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RESUMO

MACHADO, T. C. Novo papel da galectina-1 como molécula efetora de células
citotoxicas. 2014. 122 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2014.

A exocitose de granulos secretdrios € o principal mecanismo efetor de células T
CD8" (também conhecidas como linfocitos T citotoxicos - CTLS) e constitui uma
importante arma contra o cancer e as células infectadas por patégenos. Apesar da
intensa pesquisa sobre o desenvolvimento, ativacéo e fungéo efetora destas células,
o entendimento sobre mecanismos moleculares envolvidos na degranulacao
direcionada a célula alvo, morte desta e sobrevivéncia da célula efetora durante o
ataque citotoxico continua limitado. Em particular, pouco se sabe sobre a
composigao/estrutura dos gréanulos liticos das CTLs. A literatura mostra que
perforina e certas granzimas sdo fundamentais para a inducdo da morte nas células
alvo in vitro e que in vivo ainda h&a controversa quanto as principais indutoras desse
processo. Resultados prévios do nosso grupo identificaram, através de uma analise
prote6bmica, algumas dezenas de novas proteinas desses granulos, além de alguns
constituintes ja conhecidos. Dentre elas foi identificada a galectina-1, uma lectina
que reconhece beta-galactosideos e participa de varios processos bioldgicos,
incluindo a resposta imune adaptativa. Galectinas podem interagir com glicanas nas
superficies celulares das células do sistema imune e, dessa forma, promover a
modulacdo da producédo de citocinas e mediadores, a adesdo celular, apoptose,
quimiotaxia e endocitose. A literatura atual relata a acdo de Gal-1 por via exdgena
apenas através de sua secrec¢do por uma via ndo convencional que depende da
manutencao da sua regido de ligacdo a carboidratos. Dados iniciais do nosso grupo
apontam um novo cenario para esta proteina, no contexto da resposta efetora das
células citotoxicas, no qual Gal-1 esta presente em granulos citotéxicos. Através das
técnicas de microscopia eletrbnica de transmissdo e microscopia confocal de
varredura a laser e dos ensaios de citotoxicidade in vitro e in vivo, nossos resultados
sugerem que a Gal-1 participa do papel citotoxico das CTLs modulando a via dos
receptores de morte FAS-FASL. Nés também mostramos que Gal-1 interfere com o
tempo de contato entre APCs e linfocitos TCD8+, com a ativacdo dessas células e
com o controle da proliferacdo dos linfécitos. Em conjunto, nossos resultados
apontam um novo cenario para esta proteina, no qual Gal-1 est4 presente nos
granulos citotoxicos das CTLs e esta relacionada a resposta efetora de células
citotoxicas.

Palavras-chave: Células citotoxicas. Galectina-1. Citotoxicidade Celular.
Lisossomos secretorios. Linfocito TCD8”. Célula NK. FAS-FASL. Proliferacgéo celular.



ABSTRACT

MACHADO, T. C. New role for galectin-1 as effector molecule of cytotoxic cells.
2014. 122 p. Ph. D thesis (Immunology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2014.

Exocytosis of secretory granules is the main effector mechanism of CD8+ T cells
(also known as cytotoxic T lymphocytes - CTLs) and is an important weapon against
cancer and pathogen-infected cells. Despite intense research on the development,
activation and effector function of these cells, the understanding of the molecular
mechanisms involved in the cytotoxic cell degranulation, death of target cells and
survival of effector cells from the cytotoxic attack, remains limited. In particular, little
is known about CTL’s Iytic granules composition and structure. Literature shows that
perforin and certain granzymes are essential to induce death in target cells in vitro
and in vivo but the major inducers of this process are still controversial. Previous
results from our group identified, by proteomic analysis, most of the known
components as well as a few dozens of new proteins associated with these granules.
Among them, we identified galectin-1, a lectin that recognizes beta-galactosides and
participates in many biological processes, including the adaptive immune response.
Galectins can interact with cell surfaces glucans of the immune system, thereby
modulating cytokine production, cell adhesion, apoptosis, chemotaxis and
endocytosis. Literature reports the extracellular action of Gal-1 by means of its
secretion via an unconventional pathway that depends on their carbohydrate binding
region. Initial data from our group suggested a new scenario for this protein in the
context of cytotoxic cell response, since Gal-1 was found inside cytotoxic granules.
Here, we show by transmission electron and confocal laser scanning microscopy and
in vitro and in vivo cytotoxicity assays that Gal-1 has a role on CTL killing probably
mediating the FAS-FASL pathway. We also show that Gal-1 is regulates the time of
contact between APCs and TCD8+ lymphocytes, the activation of APCs and the
proliferation of CD8 T cells. Taken together, our findings suggest a new scenario, in
which Gal-1 is present in CTL granules and participates in cytotoxic effector
response.

Keywords: Cytotoxic cells. Galectin-1. Cellular cytotoxicity. Secretory lysosomes.
CD8+ T lymphocytes. NK cell. FAS-FASL. Cell proliferation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Células citotoxicas

O sistema imunoldgico é constituido por moléculas, células, tecidos e 6rgaos
que trabalham em conjunto, em uma rede dinamica de intera¢des, para manter a
homeostase do organismo. Linfocitos T citotoxicos (CTLs; linfocitos TCD8") e células
natural killer (NK) séo células do sistema imune adaptativo e inato, respectivamente,
que apresentam papel crucial na resposta imune antitumoral, antiviral e contra
outros patogenos intracelulares, em um processo conhecido como vigilancia
imunologica (1).

Células NK sdo as primeiras células na defesa do hospedeiro contra
infec¢des virais e outros patdgenos. Estas ndo requerem pré-ativacdo por células
apresentadoras de antigeno (APC) e, dessa forma, sdo importantes nos estagios
iniciais da infeccdo, antes que a resposta por células T esteja formada. Seus
granulos citotoxicos sdo formados durante o desenvolvimento, o que torna as células
NK equipadas para responder rapidamente a ameaca de tumorigenicidade e
infeccdo (2). Além do ataque citotoxico, células NK podem rapidamente produzir
citocinas e quimiocinas, as quais tém efeito imunoestimulatorio e quimiotatico (3).

Células NK expressam uma série de receptores de ativacao e inibicdo, os
quais agem permitindo a elas discriminar entre células alvo e né&o-alvo (4). O
repertério de receptores das células NK é complementado por outros sensores
inatos, tais como receptores scavenger, receptores do tipo Toll (TOLL-like receptors,
TLRs) ou receptores do tipo NOD ((nucleotide-binding oligimerization domain)-like
receptors, NLR) (5). Dessa forma, as estratégias de reconhecimento das células NK
ampliam a deteccdo de situagbes patolégicas nas quais sinais de perigo de
micrébios patogénicos estdo ausentes in vivo, tais como no caso de tumores com
baixa imunogenicidade.

Para formar uma interface entre uma célula NK e a célula alvo susceptivel,
ha a interacéo entre receptores de superficie celular, os quais iniciam a formacao de
uma estrutura chamada de sinapse imunologica de célula NK (NKIS; NK
immunological synapse). Um numero de moléculas tem sido encontradas
acumuladas nas NKIS ativadas (6) e, embora a maioria seja estritamente

intracelular, elas incluem CD2 (7) e CD11a (8) na superficie das células (9).
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Consistente com seu papel na vigilancia imune, células NK sdo largamente
distribuidas no corpo. Nao esta claro, no entanto, se esta ampla distribuicao € devido
a sua recirculacdo, devido a existéncia de subconjuntos de NK com diferentes
capacidades de homing, ou devido ao seu desenvolvimento em multiplos locais (5).
Entretanto, células NK s&o preferencialmente encontradas dentro dos vasos ou
sinusoides do sangue ou linfa (5).

Células NK compartilham muitos caminhos de transducdo de sinais e
mecanismos citoliticos com CTLs. A interacdo de células NK com células alvo, como
também em CTLs, € acompanhada pelo remodelamento do citoesqueleto das
células NK, marcadas pela polarizacdo de talina (8), actina (8), balsas lipidicas
(membrane rafts) (10), do centro organizador de microtibulo (MTOC) (11) e de
lisossomos para o ponto de contato intercelular. Além disto, a distribuicdo espacial
de moléculas dentro da sinapse de células NK ativadas, comparada a sinapse de
CTL (com LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) e talina localizados no
anel periférico), € ao redor de um nucleo central de moléculas de sinalizacao tais
como PKC-©, PLCy1, Ick e SLP-76 (8). Uma diferenca importante entre CTLs e
células NK é que a funcdo efetora das NKs é negativamente regulada pela presenca
de proteinas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | nas
células alvo. Receptores KIRs (Killer cell immunoglobulin-like receptors) nas células
NK se ligam a estas moléculas e transduzem um sinal negativo que desativa a
maquinaria litica destas células (12).

Em células NK, a polimerizacdo de actina e microtibulos sao exigidas para
funcdo citotoxica (13) e filamentos de actina (F-actina) (14), assim como MTOC (15),
acumulam-se nas NKIS ativadas. Importantes moléculas associadas a actina séo
também encontradas no centro de ativacdo supramolecular (SMAC), incluindo a
proteina da sindrome de Wiskott-Aldrich (WASp) e talina (8, 16). A fungdo de WASp
em células NK, em patrticular, € um importante fator contribuidor para polarizacao de
F-actina, e ambas as fun¢gdes de polimerizagcdo de actina e fungédo de WASp séo
solicitadas para efetiva localizacdo dos granulos citotoxicos em NKIS ativada (16).

Ha uma variedade de receptores de adesdo com potencial participacdo na
adesdo célula alvo/célula NK, incluindo as B2-integrinas, CD1la e CD11b, assim
como os membros da superfamilia das Igs e CD2, todos acumulados na pSMAC das
NKIS ativadas. Este agrupamento exige ambos polimerizagcéo de actina e funcéo de
WASp. Dessa forma, o papel destes receptores na sinaliza¢ao celular e formacéo de
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NKIS deve ser precedida por eventos de sinalizacdo promovendo a ativacao de
WASDp e rearranjo de citoesqueleto (9).

Diferente das células NKs que fomentam seu papel como constituintes das
respostas imunes inata, os linfocitos TCD8" sdo constituinte da resposta mais
especifica no sistema imunolégico, que ndo se encontra montada no primeiro
contato com o agente patogénico estranho ao organismo, e participam também em
infeccbes por patdégenos intracelulares e tumores. No entanto, essas células
necessitam ser inicialmente ativadas nos orgaos linféides periféricos pelo
reconhecimento dos peptideos de antigenos estranhos, presentes na superficie de
uma APC, usualmente uma célula dendritica. Este reconhecimento depende da
presenca, em uma APC, de MHC classe |, nos quais se ligam peptideos antigénicos
intracelulares que sé@o entdo carreados para a superficie celular e apresentados
junto a moléculas estimulatérias, para o CTL.

A populacdo de células T naive (células T ainda ativadas) expressa uma
vasta gama de TCR com especificidade Unica e afinidade por um complexo formado
entre o antigeno (peptideo — p) e o complexo principal de histocompatibilidade
(PMHC). Essas células constantemente recirculam entre sangue, linfa e baco e
examinam APCs nos tecidos linféides secundarios a procura do raro complexo
PMHC para o qual tem afinidade (17). Devido a diversidade de repertério de TCR,
uma em um milhdo de células expressam um TCR com uma afinidade para dado
antigeno capaz de transmitir um estimulo de ativacéo (18, 19).

Estudos recentes tém mostrado que a ativacao das células T ocorre em trés
fases distintas. A fase inicial dura cerca de 8 horas e € caracterizada por curtas
interacbes entre as DCs pulsadas com antigeno e as células T. A dose total de
antigeno determina a duracdo desta fase, 0 que sugere a existéncia de mecanismos
integrados que estabelecem um limite para a ativagdo com base na dose de
antigeno encontrado por uma célula T. Esta fase € imunologicamente produtiva
porque as células T comegam a aumentar a expressdo de marcadores de ativagao.
Células T que encontram uma dose de antigeno abaixo do limiar ndo fazem contatos
prolongados e continuam a migrar até sairem do linfonodo sem serem ativadas (20).

No inicio da segunda fase, o tempo de interacao célula T-DC torna-se muito
maior, e pode ser de aproximadamente 12 horas, sendo acompanhado por aumento
adicional na expressdo de marcadores de ativacdo e inicio da producdo de IL-2 e

IFN-Y'. Finalmente, a fase trés, que comeca cerca de 24 horas apés a entrada das
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células T no linfonodo é caracterizada por curtas interagdes entre DC e células T e é
induzida a proliferacdo das células (21-23).

Uma vez ativados, os linfocitos TCD8" podem reconhecer o mesmo
complexo peptideo-MHC classe | na superficie de uma célula infectada por virus, por
exemplo. A literatura relata que ndo h&a necessidade de abundancia de complexos
peptideo/MHC para que a CTL induza apoptose de seu alvo. Estudos in vitro com
células T efetoras mostraram que o simples contato TCR-MHC desencadeia o
influxo de calcio, e que cerca de 10 complexos MHC sdo necessarios para a
formacao da sinapse imunoldgica (24, 25). Além disso, a presenca de trés complexo
MHC para o qual os linfocitos T citotéxicos sao especificos ja € suficientes para
induzir a lise das células alvo (26). No encontro de antigenos especificos pela
primeira vez, células T sdo induzidas a expanséao clonal em comando para combater
a infeccdo, sendo que esta demora de 5 a 7 dias. Este primeiro encontro também
leva a producdo de células T de memdéria as quais, quando o antigeno for
encontrado pela segunda vez, garantirdo uma resposta mais rapida e efetiva.

CTLs podem matar seus alvos por duas vias. A primeira é através da
expressdo de ligantes da superfamilia do Fator de Necrose Tumoral (TNF, tumor
necrosis factor), tais como o proprio TNF-a, TRAIL e FASL, desde que células alvos
possuam receptores correspondentes em sua superficie. A segunda via de morte
celular envolve a transferéncia de lisossomos secretorios, também chamados
granulos citotoxicos, dentro da sinapse imunoldgica estabelecida entre a célula
efetora e a célula alvo, e prevalece como 0 maior mecanismo de morte mediada por
CTL e por células NK (27). A morte da célula alvo € decorrente da inducdo de
apoptose pela acao de proteinas pertencentes a uma familia especial de proteases e
da presenca de uma proteina formadora de poros.

Os linfocitos TCD8" se tornam competentes matadores (células efetoras)
somente apos ativacdo pelas APCs (12), que estimulam o receptor de célula T
(TCR) induzindo a expressao génica (expressam RNAm, por exemplo, para as
proteinas perforina e granzima), formacdo de lisossomos secretorios - 0
aparecimento de lisossomos secretdrios maduros é correlacionado com a habilidade
citotoxica de uma CTL (28) - e proliferacdo celular (CTL antigeno-especifico passa
por uma série de duplicacdes celulares) (28). A literatura mostra que CTLs possuem
um periodo de auséncia de responsividade induzida por ativacdo (AINR; activation-

induced non-responsiveness) nos dias 2-4 apoés a ligacao inicial do TCR em que as
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células T CD8" se tornam incapazes de produzir IL-2 — citocina que atua como fator
de crescimento autdcrino - ou proliferar em resposta a uma ligacdo secundéria do
TCR (29, 30).

A interacdo entre linfécitos T citotoxicos e células alvo comeca com a ligacéo
de forma aleat6ria entre moléculas de adesao localizadas na superficie de ambas as
células. O subsequiente reconhecimento de antigenos especificos resulta na
ativacdo de sinais bioquimicos que integram vias iniciadas pelos receptores de
antigenos das células T e pelas moléculas acessorias (31). E importante destacar
que a especificidade do reconhecimento depende justamente da deteccdo de
peptideos associados ao MHC classe | nas células alvo pelo TCR, sendo que o
engajamento do TCR é necessario para que a célula efetora passe a expressar
granzimas, perforina e FASL (12).

Quando CTLs encontram um alvo especifico, o complexo TCR transfere uma
rapida cascata de sinais ativadores através de tirosina-quinases e um rapido influxo
de calcio. Essa cascata causa uma rapida segregacdo dos receptores de superficie
celular dentro de trés compartimentos concéntricos, chamados de SMAC central
(cSMAC), periférico (pPSMAC) e distal (ASMAC) (32). Desta forma, sinalizacao e
adesao celular se redistribuem na area de contato. A cSMAC é rica em proteinas de
sinalizacdo associadas ao TCR incluindo o TCRC, Lck e ZAP-70, assumindo o local
da sinalizacdo do TCR e é cercada pela outra area, composta pelo anel de proteinas
de adesédo como o LFA-1 (p-SMAC). Gréanulos liticos sdo secretados em uma zona
definida dentro da p-SMAC e préxima ao c-SMAC conhecida como dominio
secretorio (33). Demosntrou-se em células T que a formacdo da SMAC depende em
parte da polimerizacdo do citoesqueleto de actina (34, 35). Esta zona intercelular
altamente organizada assemelha-se a uma sinapse neuronal razdo pela qual ela tem
sido chamada de “sinapse imunoldgica”.

Em relagdo a diferenciagéo de CTLs em células efetoras e de memoria, o T-
box dos fatores de transcricAio Eomesodermina (Eomes) e T-bet parecem ser
essenciais (36). T-bet é induzido rapidamente mediante estimulacdo do complexo
TCR e é requerido no programa inicial de producdo de citocinas (37), enquanto
Eomes é induzido mais tarde durante a diferenciagdo e manutencdo da expressao
de IFN-y. Camundongos deficientes para ambos T-bet e Eomes, em células T, tém

expressao debilitada de mediadores citoliticos.
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Proteinas Runx, uma familia de 3 fatores de transcricdo que se ligam ao
DNA, controlam a diferenciacdo de timécitos e a diferenciacdo de linhagem
CD4/CD8 (38, 39). Todas as trés proteinas Runx sdo expressas em células CTL
maduras (38), e CTLs deficientes em Runx3 apresentam reducdo de atividade
citolitica (40).

1.2 Lisossomos secretérios — degranulagcéo

CTLs e as células NK apresentam a citotoxicidade como mecanismo
principal da sua funcao efetora no sistema imune. A principal organela dessa fungao
€ justamente o lisossomo secretorio. Exocitose de lisossomos secretorios, como
outros eventos de secrecado regulados, envolvem vias distintas. A ligacao estavel ao
receptor de superficie celular de um linfécito citotoxico com uma célula alvo resulta
em mobilizacdo de Ca*" dentro da célula, os quais atuam como um sinal para o
granulo se mobilizar para degranulacdo (41). Esta mobilizacdo ocorre ao longo dos
microtubulos em direcdo ao centro organizador de  microtubulos
(MTOC/centrossomo) e é dirigido por uma proteina motora da familia Kinesina (42).
Uma vez que a sinalizacdo tenha ocorrido, o citoesqueleto de actina e o0s
microtibulos polarizam rapidamente para a sinapse, uma via crucial na
citotoxicidade (revisado na referéncia (43)). Microtubulos que tem uma polaridade
definida, se irradiam da MTOC (final negativo) para a periferia da célula (final
positivo) e os granulos migram na direcdo negativa para a MTOC através da acéo
das proteinas motoras dineina-dinactina. Os granulos secretérios sédo transportados
junto aos microtubulos e agrupados ao redor do MTOC. Uma vez préximo a periferia
da célula, o lisossomo utiliza-se de filamentos de actina para viajar a curta distancia
final para o atracamento local a membrana plasmatica (42). Depois dos granulos
citotoxicos terem sido polarizados na membrana plasmatica, eles sdo secretados
dentro da sinapse imunoldégica em uma sequiéncia de eventos ordenados (44). Isto
permite a liberagdo polarizada de seus conteudos: perforina, granzimas e outros
agentes de rompimento de membrana (45).

A fuséo de lisossomos secretérios com a membrana plasmatica € mediada
por um conjunto de proteinas especificas (42). A fusdo ocorre quando uma proteina
R-SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) na

membrana da célula efetora interage fortemente com duas ou trés Q-SNARE
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levando a formacdo de um complexo trans-SNARE que cataliza a fusdo das duas
membranas (46). Contudo, a identidade das SNAREs associadas com o0s
lisossomos secretorios em células NK e CTLs é desconhecida.

Muitas proteinas SNARE tém sido encontradas associadas com lisossomos
secretérios em varios tipos de células, tais como a proteina 23 associada a
sinaptossomo (SNAP-23), proteina 2 de membrana associada a vesiculas (VAMP2)
e VAMP7 em mastécitos (47-49) em neutrofilos (50). Contudo, a significancia
funcional destas associa¢des néo é ainda plenamente entendida.

O processo de fusdo entre a vesicula e a membrana é adicionalmente
regulado pela GTPases da familia Rab (51), as quais fornecem um segundo nivel de
especificidade para o evento de fusdo. Cada Rab associa-se a uma diferente
membrana celular (52). Rab27a é necessaria para o0 movimento nos microtabulos
dos granulos do MTOC para a sinapse através da regido rica em actina (12, 42).
Rabs, tais como, Rab7 e/ou Rab34, podem ter um papel chave na ligacdo e
transporte dos granulos ao longo dos microtibulos. Rab7 atua controlando a
proteina efetora RILP (Rab7-Interacting Lysosomal Protein), a qual recruta o motor
dineina-dinactina para Rab7 contida nos endossomos finais e lisossomos.
Consequentemente, o motor transporta endossomos e lisossomos em direcdo ao
final negativo dos microtibulos (53). Rab34 parece ter um papel similar a Rab7 (54).
Outra proteina que é requerida para uma adequada morte mediada por CTL é a
proteina efetora Rab geranylgeranyltransferase (RGGT) — uma enzima que prenila
certos Rabs, isto €, realiza modificacdo pds-traducional pela adicdo enzimatica de
motivos prenyl, os quais permitem ligacdo das Rabs as membrana e, desse modo,
regula a associacao entre elas (55). RGGT é exigida, por exemplo, para modificacéo
lipidica de Rab27a (12).

O camundongo gunmetal — modelo murino da Sindrome de Hermansky-
Pudlak (HPS) - tem mutacdes que inativam RGGT. Neles, ha reducdo da secrecéo
direcionada de vesiculas, como das CTLs para células alvo e também secrecdo de
granulos de plaquetas (56) e a maioria dos lisossomos esta espalhada em volta da
periferia das células. A HPS é uma doenga caracterizada por albinismo parcial,
resultantes de defeitos na secrecdo de melandcitos, e distdrbios hemorragicos
resultantes da disfuncdo das plaquetas (57). Dessa forma, sabendo que tréfico
vesicular € um processo critico para a fisiologia normal de eucariotos e que as Rab

GTPases sdo os maiores reguladores deste processo, defeitos nessas moléculas ou
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na sua ativacdo estdo cada vez mais implicados com doencas hereditarias e
adquiridas. J& se sabe também que na Sindrome de Griscelli 2, existe um defeito na
funcdo de Rab27a que compromete a exocitose de granulos liticos em linfocitos T
citotoxicos. Essa doenca apresenta como fendtipo episédios de ativacéo e infiltracao
descontrolada de linfécitos T e macréfagos para dentro de varios 6rgaos, incluindo o
cérebro, o que causa convulsdes e comprometimento neurol0gico com Serios riscos
para a vida do paciente (58, 59).

Além da Rab27a, outra proteina identificada com papel na secre¢do de
vesiculas € a Lyst — também nomeada de proteina da Sindrome de Chediak-Higashi
-, que tem papel Unico na regulacdo da fusdo de membranas. Esta proteina
citoplasmatica é expressa em baixos niveis em todos os tipos de células e sua
auséncia leva a grandes anormalidades. Pacientes e camundongos com o gene
defeituoso para a proteina Lyst desenvolvem a Sindrome de Chediak-Higashi, a qual
apresenta uma marcada hipopigmentacdo e presenca de lisossomos gigantes em
todos os tipos de células (60).

Recentemente, uma quinase associada com a exocitose de granulos liticos
que contém granzima B foi identificada, a PKCd. Ela se torna ativada apds ligagao
ao TCR e esta envolvida no seletivo movimento de granulos citotdxicos para a

sinapse imunoldgica (61, 62).

1.3 Constituintes dos granulos

Lisossomos secretdrios contém a maquinaria — tal como as formas maduras
das hidrolases acidas lisossomais — que é requerida para sua funcédo degradativa, e
receptores — tais como Lgp96, um membro da familia de proteina de membrana
associada a lisossomo (LAMP) (63) e membros da familia ‘heat shock 70’ (Hsc70)
(64) — que sdo usados para reconhecimento e transferéncia de material (ambos
citosolicos e ligados a membrana) para o lisossomo. As fun¢gbes de outras proteinas
residentes de membrana, tal como LAMP-1(CD107a), LAMP-2, LAMP-3 (CD63), séo
desconhecidas.

As proteinas de membrana sdo direcionadas por sinais em suas caudas
citoplasmaticas que sao reconhecidas por componentes especificos. Algumas
proteinas de membrana lisossomal tais como LAMP-1, LAMP-2 e LAMP-3 tem um

motivo contendo tirosinas, o qual pode ser reconhecido pelo complexo adaptador



31

AP1, AP2 e AP3, os quais sdo encontrados no TGN (trans-Golgi network),
membrana plasmética e o sistema TGN-endossomal, respectivamente (42). Cada
molécula AP liga um motivo especifico (um sinal de tirosina ou um sinal de di-
leucina) na cauda citoplasmatica e transfere proteinas para o endossomo primario e,
entdo, para o lisossomo no caso de AP-1 e AP-2 ou diretamente para o lisossomo
no caso de AP-3. LAMP-3 se liga a AP-3 e é especificado diretamente para
lisossomos enquanto LAMP-1 e 2 sdo os primeiros transferidos para endossomo
pela AP-1 e AP-2 (65, 66). Quando a molécula adaptadora AP-3 é defeituosa, 0s
lisossomos secretérios de CTL sdo incapazes de mover-se junto aos microtibulos
na dire¢do final negativa. A mutagéo afeta somente lisossomos secretorios, uma vez
gue os MTOC ou o Golgi sédo transportados normalmente para a area de contato.
Assim, outras proteinas de membrana ainda ndo identificadas devem ser
erroneamente arranjadas afetando o complexo motor dineina-dinactina para um
transporte efetivo de granulos para o MTOC durante a estimulagdo (28).

As proteinas lisossomais sollveis, tais como as hidrolases lisossomais, nao
tém sinais especificos em sua sequéncia peptidica. Em vez disso, elas sé&o
modificadas durante a biossintese pela adicdo de uma porcado de manose 6- fosfato
(M6P), a qual é reconhecida pelo receptor de manose 6-fosfato (MPR) (42). As
serino-proteases granzimas A e B também sao direcionadas pela manose-6-fosfato
(67, 68). Estudos in vitro mostraram que a morte da célula alvo é decorrente da
inducdo de apoptose pela acdo dessas proteinas pertencentes a uma familia
especial de proteases (granzimas) e da presenca de uma proteina formadora de
poros (perforina) (69). Enquanto granzima B cliva caspase 3 e a molécula pro-
apoptética BID e ativa o processo de apoptose, a granzima A induz quebras em fita
simples de DNA e impede o reparo celular forcando as células a entrarem neste
programa de morte celular (70, 71). Estudos in vivo tem colocado em questdo o
papel das granzimas A e B na eliminacdo de células alvo e aberto o campo para
identificacdo de novas moléculas que contribuiriam nesse cenario. Trabalho elegante
de Regner e colaboradores mostrou que células T de animais deficientes em
granzimas A e B sdo capazes de eliminar células alvo tdo rapido e de maneira
similar aos individuos selvagens, sem o0 uso de mecanismos compensatorios como
aumento da expressao de granzimas 0Orfas ou interacdes FasL-Fas (72).

Perforina, uma das proteinas do granulo conhecida por lisar membranas, é

crucial para a funcédo de constituintes do granulo que estdo envolvidos na morte da
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célula-alvo (73). Quando perforina é secretada, ela polimeriza formando um poro de
16 nm na membrana através do qual granzimas e outras moléculas dos granulos
entram no citosol (74). Granulisina também requer perforina na sua transferéncia
para dentro da célula-alvo, na qual atua diretamente em patdégenos microbianos pela
alteracao da integridade de membrana (75).

Enquanto granzimas induzem morte celular pela entrada no citosol através
de perforinas, a proteina de membrana FAS ligante (CD95L ou FaslL) atua se
ligando a FAS na superficie da célula alvo (28). FASL € um dos principais
mediadores de apoptose que pode ser usado pela célula natural killer e a célula T
ativada para matar células alvo e, portanto, sdo cuidadosamente controlados (76). A
expressdo de FASL é fortemente regulada pela CTL e estocada em granulos liticos
(77) e embora esteja armazenada em granulos liticos, ainda estd em debate se esta
proteina esta armazenada ou ndo junto com perforina e granzima B (78)

Apesar do papel central da exocitose de lisossomos secretorios na resposta
imune a virus, tumores e patégenos intracelulares e de haver intensa pesquisa nos
eventos de morte por CTLs e NKs, pouco se sabe sobre a composicao/estrutura dos
granulos liticos destas células e ha contradicdo em quais sdo seus principais
agentes citotoxicos. Nao esta claro a real composicao de tais organelas bem como a
identidade dos potenciais componentes de sua maquinaria exocitica.

Uma metodologia comumente utilizada na identificacdo de novas proteinas é
o estudo do proteoma (protedmica). Em 2007, Casey e colaboradores publicaram
um estudo no qual utilizou protedmica da membrana de lisossomos secretérios de
células NK para definir sua composicao (79). Foram identificados proteinas como as
GTPases Rab27a, Rablla e Rabllb; de trafégo e vesiculares, entre elas Sintaxina
7 e VAMP7; estrutura de membrana e membrane rafts, tais como, CD63, LAMP1,
LAMP2; identificou diversas outras proteinas como a hidrolase granzima B e
receptores scavenger e também algumas que ainda nao foram caracterizadas e que
se apresentaram com 12% de abrangéncia do total de proteinas caracterizadas.
Nesse mesmo contexto, a analise das proteinas dos granulos de CTLs (resultado
prévio do nosso grupo - Amarante-Mendes et al., dados nédo publicados e Figura 1,
Tabela 1, Tabela 2) identificou dezenas de novas proteinas, além de alguns
constituintes ja conhecidos. Entre os ja conhecidos estavam granzima A e B, LAMP-
1 e perforina. No entanto, dentre os novos candidatos, a molécula que se destacou e

sera alvo deste trabalho foi uma lectina, denominada galectina-1 (Gal-1), que tem
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ganhado destaque por seu papel como um dos importantes reguladores das

respostas imunes.
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Figura 1. Marcagdo com SDS-PAGE seguido de ‘Coomassie Blue’ de granulos purificados de células
citotdxicas. A marcacao revelou a banda mais proeminente presente em niveis similares em duas
amostras representativas. Essas fragbes foram enriquecidas por atividade da esterase BLT. Andlise
por western-blot revelou que as fracBes dos granulos purificados estavam fortemente enriquecidas
com perforina, granzima A e granzima B.

1.4 Galectina-1

Galectinas sdo uma familia de lectinas animais que reconhecem @3-
galactosideos que contém preferencialmente sequéncias de N-acetilactosaminas,
sendo os residuos terminais B-galactose e o tamanho da cadeia de polilactosamina
requerimentos criticos para a capacidade de reconhecimento de carboidratos dessas
lectinas (80).

Essas proteinas sdo importantes reguladoras da tolerancia imune e
homeostasia, podem desempenhar um papel relevante no desenvolvimento da
resposta inflamatoria, doencas autoimunes, aterosclerose, processos infecciosos e
cancer (81). Isso faz delas alvos terapéuticos atraentes para limitar tais inflamacgoes
e doencas, além de prevenir rejeicdo de aloenxertos e potencializar a resposta

antitumoral.
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Até o momento, quinze galectinas foram identificadas em mamiferos, a
maioria com grande distribuicdo tecidual e essa familia de proteinas é subdividida
em 3 categorias com base na homologia de suas sequencias de aminoacidos: )
prototipicas, sdo aquelas que contem um uUnico CRD (carbohydrate-recognition-
binding domain) e formam homodimeros néo-covalentes (na qual se encontra a
galectina-1); II) quiméricas, apresentam um CRD e um dominio aminoterminal rico
em residuos de prolina, glicina e tirosina, o qual é sensivel a metaloproteinases e
contribui para a oligomerizacéo dessas lectinas; Ill) do tipo repeticdbes em sequéncia
(tandem-repeat), polipeptideos Unicos compostos por dois CRDs distintos
conectados por um peptideo ligador de 5 a 50 residuos de aminoacidos (Cummings
& Liu, 2009).

A primeira proteina descoberta na familia das galectinas foi Gal-1. A
galectina-1 é uma proteina acida, possui a por¢cdo N-terminal acetilada, ndo possui
peptideo sinal e apresenta residuos de cisteina livres. Gal-1 ocorre tanto como
mondmero quanto homodimero (82, 83). Os monémeros de galectina-1 possuem
massa molecular aparente de aproximadamente 15 kDa sendo que esta pode
também existir em uma forma oxidada, isto €, uma forma que ndo possui atividade
de lectina (84).

A galectina-1 humana é codificada pelo gene LSGALS1, de 4397 pares de
bases, localizado no cromossomo 22g12. O transcrito de 0,6 kb resulta do splicing
de 4 éxons e codifica uma proteina de 135 aminoacidos (85). A galectina-1 de
camundongo é codificada pelo gene Isgalsl, de 3451 pares de base localizados no
cromossomo 15 na regido 44.9cM na citobanda E, dando origem a um transcrito de
817 pares de base, traduzido a uma proteina de 135 aminoéacidos (86).

Essa lectina esta presente tanto no meio extracelular como no intracelular.
Gal-1 tem caracteristica de proteinas citoplasmaticas tipicas com uma regido N-
terminal acetilada e auséncia de glicosilacdo (87). Ela tem sido descrita no nudcleo
celular e citosol. Contudo, embora Gal-1 ndo apresente a sequéncia sinal de
secrecdo e ndo passe pela via padréo reticulo endoplasmatico/complexo de golgi
(88), € bem sabido que ela é secretada e pode ser encontrada no lado extracelular
de todas as membranas extracelulares tanto quanto em matriz extracelular de varios
tecidos normais e neoplasicos (89, 90). Ha evidéncias que esta proteina é secretada
de uma maneira similar ao fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2), numa via

de transporte de dentro para fora que envolve a translocacao direta na membrana de
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células de mamiferos e requer proteinas de membrana integras e fatores citosolicos
gue ainda nao foram identificados (91).

Embora galectinas em geral, e em particular Gal-1, foram inicialmente
descritas como lectinas que se ligam a B-galactosideos, esta claro na literatura que
Gal-1também é capaz de interagir através de ligagGes proteina-proteina. Na maioria
dos casos a atividade de lectina de Gal-1 € observada quando ela estd no meio
extracelular, enquanto as interacdes proteina-proteina afetam suas funcdes
intracelulares.

As proteinas ja identificadas que interagem de maneira independente de
carboidratos com Gal-1 ndo estéo estruturalmente relacionadas umas com as outras
e nao parecem compartilhar motivos ou dominios comuns. Além disso, a porcdo da
molécula da Gal-1 que esta envolvida nestas interacbes ainda permanece
desconhecida.

A atividade de lectina de Gal-1 esta relacionada ao seu CRD. Embora Gal-1
dimérica (dGal-1) se ligue preferencialmente a glicoconjugados que contenham
dissacarideos ubiquos de N-acetilactosamina (Gal-p1-3/4 GIcNAc também
conhecido como LacNAcll ou sacarideo tipo 2), sua ligacdo a unidades individuais
de lactosamina é caracterizada por niveis de afinidade relativamente baixos (92, 93).
E o arranjo dos dissacarideos de lactosamina em cadeias de repeticdo
multirramificadas (até trés ramificacées) que aumenta a avidez de ligacdo (92, 93).
Em contraste, ndo hd aumento na avidez quando as unidades de reconhecimento
estdo repetidas em corda (poli-N-lactosamina) (92).

Gal-1 é expressa diferentemente por diversos tecidos, tanto normais quanto
patolégicos, e participa de varios processos biolégicos. Dentre estes processos
podemos citar controle de sinalizagdo celular, proliferacdo e ciclos celulares,
apoptose, génese de tumores, interacbes patdégeno-hospedeiro e homeostase de
célula T (81, 94-98).

Rubinstein e colaboradores mostraram gque o bloqueio da atividade biol6gica
de Gal-1 em tecido de melanoma resulta em uma massa tumoral reduzida e estimula
a geracdo de resposta de célula T especifica para o tumor in vivo (99).

Diversos trabalhos também tém mostrado a participacdo de galectina-1 na
resposta imune inata e no processo inflamatorio. Nesse contexto, foi visto que essa
lectina inibe o edema, o extravasamento de neutréfilos e a degranulagdo de

mastocitos (100). Mostrou-se também que a galectina-1 inibe a liberacdo de acido
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araquidonico (100), a producao de NO e a expressao de NO sintase induzida (iINOS)
em macréfagos estimulados com LPS (101). Gal-1 é também capaz de induzir o
burst oxidativo em neutrdéfilos que extravasaram para o tecido, mas ndo no caso de
neutrofilos do sangue periférico (102).

Ainda nessa linha, mostrou-se que galectina-1 reduz a producgéo de IFN-y,
do TNF-a e aumenta os niveis de IL-10 tanto nas células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) como em linfécitos TCD4" e TCD8", ambas estimuladas com anti-
CD3 ou na auséncia deste estimulo. Portanto, essa lectina tem um papel
imunorregulador (103, 104) e isto, provavelmente estaria correlacionado com o efeito
benéfico do tratamento com galectina-1 em modelos de doencas autoimunes
experimentais (105). Estudos in vivo em modelo de autoimunidade experimental tém
revelado a habilidade de Gal-1 em polarizar a resposta de citocinas para o tipo
Theiper2 (Th2), por reduzir os niveis de IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-12 e aumentar os
niveis da secrecdo de IL-5 (106, 107). A administracdo in vivo de Gal-1 previne o
desenvolvimento de inflamacédo crénica e prejudica o andamento da doenca em
modelos de encefalomielite experimental autoimune (EAE) (108), artrite (98), colite
(106), hepatite (107), e pancreatite cronica (109).

Dentro desse contexto de resposta imunoldgica, ja se sabe que galectina-1
modula as etapas iniciais de ativacdo de célula T por limitar a coalescéncia de
membrane rafts e por promover fosforilagdo incompleta da cadeia ¢ do TCR, entao
permitindo somente a resposta de células T que requerem sinais parciais do TCR
(110).

A ligacdo de galectina-1 a células T inicia uma variedade de eventos de
transducdo de sinal, tais como ERK-2, fosforilacdo, influxo de calcio, ativacdo de
fatores de transcricdo como AP-1 e reducdo da proteina anti-apoptética BCL-2,
importante para a fisiologia e sobrevivéncia de célula T (111, 112).

Embora Gal-1 tenha uma especificidade minima para N-acetilactosamina
(113), ela se liga preferenciaimente a O- e N- glicanos que trazem unidades
repetidas de N-acetilactosamina (113, 114). Apesar da abundancia de tais
estruturas, galectina-1 se liga a uma discreta subclasse de glicoproteinas da
superficie das células T, presumivelmente porque elas decoram suas principais
proteinas de suporte com unidades repetidas de lactosamina espacadas, o que
favorece o empacotamento e a ligacdo de alta avidade de Gal-1 multivalente e

bivalente.
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Como dimero bivalente, Gal-1 se liga a glicoproteinas na superficie das
células T de uma maneira dependente de carboidratos (115). Um numero de
glicoproteinas encontradas nas linhagens de células T humanas Jurkat e MOLT-4
sdo canditados a receptores especificos para a ligacdo de Gal-1 de mamiferos e
estdo envolvidas na morte de célula T mediada por Gal-1: CD45, CD43, CD7 (115,
116). A expressao regulada de glicosiltransferases, levando a criacéo de ligantes de
N-acetilactosamina, durante diferentes estagios de desenvolvimento e ativacdo nas
células T, pode determinar a susceptibilidade para a morte celular induzida por Gal-1
(117, 118).

As cadeias a e B do TCR e GM1 tem sido propostas como receptores
adicionais (119, 120). Gal-1 é um dos maiores receptores para a porcao de
carboidrato do gangliosidio GM-1 exposto na superficie de células de neuroblastoma
humano (121). A confluéncia das células aumenta a apresentacdo de dGal-1 na
superficie. Sobre essas condigcbes Gal-1 atua como um regulador negativo de
crescimento das células de neuroblastoma, sem ser pré-apoptético (122).

Trabalhos mostraram que rGal-1 (Gal-1 recombinante) dirige a montagem de
glicolattices que segregam seletivamente ligantes de Gal-1 dentro de microdominios
distintos de CD45/CD3 e CD43/CD7 na superficie de algumas células T (115).

Clustering e segregacdo de CD45 com CD3 e CD43 (também conhecida
como leucosialina) com CD7 parecem ser cruciais para a sinalizacdo e subsequente
morte celular por galectina-1. Contudo, aquelas glicoproteinas podem regular
positivamente ou negativamente a susceptibilidade celular para a apoptose induzida
por galectina-1, dependendo do seu estado de glicosilacdo, o que deixa o possivel
envolvimento destas na inducdo de apoptose por galectina-1 ainda controverso.
Dados da literatura mostram ainda que galectina-1 pode induzir apoptose em
leucocitos (96), dentre os quais estdo os timocitos imaturos (123) e células T
ativadas in vitro (96). Entretanto, existem relatos na literatura contrarios ao potencial
apoptético da galectina-1. Nessa linha, foi mostrado que apesar de galectina-1
induzir a exposicédo de fosfatidilserina na superficie de células MOLT-4, estas nao
entram em apoptose, pois néo foi detectada a fragmentacdo do DNA e a perda da
capacidade proliferativa dessas células apos tratamento com galectina-1 (124).
Dessa forma, apesar do papel de galectina-1 na inducdo de apoptose nao estar
claro, demonstrou-se que essa lectina est4 envolvida ha homeostase leucocitaria por

induzir a fagocitose dessas células (95, 124). Além disso, a galectina-1 pode
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promover a apoptose de células T produtoras de citocina pré-inflamatéria IL-17
(Th17) e ndo de células Th2 produtoras de IL-10 e TGF-B (citocinas de carater anti-
inflamatorio), por meio de reconhecimento diferencial de glicanas na superficie
dessas células. Ou seja, essa susceptibilidade estd associada ao padrédo de
glicosilacdo (125). Camundongos deficientes de galectina-1 (Lgals1™) tém aumento
na frequéncia de células Thl e Thl7 e aumentam a susceptibilidade a
neuroinflamacéo autoimune.

Sabe-se, também, que Gal-1 é secretada por células TCD8" efetoras
ativadas. M. Carrie Miceli e colaboradores sugerem que Gal-1 regula a resposta
priméria de linfocitos TCD8" in vivo por limitar o burst size promovendo apoptose.
Seu grupo mostrou que na deficiéncia de Gal-1 as células hiperproliferaram em
resposta a ligacdo do TCR, possivelmente pelo aumento da producdo de IL-2
induzida pelo TCR e prevencdo da AINR das células TCD8" nos dias 2-4 apds a
ligacao inicial do TCR (29, 30, 126, 127).

M. Carrie Miceli e colaboradores também mostraram, através de ensaios in
vitro e in vivo de citometria de fluxo verificando a intensidade de fluorescéncia média
da marcacao com tetramero especifico, que Gal-1 antagoniza a ligacdo persistente
de agonistas do TCR em células TCD8" periféricas ativadas (127). Além disso,
demonstraram que a expressao induzida de Gal-1 por células TCD8" ativadas regula
a proliferacdo via apoptose da célula T por oposicdo da ligacdo continua de
agonistas do TCR e transducéo do sinal.

Contudo, acreditava-se até o momento que as galectinas tinham acao
exdgena apenas através de sua secrecdo por uma via ndo-convencional que
depende da manutencao da sua regido de ligacéo a carboidratos. No entanto, como
destacamos acima, resultados prévios do nosso grupo (Amarante-Mendes, dados
nao publicados) sugerem que a galectina 1 esta presente nos lisossomos secretorios
de células citotdxicas. Estes achados apontam um novo cenario dessa molécula no
contexto de resposta efetora das células T CD8", no qual ela seria secretada junto
as outras proteinas dos granulos citotoxicos.

Baseado neste fato, em dados da literatura que correlacionam Gal-1 e
células TCD8" e nas evidéncias de acido desta lectina sobre receptores de
superficie celular regulando a fisiologia das células e homeostasia do sistema
imunoldgico, a hipdétese deste trabalho é que Gal-1 esta localizada no

compartimento lisossomal de células citotoxicas e possa ser secretada junto
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as outras proteinas dos granulos citotéxicos, contribuindo, desta forma, com a

resposta efetora de células NK e CTL.
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2 OBJETIVOS

- Comprovar a presenca de Gal-1 nos lisossomos secretorios das células citotoxicas;

- Investigar sua participacdo na funcao efetora dessas células;

- Identificar o possivel mecanismo de Gal-1 no controle da funcéo efetora das

células citotoxicas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Camundongos

Neste trabalho, foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6,
selvagens (Gal-1+/+), ou destituidos do gene para galectina-1 (Gal-1") fémeas e
adultas, pesando de 25-30 g, com idade entre 5-11 semanas provenientes do
Biotério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP (FCFRP-
USP) gentilmente cedidos pelo Prof. Marcelo Dias-Baruffi da FCFRP-USP.

Também foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 CD8KO
destituidos do gene para a cadeia alfa da proteina CD8, CD4KO, RAGKO e CD1KO
machos e adultos, pesando de 25-30 g, com idade entre 5-11 semanas provenientes
do Biotério de Experimentacdo do Deparatmento de Imunologia — USP.

Para os ensaios realizados no Institut Curie, Paris, os animais C57BI/6
fémea foram obtidos do laboratorio Charles River e utilizados entre 6-10 semanas de
idade. Animais C57BI/6 transgénicos para o TCR (Va2, VB5) (OT-I), animais
CD45.1/BI6 e animais knockouts para galectina-1 (Gal-1-/-) foram adquiridos da
Jackson laboratory. Camundongos OT-l foram cruzados com animais CD45.1/
C57BI/6 para obter os camundongos OT-l1 CD45.1 e com animais Gal-1-/- para obter
os camundongos OT-IGal-1-/-. Todos os animais foram alojados em biotérios SPF
do Instituto Curie. As experiéncias com animais vivos foram realizados de acordo

com as diretrizes do Departamento de Veterinaria Européia.
3.2 Células

YT: linhagem NK derivada de leucemia linfoblastica aguda transformada pelo
virus Epstein-Barr. Possui atividade citotoxica. Cresce em suspensao formando
grumos. Linhagem gentilmente cedida pelo Dr. Seamus Martin (Trinity College,
Dublin, Ireland);

L1210: - células de linfoma murino originalmente concedidas a pesquisa por
Mr. I. Wodinsky, Arthur D. Little Corp., Cambridge, Mass. e adaptadas para
crescimento em cultura celular por Kessel D. (128, 129). Possuem baixa expressao
da proteina FAS e foram gentilmente cedidas pelo Dr. Thomi Brunner (University of

Konstanz, Konstanz, Alemanha);
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L1210Fas: linhagem de células L1210 de linfoma murino expressando FAS,
gentilmente cedida pelo Dr. Thomi Brunner (University of Konstanz, Konstanz,
Alemanha);

Células T CD8+ OT-l ou OT-IGal-1-/- (especificas para o peptideo SIINFEKL
OVA257-264 em contexto MHC classe | H2-Kb) foram obtidas a partir dos linfonodos
de animais OT-l ou animais OT-IGal-1-/-, respectivamente, e enriquecida com o
MACS CD8 + kit de isolamento (pureza cerca de 98%). O mesmo procedimento
também foi realizado para a obtencéo de células T CD8+ de animais C57BI/6 e de
animais Gal-1-/-. Células dendriticas (DCs) derivadas de medula éssea foram
diferenciadas conforme descrito por Winzler e colaboradores (130). As células foram
recolhidas apds 7 dias, ativadas com LPS durante toda noite (1ug/ml; SIGMA), e, em
seguida, pulsada com o peptideo SIINFEKL durante 1 hora a 37 °C. As células

foram extensivamente lavadas antes da injegao.

3.3 Cultivo de Células

As linhagens de células YT foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640
suplementado com 25 mM HEPES, 10% de FCS (fetal cow serum), 2 mM de L-
glutamina e antibiotico (100 pg/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina) a 37
°C em 5% de CO2.

O uso das células para experimentos foi condicionado ao minimo de 95% de
viabilidade verificada por exclusdo com Azul de Tripan 0,2%. A contagem do namero
de células tanto para repique quanto para a execucédo dos experimentos foi realizada

com o auxilio de uma camara de Neubauer.

3.4 Imunofluorescéncia - Microscopia Confocal

Primeiro foi preparada lamina com polilisina onde se colocou cerca de 50 L
dessa em cada poco da lamina de imunofluorescéncia e foi deixada em estufa 37 °C
por 30 minutos. Ficou secando dentro do fluxo laminar por cerca de 15 min. Em
seguida as células foram preparadas e feita a fixacdo nas laminas. As células YT
foram, centrifugadas a 90 xg/5 min. O sobrenadante foi retirado por inverséo e o
pelete foi ressuspenso em 1 ml de RPMI-1640 — 10% SFB. As células YT foram
centrifugadas a 90 xg/2 min e resuspensas na concentracdo de 1 x 10° células/mL.
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Posteriormente foi feita a adesdo das células as laminas com polilisina (50 pL de
polilisina/poco). Apés 30 min de incubagédo e a lamina estar seca, foi adicionado 5 x
10* células/pogo (50 pL) nas laminas, deixando-as aderir por 30 min. Apds este
periodo, o sobrenadante foi aspirado e aplicado 50 uL de PFA a 2% em cada poco,
deixando-se reagir por 30 min. Foi lavado 3 vezes com PBS, aplicado cerca de 20
uL de TritonX-100 0,1% em cada poco e deixado agir por 5 min. Nova lavagem de 3
vezes com PBS foi realizada. Foi feito o bloqueio por 60 min em PBS 1X 1% de
BSA. Aplicou-se Hoechst e deixado reagir por 30 min a 37 °C. Aplicou-se o anticorpo
priméario a-Gal-1; LAMP-1; a-tubulina, granzima B e perforina e deixado reagir por 30
min a 37 °C. Lavagem de 3x em PBS foi feita e entdo foi aplicado o anticorpo
secundario (Alexa Red 546 ou Alexa 488 - Invitrogen) e deixado reagir por 30 min.
Lavagem de 3x em PBS foi feita e montada a lamina com Vectashield (cerca de 4 uL
por poco). Foi vedado com esmalte. As imagens de microscopia confocal a laser
foram realizadas no microscépio confocal da Zeiss LSM 510 na Central Analitica do
Instituto de Quimica da USP. Foi utilizada a objetiva C-Apochromat de 40X e 60X
(zoom de 120X), no espectro de 488 nm, 590 nm e 364 nm.

3.5 Imunocitoquimica para microscopia eletrénica de transmissédo (MET)

As células YT foram centrifugadas a 90 xg/5 min. O sobrenadante foi retirado
por inversdo e o pelete foi ressuspenso em 1 mL de RPMI-1640 — 10% SFB. As
células YT foram centrifugadas a 300 xg/2 min. Assim sedimentadas, as células
foram ressuspendidas em fixador (4% de paraformaldeido; 0,1% de glutaraldeido em
tampéo de cacodilato 0,1 M, pH 7,3). O pellet foi deixado nesse fixador por 24
horas. Apds esse periodo o pelete foi lavado uma vez em PBS e novamente fixado
por 24 horas em geladeira. Apés o periodo ele foi lavado quatro vezes em tampao
de cacodilato 0,1 M, pH 7,3 num periodo de 10 minutos cada lavagem. Foi entdo
realizada a desidratacdo em concentrato¢cdes cada vez maiores de etanol (30%,
50%, 70%, 80%, 90% e 95%) sendo uma vez em cada etapa com duracdo de 5
minutos cada. Em seguida, foi realizado o processo de infiltracdo do pelete (todo a 4
°C) em que foi deixado em LR White (LONDON RESIN COMPANY LTD.) + etanol
absoluto (propor¢ao 1:1) overnigth. Seguida por incubacdo LR White + etanol

absoluto (proporcdo 3:1) de 3 horas. Apds, foi feita incubacdo com LR White pura
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por 2 horas, troca por mais LR White puro overnight e realizado mais uma troca por
LR White puro por uma hora. Em seguida, o pelete foi incluso em LR White Resin
Grade Acrylic Resin (London Resin Company Ltd.) em capsulas de gelatina, em
estufa a 60 °C por 72 horas. Esses peletes sofreram cortes ultrafinos em
ultramicrétomo para a construcéo das telas para a leitura em microscopia eletrénica.
As telas foram entdo lavadas por 5 min em H,O destilada e 15 min em TBS pH 7,24
mais glicina 0,02 uM em temperatura ambiente. Foram entdo incubadas em diluicdo
1:1 de soro normal de cabra e solucdo de TBS + BSA3% + NaN3 0,05% + Tween20
0,1% pH 7,3 para bloqueio. ApOs essa etapa, as telas foram incubadas em camara
umida com anticorpo primario anti-Gall overnight a 4 °C em diluicdo de 1:5 em
solucédo TBS + BSA 0,1% + NaN3 0,05% + Tween20 0,1% pH 7,3 seguida por cinco
lavagens em TBS + BSA 0,1% + NaNj3 0,05% + Tween20 0,1% pH 7,3, e uma
lavagem TBS + BSA 0,1% + NaN3 0,05% + Tween20 0,1% pH 8,2. Foram incubadas
com anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado com ouro 15 nm (Amersahm
GAG15) por duas horas a temperatura ambiente em diluicdo 1:10 em solucao de
NaCl 0,5M + BSA 0,1% + SFB 5% + Tween20 0,05% pH 8,0 seguido de uma
lavagem de 5 min em TBS + BSA 1% + NaNs 0,05% + Tween20 0,1% pH 8,2, 3
lavagens de 5 min em TBS + BSA 0,1% + NaNs3 0,05% + Tween20 0,1% pH 7,3 e 2
lavagens de 5 min em TBS + Tween20 0,1% pH 7,3 a T. A. Para fixacdo as telas
foram incubadas por 10 min em gluta 2,5% em Tp. Cacodilato 0,1 M pH 7,2 seguido
por 3 lavagens de 2 min em agua destilada. As amostras foram examinadas usando
um microscopio eletrénico JEOL 100 CX Il 100 KW (aumentos de 12000x e 20000x)
no ICBIV da USP.

3.6 Obtencéo de células TCD8+ efetoras por lavagem peritoneal

2 x 10 do clone de células L1210 foram injetadas i.p. em animais da linhagem
C57BI/6 e animais Gal-1". Apés 12 dias, os animais foram anestesiados com 200 pL
de anestesia (ketamina — 100 mg/mL - e xilazina - 0,023 g/mL) e sacrificados por
deslocamento cervical. Apos sacrificio, foi realizado o lavado peritoneal dos animais
com 5 mL de PBS 1X.
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3.7 Ensaio de citotoxicidade in vitro

Para o ensaio de citotoxicidade in vitro, 1 x 10° do clone de células L1210 ou
L1210Fas foram marcadas com o corante fluorogénico Cell Trace Violet dye
(Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) na concentracdo de 5 uyM. As células
foram plaqueadas em 100 pyL de meio RPMI1640 completo (0,1 mM de aminoéacidos
nao essenciais, 0,1 mM de vitaminas, 2 mM de L-glutamina, 100 ug/mL de
gentamicina, 100 U/L penicilina + 100 nug/L estreptomicina 0,05 mM de 2-
mercaptoetanol, 1 mM de piruvato de sédio, 10% de soro fetal bovino) em placa de
96 pocos de fundo U. A elas foi realizada co-cultura pela adicdo de 5 x 10 células
do lavado peritoneal de animais C57BI/6 ou Gal-1KO em 100 yL do mesmo meio
RPMI1640 completo. As células foram incubadas a 37 °C, 4% CO, por 4 horas. Ap6s
esse periodo, foi realizada marcacdo para AnexinaV-Fitc — proteina com alta
afinidade por fosfatidilserina, fosfolipideo com alta exposicdo para o meio
extracelular por células em apoptose. As amostras foram adquiridas em um

FACSCantoll e analisadas utilizando software FlowJo.

3.8 Ensaio de proliferacéo e perfil de ativacao in vitro

Linfécitos de animais C57BL/6 e Gal-17 foram obtidos dos linfonodos dos
animais e enriguecidos para células CD8a+ utilizando kit 1l de isolamento de células
CD8a+ (Miltenyi Biotec, Alburn, CA, EUA) e separacdo magnética de células
(AutoMACS, Alburn, CA, EUA). A pureza foi >85% de células T CD8 +. As células
CD8a foram marcadas com 5 yM de CFSE e estimuladas em placas de 12 pocos
durante 3 ou 6 dias com ou sem 40 U/mL de IL-2 e 10 pL/mL de “beads” CD3/CD28.
Todas as amostras de citometria de fluxo foram adquiridos em um FACSVerse e

analisados utilizando software FlowJo.

3.9 Taxa média de divisao (“Average stage of division”)

A taxa média de divisédo foi calculada através da analise dos histogramas de
CFSE com o “gate” nas células CD8+CD3+. A porcentagem de células em cada
divisdo do CFSE foi entdo inserida na equacéo seguinte (127):

((% of undivided) + (2% div]) + (3-%div2) +----)

Average stage = 100 —1
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3.10 Producéo e purificagdo de adenovirus recombinantes humano do tipo 5
deficientes em replicacéao

3.10.1 Producéao de estoque viral

Foram preparadas quatorze garrafas de cultivo grandes (150 cm?® com
células HEK293A com confluéncia 90%. Estimamos que cada garrafa com
monocamada confluente de HEK293 tenha em torno de 10’ células. As células
foram infectadas com amostras purificadas e tituladas de virus de forma a empregar
uma quantidade, multiplicidade de infec¢cdo (m.o.i.), em torno de 1 a 10. Dessa forma
sdo necessarias de 10’ a 10° P.F.U/garrafa. Amostras de virus foram adicionadas
em DMEM completo. As garrafas foram incubadas fechadas a 37 °C, por uma hora.
Apés a incubacédo, o volume das garrafas foi completo para 35 mL com DMEM
fresco. As garrafas foram incubadas até o desenvolvimento de efeito citopético e
desprendimento total das células. O conteudo das garrafas foi coletado em tubos de
50 mL e centrifugado a 1200 rpm a 4 °C, durante 10 min. Os sobrenadantes foram
descartados e os pellets ressuspensos em 3-5 mL de tampéao Tris 0,1 M pH 8,0.

Este material foi congelado a -70 °C imediatamente.

3.10.2 Purificacdo de adenovirus recombinantes em gradiente de cloreto de césio

A suspensdo de células foi descongelada e misturada a uma solucédo de
deoxicolato sodico 5%. O volume de deoxicolato usado correspondeu a 1/10 do
volume de suspensao de células. A suspensao foi homogeneizada e incubada em
gelo por 30 min. O material foi macerado com ajuda de um potter de vidro até que a
consisténcia da suspenséo ficasse liquida. O volume foi completo para 16,4 mL com
Tris 0,1 M pH 8,0 (este volume correspondeu a 63% da solucdo de cloreto de césio).
Foi adicionado 9,6 mL de solucdo saturada de cloreto de césio, mantida a
temperatura ambiente (a proporcéo é de 5,8 mL de cloreto de césio saturado para
cada 10 mL de suspensao de células, ou 37% de solucéo de cloreto de césio e 63%
de suspensdo de células). Apdés homogeneizacdo com vortex, a amostra foi
transferida para tubos de ultracentrifuga (PA, Ultracrimp 11,5 mL). Os tubos foram
centrifugados a 35.000 rpm a 4 °C durante 16 hs (Rotor VTI65.1). A banda de

adenovirus foi coletada e dialisada contra Tris 0,01 M pH 8,0, em camara fria (4 °C)
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durante 4 hs. Foram adicionados 10% glicerol ao volume dialisado (4400 pL +
484 L de glicerol autoclavado puro), e as suspensdes aliquotadas (50- 100 L) e

congeladas a —70 °C.
3.10.3 Titulacao de estoques de adenovirus recombinantes

Foram preparadas previamente placas de titulacdo que consistem em placa
de cultivo de 24 pocos, no qual foram semeadas células HEK293 numa densidade
de 3 x 10° células por poco, em DMEM completo e cultivadas durante 24 h a 37° C
até que os pocos atingiram confluéncia > 90%. Foi descongelada uma aliquota de
virus purificado em banho de gelo, sonicada durante 20 segundos em um sonicador
de banho, e foi preparada uma diluicdo inicial de 1:100 (10-2) do estoque de virus
em DMEM completo (10 uL de virus purificado + 990 yL de DMEM completo). A
partir dessa diluicao inicial, foram preparadas diluicdes em série, com fator 10. As
diluicdes foram preparadas em quadruplicata, da seguinte forma: em uma placa de
cultivo de 96 pocos, foram adicionados 225 uyL de DMEM nas quatro primeiras
fileiras completas (linha A até D, colunas 11 até 12, completas), com pipetador
multicanal, pipetamos 4 aliquotas de 25 pL da diluigdo inicial 10-2 e foram
acrescentados a primeira coluna da placa de 96 wells. Repetimos a operacéo até
gue completamos as doze colunas. Dessa forma, as diluicdes feitas na placa de 96
pocos vao de 10- 3 (coluna 1) até 10-14 (coluna 12). Foram usados 200 uL de cada
réplica das diluicbes 10-6 a 10-11 para infectar um poco da placa de titulacdo
previamente preparada. Incubamos por uma hora a 37 °C. ApOs a incubacdo,
adicionamos 1500 yL de meio DMEM completo a cada pogo da placa de titulagao.
As placas foram incubamos por 7 dias a 37 °C. O titulo foi calculado a partir da maior

diluicdo de virus que leva a formacéo das placas de lise.
3.11 Imunizagao com adenofgal

Baseado no trabalho de Machado e colaboradoes, no dia zero, cada animal
(C57BI/6; Gal-1KO; CD8KO; CD4KO; RAGKO; CD1KO) recebeu uma dose de
2x10° PFU de adenoBgal (diluidos para 100 pL de PBS) por via intramuscular no

musculo Tibialis anterioris, sendo metade da dose em cada uma das coxas, as quais
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foram realizadas por meio de seringas de insulina U-100 e uma agulha de calibre
27G (131). Os ensaios imunoldgicos foram realizados 1 semana apos a dose.

3.12 Ensaio de citotoxicidade in vivo

Para o ensaio de citotoxicidade in vivo, nos baseamos no modelo
experimental de Machado e colaboradores e Tzelepis e colaboradores em que
esplendcitos de C57BL/6 foram divididos dentro de duas populacbes e marcados
com o corante fluorogénico carboxyfluorescein diacetate succinimidyl diester (CFSE
Moleculas probes, Eugene, Oregon, USA) em uma concentragédo final de 10 yM
(CFSE high) ou 1 uM (CFSEew) (131, 132). As celulas CFSEign foram pulsadas por 40
min a 37 °C com 1 yM do peptideo PA8 H-2Kb ASP-2 (VNHRFTLV) ou com
peptideo ICP H-2Kb B-gal (ICPMYARYV). As células CFSEj, permaneceram nao
pulsadas. Em seguida, as células CFSEpg, foram lavadas e misturadas com um
namero igual de células CFSE,,, antes de serem injetadas pela via intravenosa (i.v.)
num total de 30 a 40x10° células por camundongo. Os animais recipientes (C57BI/6;
Gal-1KO; CD8KO; CD4KO; CD1KO; RAGKO) foram camundongos imunizados ou
ndo com o adenofgal, apés 7 dias da imunizacdo. As células do baco dos
camundongos recipientes foram coletadas apds 18 horas da transferéncia, lavadas e
analizadas por fluorescence-activated cell sorting (FACS), usando um citométro
FacsCantoll (BD, Moutain View, CA, EUA). A porcentagem de lise especifica foi

determinada usando a férmula:

% CFSEien il’l"CClCd/'V;» CFSE,, infected
~ X

PP e - 100%.
/oCFSEpign naive/%CFSE)qy naive

3.13 Imunofluorescéncia por citometria de fluxo

As células foram recolhidas em diferentes pontos de tempo apds a
imunizacao. Foi feita a suspensao de células, os globulos vermelhos foram lisados
com tampéo hipotdnico e o niumero de células foi determinado. As suspensdes de
células foram preparadas em PBS, BSA a 0,5% e EDTA 2 mM (tampédo FACS) e as
células foram marcadas de acordo com o ensaio com anti-CD8 (53-6,7), anti-CD4
(RM4-5), anti-CD25 (7D4), anti-CD44 (clone IM-7), anti-CD62L (clone MEL-14), anti-
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CD40 (3/23), anti-H-2Kb (AF6-88.5), anti-CD11c (clone HL3), anti-CD80 (clone 16-
10A1), anti-CD86 (GL1), anti-IA b (clone AF6-120.1), anti-CD45.1 (A20), Gr-1 (RB6-
8C5), CD3¢e (145-2C11), CD19 (1D3), anti-TCRVa2, anti-TCRVB5, CD49b, CD11b,
AnexinaV, CD107a (clone 1D4B), IFN-Y (clone XMG1.2), TNF-a (clone MP6-XT22)
e H-2Kb-VNHRFTLV. As células foram entdo fixadas com 1% de PFA. Receptores
Fc foram bloqueados com o anticorpo murino CD16/CD32 (2.4.G2). A caracterizagéo
fenotipica dos linfocitos foi realizada utilizando um FACsVerse (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, EUA) ou FACSCantoll (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
EUA). Os dados foram analisados com o software FlowJo.

3.14 Ensaio pentamero H-2Kb-VNHRFTLV

2x10° células de baco dos animais C57BI/6 e Gal-1KO foram pipetadas em
placa em fundo em U. As células foram lavadas por adicdo de 180 pL de tampéo
MACS e centrifugadas a 2800 rpm por 5 min, a 4°C. Foi retirado o sobrenadante
com pipeta ou por inversdo e adicionado 50 pL de tampdo MACS e 10 pL de
pentdmero por amostra. As amostras foram entdo incubadas por 10°, temperatura
ambiente e a elas foi adicionado 180 puL de tampao MACS. Foram centrifugadas a
2800 rpm por 5 min, a 4 °C e a lavagem foi repetida. 50 pL de mix anti-CD8 marcado
com fluorocromo (1:100) e streptavidina marcada (1:50) diluido em tampao MACS foi
adicionado por amostra. As amostras foram incubadas por 20 min no gelo, no escuro
e lavadas com 200 pL de tamp&o MACS. A sequir, foi feita centrifugacdo a 2800 rpm
por 5 min a 4 °C, retirado o sobrenadante e repetida a lavagem. Novamente foi
retirado o sobrenadante e as amostras foram fixadas com 200 pL de PBS-
paraformaldeido 1% e analisadas por citometria de fluxo, utilizando o aparelho
FACSCanto (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA).

3.15 ELISPOT

O ensaio ex vivo do ELISPOT (IFN-Y) foi realizado exatamente como
descrito anteriormente por Rigato e colaboradores (133).
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3.16 Marcacao de CD107a e ICS

A mobilizacdo de superficie de CD107a e a expressdo intracelular de
citocinas (IFN-Y, TNF-a) foram avaliados apds a cultura in vitro de células
esplénicas na presenca ou auséncia de estimulo antigénico. As células foram
lavadas trés vezes em meio RPMI simples e ressuspensas em meio de cultura de
células que consiste em meio RPMI 1640, pH 7,4, suplementado com Hepes 10 mM,
bicarbonato de sédio a 0,2%, 59 mg/L de penicilina, 133 mg/L de estreptomicina, e
10% Hyclone fetal bovino soros (Hyclone, Logan, Utah, EUA). A viabilidade das
células foi avaliada utilizando 0,2% de corante de exclusdo de azul de Trypan para
discriminar entre células vivas e mortas. A concentracdo celular foi ajustada para
2x10° células/mL em meio de cultura celular contendo anti-CD28 (2 ug/mL, Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA), Brefeldin A (10 pg/mL, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, EUA), monensina (5 ug/mL, Sigma, St. Louis, MO, EUA) e
marcado com FITC anti-CD107a (Clone 1D4B, 2 pg/mL, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, EUA). Em metade das culturas, uma concentragdo final de 10 uM do
peptideo VNHRFTLV foi adicionado. As células foram cultivadas em placas de 96
pocos de fundo V (Corning Enterprise, Union City, CA, EUA) em um ambiente Umido
a 37 °C contendo 5% de CO2. Depois de 12 hs de incubacéo as células foram
colhidas e marcadas com anticorpos anti-CD8 e anti-CD3 conjugados com Per-
CPCy5 ou Fitc em gelo durante 20 min. Para detectar o IFN-Y', TNF-a por marcagao
intracelular (ICS), as células foram entdo lavadas duas vezes em tampédo contendo
PBS, BSA 0,5% e 2 mM de EDTA, fixadas e permeabilizadas durante 20 minutos em
gelo com 100 pL de Cytofix/Cytoperm (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA).
Depois de terem sido lavadas duas vezes com 250 pyL de tamp&o permwash (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA), as células foram coradas com os marcadores
intracelulares anti-IFN-Y conjugado com APC (Clone XMG1.2) e anti-TNF-a
conjugado com PE (clone MP6-XT22). Finalmente, as células foram lavadas duas
vezes e fixadas em PBS a 1% paraformaldeido. Pelo menos 300.000 células foram
adquiridos num citdmetro de fluxo BD FacsCanto Il e, em seguida, analisadas com

FlowJo.
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3.17 Imunizacao

No “priming” das células OT-I Gal-1+/+ ou células OT-l Gal-1-/- para a
microsocopia two photon, 1x10° DCs pulsadas com o peptideo SIINFEKL (1 uM) ou
DCs controle n&o pulsadas, marcadas por 10 minutos com CMTMR+ a 37 °C, foram
injetadas na pata (subcutanea) de animais C57BI/6. Apds 18 horas, as células OT-I
Gal-1+/+ ou células OT-I Gal-1-/- marcadas com 10 uM de CFSE foram injetadas por
via retroorbital. Trés horas ap0s a injecéo, os linfonodos popliteos drenantes e os
linfonodos controles ndo drenantes foram expostos e analisados por microspopia
intravital two photon. Para a andlise da expanséo e perfil de ativacdo das células
OT-IGal-1+/+ e OT-IGal-1-/- in vivo, 3x10° células OT-IGal-1+/+CD45.2+ ou 3x10°
OT-1Gal-1-/-CD45.2+ marcadas com 5 yM de CFSE foram transferidas adotivamente
18 horas ap6s 5x10° DCs terem sido pulsadas com o peptideo SIINFEKL e injetadas
subcutaneas na pata de animais CD45.1+ . Os linfonodos popliteos drenantes e ndo
drenantes dos animais foram extraidos 24, 48, 54, 60 e/ou 72 dias apds a injecao

das células.

3.18 “Two-photon laser scanning microscopy”

5x10° células OT-IGal-1+/+ ou OT-IGal-1-/- marcadas com 5 uyM de CFSE
foram injetadas no plexo retroorbital de animais C57BIl/6 fémeas de 6-8-semanas de
idade imunizados com 1x10° DCs marcadas com 5 pM de CMTMR+ e pulsadas ou
ndo com 1 uM do peptideo SIINFEKL. Apos 3 da transferéncia adotiva, 0s
camundongos foram anestesiados (dose inicial de 80 mg de ketamina / kg, 4 mg de
xilazina/ kg, e 0,3 mg de flunitrazepan / kg, seguido por uma injecao de metade da
dose a cada 45 min; os animais foram mantidos sob anestesia durante 3 hs), e o
linfonodo popliteo drenante ou n&do drenante foi cirurgicamente expostos para
imagem two photon. A temperatura local foi monitorada e mantida a 37 °C. As
células T marcadas com CFSE puderam ser detectada até 200 um da superficie do
linfonodo.

As medicoes foram realizadas em dois experimentos independentes. Os “set
ups” do time-lapse two-photon laser-scanning microscopy (TPLSM) utilizados foram
ou um Fluoview200 (Olympus) em uma configuracdo descanned equipado com uma

objetiva de imersédo de 20x 0,95 NA (Olympus), utilizando um espelho dicréico de
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540 nm para separar os espectros de emissdo do GFP e da Rodamina, ou uma
Meta LSM510 (Carl Zeiss microfilmagem, Inc.), acoplado a um laser de
fentosegundos Maitai (710-920 nm) (Spectra-Physics). Com a Ultima configuracédo, a
fluorescéncia Rodamina-SHG-GFP foi separada utilizando o detector de Meta e foi
de pixel-wise linear ndo misturados tomando os espectros de fluorescéncia
experimental das amostras monomarcadas como uma referéncia externa. Trés
canais de fluorescéncia foram separados usando 495 e 590 nm espelhos dicréicos,
em combinacdo com 457/50 (SHG) ou 472/30 (PCP), 520/35 (GFP), e 624/40 nm
filtros passa-banda. O comprimento de onda de excitacdo foi de 900 nm. Para a
analise de migracao celular, foram captadas a cada 30s durante 30-60 min, quatro
imagens consecutivas de 560 um?, com 10 pm de espacamento z usando a objetiva
de 20x cuja parte de tras da abertura foi artificialmente preenchida para se obter um
eixo de resolugdo perto 5 ym. As imagens tiveram a média de proje¢cdo usando
Image J (National Institutes of Health). Os protocolos de aquisi¢do e analise de todas

as condicdes experimentais que foram comparadas foram idénticos.
3.19 Analises estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio de um
software computacional chamado Graphpad Prism, da companhia Graphpad
Software Incorporation, versédo 3.02. O teste usado foi 0 ANOVA, seguido pelo teste

BonFerroni. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Colocalizagédo Galectina-1, LAMP-1, granzima B e perforina

Uma metodologia comumente utilizada na identificagcdo de novas proteinas é
o estudo do proteoma (prote6mica). A Protedbmica estuda o conjunto de proteinas
expressas por um genoma em determinadas condi¢cdes de tempo, espaco, estado
patolégico e estimulos externos, podendo trazer informacfes detalhadas sobre a
composi¢cdo das organelas intracelulares. Os recentes estudos tém conciliado a
protedmica e metodologias como microscopia confocal a laser e microscopia
eletrbnica com o objetivo de corroborar os achados e tornar mais robustos os
resultados. Algumas proteinas com localizacdo ja bem estabelecida na literatura
como as de estrutura de membrana e membrane rafts, tal como LAMP1, e as de
matriz de lisossomo como a hidrolase granzima B (GrzB) e perforina (Prf) (79) séo,
dessa forma, excelentes parametros para co-localizar moléculas com o
compartimento lisossomal. Baseado no fato que a co-localizacdo de moléculas é
uma das metodologias atuais mais utilizadas para situar a compartimentalizacéo
celular, o primeiro passo deste estudo consistiu nesta técnica. Para isso, nos
utilizamos LAMP-1 como marcador de membrana dos lisossomos e as proteinas
GrzB e Prf para co-localizacdo com a matriz da organela. A andlise por
imunofluorescéncia mostrou que Gal-1 co-localiza tanto com a proteina de
membrana do lisossomo como com as proteinas da matriz (Figura 2) e esta

observacao reforga a presenca de Gal-1 no compartimento lisossomal.
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Figura 2 - Colocalizacdo de LAMP-1, granzima B, perforina e Gal-1 em lisossomos de células YT
(YT), observada por microscopia de fluorescéncia confocal. Gal-1 foi identificada utilizando um
anticorpo policlonal de coelho, combinado com uma Ig anti-coelho secundario conjugado com
ALEXA546 (vermelho). Lamp-1, granzime B e perforina foram detectados por um anticorpo
monoclonal de camundongo e um anticorpo secundéario anti-camundongo conjugado com Alexa488
(verde). Nucleos foram revelados usando Hoechst (azul) — aumento de 120x.

Fica claro em nossas imagens, que Gal-1 esta presente nos lisossomos.
Além disso, a literatura relata que no compartimento de linfécitos citotoxicos (CTLs e
células NKs), a parcela quase total dos lisossomos é secretéria, 0 que sugere que

Gal-1 esta presente neste compartimento celular.
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4.2 Gal-1 no compartimento lisossomal

Para consolidar o resultado acima, nés também utilizamos outra abordagem
(microscopia eletrbnica de transmissao) para avaliar se Gal-1 realmente esta
presente no compartimento lisossomal. NOs realizamos fotomicrografias eletrénicas
em que fica mais uma vez evidente a localizagdo de Gal-1 em diversos
compartimentos intracelulares, como nucléolo e mesmo no citosol, e essa evidéncia
esta de acordo com a literatura, que mostra a localizacdo nuclear e citoplasmatica
de Gal-1 em diversos tipos celulares (87, 88, 134). Além disso, nossos dados
também apresentam pela primeira vez um novo compartimento de localizacdo de

Gal-1 nas células citotoxicas, o lisossomo. (Figura 3).
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Figura 3 - Visualizagdo de Galectina-1 dentro de lisossomos por microscopia eletrbnica de
transmissédo. Micrografia eletrdnica de secgdes ultrafinas marcadas com immunogold (particulas de
ouro de 12 nm) (aumento 12000x). Controle com apenas 0 anticorpo secundario anti-rabbit (A); testes
com marcacéo para Galectina-1 (B). LS: lisossomos; NL: nucléolos.
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Schafer e colaboradores mostraram que Gal-1 parece utilizar a mesma via do
fator de crescimento de fibroblastos-2 (FGF-2) para ser secretada das células e que
este mecanismo esta presente em membranas plasmaticas (91). Baseado nesta
evidéncia pode ser também esse 0 mecanismo utilizado pela Gal-1 para entrar nos
lisossomos. No entanto, estudos mais aprofundados em maquinaria de lisossomos
sd0 necessarios para esclarecer tal evento. O fato de termos observado na
fotomicrografia eletronica Gal-1 presente nos lisossomos sugere que essa lectina
deve possuir alguma funcéo especifica nessa organela, como participar dos eventos
efetores das células citotoxicas na regido de liberacdo dos granulos citotoxicos ou
mesmo ter papel na matriz dessas organelas por interagir com moléculas ali
presentes, provavelmente interacdo proteina-proteina, ja& que esta parece ser a
interacdo que prevalece no ambiente intracelular (134).

Uma vez mostrada a localizacdo de Gal-1 na principal organela efetora das
células citotoxicas, o proOximo passo consistiu em verificar sua contribuicdo para a
funcdo citotdxica dessas células. Nesse sentido, 0 ensaio de citotoxicidade in vitro

baseado na resposta de células TCD8" foi realizado.

4.3 Efeito da auséncia de Gal-1 na resposta antitumoral in vitro

As células TCD8® antigeno especificas constituem uma populagdo
heterogénea responsavel pelo desenvolvimento de uma série de funcbes efetoras.
Dentre estas funcdes estd a producdo de citocinas, quimiocinas e moléculas
efetoras citotoxicas, além da lise de células alvo identificadas pelo reconhecimento
do peptideo especifico no MHC de classe | das células apresentadoras de antigeno.
A fim de determinar essas fungbes, ha um debate atual sobre qual seria a
metodologia mais apropriada para mensurar as respostas e sua correlagao in vivo.

Durante uma infeccédo viral, as células T naive circulantes especificas para o
virus encontram com células dendriticas apresentadoras de antigenos e interagem
com elas atravées da formacéo da sinapse imunologica. Apos este contato inicial que
pode durar até 24 horas, as células T ativadas comecam a proliferar rapidamente,
aumentando o seu numero até 10.000 vezes, tendo de 4 a 6 horas por ciclo celular e
podendo chegar a 20 divisdes celulares por semana. E quando essas células se
diferenciam, adquirem funcdes efetoras e desenvolvem a capacidade de migrar para

os locais da infeccao (135).
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He e Ostergaard (78), descreveram um protocolo em que apoés células L1210
serem injetadas i.p. em animais BALBI/c, linfocitos TCD8+ efetores puderam ser
recuperadas ap6s 10-12 dias da injecdo das células tumorais por lavagem peritoneal
e utilizadas em ensaios de citotoxicidade in vitro. Baseados nesse modelo
experimental, nés realizamos a injecéo do clone de células L1210 em camundongos
C57BI/6 selvagens e Gal-1KO. Apo6s 12 dias, as células peritoneais dos animais
foram recuperadas (células efetoras — E) e colocadas em co-cultura com células da
linhagem L1210 (células alvo — A) marcadas com Cell Trace Violet dye (Molecular
Probes, Eugene, Oregon, USA) na proporcéo 5E:1A. Apd6s 4 horas, nos avaliamos a
citotoxidade in vitro através da marcacdo com AnexinaV.

Dentro desse contexto, ndés também avaliamos a participacdo de Gal-1 na
via do FASL. Para isso, foi utilizado como célula alvo ndo apenas a linhagem L1210,
mas também células L1210Fas, resultado da transfecgéo estavel com o gene FAS
humano (Figura 4A) e, portanto, com maior susceptibilidade a morte induzida por
FASL (Figura 4B).
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Figura 4 — Células L1210Fas apresentam maior expressdo da proteina FAS e maior
sensibilidade a morte por FAS ligante soltvel. Células L1210 e L1210Fas foram marcadas para
FAS (Pe - BDbioscience) e a média de intensidade de fluorescéncia foi determinada por anélises de
FACs (A). Células L1210 e L1210Fas foram incubadas por 18 horas a 37°C com 0; 0,02; 0,04 e 0,2
pg/ml de FasL soluvel. O gréfico de barras € representativo das células positivas para anexina V (B).

Em nossos dados do ensaio de citotoxicidade in vitro, Gal-1 aparece como
um potencial componente da resposta efetora de linfocitos TCD8". A citotoxicidade
celular contra células L1210 e L1210Fas € significativamente menor em células
efetoras deficientes de Gal-1 (Figura 5). Esses resultados sugerem que Gal-1 € um
componente importante da acdo efetora das células citotoxicas. Para consolidar
nossos dados, o0 passo seguinte foi avaliar se Gal-1 também é importante para a

citotoxicidade celular in vivo.
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Figura 5 - Células TCD8+ Gal-1KO tem menor potencial efetor e essa alteracdo de funcao é
independente da via FAS-FASL ex vivo. Camundongos Gal-1KO e C57BI/6 foram injetados i.p com
2x107 células L1210 e apds 12 dias os linfocitos do exsudato peritoneal foram recuperados por
lavagem da cavidade peritoneal. Foi realizado co-cultura de células L1210 ou L1210 Fas (células
alvo) marcadas com cell trace violet e células peritoneais (células efetoras) 1:5 por 4 horas a 37°C.
Os dot plots sdo representativos do gate de células L1210 ou L1210Fas positivas para cell trace violet
e representam marcacgéo para Anexina V.

4.4 Padronizagédo do ensaio de citotoxicidade in vivo

4.4.1 Especificidade do ensaio de citotoxicidade in vivo

O ensaio de citotoxicidade in vivo utilizado neste trabalho foi proposto pela
primeira vez por Oehen e colaboradores (136). O método utiliza o modelo de
vacinagdo com adenovirus 5 humano deficiente de replicacdo (HAd5) e baseia-se na
inoculagdo dos animais imunizados ou infectados com uma proporgédo de 1:1 de
células singénicas do baco, em que uma populacdo é pulsada com um peptideo

para o qual a resposta CTL especifica ira ser analisada. A presenca de células
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marcadas no bag¢o dos animais receptores € avaliada apds diferentes periodos de
tempo por citometria de fluxo.

Uma vez que nosso objetivo foi analisar a resposta especifica das células
TCD8" citotoxicas in vivo, camundongos C57BL/6 foram imunizados ou ndo i.m. com
2 x10® PFU (plaque forming unit) de HAd5. A fim de comparar a resposta de células
TCD8" para peptideos especificos e ndo especificos, nds examinamos a resposta
para dois diferentes epitopos de CD8 de vacinas distintas. Dessa forma, os animais
foram imunizados ou ndo com vacinas utilizando o mesmo vetor HAd5 contendo
diferentes transgenes: um codificando a proteina de superficie de amastigota 2 de T.
cruzi (AdASP-2) (132, 137, 138) e a outra, a beta-galactosidase de E. coli (Ad B-gal)
(139).

Como o pico de resposta das células TCD8" induzida por este protocolo de
imunizacdo ocorre no sétimo dia apds a imunizacdo, 0 ensaio de citotoxicidade in
vivo foi realizado neste ponto de tempo. Assim, nés seguimos o0s procedimentos tal
como descrito por Barber D. L. (140). Em resumo, os esplendcitos singénicos de
camundongos naives foram marcados com o succinimidil carboxifluoresceina éster
(Vybrant® CFDA SE Cell Tracer Kit, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA), e
entdo estas células foram pulsadas ou ndo com o peptideo, e, finalmente, foram
transferidas i.v. para os animais receptores.

Para analises adicionais do efeito citotoxico, as células transferidas foram
uma mistura de duas popula¢cdes de células coradas com uma concentracéo final de
CFSE diferente, 10 yM (CFSEpign) ou 1 pyM (CFSEjew). Células CFSEpg foram
pulsadas com peptideo PA8 H-2Kb ASP-2 (VNHRFTLV) ou com peptideo ICP H-2Kb
B-gal (ICPMYARYV). Visando com as duas populagbes CFSEng, € CFSEjw ter
controle da migragdo e assumindo que as células pulsadas e ndo pulsadas migram
igualmente, as células CFSE . por ndo estarem pulsadas poderdo ser encontradas
no baco dos animais receptores tanto dos animais vacinados quanto daqueles que
nao receberam o virus. Como visto na Figura 6 as células transferidas migraram
para o baco dos animais receptores e puderam ser monitoradas até o momento de
sua remocéo, 16-20 h apos a transferéncia. O grupo de animais nédo imunizados nao
apresentou atividade citotoxica para nenhuma das células pulsadas sendo, dessa
forma, um controle para o calculo da razdo entre células CFSEngn € CFSEjow

injetadas.
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Como mostrado na Figura 6, os animais imunizados uma semana antes da
transferéncia de células apresentaram lise de aproximadamente 100% das células
alvo. Além disso, as unicas células lisadas foram aquelas pulsadas com o peptideo
especifico para as CTLs. Isso foi observado em ambos os grupos imunizados,
AdASP-2 ou AdB-gal; esses grupos tinham apenas atividade citotdéxica para PA8 ou
ICP, respectivamente. Além disso, como nenhuma resposta citotoxica foi observada
para as células ndo pulsadas com o peptideo especifico e quase todas as células
pulsadas com o peptideo especifico foram mortas, podemos concluir que este

método de citotoxicidade in vivo é altamente especifico.
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Figura 6 — Especificidade da citotoxicidade induzida pela imunizagidgo com Ad5B-gal ou
Ad5ASP-2. Animais C57BI/6 foram imunizados ou ndo com Ad5(B-gal ou Ad5ASP-2 i.m. Sete dias
depois, a atividade citotéxica in vivo foi estimada pela injecdo de em cada animal com células
esplénicas singénicas marcadas com CFSE pulsadas ou ndo com 1ug/ml do peptideo ICP ou PAS.
Os resultados sdo expressos como as médias de 2 animais por grupo e sdo representativos de
experimentos realizados pelo menos duas vezes com resultados semelhantes.
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4.4.2 Citotoxicidade in vivo para adenofgal € dependente da dose da vacinacao e da

concentracdo de peptideo pulsada nas células alvo

O passo seguinte foi determinar o quao sensivel é este método, através da
transferéncia de células esplénicas marcadas com CFSE e pulsadas com diferentes
concentracbes do peptideo especifico (Figura 7a). Pode-se observar a mesma
atividade citotéxica com uma concentracdo até 100 vezes menor do peptideo
pulsado. Partimos de uma concentracéo de 1 uM (1 pg/mL) do peptideo pulsado nas
células alvo em que houve 90% de lise, mesmo resultado observado com até 100
vezes menos da concentracdo do peptideo (0,01 uM ou 10 ng/ml). Nenhuma
citotoxicidade foi detectada nas células alvo pulsadas com 0,1 nM, utilizando o
mesmo protocolo.

Além disso, também foi medida a sensibilidade da acédo citotéxica in vivo
apos a imunizacao com diferentes concentracdes de PFU do AdASP-2 (Figura 7b).
Por meio do ensaio de citotoxicidade in vivo observou-se que houve uma diferenga
significativa entre a imunizacdo com 2x10% e 2x10” PFU i.m., em que o primeiro
grupo apresentou cerca de 95% das células alvo lisadas, enquanto no segundo
grupo houve apenas 30% da atividade citotdéxica. Além disso, ndo foi possivel
observar qualquer atividade citotéxica para os grupos imunizados com 2x10° PFU e
2x10° PFU.
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Figura 7 — Sensibilidade do ensaio de citotoxicidade in vivo. Camundongos C57BL/6 foram
imunizados ou ndo com Ad5B-gal i.m. uma semana antes do ensaio de atividade citotoxica in vivo. A
resposta citotéxica foi estimada (A) por injecdo em cada animal com células esplénicas singénicas
marcadas com CFSE pulsadas ou ndo com o peptideo PA8 em diferentes concentragdes 0.04ug/ml,
0.1ug/ml ou 1.0ug/ml; (B) por imunizagdo em cada animal com diferentes concentracfes de AA5ASP-
2, 2x10°, 2x107, 2x10° e 2x10° PFU. 2x10® PFU de Ad5B-gal foi utlizado como controle. Os resultados
sd0 expressos como a média de 3 animais por grupo e sdo representativos de experimentos
realizadas pelo menos duas vezes com resultados semelhantes.

4.4.3 Citotoxicidade in vivo para Ad5B-gal é dependente dos linfocitos T CD8+

Os ensaios de citotoxicidade in vivo utilizados neste trabalho se baseiam em
resposta adaptativa por linfocitos TCD8". Dessa forma, um dos controles essenciais
€ a observacdo do mesmo evento em animais deficientes nessas células. O modelo
animal B6.129S2-Cd8a™™2/J, sdo camundongos homozigotos com a mutacao alvo
Cd8qgimMak deficientes em linfécitos T citotoxicos funcionais
(http://jaxmice.jax.org/strain/002665.html). Nés podemos observar que na auséncia
dos linfocitos TCD8" o padrdo da resposta citotoxica se tornou similar ao dos
animais ndo imunizados, em que nao ha a morte das células alvo (Figura 8). Dessa
maneira, pode-se concluir que este modelo é claramente baseado em resposta por

linfocitos TCD8™ e evidencia ser este um 6timo modelo in vivo a ser utilizado.
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Figure 8 — Ensaio de citotoxicidade por imunizacdo com Ad5B-gal entre animais WT e CD8KO
mostra que a resposta citotoxica é dependente das CTLs. Camundongos C57Bl/6 e CD8
knockouts foram imunizados ou n&o i.m. com Ad5B-gal. Sete dias depois, a atividade citotéxica in vivo
foi estimada pela injegcdo em cada animal com células esplénicas singénicas marcadas com CFSE
pulsadas ou ndo com 1ug/ml do ICP. Os resultados s&o expressos como as médias de 3 animais por
grupo e sao representativos de experimentos realizados pelo menos duas vezes com resultados
semelhantes.

A mudanca do corrente paradigma na ativacdo/tolerancia de células T
destaca a integracdo das interacdes entre essas células e o ambiente, e entre
diferentes moléculas estimuladoras ou inibitérias da superficie celular que
influenciardo o destino das células.

O estado de maturacdo de DCs, sinais adicionais de outras células e a
producdo de IL-2 exdgena a partir de células TCD4" - necesséarias para inverter o
estado tolerante temporario (AINR) de CTLs - estdo entre os fatores deste processo.
Células TCD4" também parecem atuar através de outras citocinas neste processo.
Por exemplo, as células estimuladas com peptideo na presenca de IL-12 tem um
maior indice de proliferagéo celular e apresentam aumento significativo de atividade
citotoxica quando comparada com células estimuladas na auséncia de IL-12. IL-7 e
IL-15, citocinas homeostaticas com implicacdes no salvamento das subclasses de
CTLs priméarias antigeno-especificas que sobreviveram a fase de contracao, ajudam
na diferenciacdo destas em células de memoria. Parecem também participar do

resgate dessas células do estado AINR (141-143).
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No entanto, uma forte resposta primaria por CTLs para muitos agentes
infecciosos pode ser visto em animais CD4'KOs, e n6s também observamos este
evento em nosso modelo de imunizacdo (Figura 9). Uma porcentagem
estatisticamente significativa de lise € observada nos animais CD4KO quando
comparados aos animais WT, CD8KO e RAGKO. Este fato pode ser explicado
porque APCs podem ser ativadas diretamente pelo agente infeccioso, que ao se
ligarem a receptores como os do tipo Toll (TLRs) induzem a producédo de outros
sinais inflamatorios, tais como IFNs e TNF. Apesar disso, a presenca de linfocitos
TCD4" mostrou ser essencial para o completo potencial citotoxico das CTLs. Além
disso, nossos dados mostram que esse modelo ndo depende da acdo de células
NKT, visto que em animais CD1KO houve lise das células alvo semelhante a de
animais selvagens.

Ha um debate atual na literatura para o papel das células TCD4" na geracéo
de células de longa duracdo que respondem rapidamente a um novo desafio
patogénico neste tipo de inflamacdo (144, 145). E importante lembrar que os
linfécitos B também atuam no ambiente infeccioso de agentes virais através da
producdo de niveis elevados de anticorpos neutralizantes, dependentes ou ndo das
células TCD4" helper. Apesar disso, ndo observamos alteragdo no perfil de
citotoxicidade quando os linfécitos B estdo presentes e ha auséncia de CD8, isso
porque 0s anticorpos atuam na neutralizacdo dos virus e, em nosso modelo,
utilizamos infec¢cdo aguda a um primeiro desafio. Talvez em um segundo desafio

poderiamos observar tal efeito, j& que haveria tempo para a producédo destes.
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Figure 9 — Ensaio de citotoxicidade por imunizagdao com Ad5f-gal entre animais WT, CD8KO,
CD4KO e RAGKO mostra que a resposta citotdxica € parcialmente dependente dos linfdcitos
TCD4" e independente de células NKT. Camundongos C57BI/6, CD8, CD4, RAG e CD1 knockouts
foram imunizados ou ndo i.m. com Ad5 B-gal. Sete dias depois, a atividade citotdxica in vivo foi
estimada pela injecdo em cada animal com células esplénicas singénicas marcadas com CFSE
pulsadas ou ndo com 1ug/ml do ICP. Os resultados sao expressos como as médias de 3 animais por
grupo e sao representativos de experimentos realizados pelo menos duas vezes com resultados

semelhantes.
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4.4.4 A resposta maxima da citotoxicidade in vivo acontece no sétimo dia pos-

imunizacao

A tipica resposta das células T a uma infeccéo viral tem trés fases distintas
caracteristicas: expansdo e diferenciacdo em células T efetoras, cujas
caracteristicas mais importantes s8o a acentuada expansdo clonal e
desenvolvimento da funcdo citotdxica; contracdo, na qual muitas das células T
efetoras morrem por apoptose; memoria, apos as fases de expansao e contracao,
em que uma fragdo de 5-20% das células T especificas para o virus sobrevive e da
origem a populacdo de células de vida longa que formam o pool de células T de
memoria (146).

A fim de obter a eficacia deste ensaio na determinacdo da atividade
citotoxica das células T CD8 in vivo, foi realizada uma cinética da resposta de CTL
induzida pelo mesmo protocolo de imunizagdo aqui utilizado Figura 10. Nés
determinamos atividade citotoxica em diferentes pontos de tempo apos a

imunizagao: dias 4, 7, 16 e 32.
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Figura 10 — Cinética do ensaio de citotoxicidade in vivo. Camundongos C57BL/6 foram
imunizados com Ad5 ASP-2 i.m. 4, 7, 16 e 32 dias antes do ensaio de citotoxicidade in vivo ser
realizado. A resposta citotoxica foi estimada por injecdo em cada camundongo com células
esplénicas singénicas marcadas com CFSE pulsadas ou ndo com 1.0ug/ml do peptideo PA8. Os
resultados s@o expressos como a média de 3 animais por grupo e sao representativos de
experimentos realizados pelo menos duas vezes com resultados semelhantes.
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Células TCD8" naives ndo sdo capazes de matar seus alvos imediatamente
e levam de 5-7 dias ap6s o priming para as ceélulas naive se diferenciarem em
células efetoras e concluirem a expansdo clonal (126, 147-149). Portanto, como
esperado, no dia 4 apés a imunizacdo ndo foi possivel detectar lise das células
pulsadas com o peptideo. Além disso, o pico da resposta das CTLs foi visto no dia 7
pés-imunizacdo e apos este pico ha diminuicdo na funcdo efetora acompanhada até
32 dias poés-imunizacdo. Foi observado aproximadamente 100% de citotoxicidade
nos dias 7 e 16, mesma cinética de funcdo de CTL e correlacdo com a fase de
resposta observadas por Stambas e colaboradores (150) utilizando modelo de

infecgao por influenza.

4.45 O maior nimero de células T CD8" positivas para CD44, produtoras de
interferon gama e de TNF alfa na resposta ao adenofgal transgénico se
encontra no sétimo dia da resposta

Células efetoras expressam diferentes marcadores de superficie e sdo
funcionalmente distintas das células naive. Em animais C57BL/6, o receptor de
acido hialurénico - CD44 - pode ser usado para distinguir células naive das células
efetoras/memoéria, uma vez que células naive apresentam padrdo de expressao
CD44™ e nas células efetoras/meméria este receptor é regulado positivamente.
Células esplénicas CD44""/CD62"°" sdo células capazes de exercer funcdes
efetoras rapidamente e formarem o pool de células de memoéria efetoras. Outra
populacdo encontrada no baco e linfonodos s&o as células CD44""/CD62L"" que
formam o pool de células de memodria central e ndo exercem funcbes efetoras
imediatas (151). Diversos fatores contribuem para que uma célula tenha tal destino.
Entre eles esta a forca e duracdo da estimulacédo do TCR, citocinas inflamatorias,
mecanismos de regulacdo da transcricdo, alteracdes metabdlicas, entre outros
(135).

De forma interessante, a pequena semelhanca na frequéncia de células
especificas nos dias 4 e 32 e a funcao citotoxica completamente diferente (0% e
80% de lise) nestes dois momentos levou-nos a hipotese de que isso deve
acontecer devido aos estados de ativacdo das células TCD8" especificas nestes

dois pontos de tempo. Esta hipétese € apoiada pelo fato de que, depois do priming,
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as células TCD8" naive levam algum tempo para se diferenciar completamente em
CTLs efetoras. E possivel que no dia 4 estas células ndo estejam completamente
ativadas e ndo sejam plenamente funcionais. Para testar essa pergunta, repetimos o
protocolo da cinética de imunizacdo e marcamos as células CD3'CD8" e as
CD3'CD8"pent+ com CD44". Comparando a média de intensidade de fluorescéncia
do CD44 destas duas populacdes foi observado que no dia 4 as células
CD3"CD8"pent+ apresentaram menor MFI de CD44", ou seja, menor expressio de
CD44, do que a populacdo total CD3"CD8". No entanto, para os outros pontos de
tempo a expressido de CD44" foi sempre superior na populacdo CD3*CD8 pent+ do
que na populacdo ndo especifica CD3"CD8" (Figura 11). O aumento da expressao
de CD44 confirma a diferenciacdo das CTLs em células efetoras ou de memoéria. A
auséncia de outros marcadores, como CD62L, deixa em aberto se o destino final é o

perfil de memoria.

2 5
0 10 10°  10* 408

Sample Freq.pent+ %CD44  MFI
BlDay4 164 79.9 4666
Il Day 7 6.26 91.0 4282
[1Dayl6 2.54 77.0 4455
[ Day32 251 83.6 4641

Figura 11 — A média da intensidade de fluorescéncia de CD44 nas células TCD8+ especificas
ativadas é maior no sétimo dia da resposta. Animais C57BL/6 foram imunizados i.m. com Ad5
ASP-2 ou Ad5 B-gal nos dias 4, 7, 16 e 32 antes da retirada do baco. Células esplénicas foram
marcadas e a média de intensidade de fluorescéncia de CD44+ das células CD8+ ou CD8+CD44+H-
2Kb-VNHRFTLV+ foi determinada por anélises de FACS. Os resultados sdo expressos como a média
de 3 animais por grupo e sdo representativos de experimentos realizados pelo menos duas vezes
com resultados semelhantes.
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Além do estado de ativacdo, avaliamos outro parametro funcional destas
células. Foi analisada a producédo de TNF-a e/ou a de IFN-y por meio de marcagao
intracelular apos cultura destas células com estimulo do peptideo PA8. Embora
essas células tenham permanecido ativadas e funcionais até o dia 32, conclusao
baseada no ensaio de citotoxicidade in vivo, foi possivel detectar a liberacdo de
citocinas por marcacédo intracelular praticamente apenas no dia 7 (Figura 12). O
mesmo padrao de liberacéo de IFN-y foi observada por ELISPOT (Figura 13). Estes
resultados mostram que o pico da resposta citotoxica no dia 7 ap0s a imunizagao
coincide com a maior producdo de TNF-a e com o maior nimero de células

produtoras de IFN-y.

B Day 32 AJASP2

TNF-a B3 Day 16 AJASP?2
[ Day 7 AJASP2
F ) ) Bl Day 4 AJASP2
IFN-y J !
IFN-y TNF-q

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
CD8 (%)

Figura 12 - A administracdo de PA8 aumenta o nimero de células produtoras de IFN-y e/ou
TNF-a para o peptideo no bago dos animais imunizados com o adenovirus recombinante
adenoASP2. Camundongos C57BL/6 foram imunizados i.m. com 2x10° adenovirus adenoASP2.
Apoés sete dias, a frequéncia de células produtoras de IFN-Y', TNF-a ou duplo positivas foi estimada
ex vivo através do protocolo de marcacdo intracelular (ICS) na presenca do peptideo PA8. Os
resultados sdo representados como médias e desvio padrao de 3 animais por grupo.
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Figura 13: A administracdo de ICP aumenta o nimero de células especificas para o peptideo no
LN dos animais imunizados com o adenovirus recombinante adenofgal. Camundongos C57BL/6
foram imunizados i.m. com 2x10° adenovirus adenofgal. Apos sete dias, a frequéncia de células
produtoras de IFN-Y foi estimada ex vivo através do ensaio de ELISPOT na presenca do peptideo
ICP. Os resultados sao representados como médias e desvio padrao de 3 animais por grupo.
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4.4.6 O maior numero de células T CD8" especificas para o adenofgal transgénico

também se encontra no sétimo dia da resposta

Para correlacionar o nimero de células TCD8" especificas em cada tempo
com a atividade citotoxica observada na cinética, Figura 10, nés avaliamos, através
de marcagdo com pentamero, o numero dessas células em cada ponto de tempo
(Figura 14).

Como esperado, a maior nimero de células TCD8" especificas foi
observado no dia 7 apds a imunizacdo e os menores numeros foram vistos nos dias
4 e 32. Estes dados mostram que os dias 7 e 4 estédo correlacionados com o ponto
de maior e de menor citotoxicidade, respectivamente. N6s também podemos
observar que, embora tenha havido uma diminuicdo expressiva do numero de
células especificas no dia 16 e, principalmente, no dia 32, a funcao citotoxica apenas
apresentou ligeira diminuicdo. Provavelmente este € um evento relacionado a
homeostase das CTLs. Com este fim, entram em jogo alguns mecanismos no curso
da resposta, tal como morte celular induzida por ativacdo (AICD), a qual regula a
sobrevivéncia/morte das células T para impedir respostas imunes descontroladas. A
expressdo em células efetoras do ligante de FAS (FASL) permite a essas matarem
outras células que expressam FAS.
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Figura 14 — Cinética do numero de células TCD8+ especifica. Animais C57BI/6 foram imunizados
i.m. com Ad5ASP-2 ou Ad53-gal nos dias 4, 7, 16 e 32 antes de terem seus bagos retirados. Células
esplénicas foram marcadas com pentamero e a frequéncia de células TCD8+ H-2Kb-VNHRFTLV+ foi
determinada por analise de FACS. Os resultados sdo expressos como a média de 3 animais por
grupo e sao representativos de experimentos realizados pelo menos duas vezes com resultados
semelhantes.

Enquanto perforina, granzima e granulosina induzem morte celular pela
entrada no citosol, a proteina de membrana FAS ligante (FASL) atua a nivel de
membrana plasmatica se ligando a FAS na célula alvo (28).

Agregacdo de receptores de morte FAS na superficie de células induz,
através da alteracdo morfologica do dominio de morte, o recrutamento de outra
molécula, FADD (que se associa a FAS via dominio de morte) e prbé-caspases
apicais. Uma vez ativadas, estas caspases apicais desencadeiam uma cascata de
ativacdo de caspases, que culmina na morte celular (45).

A literatura mostra que os defeitos genéticos na via de FASL/FAS
desencadeia a sindrome linfoproliferativa autoimune tanto em seres humanos
guanto em camundongos e esta relacionada a autoimunidade. Para avaliar qual a
contribuicdo desses receptores de morte na acao citotoxica das CTLS em nosso
modelo, nds utilizamos como células alvo, células singénicas do baco de animais

LPR, camundongos mutantes para FAS (MRL/Ipr) que desenvolvem uma



74

linfoacumulac&o natural com esplenomegalia e linfoadenopatia (152, 153) (Figura
15).
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Figura 15: Ensaio de citotoxicidade por imunizagao com Ad5f-gal entre animais WT e LPR
mostra que a resposta citotéxica é dependente em aproximadamente 15% da via de FAS/FASL.
Camundongos C57BI/6 e LPR foram imunizados ou ndo i.m. com Ad5B-gal. Sete dias depois, a
atividade citotéxica in vivo foi estimada pela injecdo em cada animal com células esplénicas
singénicas marcadas com CFSE pulsadas ou ndo com 1ug/ml do ICP. Os resultados s&o expressos
como as médias de 3 animais por grupo e sao representativos de experimentos realizados pelo
menos duas vezes com resultados semelhantes.

N6s observamos que a citotoxicidade in vivo para o adenofgal € dependente
em aproximadamente 13% da ligacdo de receptores de morte FAS-FASL, sendo
dessa forma, que estes receptores tem uma contribuicdo importante para a morte de
células alvo. TNF-a, que assim como FASL, faz parte da subfamilia dos ligantes de
morte, também pode exercer fungdes citotoxicas (154, 155).

Linfocitos T citotoxicos também utilizam de mecanismos fratricidas. Esta
hipotese é apoiada por observacgdes in vitro em que CTLs séo alvos de suas irmas,
depois de terem capturado fragmentos de membrana da célula alvo morta
anteriormente (33, 156, 157). A relevancia in vivo deste mecanismo é dificil de ser
avaliada, mas se ele ocorre in vivo, é assumido que deve participar na homeostase
de células TCD8" que estavam ativas durante a resposta imune.

Consequentemente, esse resultado reforca nossa conclusdo de que este
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ensaio de citotoxicidade in vivo € muito sensivel para determinar a funcao citotdxica
das CTLs. Trabalho elegante de Stambas J. e colaboradores (150) mostraram que
ha um limiar neste método acima do qual as respostas serdo detectadas com cerca
de 100% de lise das células alvo. Este grupo sugere que a taxa minima de célula
efetora /célula alvo deve ser de 7:1, mas mesmo com uma razéo de 0,7:1 é possivel
ver 40% de citotoxicidade (150).

Os resultados indicam claramente que o ensaio de citotoxicidade in vivo é o
método mais preciso para a andlise da resposta efetora das CTLs, ndo avaliando
apenas a funcgéo efetora no pico da fase de proliferacdo, como no ICS ou no ensaio
de ELISPOT, mas ainda sendo capaz de detectar a atividade citotoxica apds a fase
de contracdo. Como mostrado na Figura 16, a capacidade de resposta da CTL nao
diminui apos a fase de contragdo, e isso pode ser devido as CTLs que permanecem
no local da resposta serem melhores efetoras do que aquelas em fase de
proliferacéo, talvez células com perfil de memoaria. Apesar disso, a fungédo das CTLs
apos 32 dias da imunizacdo com adenovirus recombinante s6 pode ser detectada

corretamente pelo ensaio de citotoxicidade in vivo.
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Figura 16: Gréafico de representacdo das figuras de cinética do nimero de células TCD8+
especifica e da cinética do ensaio de citotoxicidade in vivo.

4.5 Efeito da ndo expressao de Gal-1 in vivo na resposta antiviral por CTLs

Uma vez mostrada a localizagdo de Gal-1 na principal organela efetora das
células citotoxicas e de ter padronizado o ensaio de citotoxicidade in vivo, 0 proximo
passo consistiu em verificar a contribuicdo de Gal-1 para a funcao citotoxica dessas

células.
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Foi observado que nos animais Gal-l1KO houve um numero
significativamente maior de células alvo vivas (CFSEng,) quando comparado ao
grupo de animais selvagens apos 7 dias de imunizacdo e 18 horas da inoculacéo
(Figura 17A).

A andlise estatistica revelou que essa diferenca €é estatisticamente
significativa e sugere que os animais deficientes em Gal-1 apresentam altera¢des
na funcdo efetora de células citotoxicas (Figura 17B). Esse ensaio coloca em
evidéncia que Gal-1 pode ser uma das moléculas que participam na funcao efetora
de células citotoxicas, mas, que podem existir outros mecanismos atuantes

simultaneamente.
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Figura 17. Células TCD8+ tem menor potencial efetor em camundongos Knockout para
galectina-1 (Gal-1KO). Camundongos Gal-1KO e C57BI/6 foram imunizados ou n&o (controle) com
2x10° PFU de Ad56p-gal e apos 8 dias foram inoculados com 20x10° esplendcitos marcados com 1 Mg
de CFSE e 20x10” esplendcitos marcados com 10ug de CFSE pulsados com 0,1 ug/mL do peptideo
ICP. FSC por SSC; Dotplot FSC por CFSE das populag@es de células Low(Lo) (ndo pulsada com ICP
- ndo alvo) e Hi (pulsada com ICP — alvo para CD8) para CFSE. As porcentagens foram calculadas
baseadas na média de 3 animais por grupo apenas nas células positivas para CFSE (A). Gréfico
representativo das células alvo (CFSE Hi) vivas dos grupos de animais WT e Gal-1KO (P<0,001) (B).

OML-1e9
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4.6 Gal-1 controla a ativagdo dos linfocitos e a proliferacdo das células

Em 2009, trabalho elegante de M. Carrie Miceli e colaboradores mostrou que
na deficiéncia de Gal-1 as células hiperproliferaram em resposta a ligacdo do TCR
possivelmente pelo aumento da producgéo de IL-2 induzida pelo TCR e prevencgao da
ndo responsividade induzida por ativacdo (AINR) das células TCD8+ nos dias 2-4
apos a ligacéo inicial do TCR (29, 126, 149).

Com o objetivo de avaliar os resultados apresentados pela literatura, nos
realizamos ensaios de proliferacéo in vitro no dia 3 (Figura 18) e dia 6 (Figura 19)
apos estimulo, em que as células de animais C57BI/6 e animais Gal-1KO foram
estimuladas com “beads” recobertas por anti-CD3/CD28 na presenca (3 e 6 dias de
cultura) e auséncia de IL-2 ( 3 dias de cultura) e, apos este mesmo periodo, também
avaliamos o perfil das moléculas relacionadas a ativacdo das células T, CD25, CD44
e CD62L (Figura 3).
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Figura 18. Células T CD8+Gal-1KO entram em maior nimero de divisdes em resposta a
estimulacdo antigénica ap6s 3 dias de estimulo in vitro. (A) perfil de diluicdo de CFSE das células
T CD8+ Gal-1+/+ e Gal-1-/- estimuladas durante 72 horas com 40U/mL de IL-2 e 10uL/mL de beads
CD3/CD28. O histograma na parte superior representa os picos de diluicdo do CFSE das células em
divisdo. Abaixo gréficos das porcentagens e da taxa média de divisdo de células T CD8+ WT Gal-
1+/+ ou Gal-1-/- que sofreram os nimeros indicados de divisdes em resposta a ao estimulo por IL-2 e
CD3/CD28 conforme determinado a partir dos perfis de diluicAo de CFSE; (B) perfil de diluicdo de
CFSE das células T CD8+ Gal-1+/+ e Gal-1-/- estimuladas durante 72 horas apenas por estimulo com
10uL/mL de beads CD3/CD28. O histograma na parte superior representa os picos de diluicdo do
CFSE das células em divisdo. Abaixo graficos das porcentagens e da taxa média de divisdo de
células T CD8+ WT Gal-1+/+ ou Gal-1-/- que sofreram os niumeros indicados de divisées em resposta
a ao estimulo por CD3/CD28 conforme determinado a partir dos perfis de diluigdo de CFSE (p<0,05).
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Nés observamos por meio dos ensaios in vitro que as células Gal-1" entram
em maior numero de divisées quando comparadas ao de células WT visto que tanto
no periodo de 3 dias quanto 6 dias apds estimulacdo CD3/CD28 ha maior nimero
de células Gal-1-/- em estagio mais avancados de proliferacdo. Tal fato é observado
de forma mais acentuada quando as células sé@o cultivadas na presenca de IL-2 mas
0 mesmo evento € observado na auséncia dessa interleucina. Nossos resultados
estdo de acordo com a literatura e corroboram os dados que apontam a importancia

de Gal-1 no controle da expanséo celular durante a fase de proliferacdo de linfécitos.
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Figura 19. Células T CD8+Gal-1KO entram em maior nimero de divisdes em resposta a
estimulagcado antigénica apos 6 dias de estimulo in vitro. Perfil de diluicdo de CFSE das células T
CD8+ Gal-1+/+ e Gal-1-/- estimuladas durante 6 dias com 40U/mL de IL-2 e 10uL/mL de beads
CD3/CD28. O histograma na parte superior representa os picos de diluicdo do CFSE das células em
divisdo. Abaixo gréficos das porcentagens e da taxa média de divisdo de células T CD8+ WT Gal-
1+/+ ou Gal-1-/- que sofreram os nimeros indicados de divisdes em resposta ao estimulo por IL-2 e
CD3/CD28 conforme determinado a partir dos perfis de diluicdo de CFSE.

NOs observamos, nesse mesmo periodo de 3 dias de estimulag&o in vitro, na
presenca de IL-2, que Gal-1 mostrou ser importante no controle da ativacdo dos
linfécitos, uma vez que na auséncia dessa proteina, as células apresentaram perfil
diferente de expresséo da cadeia alfa do receptor de 1l-2 (CD25), CD44 e CD62L.

Neste periodo, houve ndo apenas o aumento de CD25, evento intimamente
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relacionado a ativacdo de linfocitos, como também aumento do receptor de &cido
hialurénico - CD44 — que pode ser usado para distinguir células naive das células
efetoras/memodria, uma vez que células naive apresentam padrdo de expressao

CD44"™" e nas células efetoras/meméria a expressao deste receptor é aumentada.
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Figura 20. Células T CD8+Gal-1KO apresentam diferente perfil de ativagcdo em resposta a
estimulacdo antigénica ap6s 3 dias de estimulo in vitro. Perfil de marcagdo de CD25, CD44 e
CD62L das células T CD8+ Gal-1+/+ e Gal-1-/-, estimuladas ou ndo (“medium”) durante 3 dias em
cultura com (CD3/CD28/1L-2) ou sem (CD3/CD28) 40U/mL de IL-2 e 10uL/mL de beads CD3/CD28.

De maneira interessante, ndés observamos que no sexto dia de cultura houve
menor expressao de CD62L nas células T CD8+ Gal-1KO quando comparadas as
selvagens (Figura 20). A baixa expressdo dessa molécula € relacionada a
diferenciacdo dessas células em linfocitos T efetores os quais possuem baixa
expressdo de L-selectina, uma vez que essas células saem dos 6rgao linféides
secundarios e circulam para a periferia com o objetivo de exercerem suas funcdes
efetoras imediatamente apds reencontrarem o0 antigeno. Esses resultados séo
inéditos na literatura e indicam que na auséncia de Gal-1 os linfécitos TCD8+ nédo so
possuem maior ativagcdo como também maior capacidade de deixarem os Orgaos
linfoides secundarios mais cedo que células selvagens. No sexto dia ainda ha maior

namero de células em estagios mais avancados de proliferacéo (Figura 21).
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Figura 21. Células T CD8+Gal-1KO apresentam diferente perfil de ativacdo em resposta a
estimulacdo antigénica apés 6 dias de estimulo in vitro. Perfil de marcacdo de CD25, CD44 e
CD62L das células T CD8+ Gal-1+/+ e Gal-1-/-, estimuladas durante 6 dias em cultura com 40U/mL

de IL-2 e 10yL/mL de beads CD3/CD28.
4.7 Construcdo de animais OT-l knockouts para o gene Igals para ensaios in

Vivo

Levando-se em conta que as analises in vitro sdo menos informativas do que
0S ensaios in vivo, uma vez que nao levam em conta a complexidade do
microambiente em que a resposta imune ocorre e, por iSso, nem sempre
reproduzem o0 que ocorre in vivo, 0 passo seguinte dos nossos estudos foi avaliar a
participacdo de Gal-1 na proliferacdo celular e no perfil de ativacdo dos linfocitos T
CD8+ in vivo. Para isso, n0s construimos o modelo de animais OT-I knockouts para
gene lgals (OT-IGal-17) através do cruzamento entre animais OT-I e animais Gal-
1KO. A avaliacdo do fendtipo OT-I foi feita através da marcacdo das células de
sangue periférico para CD8 e cadeia Va2 constituinte do TCR de células T OT-I

(Figura 22), em que a dupla marcacdo para essas moléculas caracteriza animais

o wWT OT-|

CD8

TCRVa2

Figura 22: Caracterizagdo fenotipica dos animais OT-l. Células do sangue periférico dos animais
C57BI/6 e OT-I foram tratadas com tampao de lise de hemaceas para lise de eritrocitos. As células
restantes foram marcadas com anticorpos CD8.APC e TCRVa2.V450 e analisadas por citometria de

fluxo.
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4.8 BMDCs cultivadas com GM-CSF e estimuladas com LPS expressam CD11c
e acentuam a expresséo dos marcadores MHCII, CD86, CD80 e CD40.

Levando-se em conta o modelo de OT-I para avaliar a resposta especifica de
células T CD8+, nos padronizamos o modelo de imunizacdo utilizando células
dendriticas pulsadas com o peptideo especifico da OVA, SIINFEKL (InvivoGen).
Nesse modelo, nos cultivamos células obtidas da medula 6ssea de animais C57BI/6
em meio completo na presenca de GM-CSF por 7 dias. Apdés o 7° dia, as células
foram ativadas através da adicdo de LPS ao meio e entdo avaliadas através de
citometria de fluxo para os marcadores CD11c, CD80, CD86, MHCI, MHCII, Grl e
CD40. A ativacdo das células é observada pelo aumento da expressdo das
moléculas de MHCII assim como das moléculas CD80, CD86 e CD40. A marcacao
positiva para CD11c, proteina transmembranica encontrada em niveis elevados nas
células dendriticas, e negativa para Grl, antigeno marcador de diferenciacéo
mieldide, cuja expressao celular é restrita a mondcitos da medula 6ssea e neutrdfilos
em 6rgaos periféricos, indica que as células se diferenciaram em células dendriticas
e ndo em macrofagos (Figura 23).
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Figura 23: BMDCs CD11c+Grl- cultivadas com GM-CSF e estimuladas com LPS acentuam a
expressao dos marcadores MHCII, CD86, CD80 e CD40. 5 x 10° células da medula 6ssea/placa de
animais C57BI/6 cultivadas em meio de cultura contendo 200U/mL de GM-CSF por 7 dias foram
(linhas cinza escuro) ou néo (linhas pretas) estimuladas por 18 horas com LPS. As BMCDs foram
marcadas com controles isotipos (linhas cinza claro) anticorpos CD11c, Grl, MHCI, MHCII, CD80,
CD86 e CD40 e analisadas por citometria de fluxo.
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4.9 Proliferacdo in vivo das células OT-IGal-1KO apresenta perfil similar ao de

células OT-I

Padronizado a cultura das BMDCs e com a obtencéo de células OT-IGal-1KO,
0 passo seguinte foi a realizacdo do ensaio de proliferacdo in vivo. O ensaio foi
realizado com imunizacdo de animais C57Bl/6 CD45.1 no dia 0 através da injecao
subcutéanea no coxim plantar dos animais com BMDCs ativadas com LPS e pulsadas
(pata direita) ou ndo (pata esquerda - controle) com o peptideo SIINFEKL. No dia 1,
células OT-1 CD45.2 ou células OT-IGal-1KO CD45.2 foram obtidas do linfonodos de
animais OT-l ou OT-IGal-1KO e selecionadas através de colunas de selecdo
negativa (Miltenyi Biotec) para a molécula CD8a com a pureza >95% de células
CD8+ (Figura 24).
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Figura 24: Caracterizacdo fenotipica das células de animais transgénicos para o TCR OT-l p6s
coluna de selecdo negativa de células T CD8a+. Células do linfonodo popliteo de animais
trangénicos para o TCR OT-I foram isoladas por kit Il de isolamento de células T CD8a+ (Miltenyi
Biotec). As células foram marcadas com anticorpos CD3, CD4, CD8, CD19 e DX5 e analisadas por
citometria de fluxo.
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Em seguida, essas células foram marcadas com 5 yM do corante Cell Trace
Violet dye (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) e injetadas por via endovenosa
retroorbital. Apos 3 dias da injecdo das células nds analisamos o perfil de
proliferacdo. Diferente do que foi observado in vitro, a proliferagdo in vivo das células
Gal-1KO mostrou um perfil muito similar ao da proliferacéo de células WT apesar de
ainda observamos maior nimero de células em divisdo no pico de divisdo 9 das

células Gal-1KO comparado ao de células WT (Figura 25).
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Figura 25. Células OT-1Gal-1-/- possuem numero de divisdes similar ao de animais OT-IGal-1+/+
apds 3 dias de imunizagdo in vivo com DCs pulsadas com o peptideo da OVA SIINFEKL.
Animais C57BL/6CD45.1 foram imunizados i.f. com 0,5x10° DCs estimuladas 18 horas com LPS e
pulsadas (pata direita) ou néo (pata esquerda) por 1 hora com o peptideo da OVA SIINFEKL. No dia
seguinte esses animais receberam 0,3x10° células OT-IGal-1+/+CD45.2 ou células OT-IGal-1-/-
CD45.2 marcadas por 15 minutos com 5uM de CFSE. 72 horas mais tarde, foi avaliado o perfil de
diluicdo de CFSE das células CD8+CD45.2+ do linfonodo popliteo dos animais. O histograma na
parte superior representa os picos de diluicdo do CFSE das células em divisdo. Abaixo graficos das
porcentagens e da taxa média de divisdo de células OT-IGal-1+/+CD45.2+ ou Gal-1-/-CD45.2+ que
sofreram os ndmeros indicados de divisGes em resposta a imunizagdo conforme determinado a partir
dos perfis de diluicdo de CFSE.

A hipdtese para o evento observado in vivo é de que fisiologicamente a
diferenca do modelo knockout e o selvagem ocorre em um periodo mais tardio da
divisdo celular. No entanto, ndo podemos observar pelo fato de, apos o terceiro dia,
nao haver como diferenciar os picos de divisdo das células em proliferacdo (Figura
26).
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Figura 26. Cinética de proliferacdo das células OT-l apds 48, 54, 60 e 72 horas de imunizac&o in
vivo com DCs pulsadas com o peptideo da OVA SIINFEKL e inje¢do das células OT-l. Animais
C57BL/6CD45.2 foram imunizados i.f. com 0,5x10° DCs estimuladas 18 horas com LPS e pulsadas
(draining lymph node) ou ndo (nhon draining lymph node) (Por 1 hora com o peptideo da OVA
SIINFEKL. No dia seguinte esses animais receberam 0,3x10° células OT-ICD45.1 marcadas por 15
minutos com 5uM de CFSE. 48, 54, 60 e 72 horas mais tarde, foi avaliado o perfil de diluicdo de
CFSE das células CD8+CD45.1+ do linfonodo popliteo dos animais. Os “dot plots” representam as
populagBes de células CD8+CD45.1+ e os picos de diluicdo do CFSE das células em divisédo que
também esta representado por histograma.

4.10 Perfil de degranulagcdo em animais Gal-1KO

A principal organela na fungdo efetora de linfocitos T citotoxicos e das
células NK é o lisossomo secretorio. Lisossomos secretorios especializados sao
granulos liticos, contendo proteinas citoliticas tais como perforina e granzimas, em
adi¢ao as hidrolases lisossomais tais como catepsina B e D, B-hexosaminidase e as
proteinas de membrana lisossomal, LAMP-1, LAMP-2 e LAMP-3.

A expressao da proteina de membrana lisossomal, LAMP-1 (CD107a), na

superficie celular tem sido descrita como marcador de degranulacdo de células
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citotéxicas e foi mostrada ser fortemente regulada e ter sua expressao aumentada
na superficie das células apos estimulacdo acompanhando a perda de perforina
(158).

A literatura mostra que Gal-1 interfere na degranulacdo de mastécitos
atuando como inibidor desse processo (100). Com o objetivo de avaliar se ha
relacdo dessa lectina com a degranulacdo de linfocitos TCD8", nds realizamos
ensaio de marcacdo de CD107a em células TCD8" efetoras ativadas in vitro de
animais knockouts para o gene Isgall (Figura 27).
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Figura 27: Células TCD8" de camundongos Gal-1KO apresentam maior degranulagdo do que a
de animais selvagens. Esplenécitos de animais C57BI/6 e C57BI/6Gal-1KO foram cultivados na
presenca de anti-CD107a, com ou sem o peptideo ICP. Apés 12 h, as células foram marcadas para
detectar CD8 e CD3. Os resultados s@o apresentados como a média de 3 animais por grupo. Os
asteriscos indicam que o nimero de SFCs dos animais WT imunizados que receberam ICP foram
significativamente menores do que os animais Gal-1KO imunizados (A); Grafico representativo da
proporcao de células CD8+CD3+ positivas para marcagcao com CD107a de superficie (P<0,05) (B).

Nossos resultados mostram que Gal-1, assim como visto para mastdcitos,
interfere controlando a degranulagdo de CTLs, j& que na sua auséncia, hd maior

exposicao de LAMP-1 nas células de animais Gal-1KO em resposta a ligacdo do
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TCR, o que indica que nesses animais h4 maior degranulacdo quando comparados
a animais selvagens. Apesar de haver maior degranulagdo, animais Gal-1KO
apresentam menor morte de células alvo. Isso sugere mais uma vez que nossa
hipétese sobre a acdo de Gal-1 na acdo efetora das CTLs sobre as células alvo
pode estar correta. No entanto, outro fato que deve ser avaliado é se a auséncia de
expressdo de Gal-1 altera o numero de células efetoras nos animais knockouts da

proteina.

4.11 Animais Gal-1KO possuem maior numero de células produtoras de
interferon (ELISPOT)

Em 2009, trabalho elegante de M. Carrie Miceli e colaboradores mostrou que
a expressao induzida de Gal-1 por linfocitos TCD8" ativados regula a proliferagéo de
células T e que as células hiperproliferaram na deficiéncia de Gal-lem resposta a
ligacdo do TCR (29, 126, 149).

Os linfocitos TCD8" se tornam competentes matadores (células efetoras)
somente apoés ativacado pelas APCs (12), que estimulam o complexo TCR induzindo
a expressao génica, formacédo de lisossomos secretérios e proliferacao celular (CTL
antigeno-especifico passa por uma série de duplicacdes celulares) (28).

Em relacdo a diferenciacdo de CTLs em células efetoras e de memoria, o T-
box dos fatores de transcricAdo Eomesodermina (Eomes) e T-bet parecem ser
essenciais (36). T-bet é induzido rapidamente sobre estimulacdo do complexo TCR
e é requerido no programa inicial de producéo de citocinas (37), enquanto Eomes é
induzido mais tarde durante a diferenciacdo e manutencédo da expresséo de IFN-y.
Runx3 é requerido para a expressdo de Eomes e perforina, e ambos Eomes e
Runx3 se ligam ao locus Prfl; Runx3 € o regulador primario da expressédo de Gzmb,
mas sinergiza com T-bet e Eomes, respectivamente, para promover a transcricao
dos genes Infg e Prfl (159).

Baseados nos dados acima descritos, e visto que a producao de citocinas
como o IFN-y € uma das caracteristicas de ativacdo dos linfocitos, nos avaliamos,
por meio da técnica de ELISPOT, a frequéncia de células TCD8+ produtoras dessa
citocina nos animais Gal-1KO (Figura 28).
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Figura 28: A administracdo de ICP mostra niumeros maiores de células especificas para o
peptideo no LN de camundongos Gal-1KO imunizados com o virus adenofgal do que em
camundongos selvagens. C57BL/6 e C57BIl/6Gal-1KO foram imunizados i.m. com 2x10° do virus
Ad5Bgal. Sete dias mais tarde, a frequéncia de células produtoras de IFN-Y foi estimada ex vivo
utilizando ELISPOT na presenca de peptideos ICP. Os resultados sdo apresentados como médias
por desvio padréo de 3 animais por grupo (A); grafico representativo do nimero de células produtoras
de interferon gama de animais WT e Gal-1KO (p<0,001) (B).

Nés mostramos, por meio dessa técnica que, na deficiéncia de Gal-1, ha
maior numero de CTLs produtoras de interferon gama em resposta a ligacdo do
TCR, como visto por M. Carrie Miceli e colaboradores (127), e que, portanto, Gal-1
regula a resposta primaria de CTLs in vivo. Apesar de haver um numero maior de
células produtoras de interferon, a citotoxicidade in vivo nos animais Gal-1KO
apresenta nivel inferior de acéo efetora sobre células alvo e, mais uma vez, reforca a

idéia de que Gal-1 participa da acéo efetora das CTLs.
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4.12 Papel de FAS-FASL e Gal-1 na funcao efetora das CTLs

A apoptose ainda é a forma mais estudada de morte celular nos dias de hoje
(160). Ela pode ser desencadeada por FAS, protétipo dos receptores de morte,
expresso constitutivamente na maioria dos tecidos celulares e caracterizado pela
presenca de um a seis dominios ricos em cisteina nas suas porgdes extracelulares,
gue medeiam a interacdo deste com FASL (161). Esta interacdo resulta na ativacao
de uma cascata de sinalizacdo intracelular, a qual tem inicio com a agregacao
dessas moléculas na superficie culminando na morte da célula que expressa FAS
(162). Dados da literatura mostraram que camundongos mutantes para FAS
(MRL/lpr), por exemplo, desenvolvem uma linfoacumulacdo natural com
esplenomegalia e linfoadenopatia. Esses camundongos apresentam uma falha na
sinalizacdo de apoptose com comprometimento do processo de delegédo clonal
periférica de linfocitos, com risco de haver, posteriormente, o desenvolvimento de
uma doenca autoimune (152, 153).

Matarrese e colaboradores (163) mostraram em 2005 que Gal-1 esta
relacionada a via dos receptores de morte e induz, por si s, a morte celular. Entre
0S mecanismos potencialmente envolvidos neste efeito e sugeridos pelo trabalho
esta a interacdo direta de Gal-1 com receptores FAS, em que utilizando anticorpos
neutralizantes anti-Fas (clone ZB4) eles foram capazes de inibir a morte celular
induzida por Gal-1. Nesse trabalho, a cascata apoptética desencadeada por Gal-1
envolve a ativacdo de caspase-8.

Visto que a via FAS-FASL é um dos mecanismos utilizados pela CTL para
eliminar seus alvos, que Gal-1 tem relacdo com essa via e sabendo que FASL é
fortemente regulado pela CTL e estocada em granulos liticos (77), nés fomos avaliar
a relacdo de Gal-1 e a via desses ligantes de morte, porém agora, Gal-1 no controle
de FASL (Figura 29).
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Figura 29: Células TCD8+ tem potencial efetor similar ao de animais selvagens em
camundongos Knockout para galectina-1 (Gal-1KO) quando ha auséncia de FAS nas células
alvo. Camundongos Gal-1KO e C57BI/6 foram imunizados ou n&o (controle) com 2x10% PFU de
AdSB-gaI e apo6s 8 dias foram inoculados com 20x10° esplenécitos marcados com 1 ug de CFSE e
20x10° esplendcitos singénicos (WT) ou de animais LPR (LPR) marcados com 10ug de CFSE
pulsados com 0,1 pg/mL do peptideo ICP. FSC por SSC; Dotplot FSC por CFSE das populacdes de
células Low(Lo) (ndo pulsada com ICP - ndo alvo) e Hi (pulsada com ICP — alvo para CD8) para
CFSE. As porcentagens foram calculadas baseadas na média de 3 animais por grupo apenas nas
células positivas para CFSE (A). Grafico representativo das células alvo (CFSE Hi) vivas dos grupos
de animais WT e Gal-1KO que receberam como células alvo células singénicas ou células de animais
LPR (*P<0,05; **P<0,01) (B).

Nés observamos que, na deficiéncia de Gal-1, o nimero de células alvo
deficientes na expressao de FAS nos animais Gal-1KO é similar ao de animais WT.
Este achado fortemente indica a relacdo de Gal-1 no controle da via FAS-FASL
utilizada por CTLs. Portanto, nossos resultados apontam para o fato de que Gal-1
deva regular a resposta efetora das CTLs por uma via que envolve a regulacao da

expressao ou da atividade biolégica de FASL.
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4.13 Células OT-IGal-1" fazem contatos menos duradouros e menos estaveis
com DCs durante a apresentacao de antigenos pelas APCs no linfonodo

Por fim, para avaliar se ha ou nao diferenca nas interacfes iniciais
entre as células dendriticas e as células TCD8+ e, por isso, diferenca na ativacao
das células T CD8+ pela ndo expressao de Gal-1, nés realizamos a técnica de
microscopia two photon, atualmente entre as principais técnicas para estudos in
vivo. Um milhdo de DCs CMTMR+ pulsadas ou ndo com peptideo SIINFEKL foram
injetadas i.f. em animais C57BI/6CD45.1. Dezoito horas mais tarde, as células T OT-I
ou OT-IGal-1" obtidas dos respectivos animais foram marcadas com 10 pM de
CFSE e entdo sofreram transferéncia adotiva endovenosa. Apos 3 horas, 0os animais
foram anestesiados via i.p. e entdo iniciadas as imagens. As células puderam ser
detectadas em até 200 ym a partir da superficie dos linfonodos. As imagens foram
projetadas com o software Image J (NIH), em que o protocolo de aquisicdo e andlise
foi 0 mesmo em todas as condi¢cdes experimentais, para serem comparadas de
forma idéntica. Nos linfonodos ndo drenantes de ambos 0s animais que receberam
as células T OT-I ou OT-IGal-1", nés pudemos observar rapida interacéo entre as
OT-1/0T-IGal-1" e as DCs, sendo tal evento bem descrito na literatura (164, 165),
uma vez que na auséncia de N4-DCs nao ha ligacédo estavel entre as células (Filme
1 e Filme 2). No entanto, a presenca de N4-DCs causou uma parada marcante de
células OT-l e contato duradouro entre DC e células T em que observamos a
formacao de ilhas das células T OT-I ao redor das DCs, processo ja bem descrito na
literatura (166). No entanto, fato inédito foi observado no mesmo ensaio realizado
com as células OT-IGal-17", em que houve a presenca do peptideo de alta afinidade
SIINFEKL induziu contatos menos duradouros e menos estaveis comparados ao das
células OT-I. N6s observamos que com as células OT-IGal-1" ha menor nimero de
ilhas de DCs e linfécitos T e também menor quantidade de células OT-I nessas ilhas
(Filme 3 e Filme 4).
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Movie 1l Movie 2
Gal-1*/* non draining lymph node Gal-17-non draininglymph node

Movie3 Movie 4
Gal-1*/+ draining lymph node Gal-17/- draininglymph node

Filmes 1-4. Células OT-IGal-1-/- fazem contatos menos duradouros e menos estaveis com DCs
durante a apresentacdo de antigenos pelas APCs no linfonodo. Animais C57BL/6CD45.1 foram
imunizados i.f. com 1x10° DCs estimuladas 18 horas com LPS, marcadas com 5uM de CMTMR+
(vermelho) e pulsadas (draining lymph node — Movie 3 e Movie 4) ou nédo (non draining lymph node —
Movie 1 e Movie 2) por 1 hora com o peptideo da OVA SIINFEKL. No dia seguinte esses animais
receberam 5x10° células OT-IGal-1+/+CD45.2 ou células OT-IGal-1-/-CD45.2 marcadas com 10uM
de CFSE. Trés horas mais tarde, foi avaliada por microscopia intravital two photon o linfonodo
popliteo dos animais. As imagens foram projetadas com o software Image J (NIH), em que o
protocolo de aquisicdo e analise foi 0 mesmo em todas as condi¢cdes experimentais, para serem
comparadas de forma idéntica.

Juntos os resultados aqui avaliados mostraram que na auséncia de Gal-1, ha
menor niumero ou tempo de interacdo entre as células apresentadoras de antigeno e
os linfocitos T CD8+. Apesar disso, os resultados sugerem que as células Gal-1-/-
proliferam mais e possuem potencial de ativacdo superior ao de células selvagens.

Apesar disso, a funcéo citotoxica é inferior ao de células selvagens.
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5 DISCUSSAO

A morte direta de células alvo por linfocitos T citotdéxicos desempenha um
papel fundamental na imunidade protetora a infecgdes virais e transformacao celular
(tumores). Algumas viroses tais como as causadas por virus influenza (gripe)
causam infeccbes agudas e sao rapidamente eliminadas. Em contraste, o virus
herpes causa infeccdo latente e permanece no hospedeiro. No primeiro caso,
linfocitos T CD8™ eliminam o virus da gripe e promovem imunidade de longo prazo.
Nas viroses por virus epstein barr e citomegalovirus ha uma permanente vigilancia
desses agentes por células do sistema imunologico, que incluem linfocitos TCD8"
(167).

Linfocitos T citotdxicos sé@o células altamente especificas e sobre as células-
alvo envolve a interacdo de proteinas de adesdo e sinalizacdo dentro de uma
sinapse imunoldgica (32). A maneira pela qual estas células exercem suas fungées
ocorre através da morte das células-alvo, tanto por interacdo de receptores de morte
ou por via de secrecdo de granulos citotoxicos (168). Assim, quando o receptor de
célula T do linfocito TCD8" encontra um peptideo antigénico, para o qual ele é
especifico, em moléculas de MHC de classe | em uma APC, aquela célula se
diferencia em célula efetora e sua diferenciacdo € acompanhada por sintese de
granulos citotoxicos e de seus constituintes (169).

Os avancos cientificos e tecnoldgicos nos Ultimas duas décadas tem
aprimorado a analise da ativacado, diferenciacédo e funcao efetora das CTLs. O teste
classico para avaliar a citotoxicidade celular € o ensaio de liberacdo de cromo
radioativo (>'Cr), desenvolvido em 1968 por Brunner e colaboradores com base na
ligacdo e internalizacédo de radioisotopos pelas células alvo (170).

O desenvolvimento do enzyme-linked immunosorbent spot assays
(ELISPOT) e a construcdo de moléculas multiméricas de MHC mais peptideos
especificos melhorou a deteccéo e caracterizacdo de células T antigéno-especificas.
No entanto, as analises in vitro sdo menos informativas do que 0s ensaios in vivo,
uma vez que ndo levam em conta a complexidade do microambiente em que a
resposta imune ocorre e, por iSso, nem sempre reproduzem o que ocorre in vivo. Por
exemplo, observou-se que, mesmo apds 300 dias de exposi¢cdo ao agente viral, 84%
das células alvo transferidas foram eliminadas in vivo, enquanto que os resultados

foram negativos quando observados in vitro ou ex vivo (171). Além disso, varios
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paradigmas baseados em estudos in vitro foram rejeitados ou pelo menos
reformulados apds experiéncias in vivo. Este é o caso dos resultados que mostram
gue a auséncia de granzimas A e B prejudicam a citotoxicidade in vitro das CTLs
(72). Os mesmos autores mostraram mais tarde que animais deficientes em ambas
as granzimas A e B sdo capazes de eliminar as células alvo in vivo rapidamente e de
uma maneira semelhante a animais selvagem sem utilizar quaisquer mecanismos de
compensacao, tais como aumento da expressao de granzimas 6rfaos ou interacdes
FAS- FASL (72).

Protedmica representa uma poderosa ferramenta usada para analisar a
composic¢do e funcéo de organelas intracelulares. A partir da andlise por esta técnica
da composicdo de granulos secretdrios das células TCD8", nos evidenciamos a Gal-
1 como um novo componente dessa organela, candidata a participante da
magquinaria efetora das células citotoxicas.

Neste trabalho foram aplicadas as técnicas de microscopia eletrdnica e
confocal com o objetivo especifico de co-localizar Gal-1 com lisossomos secretorios
de células citotéxicas. Fica evidente nas fotomicrografias eletrénicas que Gal-1 esta
localizada em diversos compartimentos intracelulares, como nucléolo e mesmo no
citosol, e esta evidéncia est4 de acordo com a literatura, que mostra a localizacédo
nuclear e citoplasmética de Gal-1 em diversos tipos celulares (87, 88, 134). No
entanto, nossos dados apresentam pela primeira vez um novo compartimento de
localizacdo de Gal-1 em CTLs, o lisossomo. Essa nova localizagdo é corroborada
através da técnica de microscopia confocal e co-localizacdo de Gal-1 com a
molécula de membrana lisossomal, Lamp-1, e de matriz da organela, granzima B e
perforina. Schafer e colaboradores mostraram através de membranas plasmaticas
de vesiculas por imunopurificacdo em que o interior destas simulava o meio
extracelular, que Gal-1 parece utilizar a mesma via de FGF-2 para ser secretado das
células e gque este mecanismo esta presente em membranas plasmaticas (91) e,
portanto, pode ser também a forma que Gal-1 utiliza para entrar nos lisossomos.

O fato de termos observado na fotomicrografia eletrénica e confocal que Gal-
1 esta presente nos lisossomos também sugere que Gal-1 deva participar dos
eventos efetores das células citotoxicas na regido de liberagdo dos granulos
citotéxicos. Diversos sdo 0s potenciais mecanismos que indagam a participacdo
desta molécula em colaborar na funcdo destas células e atuar a esse nivel. Em

2009, um trabalho de Stowell e colaboradores mostraram que Gal-1 exdégena induz a
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exposicdo de PS em leucécitos sem alterar sua viabilidade, e que a exposi¢cédo
continua a essa lectina manteve a externalizacdo de PS durante o periodo em que
Gal-1 estava presente (172). Em 2006, Fischer e colaboradores ja haviam mostrado
que CTLs antigeno especificas expbem PS na superficie celular e que esta
exposi¢do ocorre por ativagdo da célula (173). Esse trabalho mostrou que a PS
exposta estava distribuida em proximidade com moléculas de sinalizagdo em
membrane rafts, podendo modular a formacéao de contato intercelular entre células T
e APCs. Nesse trabalho eles levantam a questdo da exposicdo de PS contribuir
significativamente com 0s eventos que ocorrem na sinapse imunolégica, como por
exemplo, alterando a fluidez da membrana ou a adesdo célula-célula. Também
nesse trabalho foi demonstrado que o bloqueio da exposicdo de PS durante o
reconhecimento de antigenos resulta em uma inibicdo significante da secrecdo de
IFN-y, IL-2 e TNF-a, assim como da internalizacdo do TCR, eventos ligados a
ativacao das células. Foi também demonstrado que apos a ativacdo, o aumento dos
niveis de calcio inibiu a atividade da flipase que mantém a PS no folheto interno da
membrana plasmatica. Pode ser que a Gal-1 liberada na sinapse tenha um papel na
manutencdo dessa estrutura ou na ativacdo dessas células, indiretamente pela
manutencdo da exposicdo de PS. Gal-1 pode estar iniciando o processo de
exposicdo de PS, agindo de forma sinérgica ao aumento dos niveis de calcio com
essa externalizacdo. Dessa forma, nos animais Gal-1KO, a auséncia da exposicao
de PS durante a acdo efetora prejudicaria a estabilidade e estrutura da sinapse,
além de potencialmente interferir no tempo de contato entre as células efetoras e
alvo, um dos fatores importantes para a funcdo das CTLs. Tal fato € importante no
contexto de células citotoxicas, em que Gal-1 ao induzir continuamente a exposicao
de fosfatidilserina, manteria a sinapse imunoldgica e a ativacéo das células.

Outra acdo de Gal-1 na funcao efetora das células citotdoxicas pode ser na
inducdo de morte da célula alvo atraves de receptores. A literatura cita que Gal-1
pode se ligar a receptores como CD45/CD3 e CD43/CD7, fazendo com que estes
formem glicolattices na superficie das células (interacdes proteina-Gal-1-proteina) e
sinalizem vias de morte (115). Varios trabalhos mostraram que Gal-1 pode se ligar a
esses receptores na membrana das células, dependendo do seu estado de ativagcao
(96, 115). Neste contexto, é valido ressaltar que muitas células imunoldgicas sao
suscetiveis a morte por Gal-1 quando ativadas (110, 174), sendo este o estado de

células infectadas, por exemplo, por alguns virus. J& se sabe que células, como os
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macréfagos, possuem receptores intracelulares como RIG-1 e TLRs endossomais
que reconhecem patdgenos e levam a vias de ativacdo dessas células.

Gal-1 poderia também ter um papel no controle da resposta dos linfocitos
TCD8", apds sua acio efetora. Estudos com marcacio para lisossomos secretorios
mostram que a liberacdo de poucos granulos é suficiente para induzir a morte de
células alvo. Além disso, o centro organizador de microtibulos dessas células pode
rapidamente tornar-se polarizado para outro alvo, e permitir a morte de varias
células por uma mesma efetora. Esse mecanismo permite as CTLs induzirem morte
das células alvo de forma répida e eficiente (175). No entanto, para que ela se
desligue de uma célula e possa executar sua funcédo efetora em outra, um dos
mecanismos responsaveis € o desligamento entre moléculas de adesédo, moléculas
co-estimuladoras e complexos TCR-MCH classe |. M. Carrie Miceli e colaboradores
mostraram em 2009 que Gal-1 exdgena pode diminuir a avidez da ligacao entre TCR
e pMHC (127). Este pode ser um papel importante de Gal-1 liberada na sinapse
imunoldgica, em que ao ser liberada na fenda sinaptica e reduzir a avidez antigeno-
TCR, facilita o desligamento de CTLs e seu alvo e permite que o linfocito TCD8"
possa exercer o killing de outros alvos. Dentro desse mesmo contexto, ja se sabe
que MHC classe |, entre outras proteinas, pode ser removido da célula alvo quando
a efetora se desloca desta em direcdo a outra célula alvo e, como resultado, isso
pode provocar a susceptibilidade da CTL a morte fratricida por outras CTLs,
estabelecendo entdo um mecanismo de autorregulacdo para uma regulacéo
negativa da resposta imune (6, 176). No entanto, a auséncia de Gal-1 pode ser um
fator que torna a proporcado de morte fratricida por este mecanismo bem maior do
gue em individuos saudaveis e por isso, a auséncia de Gal-1 prejudicaria a funcao
efetora e a homeostasia das CTLs.

Sabe-se também que Gal-1 pode controlar diversos processos de ativacéo
nas células T. Chung e colaboradores mostraram em 2005 que Gal-1 regula, entre
outros processos, a fosforilacdo da cadeia zeta do complexo de TCR, dificultando o
processo de ativacdo dessas células, apés a apresentacdo de peptideos de
microorganismos patogénicos, por exemplo, por APCs (110). Além disso, Gal-1
também foi relacionada com a inibicdo da cascata Ras-Mek-ERK, que também faz
parte da ativacdo de células. No caso do Human immunodeficiency virus (HIV), que
tem como um de seus principais alvos as células TCD4" (177), a acéo de Gal-1 (Gal-

1 liberada pela célula efetora e entrando na célula alvo via poros formados por
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perforina) permitiria que essas células tivessem seu processo de ativacao inibido,
assim impedindo a estimulacédo dessas células por estimulos de sobrevivéncia, por
exemplo, ou mesmo das vias de protecdo da apoptose que a ativacdo induz, o que
contribuiria para o processo de inducio de morte de células TCD4" infectadas por
virus HIV, por outras moléculas do granulo como granzima B.

Apesar de estarmos levando em conta, até o momento, que o efeito de Gal-1
pode ser via granulos, ndo se pode esquecer que essa lectina também € secretada
diretamente pela membrana por vias ainda ndo estabelecidas (89, 90). Este fato é
relevante e conduz a pensar que o efeito de Gal-1 na fungéo efetora das CTLs pode
ser dado via membrana plasméatica. Além disso, por essa mesma via de secrecao
Gal-1 pode estar atuando na homeostasia das células TCD8", evitando uma ac&o
exacerbada e controlando a populacdo de células. Trabalho de Matarrese e
colaboradores (163) mostraram que Gal-1 pode sensibilizar células T ndo ativadas e
aumentar em células T ativadas a morte celular "fisiologica" mediada por FAS.
Nesse trabalho foi demonstrado que Gal-1 ndo so reforca a morte celular mediada
por FAZ, mas também induz a morte celular por si s6 de linfécitos ndo ativados. Os
mecanismos potencialmente envolvidos neste efeito podem incluir: interacao direta
de Gal-1 com receptores FAS; aumento da expressdo na superficie celular de
CD95/Fas em células T ndo ativadas; alteracdes da permeabilidade da membrana
mitocondrial (MMP - Mitochondrial Membrane Permeabilization), ou seja,
hiperpolarizacdo da mitocondria, em células T ndo ativadas.

Nos ensaios de citotoxicidade in vitro e in vivo, Gal-1 pareceu um potencial
componente da resposta efetora de células TCD8". JA4 se sabe que animais
mutantes homozigotos null para Gal-1 (Gal-17") sé&o viaveis e se tornam adultos sem
nenhuma anormalidade fenotipica ébvia, exceto deficiéncia na rede olfatoria (178) e
reducdo na sensibilidade térmica (179). Nesse contexto se torna também relevante o
fato, sugerido neste trabalho, da reducdo do potencial citotoxico nesses animais
Knockouts, que poderad explicar outros mecanismos ineficientes ainda n&o
observados nesses animais pela ndo ciéncia deste evento. A reducdo do potencial
citotoxico foi observado mesmo visto que linfocitos TCD8" efetores Gal-1KO
apresentam maior perfil de ativacao, proliferacdo, degranulacdo e se encontram em
maior nimero. No entanto, essa reducdo ndo € drastica e isto pode ser devido a
diversos fatores. Na literatura ha diversas moléculas que participam desse processo,

como é o caso de perforina e granzimas. Isto pode explicar por que Gal-1 ndo € a
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Unica molécula envolvida e ndo houve reducgéo total da funcdo das CTLs. Além
disso, no novo cenario formado com o advento dos animais transgénicos, em que
animais deficientes em granzimas A e B sdo capazes de eliminar células alvo tao
rapido e de maneira similar aos individuos selvagens, surge a necessidade de
esclarecer quais as moléculas sdo fundamentais na funcdo e controle da acéo
citotoxica das células citotoxicas. Nossos estudos colocam em evidéncia que Gal-1
€ candidata a essa funcdo e parece participar desse processo. O fato de nossos
dados indicarem a participacdo de Gal-1 no controle da via dos receptores de morte
FAS-FASL levanta algumas hipOteses sobre a importancia de Gal-1 para a
citotoxicidade das CTLs: Gal-1 dos lisosssomos influencia a exposis¢do de FASL
talvez controlando sua estabilidade ou por interagir com esta e permitir que ela ali se
localize; Gal-1 participa da sinalizacdo que encaminha FASL para o compartimento
lisossomal. Além disso, os achados que Gal-1 interage com Gemin4, um membro do
complexo de proteinas dos survival of motor neuron (SMN), e é coimunoprecipitado
com os complexos nucleares SMN (134), envolvido no processo que direciona o
splicing de pré-RNAm (180), ddo uma visdo mecanicista do seu potencial papel na
via de splicing (181) e indica outra hipotese de que Gal-1 esteja envolvida na
regulacdo da expressao de FASL. A confirmacdo dessa acao evidencia um novo
papel para galectinas e abre novas portas de estudo no campo das moléculas que
se ligam a acucares. Com este fim sdo necessarios estudos adicionais para
comprovar que esta molécula realmente tenha esse papel.

Durante os ultimos anos, tem havido uma crescente valorizacdo do efeito das
interacdes proteina-glicanos sobre a regulamentacdo da imunidade inata e
adaptativa. As células centrais na ponte entre essas respostas estdo as células
dendriticas (DCs), que n&do sO6 podem induzir ativacdo como também tolerancia
periférica por promover a diferenciacéo de células T reguladoras (Tregs), incluindo
Tregs CD4+CD25+Foxp3+ e células Treg do tipo 1. Galectina-1 tem sua maxima
expressdo em DCs apds estas serem expostas a estimulos tolerogénicos.
Rabinovich e colaboradores descreveram em 2009 que, apos a exposi¢cado a Gal-1,
DCs adquirem funcéo reguladora dependente de interleucina 27 (IL-27) e promovem
a tolerancia das células T mediada por IL-10, dessa forma, suprimindo
neuroinflamacéo autoimune (182). No entanto, nossos dados mostram o outro lado

da moeda na ativacdo das células T, em que a expressdo enddgena de Gal-1 em
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linfocitos € importante para estabelecer um contato duradouro e estavel entre essas
células e APCs.

A estrutura fundamental reconhecida por Gal-1 € a unidade de dissacarideo
N-acetil-lactosamina (Gal-1-4Glc-NAc) presente em moléculas de superficie dos
leucocitos tais como CD2 e integrinas, os quais foram identificados como potenciais
receptores para a Gal-1 (183). Dentre a gama de receptores de adesdo com
potencial participacdo na adesdo célula alvo/célula citotoxica, estdo inclusas as B2-
integrinas e CD2, todos acumulados na pSMAC das células ativadas e este pode ser
um dos mecanimos em que Gal-1 controle essas interacfes. As imagens de
microsocopia two phtoton descritas nesse trabalho, portanto, sugerem que Gal-1
controla o contato DCs-linfécitos T, mas continua obscuro se esse efeito € via
proteinas de adesdo. Apesar do observado, a rapida interacdo entre essas células
parece permitir maior perfil de ativacdo, proliferacdo e células especificas nao
deixando de lado o fato de o modelo utilizado para o protocolo de microspopia two
photon diferir dos protocolos de proliferacdo e ativacdo in vitro e do protocolo de
citotoxicidade in vivo e in vitro.

Enfim, entender como funcionam CTLs e NKs e seus componentes expande
as possibilidades de tratamentos e expde novos alvos terapéuticos. Dessa forma,
nosso trabalho evidencia mais um potencial componente da maquinaria citotoxica
das células citotoxicas, fundamentais na resolugcdo de certas patologias, e insere

Gal-1 em um novo contexto no sistema imune.
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6 CONCLUSAO

- Galectina-1 € um dos constituintes dos lisossomos das células citotoxicas.

- Galectina-1 contribui para a total eficacia da funcdo efetora de células TCD8" no
modelo de citotoxidade in vitro utlizando o clone de células L1210 e no modelo de

imunizagao com adenovirus 5 humano adenofgal.

- Galectina-1 regula a via de FASL nas células TCD8" no modelo de imunizacéo
com adenovirus 5 humano adenofgal mas ndo no modelo de citotoxidade in vitro
utlizando o clone de células L1210 e L1210Fas como células alvo.

- A expressdo de galectina-1 nos linfécitos T CD8+ ¢é importante para o
estabelecimento de contato duradouro entre essas células e células dendriticas

durante o processo de apresentacdo de antigenos.
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Figura 30 - Galectina-1 € um dos constituintes dos lisossomos das células citotoxicas e contribui
para a total eficacia da funcéo efetora de células TCD8" através da regulacdo da via de FasL. Além
disso, a expressdo de galectina-1 nos linfécitos T CD8+ é importante para o estabelecimento de
contato duradouro entre essas células e células dendriticas durante o processo de apresentacdo de
antigenos.
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APENDICES

APENDICE A - Lista das proteinas mais abundantes identificadas nos granulos
das CTLs

Tabela 1. Lista das proteinas mais abundantes identificadas nos preparados das amostras dos
granulos das CTLs em 1D-SDS-PAGE. A maioria das bandas vizualizadas no 1D SDS-PAGE
marcadas com Coomassie Blue foram cortadas do gel e submetidas a digestao por tripsina no gel e
analise MS/MS. Devido a complexidade das amostras, como cada banda provavelmente contém
muitas proteinas diferentes, somente proteinas com alta pontuacdo no MS-Fit, cobertura dos
peptideos acima de 35% e um ndmero significante de pareamento de peptidios foram selecionados
nessa primeira pesquisa. Trinta e nove proteinas foram, portanto, nomeadas como as proteinas mais
abundantes em nossa fracdo de granulos das CTLs, incluindo as esperadas perforina e as granzimas
A B,C E FeG.

Table I - List of the most abundant proteins identified in 1D-SDS-PAGE sample of CTL granule preparation
Protein ID Accession MWspI  Coverage Ma J‘c‘/‘rea’
" peptides
Heat shock protein HSP90-beta (TSTA) P11499 83,326/5.0 42% 24
NEDD! protein P33215 72,970/8.3 23% 1
BIP/GRP78 P200z9 72,423/5.1 59% 38
Heat-shock cognate 71kDa protein P08109 70,872/5.4 50% 36
Perforin P10820 62,082/8.4 39% 25
T-complex protein 1/TCP-1 theta/CCT-theta P42932 59,556/5.4 37% 17
Zinc finger protein 94 (Zfp-94) Q9Z1D9 59 .156/7.8 35% 18
Pyruvate kinase, M2 isozyme P52480 57,888/7.2 50% 31
protein disulfide isomerase A3 precursor (ERp60) P27773 56.622/6.0 46% 23
Alpha enclase/Enclase-1 pi7182 47 141/6.4 55% 27
DNAse gamma/DHP2/LS-DNAse/DNAse I-like 3 055070 35.760/8.9 40% 14
Purine nucleoside phosphorylase/Inosine phosphorylase P23492 32,277/5.8 54% 18
Granzyme A precursor/TSP-1/CTLA-3 P11032 28,599/9.5 61% 19
Phosphomannomutase 2 (PMM 2) Q9Z2M7 27 657/6.0 61% 15
Granzyme F precursor/MCSP-3/CCP4 PO8883 27,643/9.9 40% 1
Granzyme E precursor/CCP3 PO8884 27,494/9.7 49% 13
Granzyme B/CTLA-1/CCP1 PO4187 27.470/9.8 50% 15
Granzyme & precursor/MCSP-1 P13366 27.381/9.6 61% 13
Granzyme C/CCP2 PO8882 27,311/9.3 62% 17
Ubigquitin carboxyl-terminal hydrelase isozyme L1 (UCH-L1) QSROPY 24 838/5.1 40% 10
Ras-related Rab-17 P35292 23,640/5.4 39% 7
Ras-related protein Rab-2A P53994 23,548/6.1 57% 9
PPIase precursor/Rotamase/Cyclophilin B P24369 22,713/95 56% 15
Peroxiredexin 1 (thioredoxin peroxidase 2) P35700 22177/8.3 41% g
605 ribosomal protein L9 P51410 21.882/10 58% 12
Ferritin light chain 1 P29391 20,803/5.7 46% 7
Adenine phosphoribosyltransferase/APRT P0O8030 19.763/6.3 B58% g
Translationally controlled tumer protein (TCTP) P14701 19462/4.8 42% 12
408 ribosemal protein $10 P0OS900 18.916/10.2 70% 14
Cofilin P18760 18.560/8.2 69% 12
PPIase/Rotamase/Cyclophilin A P17742 17.972/7.7 45% 12
405 ribosemal protein 516 P14131 16'3526/10' 68% 11
Superoxide dismutase [Cu-Zn] PO8228 15,943/6.0 54% 9
Myosin light chain alkali (MLC3nm) Q60605 15,731/4.8 62% 8
Cystatin € P21460 15,531/9.2 53% 6
Profilin T P10924 14957/8.5 46% 8
‘ Galectin-1 P10812 14,866/5.3 62% 10
Histone HZA Pa275z 14182/10.9 63% 7
Histone H2B P10854 13'9336“0' 65% 18
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APENDICE B - Lista das proteinas dos granulos das CTLs

Tabela 2. Lista de proteinas identificadas por eletroforese 2D. Para maximizar a identificacdo das
proteinas presentes em nossa fracdo de granulo, nés separamos as amostras por 2D-SDS-PAGE,
usando diferentes gradientes de PI. Contando que a maioria das granzimas sao basicas e se incluem,
tanta quanto nés sabemos, os constituintes mais abundantes dos granulos secretorios, ndo foi uma
surpresa descobrir que uma grande quantidade das proteinas ndo foram separadas por focalizacéo
isoelétrica em gradientes de pl 3-6 e pl 5-8. De fato, uma forte marcacéo foi sempre detectada em
uma borda muito basica nos géis com os Pl de 3-6 e 5-8 (dados ndo mostrados). Embora tenha sido
corrido muitos géis 2D-SDS-PAGE com Pl 7-10, nenhum trouxe uma boa resolucdo das proteinas
basicas dos granulos citotéxicos. Entdo, nés ndo fomos capazes de isolar bandas Unicas das
proteinas basicas. Contudo, por amostragem consistente na borda de base de ambos os géis de PI 3-
6 e 5-8, nds identificamos com sucesso as granzimas, tdo bem quanto as outras proteinas tais como
ciclofilinas A e B e NUDIX.

Table IT - List of proteins identified by 2D-electrophoresis
Spot Protein ID Accession MWspL  Coverage Marcﬁed
” peptides
1 B-spectrin/fodrin Qé2261 274425/5.7 27% 65
2 *BIP/GRP78 P20029 72423/51 54% 26
3 *Heat-sheck cognate 71kDa protein PO8109 70872/5.4 36% 20
4 75 kDa glucose regulated protein (6RP 75)/Mertalin P38647 73529/5.9 19% 8
5 Vimentin P20152 53688/5.1 21% 12
6 Calreticulin/calregulin/ERPE0 NP_031617 48136/4.33 53% 24
7 Calreticulin/calregulin/ERPE0 NP_031617 48136/4.33 54% 23
8 *Disulfide isomerase ER-60 P27773 56622/6.0 42% 20
9 Angiopoietin-related protein 2 precursor Q9R045 57119/7.3 20% 7
10 *Alpha enolase/Enolase-1 P17182 47453/6.4 76% 34
1 *Alpha enolase/Enolase-1 P17182 47453/6.4 45% 18
12 Cathepsin D precursor pig242 44954/67 34% 13
13 Cathepsin D precursor pig242 44954/67 34% 12
14 P-actin NP_001092 42052/5.29 42% 12
15 Aldose reductase P45376 35733/67 24% 7
16 NUDIX NP_705789 35623/9.15 38% 13
17 *Granzyme E PO8884 27494/97 26% 5
18 *Granzyme A/CTLA-3/TSP-1 P11032 28599/9.5 4% 9
19 *Granzyme A/CTLA-3/TSP-1 P11032 28599/9.5 57% 17
20 *Granzyme A/CTLA-3/TSP-1 P11032 28599/9.5 46% 10
21 Chloride intracellular channel pretein 1/NCC27/pé4 CLCP Q9ZIQ5 27013/5.1 44% 9
22 Chloride intracellular channel pretein 1/NCC27/pé4 CLCP Q9ZIQ5 27013/5.1 39% 9
23 Proteasome subunit alpha type 1/Macropain subunit €2 Q9R1P4 29547/6.0 34% 9
24 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme L3 (UCH-L3) Q9JTKB1 26152/5.0 43% 7
25 Phosphaglycerate mutase 1/P6AM-B Q9DEJ1 28832/6.7 59% 13
26 *Granzyme C/CCP2 PO8&82 27311/9.3 75% 25
27 Triosephosphate isomerase/TIM P17751 26713/6.9 48% 13
28 Triosephosphate isomerase/TIM P17751 26713/6.9 40% 9
29 *Translationally controlled tumor protein (TCTP) P14701 19462/4.8 37% 8
30 *Translationally controlled tumor protein (TCTP) P14701 19462/4.8 44% 12
31 *Adenine phospheribosyltransferase/APRT PO8030 19763/6.3 58% 8
32 *Granzyme B/CTLA-1/CCP1 PO4187 27470/9.8 30% 7
33 MAPK 9/TNK2 QIWTUE 48190/5.6 21% 9
34 Nucleoside diphosphate kinase B (NDK B)/ NM23-M2 Qo1768 17363/7.0 68% 9
35 Partitiening defective-6 hemolog gamma/PAREA Q9TKe4 42341/7.4 14% 4
36 PCNA/eyclin? P17918 28785/47 16% 5
phosphatidylethanolamine-binding protein (PEBP) P70296 20831/5.2 55% 7
*PPTase/Rotamase/Cyclophilin A P17742 17972/7.7 50% 9
*Pyruvate kinase, M2 isozyme P52480 57888/7.2 17% 8
Ras-related protein Rab-187? P35293 23035/5.2 34% 6
Ras-related protein Rab-5A?? QOCQDL 23599/8.3 32% 6
Serine protease inhibitor A3K/Serpin A3K/Contrapsin PO7759 46880/5.1 14% 4
*Superoxide dismutase [Cu-Zn] PO8228 15943/6.0 57% 10
Trangelin 2 QIWVA4 23597/66 34% 7
* Also identified by 1D-electrophoresis
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The direct killing of target cells by cytotoxic T lymphocytes (CTLs) plays a fundamental role in protective
immunity to viral, bacterial, protozoan and fungi infections, as well as to tumor cells. In vive cytotoxic
assays take into account the interaction of target and effector cells in the context of the proper microen-
vironment making the analysis biologically more relevant than in vitro cytotoxic assays. Thus, the
development, improvement and validation of in vivo methods are necessary in view of the importance
of the results they may provide. We describe and discuss in this manuscript a method to evaluate
in vivo specific cytotoxic T lymphocyte killing. We used as model system mice immunized with human
recombinant replication-deficient adenovirus 5 (HAdS) containing different transgenes as the trigger of
a CTL-mediated immune response. To these mice, we adoptively transferred syngeneic cells labeled with
different vital fluorescent dyes. Donor cells were pulsed (target) or not (control non-target) with distinct
CDE T-cell epitopes, mixed in a 1:1 ratio and injected iv. into immunized or non-immunized recipient
mice. After 18-24 h, spleen cells are collected and analysed by flow cytometry. A deviation from the

1:1 ratio of control and target cell populations indicates antigen specific lysis of target cells.

€ 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Cellular cytotoxicity is the main effector mechanism of CD8+ T
cells (also known as CTLs=cytotoxic T lymphocytes ) constituting an
important weapon against cancer and pathogen-infected cells. The
scientific and technological advances in the last couple of decades
have improved the analysis of CTL activation, differentiation and
effector function. The classical test to assess cellular cytotoxicity
is the radioactive chromium (*'Cr) release assay, which was devel-
oped in 1968 by Brunner and colleagues based on binding and
internalization of radioisotopes by target cells [1]. The develop-
ment of the enzyme-linked immunosorbent spot assays (ELISPOT)
and the construct of multimeric MHC molecules plus particular
peptides improved the detection and characterization of antigen-
specific T cells. However, in vitro and ex vivo analysis are less infor-
mative than in vivo assays since they do not take into account the
complexity of the microenvironment where the immune response
occurs and, therefore, do not always reproduce what occurs in vivo.
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Ciéncias Biomédicas, Universidade de 530 Paulo, Av. Professor Lineu Prestes, 1730 —
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For instance, it was observed that even after 300 days of exposure
to viral agent, 84% of target cells transferred were eliminated in
vive, while negative results were observed in vitro or ex vive [2).
In addition, several paradigms based on in wvitro studies were
dismissed or at least reformulated after in vivo experiments. In this
case, the results showed that absence of granzymes A and B impair
in vitro CTL killing [3). The same authors showed later that mice
deficient in both granzymes A and B are able to eliminate target
cells in vivo as quickly and in a similar manner than wild-type mice
without using any compensatory mechanisms, such as increased
expression of orphan granzymes or FAS-FASL interactions [3].
Thus, in vive assays have been gaining more and more attention
as important tools to comprehensively evaluate CTL-mediated
immune responses.

The in vivo CTL assay we describe here was first proposed by
Oehen and colleagues [4] and is based on inoculation of immu-
nized or infected mice with a 1:1 proportion of labeled syngeneic
spleen cells, where one population is pulsed with a peptide for
which the specific CTLs response will be analyzed. The presence
of labeled cells in the spleen of the recipient mice is evaluated after
different periods of time by flow cytometry. We detail the proce-
dure and analysis of the in vivo CTL assay using a model of genetic
immunization using as vector human recombinant replication=
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deficient adenovirus 5 (HAdS) containing different transgenes and
discuss the use and limitations of this test.

2. Immunization with recombinant adenoviruses

Adenoviruses have several characteristics that make them
excellent candidates for use as gene delivery system [or vectors)
to induce specific immune responses |5]. Adenoviruses exert an
adjuvant-like effect by stimulating the innate immune system via
both Toll-like receptors (TLR)-dependent and -independent mech-
anisms [6]. Inoculation of adenoviruses triggers a characteristic im-
mune response based on the development of neutralizing
antibodies and CTLs, aiming to neutralize the extracellular viral
particles and attack the virus-infected cells, respectively [7.8]. To
illustrate the analysis of specific CTL responses in vive, C57BI/6
mice were immunized or not Lm. with 2 = 10®% PFU (plaque forming
unit) of HAAS expressing the p-galactosidase gene (Ad f-gal), in a
total volume of 100 pl (50 pul was injected into the left and 50 pl
into the right Tibialis anrerioris muscle). Alternatively, A/5n mice
were immunized with HAdS expressing the Amastigote Surface
Protein [ASP)-2 of Trypanosoma cruzi |9] or the ADTAWETGQA
[10]. The dose and the route of immunization were the same as de-
scribed above for Ad p-gal.

3. Processing of target cells

Once a CTL bearing a specific TCR finds a cognate peptide asso-
ciated with a MHC class | molecule on the surface of a target cell,
the CTL become activated and can kill the target cell. Normally,
cytosolic proteins are processed by the proteasome, generating
peptides that are transported to the endoplasmic reticulum (ER)
via a “pore” formed by TAP-1 and TAP-2 (TAP: transporter associ-
ated with antigen processing) proteins. There, the peptides associ=
ate with nascent MHC class 1 molecules and the peptide=MHC
complexes migrate to the plasma membrane. In our protocol, we
directly load specific peptides into MHC class l-expressing spleno-
cytes (see below). Considering that all nucleated cells express MHC
class 1 on its surface and splenocytes are relatively easy to obtain in
great numbers and to trace in vivo, syngeneic splenocytes have
been used as targets for the in vivo CTL assay. To obtain the spleno-
cytes, wild type or FAS-deficient, [pr C57B1/6 (MHC class | H2-Kh].
or A/5Sn (MHC class | H2-K*) mice were sacrificed in CO» chamber
followed by cervical dislocation [procedures used in all experi-
ments described here were approved by the Ethics Committee on
Animal Use of the Institute of Biomedical Sciences, University of
Sdo Paulo). With the aid of sterile surgical material, spleens were
removed and placed into tissue culture plates containing 4 ml
RPMI-1640 supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
(RPMI-10). Next, splenocytes suspensions were prepared by gently
macerating the spleens with the aid of a 5 ml syringe plunger. Sam-
ples were either transferred to 15 ml conical tubes and incubated
for 15 min at 4 *C to decant tissue debris or subjected to a cell strai-
ner (Becton Dickinson). After this step, single cell suspensions were
centrifuged at 300g for 10 min at 4 *C. Supernatants were carefully
discarded and pellets were gently mixed and resuspended in 1 ml
of hypotonic solution (0.15 mM NH4CI, 1 mM KHCO3, 0.1 mM Na
EDTA. pH 7.2-7.3) per spleen to lyse red blood cells. After 2 min
incubation, 4 ml of RPMI-10 were added for each 1 ml of the cell
suspensions and samples were centrifuged again. Finally, pellets
were gently resuspended in 1 ml of RPMI-10 per spleen and cell
concentration and viability evaluated by trypan blue staining in a
Meubauer hemocytometer. At this point it is important to put aside
2.5-10 = 10° cells that will be used as a negative control for the
flow cytometry analysis of the splenocyte staining (see below).

4. Labeling control and target cells with CFSE

To prepare the populations of target and control cells, spleno-
cytes obtained as described above were divided into two tubes
containing 5= 107 cellsjml and labeled with pre-warmed
(10 min, 37 =C) CF5E (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl
diester = Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA] at either 1 pM
(CFSE™™) or 10 puM (CFSE™®™) of the fluorescent dye in PBS. Spleno-
cyte suspensions should be homogenized well, incubated at 37 *C
for 15 min and centrifuged at 300g for and 10 min at 4 *C. Super-
natants were discarded and pellets gently released before resus-
pended in pre=warmed (37 =C) RPMI-10. Splenocyte suspensions
were adjusted to a concentration of 2.5 = 107 cells/ml. It is impor-
tant to mention that other staining reagent, such as Cell Trace Vio=
let Cell Proliferation Kit (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA),
PKH26(Sigma=Aldrich). PKHE7 (Sigma-Aldrich) and CellVue™ Clar-
et [Sigma=Aldrich), can be used in place of or in association to
CFSE.

5. Pulse target cells with specific peptides

As mentioned above, CTL will only kill target cells bearing the
specific peptide associated with self-MHC class | molecules. In
the study described here, the target CFSE™# cells were pulsed with
1 pg/ml of the H2-K restricted ICPMYARV peptide, a representa-
tive f-Gal epitope (f-Gal 497=504) [11], for 40 min at 37 =C (pro-
tected from light), while the control CFSE™ cells remained
unpulsed or were pulsed with an irrelevant peptide [PAB-
VNHRFTLV). Alternatively, in the case of Af5n mice, cells were
pulsed with 1 pg/ml of H-2K* restricted TEWETCQI, PETLCHEI or
YEIVAGYT from ASP-2 [10]. After cell-tracer and peptide labeling,
cells were centrifuged at 300g for 10 min at 4 *C, washed twice
in 5 ml of fresh RPMI-10 and finally resuspended in 1 ml of fresh
RPMI-10. At this point it is important to re-evaluate cell concentra-
tion and viability, which needs to be equal or higher than 95%.

6. Injection of labeled cells in mice

In procedures requiring the delivery of agents intravascularly in
mice, it is common to use one of the lateral tail veins. However, this
can be technically tricky and there is a high risk of failure. Retro-
orbital injections are considered by many a more humane alterna=
tive and easier to perform [12]. Thus, we suggest the retro-orbital
route to inoculate the CFSE-labeled cells. Briefly, each mouse re-
ceived a mixture of 2 x 10° CFSE™ and 2 x 107 CFSE™" cells in
a total volume of 200 uL of RPMI-1640 without serum. Animals
were properly anesthetized before the injection. After 16=20h,
mice were sacrificed in C0, chamber, followed by cervical disloca-
tion and their spleens removed and processed for flow cytometry.

7. Flow cytometry analysis/specificity of the immune response

Initially, we illustrated the specificity of this assay and its
dependence on CD8 T cells by evaluating in vivo specific CTL re-
sponse after immunization with HAdS wild type and CD8 KO
C57Bl/6 mice. To obtain back the injected CFSE'™ and CFSEMsh
cells, splenocytes were prepared from the injected mice accord-
ingly to the same procedure described above. Single-cell suspen=
sions were washed three times in RPMI-10 and fixed with 1.0%
paraformaldehyde. At least 100,000 events were acquired on a
FACSCanto flow cytometer (Becton Dickinson) and then analyzed
with Flow]o (TreeStar). Samples were analyzed using the following
gate strategies: FSC-A = FSC-H to exclude doublets, then FSC-A (or
FSC-H) = 55C-A to exclude debris and finally S5C-A = CFSE (Fig. 1).
CFSE™™ cells represent non-target controls and were always pres=
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Fig. 1. In vivo killing of target cells depend on CD8 lymphocytes. Wild type and CDS8KO C5781/6 mice were immunized or not with Ad5pGal Lm. Seven days later, in vivo
cytotoxic activity was estimated by injecting each mouse with syngeneic CFSE-labeled splenocytes coated with or without 1 pg/ml of the specific peptide (ICP). Results are
expressed as means of three mice per group and are representative of experiments performed at least three times with similar results.

ent in both immunized and non-immunized mice at the same ex- To prove the specificity of the CTL response, we compared the
tent. Target CFSE™S" cells were located on the right of the CFSE®™  presence of CFSE"™®" cells pulsed with either the specific peptide
cells in non-immunized mice or in CD8 KO mice, but were absent (ICP) or an unrelated peptide (PA8). As expected, we observed
or in lower numbers in immunized and fully immunocompetent the disappearance of the CFSE™" cells only when they were loaded
mice (Fig. 1). The total dose of antigen used during the immuniza- with the specific peptide and injected in immunized mice (Fig. 2).
tion procedure and the level of infection are important factors that CFSE™®" cells loaded with the unrelated peptide remain at the
determine the degree of the in vivo CTL response {data not shown). same frequency as the CFSE'™ non-target cells (Fig. 2).

Non-immunized Adeno 3 Gal

dOl

8vd

CFSE

Fig. 2. In vivo CTL killing of target cells is antigen-specific. Wild type C57B1/6 mice were immunized or not with Ad5pGal Lm. Seven days later, in vivo cytotoxic activity was
estimated by injecting each mouse with syngeneic CFSE-labeled splenocytes with or without 1 pg/ml of the specific ICP or the irrelevant PAS peptides. Results are expressed
as means of three mice per group and are representative of experiments performed twice with similar results.
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8. Combined use of other dyes

Other dyes may be used as alternative to or in parallel with
CFSE. Among the various commercially available vital markers
we show here the results with Cell Trace Violet dye (Molecular
Probes, Eugene, Oregon, USA). The labeling consists in a protocol
similar to that of CFSE. Non target cells were labeled with 1 uM
of CFSE and the target cell population labeled with 5 uM of Cell
Trace Violet. As expected, we observed the disappearance of the
cell trace violet-positive cells only when they were loaded with
the specific peptide and injected in immunized mice (Fig. 3). The
CFSE non-target cells remained at the same frequency in the
immunized and non-immunized mice (Fig. 3).

The use of a second marker in addition to the CFSE allows, for
instance, to compare the CTL responses to different epitopes. This
type of analysis has gained much importance for the investigation
of immunodominance, since it allows to determine the hierarchy of
CTL responses to dominant and subdominant epitopes induced by

/_\Non-immunized

the same infection or vaccination in a given mouse. On the one
hand, CTL responses against subdominant epitopes have been
shown to exist in some infections and to contribute to the resis-
tance against pathogens. On the other hand, dominant epitopes
available in recombinant vaccine vectors may restrict the response
to the transgene. Another marker that can be used is the PKH26, a
lipophilic cell tracking dye (PKH26CL-kit, Sigma). In this case,
splenocytes were separated in three equal portions and labeled
with CFSE™®" and CFSE'™, as described above, and with 10 pM of
PKH26 diluent C. After labeling, the three samples were washed
and the CFSE™®" pulsed with 1 pg/ml of the peptide representing
one epitope and the PKH26-labeled population pulsed with 1 pg/
ml of the peptide representing a second epitope. The cell popula-
tions were mixed at 1:1:1 ratio, centrifuged, resuspended in
RPMI-10 and injected intravenously in immunized or non-immus-
nized mice. After 16-20 h, spleens were processed as described
above and samples were analyzed by flow cytometry. Fig. 4 repre-
sents the results with A/Sn (H-2*) mice genetically vaccinated with

o~ Adeno B Gal

Cell trace violet

CFSE

e ”"103 ...,w‘,....ws,

Fig. 3. In vivo CTL assay with two different vital fluorescent dyes. Wild type C57816 mice were immunized or not with AdSpGal i.m. Seven days later, in vivo cytotoxic activity
was estimated by injecting each mouse with a mixture of unpulsed control CFSE-labeled and 1 pg/ml ICP-pulsed cell trace violet-labeled syngeneic splenocytes. Results are
expressed as means of three mice per group and are representative of experiments performed twice with similar results.

immunized mice

negative control

subdominant peptides

dominant and
subdominant peptides

PKH26

CFSE

inant or subd

Fig. 4. In vivo CTL killing of target cells presenting d inant peptides. A/Sn mice were primed Lm. with 100 pug of pcDNAS or pigSPCL9 plasmids, three weeks
later, these mice were boosted i.m. with 2 x 10® PFU AdpGal or AdASP-2. Fourteen days after boost, in vivo cytotoxic activity was estimated by injecting each mouse with
syngeneic PKH26 or CFSE-labeled splenocytes coated with or without 2 ug of the indicated peptide. Results are expressed as mean + SD of four mice per group and are
representative of experiments performed at least twice with similar results.
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a heterologous prime-boost vaccination. First, the animals were
primed with 100 pg of plasmidial DNA 28 days before analysis
and boosts were performed with 2 x 10° PFU of HAdS 7 days be-
fore analysis, both administered by im. route. As described by
Dominguez and colleagues [10], the vectors encode the amastigote
surface protein 2 of T. cruzi (ASP-2). The controls were immunized
with an empty plasmid. The response induced by this immuniza-
tion protocol was easily detected in vivo using target cells coated
with any of the three ASP-2 peptides, namely TEWETGQI (domi-
nant), PETLCHEI and YEIVAGY] (subdominants) restricted by H-2*
haplotype. The CFSE non-target cells remained always at the same
frequency regardless of the immunization vector used, whereas the
relative frequency of target cells depended on the dominant nature
of the peptides used to pulse them (Fig. 4).

9. Calculating the cytotoxicity

The percentage of specific lysis was determined using the
formula:

YoCFSEngn  infected/%CFSEy, infected

- YoCFSEwgn naive/5CF5E,, naive

» 100%

10. Statistical analysis

All statistical analysis described here were performed with
Craphpad Prism (Graphpad Software Company Incorporation). Val-
ues were expressed as means + SD. These values were compared
using two-way ANOVA followed by BonFerroni tests. The differ-
ences were considered significant when the P value was <0.05.

11. Tips

The in vivo CTL assay is relatively complex if taken into account
the wide-range of manipulation that can be applied to the system,
both during the cell processing and labelling and the data acquisi-
tion and analysis. However, the reproducibility can be very high if
some considerations were followed:

1. To make sure that the CFSE staining occurs with success with-
out major loss in cell viability, the PBS used to prepare the
CFSE"™®" apnd CFSE™ solutions should be pre-warmed at
37 = and labeling should not take more than 15 min.

2. The RPMI-10 medium that is used during the peptide pulse of
CFSENZh cells must also be pre-warmed at 37 *C. This will
ensure proper peptide loading to the MHC class L

3. Prepare 1 uM CFSE solution from the 10 uM solution and not
directly from the stock. This will help to avoid mistakes and
guarantee a good separation between the CFSE"®" and
CFSE'™ populations in the flow cytometer.

4. It is strongly advisable to check the labeling procedure by
running unlabeled, CFSE®* and CFSE™8" samples in the flow
cytometer before injecting the mice. If the labeling procedure
does not result in proper separation of the three fluorescence
peaks, start new labeling and do not inject the mice, since the
results will be unreliable.

5. Artention should be given to the fact that the mix of CFSE™
and CFSE™® gells should be injected in RPMI-1640 without
fetal calf serum, since the presence of bovine serum proteins
may trigger an inflammatory process and interfere with the
results.

6. In case of models of viral infection, store small aliguots of pfu-
determined preparations to avoid frequent freeze and
defrosting cycles and consequent decay of the viral particles.
The same apply to the peptide samples.

7. To analyze the cytotoxic response for more than one peptide
simultaneously (as in the case of subdominant) using more
than one dye-life it is necessary to standardize concentrations
of the dyes to be able to provide appropriate compensation
between the marks.

12. Conclusion

The protocel described in this study allows a meticulous in vive
evaluation of cytotoxic T cell activity.
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