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Figura 12. Frequéncia média de células T CD4marcadas intracelularmente para IFNy e/ou IL-17, em
resposta ao estimulo com ArtinM Freqgiiéncia de células T CDgositivas para a marcacio intracelular de
IFN-y (A), IL-17 (B) ou duplo-positivas para IFiNiL-17" (C). Analise realizada por citometria de fluxo, em
triplicata, apés 24 horas de cultura sob o estimddoArtinM [Sug/ml] e pelos controles positivos de
Concanavalina A —ConA- [B/ml] e PMA [50ng/ml]+lonomicina [IM]. Valores com diferencas significativas
em relagcao ao Meio, apresentando p < 0,05 (*)04 (**), p < 0,001 (***).

4.7.Potenciais sitios deN-glicosilacdo em receptores de superficie relaciodes a
ativacdo das células T CD%

Diante das evidéncias de que ArtinM estimula dimetate linfocitos T CD4 buscou-
se identificar o(s) glicoalvo(s) reconhecido(s) apelectina na superficie celular,
responséavel(eis) por desencadear a ativacao emnlifacdo celular e a producéo de citocinas.
Dessa forma, investigaram-se 0s receptores respggaspela transducdo de sinal para
ativacdo das células T CDQ4ou seja, CD3, CD28, CD45 e CD4. A andlise daogllacéo
nestas moléculas de superficie teve como foco edigiies paraN-glicanas, visto a
especificidade da lectina ArtinM por esse tipo tieogilacao.

O primeiro receptor a ser observado foi o CD3 porstituir o complexo TCR que
esta relacionado com o primeiro sinal para a divagas células T CD4Analisaram-se
separadamente as cadeias de CD3 e ficou demonsatia@senca de potenciais sitiosNde
glicosilacdo nas cadeias delt € gammay), porém a cadeia epsilon) (ndo apresentou
potenciais N-glicanas (Figura 13). A molécula CD4 tem imporgamarticipacdo na
transducdo de sinal durante a interacdo do MHC @ohCR, e com o estudo de predicao

também se verificou potenciais sitiosNiglicosilacdo em CD4 (Figura 14A).
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Ao considerar a indugdo da expressdo de CTLA-4 @8Capos as células T Cb4
serem estimuladas com ArtinM, optou-se por investig glicosilagdo da molécula CD28.
Isso se justifica pela relacdo existente entre C®28receptor inibitério CTLA-4 durante o
processo de ativacdo e expansdo celular. Em an@sziisso, o papel coestimulador da
molécula CD28 é fundamental por corresponder aorgkgsinal necessério para a ativacédo
das células T CD4 Como se verifica na Figura 14B, o receptor CD28spi quatro
potenciais sitios dél-glicosilacad (Figura 14B). O mesmo tipo de analipicada a duas
isoformas de CD45 (Figura 14 C e D), que correspona@ outro receptor associado ao
processo de ativacdo de TCD4 qual exerce funcdo de fosfatase -, demonstiexisténcia

de numerosos sitios potenciais de N-glicosilacéo.

Predi¢éo de N-glicosilagdo em sitios da sequéncia
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Figura 13. Predicdo de potenciais sitios déN-glicosilagdo nas cadeias do receptor CD3Graficos
demonstrando a posicdo de potenciais sitiobl-décanas nas cadeias epsilon (A), gamma (B) ead€l) do
receptor CD3. A sequéncia de aminoacidos das cadeiaeceptor foram adicionadas ao NetNGlyc 1.@e3er
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGIlycho formato FASTA e submetido para andlise. Fondoida a
predicdo dos potenciais sitios dkglicosilacdo que sado representados em graficosgfdfico, quando o
threshold, visto pela linha vermelha, for ultrapaks pelo potencial (linha azul) tem-se uma predid@d\-
glicosilacdo em determinada posicdo na sequéncardeoacido (eixo x). Dessa forma, a cadeia epgitm
apresentou potenciais sitios dleglicosilacdo (A), enquanto as cadeias gamma (Bjeka (C) possuem,
respectivamente, um e trés sitiod\dglicosilacao.
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Predigdo de N-glicosilagdo em sitios da sequéncia
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Figura 14. Predicdo de potenciais sitios dN-glicosilagdo nos receptores CD4, CD28 e CDA4Gréficos
demonstrando a posicao de potenciais sitioBl-gécanas nos receptores CD4 (A), CD28 (B), isofarinde
CD45 (C) e isoforma 2 de CD45 (D). A sequéncia deneacidos dos receptores foram adicionadas ao
NetNGlyc 1.0 Server_(http://www.cbs.dtu.dk/servitdtNGlyc) no formato FASTA e submetido para analise.
Foi fornecida a predicao dos potenciais sitiodNdgicosilagdo que sao representados em graficogrhliico,
quando o threshold, visto pela linha vermelhauttlapassado pelo potencial (linha azul) tem-se predicédo

de N-glicosilacdo em determinada posi¢cao na sequémciaminoacido (eixo x). Dessa forma, o receptor CD4
possui trés potenciais sitios deglicosilacdo (A), enquanto a isoforma 1 (C) e 2 (@ receptor CD45
apresentam, respectivamente, 15 e 12 sitios. Paraléxula coestimuladora CD28 (B) foi identificagiaatro
potenciais sitios dN-glicosilacéo.

4.8.ArtinM reconhece glicoproteina de superficie resposavel pela ativacdo de
linfocitos T CD4"

Considerando a presenca preditaNiglicanas em receptores relacionados com a
transducdo de sinal para a ativacdo das célulasDF',Cfoi ensaiada a existéncia de
competicdo entre ArtinM e os anticorpos especifara CD3, CDZXy, CD28, CD45 e CD4
(conforme o item 10 do capitulo Materiais e Métgdamm intuito de identificar o(s)
provavel(eis) alvo(s) da lectina ArtinM. Para ispopcurou-se discriminar o(s) anticorpo(s)
capaz(es) de inibir a producéo das citocinas déspil e Th17 desencadeada pelo estimulo
com ArtinM (5ug/ml), apds 48 horas de incubacédo. Esse ensaimmeticdo funcional
revelou que apenas o anticorpo especifico paranmplexo ey do receptor CD3 inibiu de
forma significativa (p<0,001) a propriedade daitecide estimular a produgcao das citocinas
de ambos os perfis, enquanto que os anticorpo&rgt, anti-CD28, anti-CD45 e anti-CD4
nao exerceram qualquer efeito sobre os niveis dasimas produzidas sob estimulo de
ArtinM (Figura 15). Ressalte-se ainda que, na aiaéde ArtinM, apenas 0 anticorpo
especifico para CB3Xoi capaz de desencadear a producdo de citodatas;oerente com a
aplicacdo desse anticorpo em ensaios funcionaidewsis anticorpos ndo tém esse tipo de

aplicacdo, fato que nao interfere com sua capaeidiedcompetir com ArtinM. O ensaio
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funcional realizado sugere fortemente que a ca@&&y contenha aN-glicana alvo de
ArtinM e responsavel pelo desencadeamento da piodie citocinas pela células TCD4+.
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Figura 15. Producéo de citocinas por células T CD4estimuladas com ArtinM ap6s uma pré-incubacgéo
com anticorpos especificos de receptores implicadasa transducdo de sinal para ativacdo celular
Anticorpos especificos para CHX D3y, CD28, CD45 e CD4, na concentracdo degl®l, foram incubados,
por 40 minutos, cada qual com uma quantidade dé2¢élulas T CD4 Seguiu-se a incubacdo em triplicata
de 2x18 células, por 48 horas, na auséncia ou na preskenestimulo com ArtinM [sg/ml]. O estimulo apenas
com ArtinM (na auséncia de anticorpos) corresporategontrole positivo, 0 meio sem anticorpo refereao
controle negativo. Os niveis de IL-2 (painel A)NH; (painel B), IL-6 (painel C) e IL-17A (painel D) no
sobrenadante de cada poco da cultura foram detadsrpor ELISA. Valores com diferencas significasiem
relacédo ao estimulo com ArtinM na auséncia de amt@s, apresentando p < 0,05 (*), p < 0,01 (**% p,001
(***). A utilizagdo de PMA [50ng/ml]+lonomicina [IM] e Concanavalina A [tg/ml] demonstraram niveis
elevados, de forma significativa, dessas citocsegsetadas pelas células T CPdlados nédo apresentados.

Além do ensaio de competi¢do funcional, avalioa sapacidade de aglutinar células
T CD4 seria afetada pela prévia incubacido das célulasasanticorpos especificos para
CDg3¢, CDZy, CD28, CD45 e CD4. Mais uma vez, apenas anti«gD8biu a aglutinacéo de
células T CD2 promovida por ArtinM (Figura 16), e ndo o anti-&DDessa maneira, ficou
reforcada a idéia de que a cadeido receptor CD3 contenha a(s$)glicana(s) alvo(s) de
ArtinM, passivel(eis) de propiciar interacdo gesehcadeia sinalizacdo celular e resulta em

ativacao e diferenciacéo de células T C¥em como em produc&o de citocinas (Figura 15).
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Figura 16. Inibicdo da aglutinagédo de células T CD4por ArtinM apds uma pré-incubagéo com anticorpos
especificos de receptores implicados na transducé@le sinal para ativacao celular Ensaio de inibicdo da

aglutinagdo de células T COQ4romovida por ArtinM, com os anticorpos espeoffipara CD3 CDZy, CD4,
CD28 e CD45. As células eram pré-incubada®actm os anticorpos especificos GD@D3ey, CD28, CD45
ou CD4, separadamente, na concentracdo dg/thd por 40 minutos. Seguiu-se novo periodo dehbagéo, na
presenca ou auséncia de ArtinMufdml]. Apds 48 horas, as culturas foram examinagl@s microscopio
invertido de campo claro em objetiva de 40x. Comtole, as células foram submetidas apenas aagéob
com ArtinM [5ug/ml], sem serem submetidas a contato prévio comntisorpos. Como controle positivo da
aglutinacao utilizou-se a Concanavalin Adml] e como controle da formacédo de cluster deagfio usou-se o
PMA [50ng/ml]+lonomicina [M], controles ndo demonstrados nessa figura.

4.9.Inibicdo da ligagdo de anti-CD3y em células T CD4 através de ArtinM
Visando complementar a idéia de que ArtinM recoahglicanas da cadeia do

receptor CD3 e, dessa maneira, origine as varsmostas observadas nas células T GCD4
avaliou-se, por citometria de fluxo, se ArtinM indjéa a ligacdo de anti-C23 ao seu alvo
especifico. A frequéncia de células coradas pa+GID8e ndo foi alterada quando as células
foram pré-incubadas com ArtinM (Figura 17 e 18); emanto, a porcentagem de células
coradas com anti-CR3 diminuiu significativamente (p<0,001) quando aklles foram pré-
incubadas com ArtinM (Figura 17 e 18). Por outiolaa frequéncia de marcacao pela reacéo
de anticorpos especificos com os receptores CDR85& CD4 nao foi alterada pela pré-
incubacdo das células T CDdom ArtinM (Figura 17), corroborando com os dadb&dos

pelo ensaio de competicdo funcional entre essegmis e a lectina (item 8 desse capitulo).
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Figura 17. Porcentagem de células positivas apéshitao por ArtinM da ligacdo de anticorpos especitios
para CD3e, CD3ey, CD4, CD28 e CD45 nas células T CD4O gréfico, em barras, representa a frequéncia
média de marcacio de trés amostras de células T, @Dd foram ou n&do pré-incubadas com ArtinM, por
anticorpos especificos para GDDZXy, CD28, CD4 e CD45. Valores com diferencas sigaifi@s ao
comparar para 0 mesmo receptor a porcentagem déasgbositivas pré-incubadas ou ndo com ArtinM,
apresentando p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,q®%T).
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Figura 18. Inibicdo por ArtinM da ligacdo de anti-CD3e e anti-CD3y nas células T CDZ. Os histogramas

A e D mostram a porcentagem de células marcadasapttCD3Z e anti-CD3y, respectivamente. Os
histogramas B e E mostram a frequéncia da marqag&@oanti-CD38 e anti-CD3y, respectivamente, em células

T CD4 previamente incubadas com ArtinM. No painel C esfiiesentada a sobreposicdo dos histogramas A e
B, ja o painel F demonstra a sobreposi¢do dosdresteas D e E. Os histogramas foram obtidos pomeitda

de fluxo.
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4.10.Inibicdo com manotriose da ligagéo de ArtinM as céllas T CD4’

Diante das consistentes demonstracbes de que Art@ddnhece glicanas na
superficie das células T CD4m particular as associadas a cagl@a receptor CD3, optou-
se por tentar inibir com um acgucar sabidamentec#fgpe para ArtinM — a manotriose Man
1-3 [Marw 1-6] Man - a ligacdo da lectina a superficie deilaé TCD4. Através de
citometria de fluxo, avaliou-se a capacidade dereliftes concentracées de manotriose de
inibir a interacdo de ArtinM com células TCD4procedimento descrito no item 12 do
capitulo de Materiais e Métodos). Para inibir 508&cligacdo de ArtinM foi necessaria a
concentracdo de 1mM de manotriose (Figura 19). Bsslaridade pode ser considerada
muito alta, ja que habitualmente as interacdedekdeidas por ArtinM com ligantes diversos
sao inibidas por concentragcbes de manotriose qudtsem na faixa de 10 e 3d. O
resultado obtido sugere que ArtinM encontre glisana superficie das células T CD4
possivelmente associadas a cagei® receptor CD3, que sejam reconhecidas comiaidss
especificidade. D-galactose, utilizada em conced@s similares como controle negativo,

n&o teve efeito sobre a ligacdo de ArtinM a supierfie células TCD4(Figura 19).
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Figura 19. Inibicdo com manotriose da ligacdo de AinM as células T CD4. No ensaio de inibicdo da
ligacdo de ArtinM, fig da lectina biotinilada foi incubada por 30 mirsuttom as diferentes molaridades de
Manotriose (10, 50, 100, 500 e 1@®0) e 50mM de D-Galactose, em 10@le solucdo. Em seguida, as células
T CD4', na quantidade de 5x1Goram adicionadas em duplicata dentre as difeseabncentragées do agucar,
ficando incubadas por 30 minutos. Como controleitipos utilizaram-se células incubadas com ArtinM
biotinilada sem prévia incubacdo com o acglcar. Apsse periodo, as células eram lavadas com PBS e
adicionado estreptavidina conjugada a FITC, aposmifutos fez-se nova etapa de lavagem. Através da
citometria de fluxo realizou a leitura do materi@l.célculo da inibicdo da ligacdo é obtido pelagéb da
intensidade média de fluorescéncia entre as céhsksaciadas com ArtinM previamente incubadas caraage
aquelas do controle positivo.
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4.11.Moléculas de sinalizacdo envolvidas na ativagédo daélulas T CD4 por

ArtinM.

Em acréscimo a identificacdo do receptor de alge@fcidade com ArtinM,
estudaram-se as vias de sinalizacéo celular palemte implicadas na ativacao de células
T CD4 pela lectina. Foram avaliadas algumas moléculnalizadoras relacionadas as
atividades biolégicas que foram constatadas seemandadeadas por ArtinM nessas células,
bem como outras moléculas que, sabidamente, panticda transducéo de sinal no processo
de ativacdo de células T CD4Essas células foram tratadas com inibidores diéauias
sinalizadoras e cultivadas, por 48 horas, sob akiicom ArtinM. Foi avaliado através de
cada inibidor a participacdo de moléculas sinatizasli na producdo de citocinas de perfis
Thl e Th17 promovido com o estimulo por ArtinM.

Os inibidores utilizados foram LY-294002 [2d], PD98059 [2@M], Genisteina
[20ug/ml], SB202190 [20M], SP600125 [2bM] e H-7 [2QuM]; atuando, respectivamente,
nas seguintes moléculas sinalizadoras: PI3K, pA2ARK, PTK, p38MAPK, JNK e PKC.
Os niveis de IL-2 (Figura 20A) e IFN¢Figura 20B) detectados no sobrenadante dasasélul
T CD4', sugerem que todas as moléculas sinalizadorasadasaparticipam no processo de
ativacdo celular induzido por ArtinM. Merecem espkcdestague o0s resultados
proporcionados pelo uso dos inibidores PD98059 &&F25, que diminuiram em mais de
90% a secrecdo de IL-2 induzida por ArtinM (Fig@tdA), fato indicativo de que as
moléculas p42/44MAPK e JNK sdo fundamentais nogsse linfoproliferativo. Além disso,
p42/44MAPK mostra-se como uma das moléculas gaddras mais relevantes na producéo
de IFN+, ja que tal producéo foi reduzida e mais de 80P p#lizacdo de PD98059 (Figura
21A). Em relagdo as citocinas IL-6 e IL-17A tambsenverificou que todas as moléculas
sinalizadoras ensaiadas desempenham um papel anfgornia producéo induzida por ArtinM.
Ressalte-se, que as moléculas p38MAPK, JNK e Pk@rminam diminuicdo superior a
90% da secrecdo de IL-6 (Figura 21B). A molécula2/$aMAPK mostrou-se importante
tanto para a producdo de IL-2 e IFN:omo para a producdo de IL-17A, ja que o inibidor
PD98059 desencadeou reducdo de cerca de 90% dac@oodas trés citocinas. (Figura
21B).
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Figura 20. Efeito de inibidores de moléculas sinaladoras sobre as citocinas de perfis Thl e Thl17
induzidas por ArtinM . Amostras de células T CD4oram pré-tratadas, ou ndo, com uma das seguintes
substancias: LY-294002 que inibe PI3K (painel A)9B059 que inibe p42/44MAPK (painel B), Genisteireq
inibe PTK (painel C), SB202190 que inibe p38MAPHKifel D), SP600125 que inibe JNK (painel E), H-& qu
inibe PKC (painel F). Seguiu-se o cultivo celulab ssstimulo de ArtinM [pg/ml]. ConA [Sug/ml] e PMA
[50ng/ml]+lonomicina [1M] foram utilizados como controles positivos, terngigenas o meio como controle
negativo. Os niveis de IL-2, IFN-IL-6 e IL-17A determinados por ELISA, no sobreaatt das culturas
(triplicatas) serviram como parametro. Os gréafidesnonstram os niveis das citocinas sendo reprelsenta
eixo X a auséncia (Meio) ou presenca dos inibidaaeesmpanhado pelo estimulo com ArtinM (barra preta

na auséncia deste (barra branca). Valores comedifas significativas dos niveis das citocinas obtisob
estimulo com ArtinM, ao comparar os valores atingitha auséncia dos inibidores com os encontrados na
presenca dos inibidores, apresentaram p < 0,09 €)0,01 (**), p < 0,001 (***).
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Figura 21. Porcentagem de diminui¢cdo nos niveis dagocinas de perfis Thl e Th17 induzidas por Artiiv
apos o efeito de inibidores de moléculas sinalizads. Os valores adotados para determinar a porcentdgem
diminuigdo dos niveis dessas citocinas sdo os mestiizados na montagem da Figura 20, sendo psades
da seguinte forma: fez-se a relacéo entre o vadoliorobtido pelo estimulo de ArtinM na auséncianil@dores
com os valores (triplicata) obtidos pelo estimuoAdtinM na presenca de cada inibidor. Os valois foram
submetidos a analise estatistica, utilizando o®slaghenas para comparacdo entre os diferentedarelsi
aplicando como pontos referenciais nessa relachiohas tracejadas nas faixas de 80% e 90%.
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Como ja descrito, ArtinM direciona a resposta impaea o perfil Thl, caracterizado
por altos indices na secrecdo de K-Ner linfocitos que receberam o estimulo de IL-12,
produzida por macrofagos e células dendriticas.cBnseqiéncia, ArtinM torna resistentes
camundongos submetidos a algumas infeccbes porggrai® intracelulares, como
demonstrado na literatura. S&o conhecidos algusamsmos pelos quais ArtinM exerce essa
imunomodulagdo (Panunto-Castelo, Soetzal, 2001; Coltri, Oliveiraet al, 2008; Coltri,
Oliveira et al, 2010). No entanto, ndo foi investigado o efeitolectina sobre células T
CD4", que sdo exatamente as que definem o perfil Thesin# optamos por buscar
informacdes dos efeitos direto de ArtinM sobre gssdulas e, s6 num segundo momento,
explorarin vivo as observagoes feitas vitro.

A primeira abordagem utilizada diz respeito a destragdo da ligacdo de ArtinM a
superficie de células T CD4 manifesta por aglutinacédo celular. O resultadsitpo
proporcionado por ArtinM foi similar ao verificadom a utilizacdo de Concanavalina A, fato
que motivou a avaliagdo da atividade mitogénicaAdimM sobre as células T CD4Essa
avaliacdo adotou como parametro os niveis de serrege IL-2. Eles foram
significativamente altos, mesmo com utilizacdo d&xds concentracdes da lectina,
demonstrando a atividade mitogénica de ArtinM sas®e tipo celular. A literatura mostra
qgue jacalina, lectina ligante de D-galacose, e &amlzontida na semente detocarpus
heterophyllus é capaz de induzir altos niveis de liberacdolLe® por células Jurkat (Baba,
Yong Ma et al, 2007); entretanto, nesse caso, foram necessdltas concentracfes de
jacalina para a obtencéo de niveis de secreca@assinos induzidos por ArtinM nas células
T CD4.

As lectinas originalmente descritas como dotadastokdade mitogénica foram a
fitohemaglutinina (PHA) e a Concanavalin A (ConAfyando sobre os linfocitos humanos e
de camundongos, respectivamente. Subsequentenmirttas lectinas de plantas foram
também descritas como exercendo atividade mitogéficm caso da lectina da semente de
Parkia speciosaque promove 0 aumento da taxa de proliferacadinfi@citos humanos
(Suvachittanont e Jaranchavanapet, 2000). Umangabtida do tubérculo dArisaema
flavum ligante de asialofetuina, mostrou potente attdamitogénica sobre células
esplénicas de camundongos BALB/c e linfocitos dendnos (Singh e Kamboj, 2004).
Alguns outros exemplos de lectinas de plantas dstdd atividade mitogénica sdo as obtidas
de Gonatanthus pumilugKamboj, Shangargt al, 1995), Sauromatum guttaturtKamboj,
Shangaryet al, 1995) eSauromatum venosuf8ingh Bains, Singkt al, 2005).
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Além de aumentarem a secrecdo de IL-2, células #F @Btimuladas com ArtinM
produziram niveis elevados de IFN-confirmando a sua condi¢cdo de células ativadas. O
aumento da producao de IRNoi determinado por varias concentracdes de Artendtorreu
depois de diferentes periodos de estimulo. A lactin capaz de induzir células T CD4
isoladas a produzirem IFf§-na auséncia de IL-12, indicando sua atuacaoadsebre as
células T CDZ4 naive diferenciando-as em células Thil. Esse achadoiammonhecimento
sobre os mecanismos responsaveis pelo efeito imuhdatério de ArtinM, demonstrando
que a diferenciacdo de linfocitos T CDek faz por dupla via. A indireta é disparada per |
12, cuja producao por APCs é atribuida a ligacdartleM a N-glicanas de TLR2. A direta é
disparada pela ativacdo do proprio linfécito T CDatribuida a ligagdo de ArtinM a glicanas
da superficie celular, possivelmente associadasleiay de CD3, como constata 0 presente
trabalho.

Héa estudos que demonstram a plasticidade das £8lu@D4 diferenciadas através
da relacédo entre as diferentes subpopulacdes gef@hau, Chonget al, 2009); dessa
maneira foi estabelecida uma relacdo reciproca exdrcélulas Thl7 e Thl. A existéncia
dessa relacdo foi reforcada a partir de resultaddslos com células de seres humanos,
sugestivos de que IL-17 e IFNpossam ser produzidas pela mesma célula (Annonziat
Cosmi et al, 2007). Por outro lado, os trabalhos que demaasirao efeito protetor de
ArtinM em infecgbes poP. brasiliensis(Coltri, Oliveiraet al, 2008; Coltri, Oliveiraet al,
2010) eCandida albicangCustodio, Loyolaet al, 2011) levantam a hipdtese de que haja a
inducdo de resposta Th1l7. Dessa maneira, Artindmale modular a diferenciacdo para o
perfil Thl, poderia induzir também o perfil Th1%&da hipétese foi reforcada pelo achado, em
animais tratados com a lectina, de producao deicée ndo somente caracteristicas do perfil
Thl, mas também préprias de polarizacdo para ThI-A7A e IL-6). O aumento na
frequéncia de células duplo-positivas para K-N- IL-17 apOs estimulo com ArtinM,
verificada no presente trabalho, deu consisténo@daamaior a hipétese. A importancia do
fenotipo Th17 na resposta adaptativa contra furfges, Mukasaet al, 2009) favorece a
idéia de que a protecdo contra a paracoccidioidusaicexperimental conferida pela
administracdo terapéutica e profilatica de Artinkolgri, Oliveira et al, 2008; Coltri,
Oliveiraet al, 2010) possa ter recebido relevante contribuigadiférenciacao celular para o
perfil Th17.

A molécula CD28 é constitutivamente expressa emla®IT naive ou ativadas e sua

expressao é necessaria para que o linfécito proditzeinas e prolifere (Bluestone, 1995;
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Thompson, 1995). Ja a molécula CTLA-4 tem sua esgierestrita a células T ativadas ou
de memodria, funcionando como um potente reguladgativo na resposta de linfocitos T
(Walunas, Lenschovet al, 1994; Krummel e Allison, 1996). No presente tihaba foi
constatado que ArtinM ativa células T CDd as manifestacbes desse fato incluiram o
aumento de expressdo de CTLA-4 e CD28, que ocamaig precocemente e foi mais
persistente do que o verificado entre 0s contqmbsgivos.

A tentativa de relacionar temporalmente a expresig®ges receptores e a secrecao
das citocinas ndo foi muito conclusiva. Os niveidld2 e de IL-17A ndo foram afetados pela
expressdo de CTLA-4; isso seria esperado, ja (geereseptor controla a ativagcao das células
T CD4', repercutindo nos niveis de producdo dessas m#sciA relacdo temporal entre a
expressao desses receptores e a producdo de &MN-6 ficou mais clara e dentro das
expectativas. Os niveis de IRNforam sempre inferiores aos verificados nos céedroe
assim se mantiveram, refletindo, possivelmenteprdrole propiciado por CTLA-4. No que
diz respeito a IL-6, foi demonstrada uma quedaifsigtiva de seus niveis de producdo a
partir de 12 horas do estimulo com ArtinM, indidarum possivel papel de CTLA-4 no
balanco dessa citocina.

A suposicéo é de que todos os efeitos exercidoApioV em células T CD4sejam
disparados pelo reconhecimento de glicanas assscedeceptor implicado na sinalizacao
para ativacdo das células T CD4£studos de predicbes de glicosilagdo indicam como
candidatos os receptores CD3, CD45 e CD4, tddgkcosilados; o receptor CD28 também
deve ser considerado, ja que ArtinM induz niveevallos de expressdo de CTLA-4. Os
resultados do ensaio de competigédo funcional écémbpor ArtinM da ligacédo de anticorpos
especificos para esses receptores, constituem-s@rtamindicativo de que a cadejado
receptor CD3 corresponda ao alvo preferencial denteecimento por ArtinM. Isso nao
exclui a possibilidade de que ArtinM reconheca aglees de outros receptores, porém a
interacdo com CDBparece ter o mais importante reflexo funcionaln&@mavalina A é um
exemplo bem caracterizado na literatura da ligag@ouma lectina a glicoproteinas do
complexo TCR/CDS3, fato que comprovadamente repernat ativacdo de linfocitos (Kay,
1991). Isso explica uma das maneiras que ArtinMs@a@star atuando nas células T D4
pois a transducado de sinal, principalmente do meidp no complexo TCR/CD3, é marcante
na proliferacéo e diferenciacdo entre os diferetipes de células efetoras (Farber, 2009).

A interacdo de ArtinM com glicanas na superficis délulas T CD4apresentou uma

alta especificidade, pois na tentativa de inibdigacédo de ArtinM a superficie dessas células
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foi necessario uma quantidade muito elevada de tmes® para atingir 50% de inibicdo da
ligacdo de ArtinM. Como foi verificada uma intiredacao entre a interagdo de ArtinM com a
subunidadey do receptor CD3 e a atividade funcional promovigda lectina, criou-se a
hipotese de que as glicanas constituintes dessaigialdle correspondam ao alvo principal de
ArtinM. Dessa forma, sdo grandes as chances deMrestar reconhecendo apenas as
glicanas da cadeiade CD3.

Ao assumir que ArtinM ative células T CD4jia interagdo com o complexo
TCR/CD3, assume-se também que a transducdo deesivalva a atividade enzimatica de
PI3K, necessaria para a via de sinalizacdo dispapatb complexo TCR-CD3, bem como
pelos receptores CD28, CTLA4 (Rudd, Tayédral, 2009), Ademais, a ativagdo de TCR é
essencial para a fosforilacdo de CD28 e recrutamdat PI3K. Esta quinase € ativada
segundos apos a ligacdo de agonista adequado guegonmTCR (Harriague e Bismuth,
2002). Alguns estudos indicam a necessidade dedligde PI3K a CD28 para que ocorra a
producdo de IL-2, induzida por anti-CD3 (Pages, URagauet al, 1994). Levando em
consideracao essas descricdes e o fato de Artindlesenca do inibidor de PI3K ter prejuizo
de sua atividade de induzir a ativacio das célul@®4’, a hipotese de ArtinM estar usando
o complexo TCR/CD3 para promover seus efeitos gairttia mais corpo.

Como se pressupde que ArtinM estd interagindo ceceptor que necessita da
fosforilacdo de tirosina para ter inicio a redesifglizacdo na ativacdo celular, avaliou-se a
possibilidade de que a inibicAo das proteinas itisogjuinase (PTK) tivesse alguma
repercussao; como esperado, houve prejuizo dadacAdinM em induzir IL-2. O reflexo da
inibicdo de PTK foi visto nas citocinas de perflslTe Th17, mostrando que a inducéo de IL-
6 e IL-17A depende da interacdo de ArtinM com uoepgor associado a PTK.

Assim foi dada continuidade ao trabalho de ides@ifios mecanismos responsaveis
pelos efeitos de ArtinM sobre células T CDBentre as moléculas sinalizadoras analisadas,
tornou-se patente a participagdo de ERK1/2 (p42ARK) na transducdo do sinal
desencadeado por ArtinM, sendo que ERK1/2 tem arigatade de se translocar para o
nacleo ativando fatores de transcricdo comudBFe AP-1, o que resulta na producao de IL-2.
ERK1/2 é ativado pelo receptor de IL-2 e por Ra®sao inicio da resposta via complexo
TCR/CD3 (Gorelik e Richardson), ficando constatqde essa molécula sinalizadora também
é fundamental na producao de IkN-IL-17A apos o estimulo com ArtinM. Isso demoastr

participacdo de p42/44MAPK na inducédo de citocingsortantes para os perfis Thl e Th17.
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Discussio

Ja é descrito na literatura que a molécula p38MARI interfere na resposta
proliferativa das células T CD4(Rincon e Pedraza-Alva, 2003); porém, o estimwo d
ArtinM foi acompanhado de inibicdo dessa moléchlauve uma diminuicdo em 50% da
secrecdo de IL-2, citocina linfoproliferativa. Qtigsulo com ArtinM de células T CD4jue
tiveram inibida a molécula p38MAPK associou-s a wmeda drastica dos niveis de IL-6, IL-
17A e IFNy, corroborando com trabalhos que demonstram seMAB& reguladora da
expressao de genes envolvidos com as citocinasellFiN<y (Rincon, Ensleret al, 1998).
Em adicdo a isso, percebe-se que p38MAPK tem nasieolvimento com as citocinas de
perfil Th17, pois a inibicdo dessa molécula comptm mais a secrec¢do de IL-6 e IL-17A
do que de IFNx

Sabe-se que JNK medeia a transcricdo de membragaitAP-1, complementando o
processo de ativacio das células T Caevido a importancia dessas moléculas na producio
de IL-2. Isso ficou evidente ao constatar que @megb com ArtinM ndo desencadeava a
producédo de IL-2 por células que tiveram a molédM& inibida. Assim como hé trabalhos
gue demonstram o aumento da atividade de JNK amasale perfil Thl (Yang, Conzs al,
1998), também se verificou no presente trabalh@hama relacdo entre JNK e secrecéao de
IFN-y em resposta ao estimulo de ArtinM.

Em relacéo a participacdo da molécula PKC na aastmsinalizacdo promovida por
ArtinM nas células T CD% é importante ressaltar o efeito de PKC na indutg#ocitocinas
de perfil Th17, IL-6 e IL-17A, as quais foram asisrafetadas com a inibicdo dessa molécula.
Como esperado, ao analisar a secre¢ao de IL-2valbsse uma importante queda nos niveis
dessa citocina com a inibicdo de PKC.

Os efeitos promovidos por ArtinM nas células T CDMstiga a continuidade do
estudo com essas células para elucidar a atuacdectilaa na sua sobrevida e qual(s)
residuo(s) presente(s) eaglicanas na superficie celular é responsavel emgver a alta
especificidade de ArtinM. A relacdo entre ArtinNag células T CD8constitui outra linha de
interesse a ser explorada, pois possivelmentetindadesencadeara efeitos importantes nessa
célula. Uma das perspectivas de aplicacdo com estedos, seria a realizacdo do estinmulo
vitro dessas células T com ArtinM e, em seguida, afeedrscia adotiva para algum modelo
de infec¢do. No entanto, isso apenas serd condaeg@ds um levantamento minucioso dos
beneficios e prejuizos ocasionados por ArtinM agsslulas T.
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Conclusio

As células T CD2 purificadas do baco de camundongos BALB/c tém wa s
superficie alvos que sdo reconhecidos por Artinkgsmnando aglutinacédo celular
evidente.

A interacdo de ArtinM com os alvos da superficiecdlilas TCD24 murinas leva a
potente e rapida ativacdo celular, fato comprovaela alta expresséo de receptores
préprios desse estado da célula.

ArtinM induz a diferenciacdo de células T CD¥aiveem células Thl e Th17, como
demonstra o padréo de citocinas secretadas e maarrdrhcelularmente.

O reconhecimento de glicanas associadas a cad#gareceptor CD3 é responsavel
pelos efeitos de ArtinM sobre as células T Cxésa interacio parece ser de altissima
especificidade, ja que foram necessarias altascotracdes de manotriose para inibir
em 50% a ligacdo da lectina a superficie celular.

A ativacdo induzida por ArtinM foi crucialmente degplente das moléculas
sinalizadoras PTK, PI3K, p38MAPK, p42/44MAPK, JNKKC, fato coerente com a
transducao de sinal disparada para a ativacdcaceha complexo TCR/CD3, para a

producéo de citocinas de perfil Thl e de perfil Thl
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Modelo Proposto

O conjunto de resultados obtidos - de caracterizalgs efeitos de ArtinM sobre
células T CDZ4 murinas e de definicdo dos possiveis mecanisnspemsaveis por tais efeitos
- permitiu que delinedssemos um modelo que sumasgzaventos relacionados a ativacao
celular promovida pela lectina. Nesse modelo, gsetela identificacdo do reconhecimento
por ArtinM de glicanadN-ligadas a cadeia do receptor CD3, indicando-se a repercussao
desse evento sobre a producdo de citocinas dé Ppetfie Th17. Além disso, destaca-se a
inducéo por ArtinM da expressédo de CD25, CD28 e &%|.que ocorre de maneira precoce
e rapida. As moléculas sinalizadoras chaves neepsocde ativacio das células T CBdmo
p38MAPK, p42/44MAPK, JINK, PTK, PI3K e PKC sao ingdas, por participarem
ativamente da transducao de sinal desencadeadetpovl, que culmina com a producédo de
IL-2, IFN-y, IL-6 e IL-17A.
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Modelo Proposto

Moléculas inibidoras:

[~ Ppos0s9 [= sP600125 [© SB202190 [© Genisteina [t H7 [ LY-294002
Figura 22. Modelo proposto que caracteriza os ef@is da lectina ArtinM sobre as células T CD4murinas.
ArtinM reconhece glicanas N-ligadas a cadeito receptor CD31)), desencadeando a fosforilagdo de ITAMs da
cauda citoplasmética do receptor GPp& de({ pela proteina tirosina quinase —Fyn- que estécestd a ao
dominio de CD8y (2). Com a adicdo de dois fosfatos nos ITAMs &nha ligacdo de ZAP-70, tornando essa
molécula ativa e capaz de promover a fosforilagdidT®AMs na cauda citoplasmatica de LAT, permitiralo
ligacdo de Vav, PL€l e Grb-2+S0s3). O recrutamento e a ativacdo de Vav, GTP/GDRabat atua sobre a
Rac que inicia uma cascata de sinalizacdo de MARage, resultando na ativacdo de JNK e p38MABKEmM
paralelo, o ancoramento de Grb-2 e Sos na protalaptadora LAT leva a formacdo de Ras-GTP, que gera
ativacdo seqliencial e resulta na forma ativa dé4gdPAPK (5). Como mostrado enB) a ZAP-70 leva a
fosforilagdo da isoform@l da enzima fosfolipase C; desse modo, ayRLiGrna-se ativa e catalisa a hidrélise de
um fosfolipideo de membrana denominado fosfatiddlitol 4,5-bifosfato — PIf? gerando o inositol 1,4,5-
trifosfato — IR- e o diacilglicerol — DAG®). O IP; produz um rapido aumento do Ca2+ citosolico ligue age
como molécula de sinalizacdo ao ligar-se em calfimajuesse complexo ativa a calcineurina que € um
importante ativador do fator de transcricdo NFAJ. © diacilglicerol ativa a enzima PKC que, por sea,
participa da geracdo do fator de transcricdo madaativa, neste caso NiB- (8). A fosfatidilinositol-3 quinase —
PI3K- pode ser recrutada pelo complexo TCR/CD3@asse as proteinas adaptadoras e geraraPpartir de
bifosfatos da membrana, auxiliando na sinalizagéoenvolve as Itks (via ndo demonstrada). PI3K éambsta
relacionada a sinalizacao via CD28, podendo seaddi por Fyn; com a formacdo de PHa recrutamento da
proteina quinase-1 dependente de fosfoinositide®BK1- que atuard em PK@)( Na etapal0) os fatores de
transcricdo ativos NFAT e NEB sdo translocados para o nucleo; além disso, iassps p38, p42/44 e INK
atuam na formacao de outros fatores de transcrigéiog AP-1, que participam na ativagao celular.flrmrha a
formacao de mRNAsL() especificos para a expressao de IL-2, {#£N--6 e IL-17A (12). Em adicdo a todo o
mecanismo que ocasiona a producdo dessas citodradyl também foi capaz de induzir o aumento da
expressdo dos receptores CD25, CD28 e CTLASJ). (As indicacbes com as letrds B, C, D, E e F,
representam os inibidores especificos para cad#&cnial sinalizadora, conforme mostrado na legenda. O
inibidores demonstraram que as moléculas sinalizaddestacadas em azul claro participam ativamdste
expressédo das citocinas IL-2, IRINH.-6 e IL-17A, apds o estimulo com ArtinM.
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