
 

 

 

 

 

Tiago Clemente Machado 

 

Novo papel da galectina-1 como 

molécula efetora de células 

citotóxicas 

 
 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Imunologia do Instituto de 
Ciências Biomédicas da Universidade de 
São Paulo, para obtenção do Título de 
Doutor em Ciências. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

São Paulo 
2014 



 

 

 

 

 

 

Tiago Clemente Machado 

 

Novo papel da galectina-1 como 

molécula efetora de células 

citotóxicas 
 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Imunologia do Instituto de 
Ciências Biomédicas da Universidade de 
São Paulo, para obtenção do Título de 
Doutor em Ciências. 
 
Área de concentração: Imunologia 
 
Orientador: Prof. Dr. João Gustavo P. 
Amarante-Mendes 
 
Versão original 

 

 

 

 

 

 

 

 

São Paulo 
2014 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 



 

 

Certificado da Comissão de Ética em Experimentação Animal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Aos meus pais e as minhas irmãs 
pelo amor, dedicação, incentivo e 

apoio constante, presente e em espírito. 



 

 

AGRADECIMENTOS 
 

Ao Prof. Dr. Gustavo Amarante-Mendes pela oportunidade de fazer parte de um 
grupo de pesquisa de excelente qualidade nos últimos cinco anos. Por me mostrar 
com seu exemplo, o real papel de orientar. Me ensinou o pensar, argumentar e 
criticar científico. Confiou a mim conduzir uma de suas brilhantes idéias que hoje se 
tornou minha tese de doutorado. Por sua generosidade e disposição diária. 
Principalmente pela atenção e amizade. 
 
Ao Prof. Dr. Sebastian Diego Amigorena pela oportunidade dada a mim de 
desenvolver parte da minha tese em seu laboratório no Institut Curie, Paris – França. 
Agradeço a paciência e atenção com minhas dificuldades e tese. Pelas discussões, 
disposição diária e disponibilizar toda sua estrutura e pessoal para o 
desenvolvimento do meu projeto. A todos os seus pós-docs João, Ulf, Patricia, Ella, 
Andres, Elodie, Omar e em especial a Luigia Pace, quem me supervisionou e 
colaborou com discussões que conduziram meus experimentos. As técnicas 
Geráldine, Clarice e Stephanie, por todo auxílio e ajuda no laboratório e com os 
animais. Aos secretários Olivier e Céline, por todo auxílio na parte burocrática e 
financeira. A Celine e a todos os funcionários dos biotérios do Institut Curie, pelo 
auxílio, manutenção e cuidado com os animais de experimentação.  
 
Ao Prof. Maurício Martins Rodrigues pela ajuda durante todo o projeto sempre que 
solicitado. Por ter sido sempre tão disponível e tão gentil na elaboração e 
ensinamento dos ensaios de citotoxicidade, produção e titulação do adenovírus 
recombinante, ensaios do tetrâmero e na realização do paper de metodologia do 
ensaio de citotoxicidade. Agradecimento especial a sua aluna de doutorado e grande 
amiga, Mariana Dominguez, pelos ensinamentos e paciência, além de colaborar e 
desenvolver junto a mim meu primeiro paper. Agradecimento também ao Roni pelos 
ensinamentos de imunização dos animais e a todo o laboratório. 
 
A Prof. Dra. Jacqueline Jacysin. Por toda a ajuda nos experimentos e pelo 
ensinamento em manipular os animais os quais devo inteiramente a você. Não 
esquecerei que mesmo doente viajou a Ribeirão Preto para me auxiliar no momento 
de ansiedade, quando eu iniciei os trabalhos da galectina 1. Obrigado pela amizade 
e grande carinho! 
 
A Profa. Dra. Karina Ramalho Bortolucci e todo seu laboratório com quem convivi 
constantemente desde o início do meu curso. Obrigado pela amizade e pelo carinho 
durante todo nosso convívio, em especial a Carininha, Silvia, Thaís e Vi. 
 
Ao Prof. Dr. Seamus Martin pela ajuda na construção deste projeto, desde sua fase 
inicial no pós-doutorado do Prof. Gustavo até as discussões e críticas para a escrita 
e publicação do paper. 
 
Ao Prof. Dr. Marcelo Dias-Baruffi por toda a ajuda com os ensaios de citotoxicidade 
ao conceder os animais Gal-1 e seu laboratório para a realização de diversos dos 
ensaios, além das discussões científicas empolgantes sobre as galectinas. Pela 
atenção e carinho a mim dedicado desde o primeiro dia do nosso convivívio. 
Agradeço a todos do laboratório e os que ali comigo conviveram e me ajudaram, 
Karina e Carlos, Lilian, Camilo, Mayb, Maitê, Willian, Francine, Thalita e seus avós, 



 

 

Bianca, Helen, Amandas, Fabiana, Eleni, Maicon, Rubinho. Obrigado por me 
receberem tão bem, alguns em suas casas, e por tornarem minhas estadias em 
Ribeirão Preto produtivas, divertidas e confortáveis.  
 
Aos Professores Anderson, Momtchilo e Maria Regina, pelos ensinamentos da 
docência no Programa de Aperfeiçoamento Estudantil – PAE –, experiência 
excepcional de oratória e didádica. 
 
Ao HC-USP Ribeirão Preto, ao departamento de patologia da USP Ribeirão Preto e 
ao laboratório do Professor Júlio Voltarelli pelo apoio no início das padronizações da 
microscopia confocal. 
 
Aos Professores Niels, Ana Paula Lepique, Ésper Kallas, Roger Chammas, Daniela 
Santoro e Alexandre Steiner, membros das minhas bancas de qualificação. 
Agradeço pelas críticas e discussões que enriqueceram minha tese e contribuiu para 
meu crescimento crítico na pós graduação. 
 
A Prof. Dra. Telma Zorn pela grande ajuda e colaboração com os experimentos de 
microscopia eletrônica. Obrigado também a Fernanda, que me ajudou com tanta 
dedicação e atenção não só na construção dos materiais mas também na leitura e 
fotomicrografias eletônicas.  
 
Ao Prof. Dr. Serjo Shenkman, por ceder seu laboratório para a realização das 
nossas primeiras fotomicrografias confocais e ao seu aluno Bruno Blota, por toda 
paciência e pelo ensinamento da técnica e marcação da fluorescência. 
 
Ao Prof. Renato Mortara, por ceder os anticorpos anti-LAMP-1 e anti-LAMP-2 
durante nossos experimentos de padronização da microscopia confocal. 
 
Aos técnicos Daniel e Danilo, cujo trabalho foi fundamental para o bom andamento e 
organização do laboratório. 
 
Aos pré-ICs e ICs Marco Aurélio, Jennifer, Giulia e Bárbara. Por toda amizade, 
carisma, paciência, aprendizados e ensinamentos divididos. 
 
Aos meus grandes amigos de laboratório de longa data e os mais recentes, Maria 
Emília, Júlia, Lú Medina, Flávia, Cristiane, Bá, Narciso, Natália, Pri Denapoli, Priscila, 
Sandy, Marcela, por me ajudarem na elaboração dos experimentos e discussão dos 
dados. Por sempre lerem meus relatórios, qualificações e tese e me ajudarem na 
correção. Pela amizade sincera que cultivamos dentro e fora do laboratório. Por 
dividirem o dia-a-dia e o tornar tão prazeroso. Por me acolherem e apoiarem. Pelas 
risadas e também tensões. Por transformarem em um ambiente familiar nosso 
trabalho.  
 
A Lú e sua família, Nair, Hilton e Fernando, um agradecimento especial por todo 
carinho e pelos estudos para meu ingresso na Pós, cursão e supervisão com os 
alunos de pré-IC e ICs.  
 
A Jú e sua mãe, Bel, agradeço a amizade e o carinho de ter me recebido e cuidado 
de forma tão especial após a cirurgia.  



 

 

Ao Narciso obrigado pela amizade, companheirismo e colaboração, além da honra 
de agora ser seu padrinho. 
 
Aos que já saíram: Ricardo, Maíra, Nair, Welbert, Rodolfo, Inaê, André, Lú Concep. 
Pelas discussões, amizade, companheirismo e carinho que tornaram o ambiente de 
trabalho tão divertido e especial!  
 
A Má e ao Manú um agradecimento especial não só pela grande amizade mas 
também por me receberem em sua casa no mês mais difícil financeiramente da 
minha estadia em São Paulo. Por toda compreensão e carinho que me dedicaram. 
Pra sempre no meu coração. Em especial também a Ré, mãezona da Má e grande 
amiga.  
 
Ao André agradeço pelo tempo que dividimos o mesmo trabalho, pelas discussões e 
amizade. 
 
Ao Prof. Niels, por me acompanhar desde antes do meu ingresso no programa. 
Pelos ensinamentos e conselhos. Agradeço a todo seu laboratório com quem 
mantive contato próximo. Meire, Mari, Tárcio, Matheus, Ênio, Reinaldo, Rosa, Gisele, 
Carla, Pedro, Maristela, Richardt, Angela, Candinho, Welbert, Cris. 
 
A Profa. Lourdes Isaac, pelos ensinamentos de como utilizar o soro e ativar as 
proteínas do complemento nos ensaios de geração de Blastos CD8. E a todo seu 
laboratório pelo qual tenho grande amizade. Tati, Mônica, Adriana, Leandro, Iris. 
 
As secretárias e secretários do departamento, Jotelma, Amanda, Eni, João, pela 
amizade, paciência e por toda a ajuda. Obrigado pelo convívio amigável e por serem 
sempre disponíveis e receptivos.  
 
Aos funcionários da portaria e segurança do departamento de Imunologia. 
Especialmente ao Otacílio e Milton, Márcio e Moisés, independentemente do dia, da 
hora, sempre cordiais e bem humorados! 
 
Aos funcionários do biotério, em especial Israel, Silvia, Regina, Márcio, Ana, por toda 
dedicação e cuidado com nossos animais. Pelos ensinamentos, disposição e 
dedicação a essa tarifa tão especial. 
 
A Andrea, por ser sempre cordial e disposta no dia-a-dia da rotina do FACs. 
 
A todo o departamento de Imunologia, aos docentes e a todos os alunos por sempre 
se mostrarem disponíveis para discussões, dividirmos reagentes, disponibilizar 
aparelhos e computadores quando necessário. Por toda troca de informações e 
conhecimento, além do convívio e amizade. 
 
Aos meus pais, Adelson e Marluce, e a minha irmã Liliane que apesar de longe 
fisicamente estiveram sempre presentes, apoiando, incentivando e vibrando com 
todas as minhas conquistas. A minha irmã Tatiane, que está sempre olhando por 
mim e me protegendo, onde quer que ela esteja.  
 



 

 

A toda minha família que me acompanha e dá apoio as minhas decisões. Por 
estarem sempre presentes e pelo carinho especial que tem comigo.  
 
Aos meus queridos de coração, Mariana, Gladstone, Tárcio, Júlia Ines, Jacu, Nina, 
Matheus, Tati, Monica, Adriana, Valerinha, Renata, Carla, Lilian, Patrícia, Andrea,  
unidos por uma grande amizade!  
 
A todos os amigos que não foram citados, mas que contribuíram direta ou 
indiretamente, para a elaboração desta tese. 
 
A Universidade de São Paulo – USP – e ao Institut Curie, por dar estrutura e suporte 
para que essa tese fosse realizada. 
 
As agências de fomento Fapesp, CNPq, INCT e ao Institut Curie pelo suporte 
financeiro. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
“Uma vez que você tenha experimentado voar, você andará pela terra com seus 

olhos voltados para o céu, pois lá você esteve e para lá você desejará voltar.” 

 Leonardo da Vinci 



 

 

RESUMO 
 

MACHADO, T. C. Novo papel da galectina-1 como molécula efetora de células 
citotóxicas. 2014. 122 f. Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciências 
Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 
 

A exocitose de grânulos secretórios é o principal mecanismo efetor de células T 
CD8+ (também conhecidas como linfócitos T citotóxicos - CTLs) e constitui uma 
importante arma contra o câncer e as células infectadas por patógenos. Apesar da 
intensa pesquisa sobre o desenvolvimento, ativação e função efetora destas células, 
o entendimento sobre mecanismos moleculares envolvidos na degranulação 
direcionada à célula alvo, morte desta e sobrevivência da célula efetora durante o 
ataque citotóxico continua limitado. Em particular, pouco se sabe sobre a 
composição/estrutura dos grânulos líticos das CTLs. A literatura mostra que 
perforina e certas granzimas são fundamentais para a indução da morte nas células 
alvo in vitro e que in vivo ainda há controversa quanto as principais indutoras desse 
processo. Resultados prévios do nosso grupo identificaram, através de uma análise 
proteômica, algumas dezenas de novas proteínas desses grânulos, além de alguns 
constituintes já conhecidos. Dentre elas foi identificada a galectina-1, uma lectina 
que reconhece beta-galactosídeos e participa de vários processos biológicos, 
incluindo a resposta imune adaptativa. Galectinas podem interagir com glicanas nas 
superfícies celulares das células do sistema imune e, dessa forma, promover a 
modulação da produção de citocinas e mediadores, a adesão celular, apoptose, 
quimiotaxia e endocitose. A literatura atual relata a ação de Gal-1 por via exógena 
apenas através de sua secreção por uma via não convencional que depende da 
manutenção da sua região de ligação a carboidratos. Dados iniciais do nosso grupo 
apontam um novo cenário para esta proteína, no contexto da resposta efetora das 
células citotóxicas, no qual Gal-1 está presente em grânulos citotóxicos. Através das 
técnicas de microscopia eletrônica de transmissão 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 citotóxico das CTLs modulando a via dos 
receptores de morte FAS-FASL. Nós também mostramos que Gal-1 interfere com o 
tempo de contato entre APCs e linfócitos TCD8+, com a ativação dessas células e 
com o controle da proliferação dos linfócitos. Em conjunto, nossos resultados 
apontam um novo cenário para esta proteína, no qual Gal-1 está presente nos 
grânulos citotóxicos das CTLs e está relacionada a resposta efetora de células 
citotóxicas. 
 
Palavras-chave: Células citotóxicas. Galectina-1. Citotoxicidade Celular.  
Lisossomos secretórios. Linfócito TCD8+. Célula NK. FAS-FASL. Proliferação 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 Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São 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 lytic 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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TGN – trans-Golgi network 

Th – T helper 

TLR – Receptores tipo Toll 

TNF-α - fator de necrose tumoral α  

VAMP - proteína de membrana associada a vesículas 

WASp – Wiskott–Aldrich syndrome protein 

ZAP-70 – Zeta-chain-associated protein kinase 70 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Células citotóxicas 

 

O sistema imunológico é constituído por moléculas, células, tecidos e órgãos 

que trabalham em conjunto, em uma rede dinâmica de interações, para manter a 

homeostase do organismo. Linfócitos T citotóxicos (CTLs; linfócitos TCD8+) e células 

natural killer (NK) são células do sistema imune adaptativo e inato, respectivamente, 

que apresentam papel crucial na resposta imune antitumoral, antiviral e contra 

outros patógenos intracelulares, em um processo conhecido como vigilância 

imunológica (1).  

Células NK são as primeiras células na defesa do hospedeiro contra 

infecções virais e outros patógenos. Estas não requerem pré-ativação por células 

apresentadoras de antígeno (APC) e, dessa forma, são importantes nos estágios 

iniciais da infecção, antes que a resposta por células T esteja formada.  Seus 

grânulos citotóxicos são formados durante o desenvolvimento, o que torna as células 

NK equipadas para responder rapidamente a ameaça de tumorigenicidade e 

infecção (2). Além do ataque citotóxico, células NK podem rapidamente produzir 

citocinas e quimiocinas, as quais têm efeito imunoestimulatório e quimiotático (3). 

Células NK expressam uma série de receptores de ativação e inibição, os 

quais agem permitindo a elas discriminar entre células alvo e não-alvo (4). O 

repertório 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 detecção de situações patológicas nas quais sinais de perigo de 

micróbios patogênicos estão ausentes in vivo, tais como no caso de tumores com 

baixa  imunogenicidade. 

Para formar uma interface entre uma célula NK e a célula alvo susceptível, 

há a interação entre receptores de superfície celular, os quais iniciam a formação de 

uma estrutura chamada de sinapse imunológica de célula NK (NKIS; NK 

immunological synapse). Um número 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 superfície das células (9). 
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Consistente com seu papel na vigilância imune, células NK são largamente 

distribuídas no corpo. Não está claro, no entanto, se esta ampla distribuição é devido 

a sua recirculação, devido a existência de subconjuntos de NK com diferentes 

capacidades de homing, ou devido ao seu desenvolvimento em múltiplos locais (5). 

Entretanto, células NK são preferencialmente encontradas dentro dos vasos ou 

sinusóides do sangue ou linfa (5). 

Células NK compartilham muitos caminhos de transdução de sinais e 

mecanismos citolíticos com CTLs. A interação de células NK com células alvo, como 

também em CTLs, é acompanhada pelo remodelamento do citoesqueleto das 

células NK, marcadas pela polarização de talina (8), actina (8), balsas lipídicas 

(membrane rafts) (10), do centro organizador de microtúbulo (MTOC) (11) e de 

lisossomos para o ponto de contato intercelular. Além disto, a distribuição espacial 

de moléculas dentro da sinapse de células NK ativadas, comparada à sinapse de 

CTL (com LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) e talina localizados no 

anel periférico), é ao redor de um núcleo central de moléculas de sinalização tais 

como PKC-Ө, PLCγ1, lck e SLP-76 (8). Uma diferença importante entre CTLs e 

células NK é que a função efetora das NKs é negativamente regulada pela presença 

de proteínas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe I 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 lítica destas células (12). 

Em células NK, a polimerização de actina e microtúbulos são exigidas para 

função citotóxica (13) e filamentos de actina (F-actina) (14), assim como MTOC (15), 

acumulam-se nas NKIS ativadas. Importantes moléculas associadas a actina são 

também encontradas no centro de ativação supramolecular (SMAC), incluindo a 

proteína da síndrome de Wiskott-Aldrich (WASp) e talina (8, 16). A função de WASp 

em células NK, em particular, é um importante fator contribuidor para polarização de 

F-actina, e ambas as funções de polimerização de actina e função de WASp são 

solicitadas para efetiva localização dos grânulos citotóxicos em NKIS ativada (16).  

Há uma variedade de receptores de adesão com potencial participação na 

adesão célula alvo/célula NK, incluindo as 2-integrinas, CD11a e CD11b, assim 

como os membros da superfamília das Igs e CD2, todos acumulados na pSMAC das 

NKIS ativadas. Este agrupamento exige ambos polimerização de actina e função de 

WASp. Dessa forma, o papel destes receptores na sinalização celular e formação de 
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NKIS deve ser precedida por eventos de sinalização promovendo a ativação de 

WASp e rearranjo de citoesqueleto (9).  

Diferente das células NKs que fomentam seu papel como constituintes das 

respostas imunes inata, os linfócitos TCD8+ são constituinte da resposta mais 

específica no sistema imunológico, que não se encontra montada no primeiro 

contato com o agente patogênico estranho ao organismo, e participam também em 

infecções por patógenos intracelulares e tumores. No entanto, essas células 

necessitam ser inicialmente ativadas nos órgãos linfóides periféricos pelo 

reconhecimento dos peptídeos de antígenos estranhos, presentes na superfície de 

uma APC, usualmente uma célula dendrítica. Este reconhecimento depende da 

presença, em uma APC, de MHC classe I, nos quais se ligam peptídeos antigênicos 

intracelulares que são então carreados para a superfície celular e apresentados 

junto a moléculas estimulatórias, para o CTL. 

A população de células T naïve (células T ainda ativadas) expressa uma 

vasta gama de TCR com especificidade única e afinidade por um complexo formado 

entre o antígeno (peptídeo – p) e o complexo principal de histocompatibilidade 

(pMHC). Essas células constantemente recirculam entre sangue, linfa e baço e 

examinam APCs nos tecidos linfóides secundários a procura do raro complexo 

pMHC para o qual tem afinidade (17). Devido à diversidade de repertório de TCR, 

uma em um milhão de células expressam um TCR com uma afinidade para dado 

antígeno capaz de transmitir um estímulo de ativação (18, 19). 

Estudos recentes têm mostrado que a ativação das células T ocorre em três 

fases distintas. A fase inicial dura cerca de 8 horas e é caracterizada por curtas 

interações entre as DCs pulsadas com antígeno e as células T. A dose total de 

antígeno determina a duração desta fase, o que sugere a existência de mecanismos 

integrados que estabelecem um limite para a ativação com base na dose de 

antígeno encontrado por uma célula T. Esta fase é imunologicamente produtiva 

porque as células T começam a aumentar a expressão de marcadores de ativação. 

Células T que encontram uma dose de antígeno abaixo do limiar não fazem contatos 

prolongados e continuam a migrar até saírem do linfonodo sem serem ativadas (20).  

No início da segunda fase, o tempo de interação célula T-DC torna-se muito 

maior, e pode ser de aproximadamente 12 horas, sendo acompanhado por aumento 

adicional na expressão de marcadores de ativação e início da produção de IL-2 e 

IFN-ϒ. Finalmente, a fase três, que começa cerca de 24 horas após a entrada das 
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células T no linfonodo é caracterizada por curtas interações entre DC e células T e é 

induzida a proliferação das células (21-23). 

 Uma vez ativados, os linfócitos TCD8+ podem reconhecer o mesmo 

complexo peptídeo-MHC classe I na superfície de uma célula infectada por vírus, por 

exemplo. A  literatura relata que não há necessidade de abundância de complexos 

peptídeo/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 cálcio, e que cerca de 10 complexos MHC são necessários para a 

formação da sinapse imunológica (24, 25). Além disso, a presença de três complexo 

MHC para o qual  os linfócitos T citotóxicos são específicos já é suficientes para 

induzir a lise das células alvo (26). No encontro de antígenos específicos pela 

primeira vez, células T são induzidas a expansão clonal em comando para combater 

a infecção, sendo que esta demora de 5 a 7 dias. Este primeiro encontro também 

leva a produção de células T de memória as quais, quando o antígeno for 

encontrado pela segunda vez, garantirão uma resposta mais rápida e efetiva.  

CTLs podem matar seus alvos por duas vias. A primeira é através da 

expressão de ligantes da superfamília do Fator de Necrose Tumoral (TNF, tumor 

necrosis factor), tais como o próprio TNF-α, TRAIL e FASL, desde que células alvos 

possuam receptores correspondentes em sua superfície. A segunda via de morte 

celular envolve a transferência de lisossomos secretórios, também chamados 

grânulos citotóxicos, dentro da sinapse imunológica estabelecida entre a célula 

efetora e a célula alvo, e prevalece como o maior mecanismo de morte mediada por 

CTL e por células NK (27). A morte da célula alvo é decorrente da indução de 

apoptose pela ação de proteínas pertencentes a uma família especial de proteases e 

da presença de uma proteína formadora de poros.  

Os linfócitos TCD8+ se tornam competentes matadores (células efetoras) 

somente após ativação pelas APCs (12), que estimulam o receptor de célula T 

(TCR) induzindo a expressão gênica (expressam RNAm, por exemplo, para as 

proteínas perforina e granzima), formação de lisossomos secretórios - o 

aparecimento de lisossomos secretórios maduros é correlacionado com a habilidade 

citotóxica de uma CTL (28) - e proliferação celular (CTL antígeno-específico passa 

por uma série de duplicações celulares) (28). A literatura mostra que CTLs possuem 

um período de ausência de responsividade induzida por ativação (AINR; activation-

induced non-responsiveness) nos dias 2-4 após a ligação 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 autócrino - ou proliferar em resposta a uma ligação secundária do 

TCR (29, 30). 

A interação entre linfócitos T citotóxicos e células alvo começa com a ligação 

de forma aleatória entre moléculas de adesão localizadas na superfície de ambas as 

células. O subseqüente reconhecimento de antígenos específicos resulta na 

ativação de sinais bioquímicos que integram vias iniciadas pelos receptores de 

antígenos das células T e pelas moléculas acessórias (31). É importante destacar 

que a especificidade do reconhecimento depende justamente da detecção de 

peptídeos associados ao MHC classe I nas células alvo pelo TCR, sendo que o 

engajamento do TCR é necessário para que a célula efetora passe a expressar 

granzimas, perforina e FASL (12).  

Quando CTLs encontram um alvo específico, o complexo TCR transfere uma 

rápida cascata de sinais ativadores através de tirosina-quinases e um rápido influxo 

de cálcio. Essa cascata causa uma rápida segregação dos receptores de superfície 

celular dentro de três compartimentos concêntricos, chamados de SMAC central 

(cSMAC), periférico (pSMAC) e distal (dSMAC) (32). Desta forma, sinalização e 

adesão celular se redistribuem na área de contato. A cSMAC é rica em proteínas de 

sinalização associadas ao TCR incluindo o TCRζ, Lck e ZAP-70, assumindo o local 

da sinalização do TCR e é cercada pela outra área, composta pelo anel de proteínas 

de adesão como o LFA-1 (p-SMAC).  Grânulos líticos são secretados em uma zona 

definida dentro da p-SMAC e próxima ao c-SMAC conhecida como domínio 

secretório (33). Demosntrou-se em células T que a formação da SMAC depende em 

parte da polimerização do citoesqueleto de actina (34, 35). Esta zona intercelular 

altamente organizada assemelha-se a uma sinapse neuronal razão pela qual ela tem 

sido chamada de “sinapse imunológica”.  

Em relação à diferenciação de CTLs em células efetoras e de memória, o T-

box dos fatores de transcrição Eomesodermina (Eomes) e T-bet parecem ser 

essenciais (36). T-bet é induzido rapidamente mediante estimulação do complexo 

TCR e é requerido no programa inicial de produção de citocinas (37), enquanto 

Eomes é induzido mais tarde durante a diferenciação e manutenção da expressão 

de IFN-.  Camundongos deficientes para ambos T-bet e Eomes, em células T, têm 

expressão debilitada de mediadores citolíticos.  
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Proteínas Runx, uma família de 3 fatores de transcrição que se ligam ao 

DNA, controlam a diferenciação de timócitos e a diferenciação de linhagem 

CD4/CD8 (38, 39). Todas as três proteínas Runx são expressas em células CTL 

maduras (38), e CTLs deficientes em Runx3 apresentam redução de atividade 

citolítica (40).  

 

1.2 Lisossomos secretórios – degranulação 

 

CTLs e as células NK apresentam a citotoxicidade como mecanismo 

principal da sua função efetora no sistema imune. A principal organela dessa função 

é justamente o lisossomo secretório. Exocitose de lisossomos secretórios, como 

outros eventos de secreção regulados, envolvem vias distintas. A ligação estável ao 

receptor de superfície celular de um linfócito citotóxico com uma célula alvo resulta 

em mobilização de Ca2+ dentro da célula, os quais atuam como um sinal para o 

grânulo se mobilizar para degranulação (41). Esta mobilização ocorre ao longo dos 

microtúbulos em direção ao centro organizador de microtúbulos 

(MTOC/centrossomo) e é dirigido por uma proteína motora da família Kinesina (42). 

Uma vez que a sinalização tenha ocorrido, o citoesqueleto de actina e os 

microtúbulos polarizam rapidamente para a sinapse, uma via crucial na 

citotoxicidade (revisado na referência (43)). Microtúbulos que tem uma polaridade 

definida, se irradiam da MTOC (final negativo) para a periferia da célula (final 

positivo) e os grânulos migram na direção negativa para a MTOC através da ação 

das proteínas motoras dineína-dinactina. Os grânulos secretórios são transportados 

junto aos microtúbulos e agrupados ao redor do MTOC. Uma vez próximo à periferia 

da célula, o lisossomo utiliza-se de filamentos de actina para viajar a curta distância 

final para o atracamento local à membrana plasmática (42). Depois dos grânulos 

citotóxicos terem sido polarizados na membrana plasmática, eles são secretados 

dentro da sinapse imunológica em uma seqüência de eventos ordenados (44). Isto 

permite a liberação polarizada de seus conteúdos: perforina, granzimas e outros 

agentes de rompimento de membrana (45).  

A fusão de lisossomos secretórios com a membrana plasmática é mediada 

por um conjunto de proteínas específicas (42). A fusão ocorre quando uma proteína 

R-SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) na 

membrana da célula efetora interage fortemente com duas ou três Q-SNARE 
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levando à formação de um complexo trans-SNARE que cataliza a fusão das duas 

membranas (46). Contudo, a identidade das SNAREs associadas com os 

lisossomos secretórios em células NK e CTLs é desconhecida.  

Muitas proteínas SNARE têm sido encontradas associadas com lisossomos 

secretórios em vários tipos de células, tais como a proteína 23 associada à 

sinaptossomo (SNAP-23), proteína 2 de membrana associada a vesículas (VAMP2) 

e VAMP7 em mastócitos (47-49) em neutrófilos (50). Contudo, a significância 

funcional destas associações não é ainda plenamente entendida.  

O processo de fusão entre a vesícula e a membrana é adicionalmente 

regulado pela GTPases da família Rab (51), as quais fornecem um segundo nível de 

especificidade para o evento de fusão. Cada Rab associa-se a uma diferente 

membrana celular (52). Rab27a é necessária para o movimento nos microtúbulos 

dos grânulos do MTOC para a sinapse através da região rica em actina (12, 42). 

Rabs, tais como, Rab7 e/ou Rab34, podem ter um papel chave na ligação e 

transporte dos grânulos ao longo dos microtúbulos. Rab7 atua controlando a 

proteína efetora RILP (Rab7-Interacting Lysosomal Protein), a qual recruta o motor 

dineína-dinactina para Rab7 contida nos endossomos finais e lisossomos. 

Conseqüentemente, o motor transporta endossomos e lisossomos em direção ao 

final negativo dos microtúbulos (53). Rab34 parece ter um papel similar a Rab7 (54). 

Outra proteína que é requerida para uma adequada morte mediada por CTL é a 

proteína efetora Rab geranylgeranyltransferase (RGGT) – uma enzima que prenila 

certos Rabs, isto é, realiza modificação pós-traducional pela adição enzimática de 

motivos prenyl, os quais permitem ligação das Rabs às membrana e, desse modo, 

regula a associação entre elas (55). RGGT é exigida, por exemplo, para modificação 

lipídica de Rab27a (12).  

O camundongo gunmetal – modelo murino da Síndrome de Hermansky-

Pudlak (HPS) - tem mutações que inativam RGGT. Neles, há redução da secreção 

direcionada de vesículas, como das CTLs para células alvo e também secreção de 

grânulos de plaquetas (56) e a maioria dos lisossomos está espalhada em volta da 

periferia das células. A HPS é uma doença caracterizada por albinismo parcial, 

resultantes de defeitos na secreção de melanócitos, e distúrbios hemorrágicos 

resultantes da disfunção das plaquetas (57). Dessa forma, sabendo que tráfico 

vesicular é um processo crítico para a fisiologia normal de eucariotos e que as Rab 

GTPases são os maiores reguladores deste processo, defeitos nessas moléculas ou 
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na sua ativação estão cada vez mais implicados com doenças hereditárias e 

adquiridas. Já se sabe também que na Síndrome de Griscelli 2, existe um defeito na 

função de Rab27a que compromete a exocitose de grânulos líticos em linfócitos T 

citotóxicos. Essa doença apresenta como fenótipo episódios de ativação e infiltração 

descontrolada de linfócitos T e macrófagos para dentro de vários órgãos, incluindo o 

cérebro, o que causa convulsões e comprometimento neurológico com sérios riscos 

para a vida do paciente (58, 59).  

Além da Rab27a, outra proteína identificada com papel na secreção de 

vesículas é a Lyst – também nomeada de proteína da Síndrome de Chediak-Higashi 

-, que tem papel único na regulação da fusão de membranas. Esta proteína 

citoplasmática é expressa em baixos níveis em todos os tipos de células e sua 

ausência leva a grandes anormalidades. Pacientes e camundongos com o gene 

defeituoso para a proteína Lyst desenvolvem a Síndrome de Chediak-Higashi, a qual 

apresenta uma marcada hipopigmentação e presença de lisossomos gigantes em 

todos os tipos de células (60).  

Recentemente, uma quinase associada com a exocitose de grânulos líticos 

que contém granzima B foi identificada, a PKCδ. Ela se torna ativada após ligação 

ao TCR e está envolvida no seletivo movimento de grânulos citotóxicos para a 

sinapse imunológica (61, 62). 

 

1.3 Constituintes dos grânulos  

 

Lisossomos secretórios contêm a maquinaria – tal como as formas maduras 

das hidrolases ácidas lisossomais – que é requerida para sua função degradativa, e 

receptores – tais como Lgp96, um membro da família de proteína de membrana 

associada a lisossomo (LAMP) (63) e membros da família ‘heat shock 70’ (Hsc70) 

(64) – que são usados para reconhecimento e transferência de material (ambos 

citosólicos e ligados a membrana) para o lisossomo.  As funções de outras proteínas 

residentes de membrana, tal como LAMP-1(CD107a), LAMP-2, LAMP-3 (CD63), são 

desconhecidas.   

As proteínas de membrana são direcionadas por sinais em suas caudas 

citoplasmáticas que são reconhecidas por componentes específicos. Algumas 

proteínas 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  
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AP1, AP2 e AP3, os quais são encontrados no TGN (trans-Golgi network), 

membrana plasmática e o sistema TGN-endossomal, respectivamente (42). Cada 

molécula AP liga um motivo específico (um sinal de tirosina ou um sinal de di-

leucina) na cauda citoplasmática e transfere proteínas para o endossomo primário e, 

então, 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 são os primeiros transferidos para endossomo 

pela AP-1 e AP-2 (65, 66). Quando a molécula adaptadora AP-3 é defeituosa, os 

lisossomos secretórios de CTL são incapazes de mover-se junto aos microtúbulos 

na direção final negativa. A mutação afeta somente lisossomos secretórios, uma vez 

que os MTOC ou o Golgi são transportados normalmente para a área de contato. 

Assim, outras proteínas de membrana ainda não identificadas devem ser 

erroneamente arranjadas afetando o complexo motor dineína-dinactina para um 

transporte efetivo de grânulos para o MTOC durante a estimulação (28). 

As proteínas lisossomais solúveis, tais como as hidrolases lisossomais, não 

têm sinais específicos em sua seqüência peptídica. Em vez disso, elas são 

modificadas durante a biossíntese pela adição de uma porção 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 são direcionadas pela manose-6-fosfato 

(67, 68). Estudos in vitro mostraram que a morte da célula alvo é decorrente da 

indução de apoptose pela ação dessas proteínas pertencentes a uma família 

especial de proteases (granzimas) e da presença de uma proteína formadora de 

poros (perforina) (69). Enquanto granzima B cliva caspase 3 e a molécula pró-

apoptótica BID e ativa o processo de apoptose, a granzima A induz quebras em fita 

simples de DNA e impede o reparo celular forçando as células a entrarem neste 

programa de morte celular (70, 71). Estudos in vivo tem colocado em questão o 

papel das granzimas A e B na eliminação de células alvo e aberto o campo para 

identificação de novas moléculas que contribuiriam nesse cenário. Trabalho elegante 

de Regner e colaboradores mostrou que células T de animais deficientes em 

granzimas A e B são capazes de eliminar células alvo tão rápido e de maneira 

similar aos indivíduos selvagens, sem o uso de mecanismos compensatórios como 

aumento da expressão de granzimas órfãs ou interações FasL-Fas (72).  

Perforina, uma das proteínas do grânulo conhecida por lisar membranas, é 

crucial para a função de constituintes do grânulo que estão 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 grânulos 

entram no citosol (74). Granulisina também requer perforina na sua transferência 

para dentro da célula-alvo, na qual atua diretamente em patógenos microbianos pela 

alteração da integridade de membrana (75). 

Enquanto granzimas induzem morte celular pela entrada no citosol através 

de perforinas, a proteína de membrana FAS ligante (CD95L ou FasL) atua se 

ligando a FAS na superfície da célula alvo (28). FASL é 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, são cuidadosamente controlados (76). A 

expressão de FASL é fortemente regulada pela CTL e estocada em grânulos líticos 

(77) e embora esteja armazenada em grânulos líticos, ainda está em debate se esta 

proteína está armazenada ou não junto com perforina e granzima B (78)  

Apesar do papel central da exocitose de lisossomos secretórios na resposta 

imune a vírus, tumores e patógenos intracelulares e de haver intensa pesquisa nos 

eventos de morte por CTLs e NKs, pouco se sabe sobre a composição/estrutura dos 

grânulos líticos destas células e há contradição em quais são seus principais 

agentes citotóxicos. Não está claro a real composição de tais organelas bem como a 

identidade dos potenciais componentes de sua maquinaria exocítica.  

Uma metodologia comumente utilizada na identificação de novas proteínas é 

o estudo do proteoma (proteômica). Em 2007, Casey e colaboradores publicaram 

um estudo no qual utilizou proteômica da membrana de lisossomos secretórios de 

células NK para definir sua composição (79). Foram identificados proteínas como as 

GTPases Rab27a, Rab11a e Rab11b; de trafégo e vesiculares, entre elas Sintaxina 

7 e VAMP7; estrutura de membrana e membrane rafts, tais como, CD63, LAMP1, 

LAMP2; identificou diversas outras proteínas como a hidrolase granzima B e 

receptores scavenger e também algumas que ainda não foram caracterizadas e que 

se apresentaram com 12% de abrangência do total de proteínas caracterizadas. 

Nesse mesmo contexto, a análise das proteínas dos grânulos de CTLs (resultado 

prévio do nosso grupo - Amarante-Mendes et al., dados não publicados e Figura 1, 

Tabela 1, Tabela 2) identificou dezenas de novas proteínas, além de alguns 

constituintes já conhecidos. Entre os já conhecidos estavam granzima A e B, LAMP-

1 e perforina. No entanto, dentre os novos candidatos, a molécula que se destacou e 

será 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. 

 

Figura 1. Marcação com SDS-PAGE seguido de ‘Coomassie Blue’ de grânulos purificados de células 
citotóxicas. A marcação revelou a banda mais proeminente presente em níveis similares em duas 
amostras representativas. Essas frações foram enriquecidas por atividade da esterase BLT. Análise 
por western-blot revelou que as frações dos grânulos purificados estavam fortemente enriquecidas 
com perforina, granzima A e granzima B.  

 

1.4 Galectina-1 

 

Galectinas são uma família de lectinas animais que reconhecem β-

galactosídeos que contêm preferencialmente sequências de N-acetilactosaminas, 

sendo os resíduos terminais β-galactose e o tamanho da cadeia de polilactosamina 

requerimentos críticos para a capacidade de reconhecimento de carboidratos dessas 

lectinas (80).  

Essas proteínas são importantes reguladoras da tolerância imune e 

homeostasia, podem desempenhar um papel relevante no desenvolvimento da 

resposta inflamatória, doenças autoimunes, aterosclerose, processos infecciosos e 

câncer (81). Isso faz delas alvos terapêuticos atraentes para limitar tais inflamações 

e doenças, além de prevenir rejeição de aloenxertos e potencializar a resposta 

antitumoral. 
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Até o momento, quinze galectinas foram identificadas em mamíferos, a 

maioria com grande distribuição tecidual e essa família de proteínas é subdividida 

em 3 categorias com base na homologia de suas sequencias de aminoácidos: I) 

prototípicas, são aquelas que contem um único CRD (carbohydrate-recognition-

binding domain) e formam homodímeros não-covalentes (na qual se encontra a 

galectina-1); II) quiméricas, apresentam um CRD e um domínio aminoterminal rico 

em resíduos de prolina, glicina e tirosina, o qual é sensível a metaloproteinases e 

contribui para a oligomerização dessas lectinas; III) do tipo repetições em sequência 

(tandem-repeat), polipeptídeos únicos compostos por dois CRDs distintos 

conectados por um peptídeo ligador de 5 a 50 resíduos de aminoácidos (Cummings 

& Liu, 2009). 

A primeira proteína descoberta na família das galectinas foi Gal-1. A 

galectina-1 é uma proteína ácida, possui a porção N-terminal acetilada, não possui 

peptídeo sinal e apresenta resíduos de cisteína livres. Gal-1 ocorre tanto como 

monômero quanto homodímero (82, 83). Os monômeros de galectina-1 possuem 

massa molecular aparente de aproximadamente 15 kDa sendo que esta pode 

também existir em uma forma oxidada, isto é, uma forma que não possui atividade 

de lectina (84). 

A galectina-1 humana é codificada pelo gene LSGALS1, de 4397 pares de 

bases, localizado no cromossomo 22q12.  O transcrito de 0,6 kb resulta do splicing 

de 4 éxons e codifica uma proteína de 135 aminoácidos (85). A galectina-1 de 

camundongo é codificada pelo gene lsgals1, de 3451 pares de base localizados no 

cromossomo 15 na região 44.9cM na citobanda E, dando origem a um transcrito de 

817 pares de base, traduzido a uma proteína de 135 aminoácidos (86). 

Essa lectina está presente tanto no meio extracelular como no intracelular. 

Gal-1 tem característica de proteínas citoplasmáticas típicas com uma região N-

terminal acetilada e ausência de glicosilação (87). Ela tem sido descrita no núcleo 

celular e citosol. Contudo, embora Gal-1 não apresente a sequência sinal de 

secreção e não passe pela via padrão retículo endoplasmático/complexo de golgi 

(88), é bem sabido que ela é secretada e pode ser encontrada no lado extracelular 

de todas as membranas extracelulares tanto quanto em matriz extracelular de vários 

tecidos normais e neoplásicos (89, 90). Há evidências que esta proteína 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 translocação direta na membrana de 
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células de mamíferos e requer proteínas de membrana integras e fatores citosólicos 

que ainda não foram identificados (91).  

Embora galectinas em geral, e em particular Gal-1, foram inicialmente 

descritas como lectinas que se ligam a β-galactosídeos, está claro na literatura que 

Gal-1também é capaz de interagir através de ligações proteína-proteína. Na maioria 

dos casos a atividade de lectina de Gal-1 é observada quando ela está no meio 

extracelular, enquanto as interações proteína-proteína afetam suas funções 

intracelulares. 

As proteínas já identificadas que interagem de maneira independente de 

carboidratos com Gal-1 não estão estruturalmente relacionadas umas com as outras 

e não parecem compartilhar motivos ou domínios comuns. Além disso, a porção da 

molécula da Gal-1 que está envolvida nestas interações ainda permanece 

desconhecida.  

A atividade de lectina de Gal-1 está relacionada ao seu CRD. Embora Gal-1 

dimérica (dGal-1) se ligue preferencialmente a glicoconjugados que contenham 

dissacarídeos ubíquos de N-acetilactosamina (Gal-β1-3/4 GlcNAc também 

conhecido como LacNAcII ou sacarídeo tipo 2), sua ligação a unidades individuais 

de lactosamina é caracterizada por níveis de afinidade relativamente baixos (92, 93). 

É o arranjo dos dissacarídeos de lactosamina em cadeias de repetição 

multirramificadas (até três ramificações) que aumenta a avidez de ligação (92, 93). 

Em contraste, não há aumento na avidez quando as unidades de reconhecimento 

estão repetidas em corda (poli-N-lactosamina) (92).  

Gal-1 é expressa diferentemente por diversos tecidos, tanto normais quanto 

patológicos, e participa de vários processos biológicos. Dentre estes processos 

podemos citar controle de sinalização celular, proliferação e ciclos celulares, 

apoptose, gênese de tumores, interações patógeno-hospedeiro e homeostase de 

célula T (81, 94-98).  

Rubinstein e colaboradores mostraram que o bloqueio da atividade biológica 

de Gal-1 em tecido de melanoma resulta em uma massa tumoral reduzida e estimula 

a geração de resposta de célula T específica para o tumor in vivo (99). 

Diversos trabalhos também têm mostrado a participação de galectina-1 na 

resposta imune inata e no processo inflamatório. Nesse contexto, foi visto que essa 

lectina inibe o edema, o extravasamento de neutrófilos e a degranulação de 

mastócitos (100). Mostrou-se também que a galectina-1 inibe a liberação de ácido 
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araquidônico (100), a produção de NO e a expressão de NO sintase induzida (iNOS) 

em macrófagos estimulados com LPS (101). Gal-1 é também capaz de induzir o 

burst oxidativo em neutrófilos que extravasaram para o tecido, mas não no caso de 

neutrófilos do sangue periférico (102). 

Ainda nessa linha, mostrou-se que galectina-1 reduz a produção de IFN-γ, 

do TNF-α e aumenta os níveis de IL-10 tanto nas células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) como em linfócitos TCD4+ e TCD8+, ambas estimuladas com anti-

CD3 ou na ausência deste estímulo. 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 doenças autoimunes 

experimentais (105). Estudos in vivo em modelo de autoimunidade experimental têm 

revelado a habilidade de Gal-1 em polarizar a resposta de citocinas para o tipo 

Thelper2 (Th2), por reduzir os níveis de IFN-γ, TNF-α, IL-2 e IL-12 e aumentar os 

níveis da secreção de IL-5 (106, 107). A administração in vivo de Gal-1 previne o 

desenvolvimento de inflamação crônica e prejudica o andamento da doença em 

modelos de encefalomielite experimental autoimune (EAE) (108), artrite (98), colite 

(106), hepatite (107), e pancreatite crônica (109). 

Dentro desse contexto de resposta imunológica, já se sabe que galectina-1 

modula as etapas iniciais de ativação de célula T por limitar a coalescência de 

membrane rafts e por promover fosforilação incompleta da cadeia ζ do TCR, então 

permitindo somente a resposta de células T que requerem sinais parciais do TCR 

(110).  

A ligação de galectina-1 a células T inicia uma variedade de eventos de 

transdução de sinal, tais como ERK-2, fosforilação, influxo de cálcio, ativação de 

fatores de transcrição como AP-1 e redução da proteína anti-apoptótica BCL-2, 

importante para a fisiologia e sobrevivência de célula T (111, 112). 

Embora Gal-1 tenha uma especificidade mínima para N-acetilactosamina 

(113), ela se liga preferencialmente a O- e N- glicanos que trazem unidades 

repetidas de N-acetilactosamina (113, 114). Apesar da abundância de tais 

estruturas, galectina-1 se liga a uma discreta subclasse de glicoproteínas da 

superfície das células T, presumivelmente porque elas decoram suas principais 

proteínas de suporte com unidades repetidas de lactosamina espaçadas, o que 

favorece o empacotamento e a ligação de alta avidade de Gal-1 multivalente e 

bivalente.  
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Como dímero bivalente, Gal-1 se liga a glicoproteínas na superfície das 

células T de uma maneira dependente de carboidratos (115). Um número de 

glicoproteínas encontradas nas linhagens de células T humanas Jurkat e MOLT-4 

são canditados a receptores específicos para a ligação de Gal-1 de mamíferos e 

estão envolvidas na morte de célula T mediada por Gal-1: CD45, CD43, CD7 (115, 

116). A expressão regulada de glicosiltransferases, levando à criação de ligantes de 

N-acetilactosamina, durante diferentes estágios de desenvolvimento e ativação nas 

células T, pode determinar a susceptibilidade para a morte celular induzida por Gal-1 

(117, 118).  

As cadeias α e β do TCR e GM1 tem sido propostas como receptores 

adicionais (119, 120). Gal-1 é um dos maiores receptores para a porção de 

carboidrato do gangliosídio GM-1 exposto na superfície de células de neuroblastoma 

humano (121). A confluência das células aumenta a apresentação de dGal-1 na 

superfície. Sobre essas condições Gal-1 atua como um regulador negativo de 

crescimento das células de neuroblastoma, sem ser pró-apoptótico (122). 

Trabalhos mostraram que rGal-1 (Gal-1 recombinante) dirige a montagem de 

glicolattices que segregam seletivamente ligantes de Gal-1 dentro de microdomínios 

distintos de CD45/CD3 e CD43/CD7 na superfície de algumas células T (115).  

Clustering e segregação de CD45 com CD3 e CD43 (também conhecida 

como leucosialina) com CD7 parecem ser cruciais para a sinalização e subsequente 

morte celular por galectina-1. Contudo, aquelas glicoproteínas podem regular 

positivamente ou negativamente a susceptibilidade celular para a apoptose induzida 

por galectina-1, dependendo do seu estado de glicosilação, o que deixa o possível 

envolvimento destas na indução de apoptose por galectina-1 ainda controverso. 

Dados da literatura mostram ainda que galectina-1 pode induzir apoptose em 

leucócitos (96), dentre os quais estão os timócitos imaturos (123) e células T 

ativadas in vitro (96). Entretanto, existem relatos na literatura contrários ao potencial 

apoptótico da galectina-1. Nessa linha, foi mostrado que apesar de galectina-1 

induzir a exposição de fosfatidilserina na superfície de células MOLT-4, estas não 

entram em apoptose, pois não foi detectada a fragmentação do DNA e a perda da 

capacidade proliferativa dessas células após tratamento com galectina-1 (124). 

Dessa forma, apesar do papel de galectina-1 na indução de apoptose não estar 

claro, demonstrou-se que essa lectina está envolvida na homeostase leucocitária 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 pró-inflamatória IL-17 

(Th17) e não de células Th2 produtoras de IL-10 e TGF-β (citocinas de caráter anti-

inflamatório), por meio de reconhecimento diferencial de glicanas na superfície 

dessas células. Ou seja, essa susceptibilidade está associada ao padrão de 

glicosilação (125). Camundongos deficientes de galectina-1 (Lgals1-/-) têm aumento 

na freqüência de células Th1 e Th17 e aumentam a susceptibilidade a 

neuroinflamação 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 

primária de linfócitos TCD8+ in vivo por limitar o burst size promovendo apoptose. 

Seu grupo mostrou que na deficiência de Gal-1 as células hiperproliferaram em 

resposta à ligação do TCR, possivelmente pelo aumento da produção de IL-2 

induzida pelo TCR e prevenção da AINR das células TCD8+ nos dias 2-4 após a 

ligação 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 fluorescência média 

da marcação com tetrâmero específico, que Gal-1 antagoniza a ligação persistente 

de agonistas do TCR em células TCD8+ periféricas ativadas (127). Além disso, 

demonstraram que a expressão induzida de Gal-1 por células TCD8+ ativadas regula 

a proliferação via apoptose da célula T por oposição da ligação contínua de 

agonistas do TCR e transdução do sinal.  

Contudo, acreditava-se até o momento que as galectinas tinham ação 

exógena apenas através de sua secreção por uma via não-convencional que 

depende da manutenção da sua região de ligação a carboidratos.  No entanto, como 

destacamos acima, resultados prévios do nosso grupo (Amarante-Mendes, dados 

não publicados) sugerem que a galectina 1 está presente nos lisossomos secretórios 

de células citotóxicas. Estes achados apontam um novo cenário dessa molécula no 

contexto de resposta efetora das células T CD8+, no qual ela seria secretada junto 

às outras proteínas dos grânulos citotóxicos.  

Baseado neste fato, em dados da literatura que correlacionam Gal-1 e 

células TCD8+ e nas evidências de ação desta lectina sobre receptores de 

superfície celular regulando a fisiologia das células e homeostasia do sistema 

imunológico, a hipótese deste trabalho é que Gal-1 está localizada no 

compartimento lisossomal de células citotóxicas e possa ser secretada junto 
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às outras proteínas dos grânulos citotóxicos, contribuindo, desta forma, com a 

resposta efetora de células NK e CTL.  
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2 OBJETIVOS 

 

- Comprovar a presença de Gal-1 nos lisossomos secretórios das células citotóxicas;  

 

- Investigar sua participação na função efetora dessas células; 

 

- Identificar o possível mecanismo de Gal-1 no controle da função efetora das 

células citotóxicas.
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Camundongos 

 

Neste trabalho, foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, 

selvagens (Gal-1+/+), ou destituídos do gene para galectina-1 (Gal-1-/-) fêmeas e 

adultas, pesando de 25-30 g, com idade entre 5-11 semanas provenientes do 

Biotério da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – USP (FCFRP-

USP) gentilmente cedidos pelo Prof. Marcelo Dias-Baruffi da FCFRP-USP. 

Também foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 CD8KO 

destituídos do gene para a cadeia alfa da proteína CD8, CD4KO, RAGKO e CD1KO 

machos e adultos, pesando de 25-30 g, com idade entre 5-11 semanas provenientes 

do Biotério de Experimentação do Deparatmento de Imunologia – USP. 

Para os ensaios realizados no Institut Curie, Paris, os animais C57Bl/6 

fêmea foram obtidos do laboratório Charles River e utilizados entre 6-10 semanas de 

idade. Animais C57Bl/6 transgênicos para o TCR (Vα2, Vβ5) (OT-I), animais 

CD45.1/Bl6 e animais knockouts para galectina-1 (Gal-1-/-) foram adquiridos da 

Jackson laboratory. Camundongos OT-I foram cruzados com animais CD45.1/ 

C57Bl/6 para obter os camundongos OT-I 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 experiências com animais vivos foram realizados de acordo 

com as diretrizes do Departamento de Veterinária Européia. 

 

3.2 Células 

 

YT: linhagem NK derivada de leucemia linfoblástica aguda transformada pelo 

vírus Epstein-Barr. Possui atividade citotóxica. Cresce em suspensão 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 expressão 

da proteína 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-I ou OT-IGal-1-/- (específicas para o peptídeo SIINFEKL 

OVA257-264 em contexto MHC classe I H2-Kb) foram obtidas a partir dos linfonodos 

de animais OT-I 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 obtenção de células T CD8+ de animais C57Bl/6 e de 

animais Gal-1-/-. Células dendríticas (DCs) derivadas de medula óssea foram 

diferenciadas conforme descrito por Winzler e colaboradores (130). As células foram 

recolhidas após 7 dias, ativadas com LPS durante toda noite (1μg/ml; SIGMA), e, em 

seguida, pulsada com o peptídeo SIINFEKL durante 1 hora a 37 °C. As células 

foram extensivamente lavadas antes da injeção. 

 

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 antibiótico (100 g/ml de penicilina e 100 g/ml de estreptomicina) a 37 

°C em 5% de CO2. 

O uso das células para experimentos foi condicionado ao mínimo de 95% de 

viabilidade verificada por exclusão com Azul de Tripan 0,2%. A contagem do número 

de células tanto para repique quanto para a execução dos experimentos foi realizada 

com o auxílio de uma câmara de Neubauer.  

 

3.4 Imunofluorescência - Microscopia Confocal 

 

Primeiro foi preparada lâmina com polilisina onde se colocou cerca de 50 L 

dessa em cada poço da lâmina de imunofluorescência e foi deixada em estufa 37 ºC 

por 30 minutos. Ficou secando dentro do fluxo laminar por cerca de 15 min. Em 

seguida as células foram preparadas e feita a fixação nas lâminas. As células YT 

foram, centrifugadas a 90 xg/5 min. O sobrenadante foi retirado por inversão 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 concentração de 1 x 106 células/mL. 
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Posteriormente foi feita a adesão das células às lâminas com polilisina (50 μL de 

polilisina/poço). Após 30 min de incubação e a lâmina estar seca, foi adicionado 5 x 

104 células/poço (50 μL) nas lâminas, deixando-as aderir por 30 min. Após este 

período, o sobrenadante foi aspirado e aplicado 50 L de PFA a 2% em cada poço, 

deixando-se reagir por 30 min. Foi lavado 3 vezes com PBS, aplicado cerca de 20 

L de TritonX-100 0,1% em cada poço 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 

primário -Gal-1; LAMP-1; α-tubulina, granzima B e perforina e deixado reagir por 30 

min a 37 °C. Lavagem de 3x em PBS foi feita e então foi aplicado o anticorpo 

secundário (Alexa Red 546 ou Alexa 488 - Invitrogen) e deixado reagir por 30 min. 

Lavagem de 3x em PBS foi feita e montada a lâmina com Vectashield (cerca de 4 L 

por poço).  Foi vedado com esmalte. As imagens de microscopia confocal a laser 

foram realizadas no microscópio confocal da Zeiss LSM 510 na Central Analítica do 

Instituto de Quimíca 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 Imunocitoquímica para microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

As células YT foram centrifugadas a 90 xg/5 min. O sobrenadante foi retirado 

por inversão 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 paraformaldeído; 0,1% de glutaraldeído em 

tampão de cacodilato 0,1 M, pH 7,3). O pellet foi deixado nesse fixador por 24 

horas. Após esse período o pelete foi lavado uma vez em PBS e novamente fixado 

por 24 horas em geladeira. Após o período ele foi lavado quatro vezes em tampão 

de cacodilato 0,1 M, pH 7,3 num período de 10 minutos cada lavagem. Foi então 

realizada a desidratação em concentratoções cada vez maiores de etanol (30%, 

50%, 70%, 80%, 90% e 95%) sendo uma vez em cada etapa com duração de 5 

minutos cada. Em seguida, foi realizado o processo de infiltração do pelete (todo a 4 

°C) em que foi deixado em LR White (LONDON RESIN COMPANY LTD.) + etanol 

absoluto (proporção 1:1) overnigth. Seguida por incubação LR White + etanol 

absoluto (proporção 3:1) de 3 horas. Após, foi feita incubação 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 cápsulas de gelatina, em 

estufa à 60 °C por 72 horas. Esses peletes sofreram cortes ultrafinos em 

ultramicrótomo para a construção das telas para a leitura em microscopia eletrônica. 

As telas foram então lavadas por 5 min em H2O destilada e 15 min em TBS pH 7,24 

mais glicina 0,02 µM em temperatura ambiente. Foram então incubadas em diluição 

1:1 de soro normal de cabra e solução de TBS + BSA3% + NaN3 0,05% + Tween20 

0,1% pH 7,3 para bloqueio. Após essa etapa, as telas foram incubadas em câmara 

úmida com anticorpo primário anti-Gal1 overnight a 4 °C em diluição de 1:5 em 

solução TBS + BSA 0,1% + NaN3 0,05% + Tween20 0,1% pH 7,3 seguida por cinco 

lavagens em TBS + BSA 0,1% + NaN3 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 secundário anti-IgG de coelho conjugado com ouro 15 nm (Amersahm 

GAG15) por duas horas a temperatura ambiente em diluição 1:10 em solução 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% + NaN3 0,05% + Tween20 0,1% pH 8,2, 3 

lavagens de 5 min em TBS + BSA 0,1% + NaN3 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 fixação 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 água destilada. As amostras foram examinadas usando 

um microscópio eletrônico JEOL 100 CX II 100 KW (aumentos de 12000x e 20000x) 

no ICBIV da USP.   

 

3.6 Obtenção de células TCD8+ efetoras por lavagem peritoneal  

 

2 x 107 do clone de células L1210 foram injetadas i.p. em animais da linhagem 

C57Bl/6 e animais Gal-1-/-. Após 12 dias, os animais foram anestesiados com 200 µL 

de anestesia (ketamina – 100 mg/mL - e xilazina - 0,023 g/mL) e sacrificados por 

deslocamento cervical. Após sacrifício, 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 105 do clone de células L1210 ou 

L1210Fas foram marcadas com o corante fluorogênico Cell Trace Violet dye 

(Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) na concentração de 5 μM. As células 

foram plaqueadas em 100 μL de meio RPMI1640 completo (0,1 mM de aminoácidos 

não essenciais, 0,1 mM de vitaminas, 2 mM de L-glutamina, 100 μg/mL de 

gentamicina, 100 U/L penicilina + 100 g/L estreptomicina 0,05 mM de 2-

mercaptoetanol, 1 mM de piruvato de sódio, 10% de soro fetal bovino) em placa de 

96 poços de fundo U. A elas foi realizada co-cultura pela adição de 5 x 105 células 

do lavado peritoneal de animais C57Bl/6 ou Gal-1KO em 100 μL do mesmo meio 

RPMI1640 completo. As células foram incubadas a 37 °C, 4% CO2 por 4 horas. Após 

esse período, foi realizada marcação para AnexinaV-Fitc – proteína com alta 

afinidade por fosfatidilserina, fosfolipídeo com alta exposição para o meio 

extracelular por células em apoptose. As amostras foram adquiridas em um 

FACSCantoII e analisadas utilizando software FlowJo. 

 

3.8 Ensaio de proliferação e perfil de ativação in vitro 

 

Linfócitos de animais C57BL/6 e Gal-1-/- foram obtidos dos linfonodos dos 

animais e enriquecidos para células CD8a+ utilizando kit II de isolamento de células 

CD8a+ (Miltenyi Biotec, Alburn, CA, EUA) e separação magnética de células 

(AutoMACS, Alburn, CA, EUA). A pureza foi >85% de células T CD8 +. As células 

CD8a foram marcadas com 5 μM de CFSE e estimuladas em placas de 12 poços 

durante 3 ou 6 dias com ou sem 40 U/mL de IL-2 e 10 μL/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 divisão (“Average stage of division”) 

 

A taxa média de divisão foi calculada através da análise dos histogramas de 

CFSE com o “gate” nas células CD8+CD3+. A porcentagem de células em cada 

divisão do CFSE foi então inserida na equação seguinte (127): 
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3.10 Produção e purificação de adenovírus recombinantes humano do tipo 5 

deficientes em replicação 

 

3.10.1 Produção de estoque viral 

 

Foram preparadas quatorze garrafas de cultivo grandes (150 cm2) com 

células HEK293A com confluência 90%. Estimamos que cada garrafa com 

monocamada confluente de HEK293 tenha em torno de 107 células. As células 

foram infectadas com amostras purificadas e tituladas de vírus de forma a empregar 

uma quantidade, multiplicidade de infecção (m.o.i.), em torno de 1 a 10. Dessa forma 

são necessárias de 107 a 108 P.F.U/garrafa. Amostras de vírus foram adicionadas 

em DMEM completo. As garrafas foram incubadas fechadas a 37 ºC, por uma hora. 

Após a incubação, o volume das garrafas foi completo para 35 mL com DMEM 

fresco. As garrafas foram incubadas até o desenvolvimento de efeito citopático e 

desprendimento total das células. O conteúdo das garrafas foi coletado em tubos de 

50 mL e centrifugado a 1200 rpm a 4 ºC, durante 10 min. Os sobrenadantes foram 

descartados e os pellets ressuspensos em 3-5 mL de tampão Tris 0,1 M pH 8,0. 

Este material foi congelado a -70 oC imediatamente. 

 

3.10.2 Purificação de adenovírus recombinantes em gradiente de cloreto de césio 

 

A suspensão de células foi descongelada e misturada a uma solução de 

deoxicolato sódico 5%. O volume de deoxicolato usado correspondeu a 1/10 do 

volume de suspensão de células. A suspensão foi homogeneizada e incubada em 

gelo por 30 min. O material foi macerado com ajuda de um potter de vidro até que a 

consistência da suspensão ficasse líquida. O volume foi completo para 16,4 mL com 

Tris 0,1 M pH 8,0 (este volume correspondeu a 63% da solução de cloreto de césio). 

Foi adicionado 9,6 mL de solução saturada de cloreto de césio, mantida a 

temperatura ambiente (a proporção é de 5,8 mL de cloreto de césio saturado para 

cada 10 mL de suspensão de células, ou 37% de solução de cloreto de césio e 63% 

de suspensão de células). Após homogeneização com vórtex, a amostra foi 

transferida para tubos de ultracentrífuga (PA, Ultracrimp 11,5 mL). Os tubos foram 

centrifugados a 35.000 rpm a 4 oC durante 16 hs (Rotor VTI65.1). A banda de 

adenovírus foi coletada e dialisada contra Tris 0,01 M pH 8,0, em câmara fria (4 oC) 
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durante 4 hs. Foram adicionados 10% glicerol ao volume dialisado (4400 μL + 

484 μL de glicerol autoclavado puro), e as suspensões aliquotadas (50- 100 μL) e 

congeladas a –70 oC. 

 

3.10.3 Titulação de estoques de adenovírus recombinantes 

 

Foram preparadas previamente placas de titulação que consistem em placa 

de cultivo de 24 poços, no qual foram semeadas células HEK293 numa densidade 

de 3 x 105 células por poço, em DMEM completo e cultivadas durante 24 h a 37º C 

até que os poços atingiram confluência > 90%. Foi descongelada uma alíquota de 

vírus purificado em banho de gelo, sonicada durante 20 segundos em um sonicador 

de banho, e foi preparada uma diluição inicial de 1:100 (10-2) do estoque de vírus 

em DMEM completo (10 μL de vírus purificado + 990 μL de DMEM completo). A 

partir dessa diluição inicial, foram preparadas diluições em série, com fator 10. As 

diluições foram preparadas em quadruplicata, da seguinte forma: em uma placa de 

cultivo de 96 poços, foram adicionados 225 μL de DMEM nas quatro primeiras 

fileiras completas (linha A até D, colunas 11 até 12, completas), com pipetador 

multicanal, pipetamos 4 alíquotas de 25 μL da diluição inicial 10-2 e foram 

acrescentados à primeira coluna da placa de 96 wells. Repetimos a operação até 

que completamos as doze colunas. Dessa forma, as diluições feitas na placa de 96 

poços vão de 10- 3 (coluna 1) até 10-14 (coluna 12). Foram usados 200 μL de cada 

réplica das diluições 10-6 a 10-11 para infectar um poço da placa de titulação 

previamente preparada. Incubamos por uma hora a 37 ºC. Após a incubação, 

adicionamos 1500 μL de meio DMEM completo a cada poço da placa de titulação. 

As placas foram incubamos por 7 dias a 37 ºC. O título foi calculado a partir da maior 

diluição de vírus que leva a formação das placas de lise. 

 

3.11 Imunização com adenoβgal 

 

Baseado no trabalho de Machado e colaboradoes, no dia zero, cada animal 

(C57Bl/6; Gal-1KO; CD8KO; CD4KO; RAGKO; CD1KO) recebeu uma dose de 

2x108 PFU de adenoβgal (diluídos para 100 μL de PBS) por via intramuscular no 

músculo 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 imunológicos foram realizados 1 semana após 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 

esplenócitos de C57BL/6 foram divididos dentro de duas populações e marcados 

com o corante fluorogênico carboxyfluorescein diacetate succinimidyl diester (CFSE 

Moleculas probes, Eugene, Oregon, USA) em uma concentração final de 10 μM 

(CFSE high) ou 1 μM (CFSElow) (131, 132). As células CFSEhigh foram pulsadas por 40 

min a 37 °C com 1 μM do peptídeo PA8 H-2Kb ASP-2 (VNHRFTLV) ou com 

peptídeo ICP H-2Kb β-gal (ICPMYARV). As células CFSElow permaneceram não 

pulsadas. Em seguida, as células CFSEhigh foram lavadas e misturadas com um 

número igual de células CFSElow antes de serem injetadas pela via intravenosa (i.v.) 

num total de 30 a 40x106 células por camundongo. Os animais recipientes (C57Bl/6; 

Gal-1KO; CD8KO; CD4KO; CD1KO; RAGKO) foram camundongos imunizados ou 

não com o adenoβgal, após 7 dias da imunização. As células do baço dos 

camundongos recipientes foram coletadas após 18 horas da transferência, lavadas e 

analizadas por fluorescence-activated cell sorting (FACS), usando um citométro 

FacsCantoII (BD, Moutain View, CA, EUA). A porcentagem de lise específica foi 

determinada usando a fórmula:  

 

 

 

 

3.13 Imunofluorescência por citometria de fluxo 

 

As células foram recolhidas em diferentes pontos de tempo após a 

imunização. Foi feita a suspensão de células, os glóbulos vermelhos foram lisados 

com tampão hipotônico e o número de células foi determinado. As suspensões de 

células foram preparadas em PBS, BSA a 0,5% e EDTA 2 mM (tampão 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), CD3ε (145-2C11), CD19 (1D3), anti-TCRVα2, anti-TCRVβ5, CD49b, CD11b, 

AnexinaV, CD107a (clone 1D4B), IFN-ϒ (clone XMG1.2), TNF-α (clone MP6-XT22) 

e H-2Kb-VNHRFTLV. As células foram então fixadas com 1% de PFA. Receptores 

Fc foram bloqueados com o anticorpo murino CD16/CD32 (2.4.G2). A caracterização 

fenotípica dos linfócitos foi realizada utilizando um FACsVerse (Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ, EUA) ou FACSCantoII (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, 

EUA). Os dados foram analisados com o software FlowJo. 

 

3.14 Ensaio pentâmero H-2Kb-VNHRFTLV 

 

2x106 células de baço dos animais C57Bl/6 e Gal-1KO foram pipetadas em 

placa em fundo em U. As células foram lavadas por adição de 180 µL de tampão 

MACS e centrifugadas a 2800 rpm por 5 min, a 4ºC. Foi retirado o sobrenadante 

com pipeta ou por inversão e adicionado 50 µL de tampão MACS e 10 µL de 

pentâmero por amostra. As amostras foram então incubadas por 10’, temperatura 

ambiente e a elas foi adicionado 180 µL de tampão MACS. Foram centrifugadas a 

2800 rpm por 5 min, a 4 ºC e a lavagem foi repetida. 50 µL de mix anti-CD8 marcado 

com fluorocromo (1:100) e streptavidina marcada (1:50) diluído em tampão MACS foi 

adicionado por amostra. As amostras foram incubadas por 20 min no gelo, no escuro 

e lavadas com 200 µL de tampão MACS. A seguir, foi feita centrifugação a 2800 rpm 

por 5 min a 4 ºC, retirado o sobrenadante e repetida a lavagem. Novamente foi 

retirado o sobrenadante e as amostras foram fixadas com 200 µL de PBS-

paraformaldeído 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-ϒ) foi realizado exatamente como 

descrito anteriormente por Rigato e colaboradores (133). 
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3.16 Marcação de CD107a e ICS 

 

A mobilização de superfície de CD107a e a expressão intracelular de 

citocinas (IFN-ϒ, TNF-α) foram avaliados após a cultura in vitro de células 

esplénicas na presença ou ausência de estímulo antigênico. As células foram 

lavadas três 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 sódio 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 exclusão de azul de Trypan para 

discriminar entre células vivas e mortas. A concentração celular foi ajustada para 

2×106 células/mL em meio de cultura celular contendo anti-CD28 (2 μg/mL, Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA), Brefeldin A (10 μg/mL, Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ, EUA), monensina (5 μg/mL, Sigma, St. Louis, MO, EUA) e 

marcado com FITC anti-CD107a (Clone 1D4B, 2 μg/mL, Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ, EUA). Em metade das culturas, uma concentração final de 10 μM do 

peptídeo VNHRFTLV foi adicionado. As células foram cultivadas em placas de 96 

poços de fundo V (Corning Enterprise, Union City, CA, EUA) em um ambiente úmido 

a 37 oC contendo 5% de CO2. Depois de 12 hs de incubação 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-ϒ, TNF-α por marcação 

intracelular (ICS), as células foram então lavadas duas vezes em tampão contendo 

PBS, BSA 0,5% e 2 mM de EDTA, fixadas e permeabilizadas durante 20 minutos em 

gelo com 100 μL de Cytofix/Cytoperm (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA). 

Depois de terem sido lavadas duas vezes com 250 μL de tampão permwash (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA), as células foram coradas com os marcadores 

intracelulares anti-IFN-ϒ conjugado com APC (Clone XMG1.2) e anti-TNF-α 

conjugado com PE (clone MP6-XT22). Finalmente, as células foram lavadas duas 

vezes e fixadas em PBS a 1% paraformaldeído. Pelo menos 300.000 células foram 

adquiridos num citômetro de fluxo BD FacsCanto II e, em seguida, analisadas com 

FlowJo. 
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3.17 Imunização 

 

No “priming” das células OT-I Gal-1+/+ ou células OT-I Gal-1-/- para a 

microsocopia two photon, 1x106 DCs pulsadas com o peptídeo SIINFEKL (1 μM) ou 

DCs controle não pulsadas, marcadas por 10 minutos com CMTMR+ a 37 °C, foram 

injetadas na pata (subcutânea) de animais C57Bl/6. Após 18 horas, as células OT-I 

Gal-1+/+ ou células OT-I Gal-1-/- marcadas com 10 μM de CFSE foram injetadas por 

via retroorbital. Três horas após a injeção, os linfonodos poplíteos drenantes e os 

linfonodos controles não drenantes foram expostos e analisados por microspopia 

intravital two photon. Para a análise da expansão e perfil de ativação das células 

OT-IGal-1+/+ e OT-IGal-1-/- in vivo, 3x105 células OT-IGal-1+/+CD45.2+ ou 3x105 

OT-IGal-1-/-CD45.2+ marcadas com 5 μM de CFSE foram transferidas adotivamente 

18 horas após 5x105 DCs terem sido pulsadas com o peptídeo SIINFEKL e injetadas 

subcutâneas na pata de animais CD45.1+ . Os linfonodos poplíteos drenantes e não 

drenantes dos animais foram extraídos 24, 48, 54, 60 e/ou 72 dias após a injeção 

das células. 

 

3.18 “Two-photon laser scanning microscopy” 

 

5x106 células OT-IGal-1+/+ ou OT-IGal-1-/- marcadas com 5 μM de CFSE 

foram injetadas no plexo retroorbital de animais C57Bl/6 fêmeas de 6-8-semanas de 

idade imunizados com 1x106 DCs marcadas com 5 μM de CMTMR+ e pulsadas ou 

não com 1 μM do peptídeo SIINFEKL. Após 3 da transferência adotiva, os 

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 injeção de metade da 

dose a cada 45 min; os animais foram mantidos sob anestesia durante 3 hs), e o 

linfonodo poplíteo drenante ou não 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 μm da superfície do 

linfonodo. 

  As medições 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 configuração descanned equipado com uma 

objetiva de imersão de 20x 0,95 NA (Olympus), utilizando um espelho dicróico de 
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540 nm para separar os espectros de emissão 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 última configuração, a 

fluorescência Rodamina-SHG-GFP foi separada utilizando o detector de Meta e foi 

de pixel-wise linear não misturados tomando os espectros de fluorescência 

experimental das amostras monomarcadas como uma referência externa. Três 

canais de fluorescência foram separados usando 495 e 590 nm espelhos dicróicos, 

em combinação com 457/50 (SHG) ou 472/30 (PCP), 520/35 (GFP), e 624/40 nm 

filtros passa-banda. O comprimento de onda de excitação foi de 900 nm. Para a 

análise de migração celular, foram captadas a cada 30s durante 30-60 min, quatro 

imagens consecutivas de 560 μm2, com 10 μm de espaçamento z usando a objetiva 

de 20x cuja parte de trás da abertura foi artificialmente preenchida para se obter um 

eixo de resolução perto 5 μm. As imagens tiveram a média de projeção usando 

Image J (National Institutes of Health). Os protocolos de aquisição e análise de todas 

as condições experimentais que foram comparadas foram idênticos. 

 

3.19 Análises estatísticas 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas com o auxílio de um 

software computacional chamado Graphpad Prism, da companhia Graphpad 

Software Incorporation, versão 3.02. O teste usado foi o ANOVA, seguido pelo teste 

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

 

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

Uma metodologia comumente utilizada na identificação de novas proteínas é 

o estudo do proteoma (proteômica). A Proteômica estuda o conjunto de proteínas 

expressas por um genoma em determinadas condições de tempo, espaço, estado 

patológico e estímulos externos, podendo trazer informações detalhadas sobre a 

composição das organelas intracelulares. Os recentes estudos têm conciliado a 

proteômica e metodologias como microscopia confocal a laser e microscopia 

eletrônica com o objetivo de corroborar os achados e tornar mais robustos os 

resultados. Algumas proteínas com localização já 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) são, 

dessa forma, excelentes parâmetros para co-localizar moléculas com o 

compartimento lisossomal.  Baseado no fato que a co-localização de moléculas é 

uma das metodologias atuais mais utilizadas para situar a compartimentalização 

celular, o primeiro passo deste estudo consistiu nesta técnica. Para isso, nós 

utilizamos LAMP-1 como marcador de membrana dos lisossomos e as proteínas 

GrzB e Prf para co-localização com a matriz da organela. A análise por 

imunofluorescência mostrou que Gal-1 co-localiza tanto com a proteína de 

membrana do lisossomo como com as proteínas da matriz (Figura 2) e esta 

observação reforça a presença de Gal-1 no compartimento lisossomal.  
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Figura 2 - Colocalização de LAMP-1, granzima B, perforina e Gal-1 em lisossomos de células YT 
(YT), observada por microscopia de fluorescência confocal. Gal-1 foi identificada utilizando um 
anticorpo policlonal de coelho, combinado com uma Ig anti-coelho secundário conjugado com 
ALEXA546 (vermelho). Lamp-1, granzime B e perforina foram detectados por um anticorpo 
monoclonal de camundongo e um anticorpo secundário anti-camundongo conjugado com Alexa488 
(verde). Núcleos foram revelados usando Hoechst (azul) – aumento de 120x.  

 

Fica claro em nossas imagens, que Gal-1 está presente nos lisossomos. 

Além disso, a literatura relata que no compartimento de linfócitos citotóxicos (CTLs e 

células NKs), a parcela quase total dos lisossomos é secretória, o que sugere que 

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

 
Para consolidar o resultado acima, nós também utilizamos outra abordagem 

(microscopia eletrônica de transmissão) para avaliar se Gal-1 realmente está 

presente no compartimento lisossomal. Nós realizamos fotomicrografias eletrônicas 

em que fica mais uma vez evidente a localização de Gal-1 em diversos 

compartimentos intracelulares, como nucléolo e mesmo no citosol, e essa evidência 

está de acordo com a literatura, que mostra a localização nuclear e citoplasmática 

de Gal-1 em diversos tipos celulares  (87, 88, 134). Além disso, nossos dados 

também apresentam pela primeira vez um novo compartimento de localização de 

Gal-1 nas células citotóxicas, o lisossomo. (Figura 3). 
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Figura 3 - Visualização de Galectina-1 dentro de lisossomos por microscopia eletrônica de 
transmissão. Micrografia eletrônica de secções ultrafinas marcadas com immunogold (partículas de 
ouro de 12 nm) (aumento 12000x). Controle com apenas o anticorpo secundário anti-rabbit (A); testes 
com marcação 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 está presente em membranas plasmáticas (91). Baseado nesta 

evidência pode ser também esse o mecanismo utilizado pela Gal-1 para entrar nos 

lisossomos. No entanto, estudos mais aprofundados em maquinaria de lisossomos 

são necessários para esclarecer tal evento.  O fato de termos observado na 

fotomicrografia eletrônica Gal-1 presente nos lisossomos sugere que essa lectina 

deve possuir alguma função específica nessa organela, como participar dos eventos 

efetores das células citotóxicas na região de liberação dos grânulos citotóxicos ou 

mesmo ter papel na matriz dessas organelas por interagir com moléculas ali 

presentes, provavelmente interação proteína-proteína, já que esta parece ser a 

interação que prevalece no ambiente intracelular (134). 

Uma vez mostrada a localização de Gal-1 na principal organela efetora das 

células citotóxicas, o próximo passo consistiu em verificar sua contribuição para a 

função citotóxica dessas células. Nesse sentido, o ensaio de citotoxicidade in vitro 

baseado na resposta de células TCD8+ foi realizado. 

 

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

 

As células TCD8+ antígeno específicas constituem uma população 

heterogênea responsável pelo desenvolvimento de uma série de funções efetoras. 

Dentre estas funções está a produção de citocinas, quimiocinas e moléculas 

efetoras citotóxicas, além da lise de células alvo identificadas pelo reconhecimento 

do peptídeo específico no MHC de classe I das células apresentadoras de antígeno. 

A fim de determinar essas funções, há um debate atual sobre qual seria a 

metodologia mais apropriada para mensurar as respostas e sua correlação in vivo. 

Durante uma infecção viral, as células T naïve circulantes específicas para o 

vírus encontram com células dendríticas apresentadoras de antígenos e interagem 

com elas através da formação da sinapse imunológica. Após este contato inicial que 

pode durar até 24 horas, as células T ativadas começam a proliferar rapidamente, 

aumentando o seu número até 10.000 vezes, tendo de 4 a 6 horas por ciclo celular e 

podendo chegar a 20 divisões celulares por semana. É quando essas células se 

diferenciam, adquirem funções efetoras e desenvolvem a capacidade de migrar para 

os locais da infecção (135). 
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He e Ostergaard (78), descreveram um protocolo em que após células L1210 

serem injetadas i.p. em animais BALB/c, linfócitos TCD8+ efetores puderam ser 

recuperadas após 10-12 dias da injeção das células tumorais por lavagem peritoneal 

e utilizadas em ensaios de citotoxicidade in vitro. Baseados nesse modelo 

experimental, nós realizamos a injeção do clone de células L1210 em camundongos 

C57Bl/6 selvagens e Gal-1KO. Após 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 proporção 5E:1A. Após 4 horas, nós avaliamos a 

citotoxidade in vitro através da marcação com AnexinaV.   

Dentro desse contexto, nós também avaliamos a participação de Gal-1 na 

via do FASL. Para isso, foi utilizado como célula alvo não apenas a linhagem L1210, 

mas também células L1210Fas, resultado da transfecção estável 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 expressão da proteína FAS e maior 
sensibilidade à morte por FAS ligante solúvel.  Células L1210 e L1210Fas foram marcadas para 
FAS (Pe - BDbioscience) e a média de intensidade de fluorescência foi determinada por análises de 
FACs (A). Células L1210 e L1210Fas foram incubadas por 18 horas a 37°C com 0; 0,02; 0,04 e 0,2 
µg/ml de FasL solúvel. O gráfico de barras é 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 linfócitos TCD8+. A citotoxicidade 

celular contra células L1210 e L1210Fas é significativamente menor em células 

efetoras deficientes de Gal-1 (Figura 5). Esses resultados sugerem que Gal-1 é um 

componente importante da ação efetora das células citotóxicas. Para consolidar 

nossos dados, o 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 alteração de função é 
independente da via FAS-FASL ex vivo. Camundongos Gal-1KO e C57Bl/6 foram injetados i.p com 
2x107 células L1210 e após 12 dias os linfócitos 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 são representativos do gate de células L1210 ou L1210Fas positivas para cell trace violet 
e representam marcação para Anexina V.  

 

 

4.4 Padronização 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 

vacinação com adenovírus 5 humano deficiente de replicação (HAd5) e baseia-se na 

inoculação dos animais imunizados ou infectados com uma proporção de 1:1 de 

células singênicas do baço, em que uma população é pulsada com um peptídeo 

para o qual a resposta CTL específica irá ser analisada. A presença de células 
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marcadas no baço dos animais receptores é avaliada após diferentes períodos de 

tempo por citometria de fluxo. 

Uma vez que nosso objetivo foi analisar a resposta específica das células 

TCD8+ citotóxicas in vivo, camundongos C57BL/6 foram imunizados ou não i.m. com 

2 x108 PFU (plaque forming unit) de HAd5. A fim de comparar a resposta de células 

TCD8+ para peptídeos específicos e não específicos, nós examinamos a resposta 

para dois diferentes epítopos de CD8 de vacinas distintas. Dessa forma, os animais 

foram imunizados ou não com vacinas utilizando o mesmo vetor HAd5 contendo 

diferentes transgenes: um codificando a proteína de superfície de amastigota 2 de T. 

cruzi (AdASP-2) (132, 137, 138) e a outra, a beta-galactosidase de E. coli (Ad β-gal) 

(139). 

Como o pico de resposta das células TCD8+ induzida por este protocolo de 

imunização ocorre no sétimo dia após a imunização, o ensaio de citotoxicidade in 

vivo foi realizado neste ponto de tempo. Assim, nós seguimos os procedimentos tal 

como descrito por Barber D. L. (140). Em resumo, os esplenócitos singênicos de 

camundongos naïves foram marcados com o succinimidil carboxifluoresceína éster 

(Vybrant® CFDA SE Cell Tracer Kit, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA), e 

então estas células foram pulsadas ou não com o peptídeo, e, finalmente, foram 

transferidas i.v. para os animais receptores. 

Para análises adicionais do efeito citotóxico, as células transferidas foram 

uma mistura de duas populações de células coradas com uma concentração final de 

CFSE diferente, 10 μM (CFSEhigh) ou 1 μM (CFSElow). Células CFSEhigh foram 

pulsadas com peptídeo PA8 H-2Kb ASP-2 (VNHRFTLV) ou com peptídeo ICP H-2Kb 

β-gal (ICPMYARV). Visando com as duas populações CFSEhigh  e CFSElow  ter  

controle da migração e assumindo que as células pulsadas e não pulsadas migram 

igualmente, as células CFSElow por não estarem pulsadas poderão ser encontradas 

no baço dos animais receptores tanto dos animais vacinados quanto daqueles que 

não receberam o vírus. Como visto na Figura 6 as células transferidas migraram 

para o baço dos animais receptores e puderam ser monitoradas até o momento de 

sua remoção, 16-20 h após a transferência. O grupo de animais não imunizados não 

apresentou atividade citotóxica para nenhuma das células pulsadas sendo, dessa 

forma, um controle para o cálculo da razão entre células CFSEhigh e CFSElow 

injetadas. 



62 

 

Single cells

2,19%100%

96,4%100%

100% 100%

5,17%100%

98%100%

97,6%100%

ICP

PA8

ICP

PA8

ICP

PA8

N
o

n
 im

m
u

n
iz

ed
A

d
en

o
 β

G
al

A
d

en
o

 A
SP

-2

FSC-A

FS
C

-H

FSC-A

SS
C

-A

CFSE

SS
C

-A

97.8%82.1%

Como mostrado na Figura 6, os animais imunizados uma semana antes da 

transferência de células apresentaram lise de aproximadamente 100% das células 

alvo. Além disso, as únicas células lisadas foram aquelas pulsadas com o peptídeo 

específico para as CTLs. Isso foi observado em ambos os grupos imunizados, 

AdASP-2 ou Adβ-gal; esses grupos tinham apenas atividade citotóxica para PA8 ou 

ICP, respectivamente. Além disso, como nenhuma resposta citotóxica foi observada 

para as células não pulsadas com o peptídeo específico e quase todas as células 

pulsadas com o peptídeo específico foram mortas, podemos concluir que este 

método de citotoxicidade in vivo é altamente específico. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 – Especificidade da citotoxicidade induzida pela imunização com Ad5β-gal ou 
Ad5ASP-2. Animais C57Bl/6 foram imunizados ou não com Ad5β-gal ou Ad5ASP-2 i.m. Sete dias 
depois, a atividade citotóxica in vivo foi estimada pela injeção de em cada animal com células 
esplênicas singênicas marcadas com CFSE pulsadas ou não com 1μg/ml do peptídeo ICP ou PA8. 
Os resultados são expressos como as médias de 2 animais por grupo e são representativos de 
experimentos realizados pelo menos duas vezes com resultados semelhantes. 
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4.4.2 Citotoxicidade in vivo para adenoβgal é dependente da dose da vacinação e da 

concentração de peptídeo pulsada nas células alvo 

 

O passo seguinte foi determinar o quão sensível é este método, através da 

transferência de células esplênicas marcadas com CFSE e pulsadas com diferentes 

concentrações do peptídeo específico (Figura 7a). Pode-se observar a mesma 

atividade citotóxica com uma concentração até 100 vezes menor do peptídeo 

pulsado. Partimos de uma concentração de 1 μM (1 μg/mL) do peptídeo pulsado nas 

células alvo em que houve 90% de lise, mesmo resultado observado com até 100 

vezes menos da concentração do peptídeo (0,01 μM 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 ação citotóxica in vivo 

após a imunização com diferentes concentrações de PFU do AdASP-2 (Figura 7b). 

Por meio do ensaio de citotoxicidade in vivo observou-se que houve uma diferença 

significativa entre a imunização com 2x108 e 2x107 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 citotóxica. Além disso, não foi possível 

observar qualquer atividade citotóxica para os grupos imunizados com 2x106 PFU e 

2x105 PFU. 
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Figura 7 – Sensibilidade do ensaio de citotoxicidade in vivo. Camundongos C57BL/6 foram 
imunizados ou não com Ad5β-gal i.m. uma semana antes do ensaio de atividade citotóxica in vivo. A 
resposta citotóxica foi estimada (A) por injeção em cada animal com células esplênicas singênicas 
marcadas com CFSE pulsadas ou não com o peptídeo PA8 em diferentes concentrações 0.04ug/ml, 
0.1ug/ml ou 1.0ug/ml; (B) por imunização em cada animal com diferentes concentrações de Ad5ASP-
2, 2x10

8
, 2x10

7
, 2x10

6
 e 2x10

5
 PFU. 2x10

8 
PFU de Ad5β-gal foi utlizado como controle. Os resultados 

são expressos como a média de 3 animais por grupo e são representativos de experimentos 
realizadas pelo menos duas vezes com resultados semelhantes. 

 

4.4.3 Citotoxicidade in vivo para Ad5β-gal é dependente dos linfócitos T CD8+ 

 

Os ensaios de citotoxicidade in vivo utilizados neste trabalho se baseiam em 

resposta adaptativa por linfócitos TCD8+. Dessa forma, um dos controles essenciais 

é a observação do mesmo evento em animais deficientes nessas células. O modelo 

animal B6.129S2-Cd8αtm1Mak/J, são camundongos homozigotos com a mutação alvo 

Cd8αtm1Mak deficientes em linfócitos T citotóxicos funcionais 

(http://jaxmice.jax.org/strain/002665.html).  Nós podemos observar que na ausência 

dos linfócitos TCD8+ o padrão da resposta citotóxica se tornou similar ao dos 

animais não imunizados, em que não há a morte das células alvo (Figura 8). Dessa 

maneira, pode-se concluir que este modelo é claramente baseado em resposta por 

linfócitos TCD8+ e evidencia ser este um ótimo modelo in vivo a ser utilizado.  
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Figure 8 – Ensaio de citotoxicidade por imunização com Ad5β-gal entre animais WT e CD8KO 
mostra que a resposta citotóxica é dependente das CTLs. Camundongos C57Bl/6 e CD8 
knockouts foram imunizados ou não i.m. com Ad5β-gal. Sete dias depois, a atividade citotóxica in vivo 
foi estimada pela injeção em cada animal com células esplênicas singénicas marcadas com CFSE 
pulsadas ou não com 1μg/ml do ICP. Os resultados são expressos como as médias de 3 animais por 
grupo e são representativos de experimentos realizados pelo menos duas vezes com resultados 
semelhantes. 

 

A mudança do corrente paradigma na ativação/tolerância de células T 

destaca a integração das interações entre essas células e o ambiente, e entre 

diferentes moléculas estimuladoras ou inibitórias da superfície celular que 

influenciarão o destino das células. 

O estado de maturação de DCs, sinais adicionais de outras células e a 

produção de IL-2 exógena a partir de células TCD4+ - necessárias para inverter o 

estado tolerante temporário (AINR) de CTLs - estão entre os fatores deste processo. 

Células TCD4+ também parecem atuar através de outras citocinas neste processo. 

Por exemplo, as células estimuladas com peptídeo na presença de IL-12 tem um 

maior índice de proliferação celular e apresentam aumento significativo de atividade 

citotóxica quando comparada com células estimuladas na ausência de IL-12. IL-7 e 

IL-15, citocinas homeostáticas com implicações no salvamento das subclasses de 

CTLs primárias antígeno-específicas que sobreviveram à fase de contração, ajudam 

na diferenciação destas em células de memória. Parecem também participar do 

resgate dessas células do estado AINR (141-143). 
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No entanto, uma forte resposta primária por CTLs para muitos agentes 

infecciosos pode ser visto em animais CD4+KOs, e nós também observamos este 

evento em nosso modelo de imunização (Figura 9). Uma porcentagem 

estatisticamente significativa de lise é 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 produção de outros 

sinais inflamatórios, tais como IFNs e TNF. Apesar disso, a presença de linfócitos 

TCD4+ mostrou ser essencial para o completo potencial citotóxico das CTLs. Além 

disso, nossos dados mostram que esse modelo não depende da ação de células 

NKT, visto que em animais CD1KO houve lise das células alvo semelhante a de 

animais selvagens. 

Há um debate atual na literatura para o papel das células TCD4+ na geração 

de células de longa duração que respondem rapidamente a um novo desafio 

patogênico neste tipo de inflamação (144, 145). É importante lembrar que os 

linfócitos B também atuam no ambiente infeccioso de agentes virais através da 

produção de níveis elevados de anticorpos neutralizantes, dependentes ou não das 

células TCD4+ helper. Apesar disso, não observamos alteração no perfil de 

citotoxicidade quando os linfócitos B estão presentes e há ausência de CD8, isso 

porque os anticorpos atuam na neutralização dos vírus e, em nosso modelo, 

utilizamos infecção aguda a um primeiro desafio. Talvez em um segundo desafio 

poderíamos observar tal efeito, já que haveria tempo para a produção destes. 
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Figure 9 – Ensaio de citotoxicidade por imunização com Ad5β-gal entre animais WT, CD8KO, 
CD4KO e RAGKO mostra que a resposta citotóxica é parcialmente dependente dos linfócitos 
TCD4

+
 e independente de células NKT. Camundongos C57Bl/6, CD8, CD4, RAG e CD1 knockouts 

foram imunizados ou não i.m. com Ad5 β-gal. Sete dias depois, a atividade citotóxica in vivo foi 
estimada pela injeção em cada animal com células esplênicas singénicas marcadas com CFSE 
pulsadas ou não com 1μg/ml do ICP. Os resultados são expressos como as médias de 3 animais por 
grupo e são representativos de experimentos realizados pelo menos duas vezes com resultados 
semelhantes. 
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4.4.4 A resposta máxima da citotoxicidade in vivo acontece no sétimo dia pós-

imunização 

 

A típica resposta das células T a uma infecção viral tem três fases distintas 

características: expansão e diferenciação em células T efetoras, cujas 

características mais importantes são a acentuada expansão clonal e 

desenvolvimento da função citotóxica; contração, na qual muitas das células T 

efetoras morrem por apoptose; memória, após as fases de expansão e contração, 

em que uma fração de 5-20% das células T específicas para o vírus sobrevive e dá 

origem a população de células de vida longa que formam o pool de células T de 

memória (146). 

A fim de obter a eficácia deste ensaio na determinação da atividade 

citotóxica das células T CD8 in vivo, foi realizada uma cinética da resposta de CTL 

induzida pelo mesmo protocolo de imunização aqui utilizado Figura 10. Nós 

determinamos atividade citotóxica em diferentes pontos de tempo após a 

imunização: dias 4, 7, 16 e 32. 

 

 

 

 

 

 

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 citotóxica foi estimada por injeção em cada camundongo com células 
esplênicas singénicas marcadas com CFSE pulsadas ou não com 1.0μg/ml do peptídeo PA8. Os 
resultados são expressos como a média de 3 animais por grupo e são representativos de 
experimentos realizados pelo menos duas vezes com resultados semelhantes. 

4 days 7 days 16 days 32 days 
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Células TCD8+ naïves não são capazes de matar seus alvos imediatamente 

e levam de 5-7 dias após o priming para as células naïve se diferenciarem em 

células efetoras e concluirem a expansão clonal (126, 147-149). Portanto, como 

esperado, no dia 4 após a imunização não foi possível detectar lise das células 

pulsadas com o peptídeo. Além disso, o pico da resposta das CTLs foi visto no dia 7 

pós-imunização e após este pico há diminuição na função efetora acompanhada até 

32 dias pós-imunização. Foi observado aproximadamente 100% de citotoxicidade 

nos dias 7 e 16, mesma cinética de função de CTL e correlação com a fase de 

resposta observadas por Stambas e colaboradores (150) utilizando modelo de 

infecção por influenza. 

 

4.4.5 O maior número de células T CD8+ positivas para CD44, produtoras de 

interferon gama e de TNF alfa na resposta ao adenoβgal transgênico se 

encontra no sétimo dia da resposta  

 

Células efetoras expressam diferentes marcadores de superfície e são 

funcionalmente distintas das células naïve. Em animais C57BL/6, o receptor de 

ácido hialurônico - CD44 - pode ser usado para distinguir células naïve das células 

efetoras/memória, uma vez que células naïve apresentam padrão de expressão 

CD44low e nas células efetoras/memória este receptor é regulado positivamente. 

Células esplênicas CD44high/CD62low são células capazes de exercer funções 

efetoras rapidamente e formarem o pool de células de memória efetoras. Outra 

população encontrada no baço e linfonodos são as células CD44high/CD62Lhigh que 

formam o pool de células de memória central e não exercem funções efetoras 

imediatas (151). Diversos fatores contribuem para que uma célula tenha tal destino. 

Entre eles está a força e duração da estimulação do TCR, citocinas inflamatórias, 

mecanismos de regulação da transcrição, alterações metabólicas, entre outros 

(135). 

De forma interessante, a pequena semelhança na frequência de células 

específicas nos dias 4 e 32 e a função citotóxica completamente diferente (0% e 

80% de lise) nestes dois momentos levou-nos à hipótese de que isso deve 

acontecer devido aos estados de ativação das células TCD8+ específicas nestes 

dois pontos de tempo. Esta hipótese é apoiada pelo fato de que, depois do priming, 
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as células TCD8+ naïve levam algum tempo para se diferenciar completamente em 

CTLs efetoras. É possível que no dia 4 estas células não estejam completamente 

ativadas e não sejam plenamente funcionais. Para testar essa pergunta, repetimos o 

protocolo da cinética de imunização e marcamos as células CD3+CD8+ e as 

CD3+CD8+pent+ com CD44+. Comparando a média de intensidade de fluorescência 

do CD44 destas duas populações foi observado que no dia 4 as células 

CD3+CD8+pent+ apresentaram menor MFI de CD44+, ou seja, menor expressão de 

CD44, do que a população total CD3+CD8+. No entanto, para os outros pontos de 

tempo a expressão de CD44+ foi sempre superior na população CD3+CD8+pent+ do 

que na população não específica CD3+CD8+ (Figura 11). O aumento da expressão 

de CD44 confirma a diferenciação das CTLs em células efetoras ou de memória. A 

ausência de outros marcadores, como CD62L, deixa em aberto se o destino final é o 

perfil de memória. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11 – A média da intensidade de fluorescência de CD44 nas células TCD8+ específicas 
ativadas é maior no sétimo dia da resposta. Animais C57BL/6 foram imunizados i.m. com Ad5 
ASP-2 ou Ad5 β-gal nos dias 4, 7, 16 e 32 antes da retirada do baço. Células esplênicas foram 
marcadas e a média de intensidade de fluorescência de CD44+ das células CD8+ ou CD8+CD44+H-
2Kb-VNHRFTLV+ foi determinada por análises de FACS. Os resultados são expressos como a média 
de 3 animais por grupo e são representativos de experimentos realizados pelo menos duas vezes 
com resultados semelhantes. 
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Além do estado de ativação, avaliamos outro parâmetro funcional destas 

células. Foi analisada a produção de TNF-α e/ou a de IFN-γ por meio de marcação 

intracelular após cultura destas células com estímulo do peptídeo PA8. Embora 

essas células tenham permanecido ativadas e funcionais até o dia 32, conclusão 

baseada no ensaio de citotoxicidade in vivo, foi possível detectar a liberação de 

citocinas por marcação intracelular praticamente apenas no dia 7 (Figura 12). O 

mesmo padrão de liberação de IFN-γ foi observada por ELISPOT (Figura 13). Estes 

resultados mostram que o pico da resposta citotóxica no dia 7 após a imunização 

coincide com a maior produção de TNF-α e com o maior número de células 

produtoras de IFN-γ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12 - A administração de PA8 aumenta o número de células produtoras de IFN-γ e/ou 
TNF-α  para o peptídeo no baço dos animais imunizados com o adenovírus recombinante 
adenoASP2. Camundongos C57BL/6 foram imunizados i.m. com 2x10

8
 adenovírus adenoASP2. 

Após sete dias, a frequência de células produtoras de IFN-ϒ, TNF-α ou duplo positivas foi estimada 
ex vivo através do protocolo de marcação intracelular (ICS) na presença do peptídeo PA8. Os 
resultados são representados como médias e desvio padrão de 3 animais por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: A administração de ICP aumenta o número de células específicas para o peptídeo no 
LN dos animais imunizados com o adenovírus recombinante adenoβgal. Camundongos C57BL/6 
foram imunizados i.m. com 2x10

8
 adenovírus adenoβgal. Após sete dias, a frequência de células 

produtoras de IFN-ϒ foi estimada ex vivo através do ensaio de ELISPOT na presença do peptídeo 
ICP. Os resultados são representados como médias e desvio padrão de 3 animais por grupo.  



72 

 

4.4.6 O maior número de células T CD8+ específicas para o adenoβgal transgênico 

também se encontra no sétimo dia da resposta 

 

Para correlacionar o número de células TCD8+ específicas em cada tempo 

com a atividade citotóxica observada na cinética, Figura 10, nós avaliamos, através 

de marcação com pentâmero, o número dessas células em cada ponto de tempo 

(Figura 14). 

Como esperado, a maior número de células TCD8+ específicas foi 

observado no dia 7 após a imunização e os menores números foram vistos nos dias 

4 e 32. Estes dados mostram que os dias 7 e 4 estão correlacionados com o ponto 

de maior e de menor citotoxicidade, respectivamente. Nós também podemos 

observar que, embora tenha havido uma diminuição expressiva do número de 

células específicas no dia 16 e, principalmente, no dia 32, a função citotóxica apenas 

apresentou ligeira diminuição. Provavelmente este é um evento relacionado à 

homeostase das CTLs. Com este fim, entram em jogo alguns mecanismos no curso 

da resposta, tal como morte celular induzida por ativação (AICD), a qual regula a 

sobrevivência/morte das células T para impedir respostas imunes descontroladas. A 

expressão 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 número de células TCD8+ específica. Animais C57Bl/6 foram imunizados 
i.m. com Ad5ASP-2 ou Ad5β-gal nos dias 4, 7, 16 e 32 antes de terem seus baços retirados. Células 
esplênicas foram marcadas com pentâmero e a frequência de células TCD8+ H-2Kb-VNHRFTLV+ foi 
determinada por análise de FACS. Os resultados são expressos como a média de 3 animais por 
grupo e são representativos de experimentos realizados pelo menos duas vezes com resultados 
semelhantes. 

 

Enquanto perforina, granzima e granulosina induzem morte celular pela 

entrada no citosol, a proteína de membrana FAS ligante (FASL) atua a nível de 

membrana plasmática se ligando a FAS na célula alvo (28).  

Agregação de receptores de morte FAS na superfície de células induz, 

através da alteração morfológica do domínio de morte, o recrutamento de outra 

molécula, FADD (que se associa a FAS via domínio de morte) e pró-caspases 

apicais. Uma vez ativadas, estas caspases apicais desencadeiam uma cascata de 

ativação de caspases, que culmina na morte celular (45). 

A literatura mostra que os defeitos genéticos na via de FASL/FAS 

desencadeia a síndrome linfoproliferativa autoimune tanto em seres humanos 

quanto em camundongos e está relacionada a autoimunidade. Para avaliar qual a 

contribuição desses receptores de morte na ação citotóxica das CTLs em nosso 

modelo, nós utilizamos como células alvo, células singênicas do baço de animais 

LPR, camundongos mutantes para FAS (MRL/lpr) que desenvolvem uma 
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linfoacumulação natural com esplenomegalia e linfoadenopatia (152, 153) (Figura 

15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Ensaio de citotoxicidade por imunização com Ad5β-gal entre animais WT e LPR 
mostra que a resposta citotóxica é dependente em aproximadamente 15% da via de FAS/FASL. 
Camundongos C57Bl/6 e LPR foram imunizados ou não i.m. com Ad5β-gal. Sete dias depois, a 
atividade citotóxica in vivo foi estimada pela injeção em cada animal com células esplênicas 
singénicas marcadas com CFSE pulsadas ou não com 1μg/ml do ICP. Os resultados são expressos 
como as médias de 3 animais por grupo e são representativos de experimentos realizados pelo 
menos duas vezes com resultados semelhantes. 

 

 

Nós observamos que a citotoxicidade in vivo para o adenoβgal é dependente 

em aproximadamente 13% da ligação de receptores de morte FAS-FASL, sendo 

dessa forma, que estes receptores tem uma contribuição importante para a morte de 

células alvo. TNF-α, que assim como FASL, faz parte da subfamília dos ligantes de 

morte, também pode exercer funções citotóxicas (154, 155).  

Linfócitos T citotóxicos também utilizam de mecanismos fratricidas. Esta 

hipótese é apoiada por observações in vitro em que CTLs são alvos de suas irmãs, 

depois de terem capturado fragmentos de membrana da célula alvo morta 

anteriormente (33, 156, 157). A relevância in vivo deste mecanismo é difícil 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 reforça nossa conclusão de que este 
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ensaio de citotoxicidade in vivo é muito sensível para determinar a função citotóxica 

das CTLs. Trabalho elegante de Stambas J. e colaboradores (150) mostraram que 

há um limiar neste método acima do qual as respostas serão detectadas com cerca 

de 100% de lise das células alvo. Este grupo sugere que a taxa mínima de célula 

efetora /célula alvo deve ser de 7:1, mas mesmo com uma razão de 0,7:1 é possível 

ver 40% de citotoxicidade (150).  

Os resultados indicam claramente que o ensaio de citotoxicidade in vivo é o 

método mais preciso para a análise da resposta efetora das CTLs, não avaliando 

apenas a função efetora no pico da fase de proliferação, como no ICS ou no ensaio 

de ELISPOT, mas ainda sendo capaz de detectar a atividade citotóxica após a fase 

de contração. Como mostrado na Figura 16, a capacidade de resposta da CTL não 

diminui após a fase de contração, e isso pode ser devido as CTLs que permanecem 

no local da resposta serem melhores efetoras do que aquelas em fase de 

proliferação, talvez células com perfil de memória. Apesar disso, a função das CTLs 

após 32 dias da imunização com adenovírus recombinante só pode ser detectada 

corretamente pelo ensaio de citotoxicidade in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 16: Gráfico de representação das figuras de cinética do número de células TCD8+ 
específica e da cinética do ensaio de citotoxicidade in vivo. 
 
 

4.5 Efeito da não expressão de Gal-1 in vivo na resposta antiviral por CTLs 

 

Uma vez mostrada a localização de Gal-1 na principal organela efetora das 

células citotóxicas e de ter padronizado o ensaio de citotoxicidade in vivo, o próximo 

passo consistiu em verificar a contribuição de Gal-1 para a função citotóxica dessas 

células.  
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Foi observado que nos animais Gal-1KO houve um número 

significativamente maior de células alvo vivas (CFSEhigh) quando comparado ao 

grupo de animais selvagens  após 7 dias de imunização e 18 horas da inoculação 

(Figura 17A).  

A análise estatística revelou que essa diferença é estatisticamente 

significativa e sugere que os animais deficientes em Gal-1  apresentam alterações 

na função efetora de células citotóxicas (Figura 17B). Esse ensaio coloca em 

evidência que Gal-1 pode ser uma das moléculas que participam na função efetora 

de células citotóxicas, mas, que podem existir outros mecanismos atuantes 

simultaneamente.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 17. Células TCD8+ tem menor potencial efetor em camundongos Knockout para 
galectina-1 (Gal-1KO). Camundongos Gal-1KO e C57Bl/6 foram imunizados ou não (controle) com 
2x10

8
 PFU de Ad5β-gal  e após 8 dias foram inoculados com 20x10

6
 esplenócitos marcados com 1 μg 

de CFSE e 20x10
6
 esplenócitos marcados com 10μg de CFSE pulsados com 0,1 μg/mL do peptídeo 

ICP. FSC por SSC; Dotplot  FSC por CFSE das populações de células Low(Lo) (não pulsada com ICP 
- não 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). Gráfico 
representativo das células alvo (CFSE Hi) vivas dos grupos de animais WT e Gal-1KO (P<0,001) (B).  
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4.6 Gal-1 controla a ativação dos linfócitos e a proliferação das células  

 

Em 2009, trabalho elegante de M. Carrie Miceli e colaboradores mostrou que 

na deficiência de Gal-1 as células hiperproliferaram em resposta a ligação do TCR 

possivelmente pelo aumento da produção de IL-2 induzida pelo TCR e prevenção da 

não responsividade induzida por ativação (AINR) das células TCD8+ nos dias 2-4 

após a ligação inicial do TCR (29, 126, 149).  

Com o objetivo de avaliar os resultados apresentados pela literatura, nós 

realizamos ensaios de proliferação in vitro no dia 3 (Figura 18) e dia 6 (Figura 19) 

após estímulo, em que as células de animais C57Bl/6 e animais Gal-1KO foram 

estimuladas com “beads” recobertas por anti-CD3/CD28 na presença (3 e 6 dias de 

cultura) e ausência de IL-2 ( 3 dias de cultura) e, após este mesmo período, também 

avaliamos o perfil das moléculas relacionadas a ativação das células T, CD25, CD44 

e CD62L (Figura 3). 
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Figura 18. Células T CD8+Gal-1KO entram em maior número de divisões em resposta a 
estimulação antigênica após 3 dias de estímulo in vitro. (A) perfil de diluição de CFSE das células 
T CD8+ Gal-1+/+ e Gal-1-/- estimuladas durante 72 horas com 40U/mL de IL-2 e 10μL/mL de beads 
CD3/CD28. O histograma na parte superior representa os picos de diluição do CFSE das células em 
divisão. Abaixo gráficos das porcentagens e da taxa média de divisão de células T CD8+ WT Gal-
1+/+ ou Gal-1-/- que sofreram os números indicados de divisões em resposta a ao estímulo por IL-2 e 
CD3/CD28 conforme determinado a partir dos perfis de diluição de CFSE; (B) perfil de diluição de 
CFSE das células T CD8+ Gal-1+/+ e Gal-1-/- estimuladas durante 72 horas apenas por estímulo com 
10μL/mL de beads CD3/CD28. O histograma na parte superior representa os picos de diluição do 
CFSE das células em divisão. Abaixo gráficos das porcentagens e da taxa média de divisão de 
células T CD8+ WT Gal-1+/+ ou Gal-1-/- que sofreram os números indicados de divisões em resposta 
a ao estímulo por CD3/CD28 conforme determinado a partir dos perfis de diluição de CFSE (p<0,05). 
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Nós observamos por meio dos ensaios in vitro que as células Gal-1-/- entram 

em maior número de divisões quando comparadas ao de células WT visto que tanto 

no período de 3 dias quanto 6 dias após estimulação CD3/CD28 há maior número 

de células Gal-1-/- em estágio mais avançados de proliferação. Tal fato é observado 

de forma mais acentuada quando as células são cultivadas na presença de IL-2 mas 

o mesmo evento é observado na ausência dessa interleucina. Nossos resultados 

estão de acordo com a literatura e corroboram os dados que apontam a importância 

de Gal-1 no controle da expansão celular durante a fase de proliferação de linfócitos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Células T CD8+Gal-1KO entram em maior número de divisões em resposta a 
estimulação antigênica após 6 dias de estímulo in vitro. Perfil de diluição de CFSE das células T 
CD8+ Gal-1+/+ e Gal-1-/- estimuladas durante 6 dias com 40U/mL de IL-2 e 10μL/mL de beads 
CD3/CD28. O histograma na parte superior representa os picos de diluição do CFSE das células em 
divisão. Abaixo gráficos das porcentagens e da taxa média de divisão de células T CD8+ WT Gal-
1+/+ ou Gal-1-/- que sofreram os números indicados de divisões em resposta ao estímulo por IL-2 e 
CD3/CD28 conforme determinado a partir dos perfis de diluição de CFSE. 

 

Nós observamos, nesse mesmo período de 3 dias de estimulação in vitro, na 

presença de IL-2, que Gal-1 mostrou ser importante no controle da ativação dos 

linfócitos, uma vez que na ausência dessa proteína, as células apresentaram perfil 

diferente de expressão da cadeia alfa do receptor de Il-2 (CD25), CD44 e CD62L. 

Neste período, houve não apenas o aumento de CD25, evento intimamente 
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relacionado a ativação de linfócitos, como também aumento do receptor de ácido 

hialurônico - CD44 – que pode ser usado para distinguir células naïve das células 

efetoras/memória, uma vez que células naïve apresentam padrão de expressão 

CD44low e nas células efetoras/memória a expressão deste receptor é aumentada. 

 

 

Figura 20. Células T CD8+Gal-1KO apresentam diferente perfil de ativação em resposta a 
estimulação antigênica após 3 dias de estímulo in vitro. Perfil de marcação de CD25, CD44 e 
CD62L das células T CD8+ Gal-1+/+ e Gal-1-/-, estimuladas ou não (“medium”) durante 3 dias em 
cultura com (CD3/CD28/IL-2) ou sem (CD3/CD28) 40U/mL de IL-2 e 10μL/mL de beads CD3/CD28.  

 

De maneira interessante, nós observamos que no sexto dia de cultura houve 

menor expressão de CD62L nas células T CD8+ Gal-1KO quando comparadas as 

selvagens (Figura 20). A baixa expressão dessa molécula é relacionada a 

diferenciação dessas células em linfócitos T efetores os quais possuem baixa 

expressão de L-selectina, uma vez que essas células saem dos órgão linfóides 

secundários e circulam para a periferia com o objetivo de exercerem suas funções 

efetoras imediatamente após reencontrarem o antígeno. Esses resultados são 

inéditos na literatura e indicam que na ausência de Gal-1 os linfócitos TCD8+ não só 

possuem maior ativação como também maior capacidade de deixarem os órgãos 

linfoides secundários mais cedo que células selvagens. No sexto dia ainda há maior 

número de células em estágios mais avançados de proliferação (Figura 21). 
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Figura 21. Células T CD8+Gal-1KO apresentam diferente perfil de ativação em resposta a 
estimulação antigênica após 6 dias de estímulo in vitro. Perfil de marcação 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 10μL/mL de beads CD3/CD28. 
 

4.7 Construção de animais OT-I knockouts para o gene lgals para ensaios in 

vivo 

 

Levando-se em conta que as análises in vitro são menos informativas do que 

os ensaios in vivo, uma vez que não levam em conta a complexidade do 

microambiente em que a resposta imune ocorre e, por isso, nem sempre 

reproduzem o que ocorre in vivo, o passo seguinte dos nossos estudos foi avaliar a 

participação de Gal-1 na proliferação celular e no perfil de ativação dos linfócitos T 

CD8+ in vivo. Para isso, nós construímos o modelo de animais OT-I knockouts para 

gene lgals (OT-IGal-1-/-) através do cruzamento entre animais OT-I e animais Gal-

1KO. A avaliação do fenótipo OT-I foi feita através da marcação das células de 

sangue periférico para CD8 e cadeia Vα2 constituinte do TCR de células T OT-I 

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

OT-I. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Caracterização fenotípica dos animais OT-I. Células do sangue periférico dos animais 
C57Bl/6 e OT-I foram tratadas com tampão de lise de hemáceas para lise de eritrócitos. As células 
restantes foram marcadas com anticorpos CD8.APC e TCRVα2.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 expressão dos marcadores MHCII, CD86, CD80 e CD40. 

 

Levando-se em conta o modelo de OT-I para avaliar a resposta específica de 

células T CD8+, nós padronizamos o modelo de imunização utilizando células 

dendríticas pulsadas com o peptídeo específico da OVA, SIINFEKL (InvivoGen). 

Nesse modelo, nós cultivamos células obtidas da medula óssea de animais C57Bl/6 

em meio completo na presença de GM-CSF por 7 dias. Após o 7° dia, as células 

foram  ativadas através da adição de LPS ao meio e então avaliadas através de 

citometria de fluxo para os marcadores CD11c, CD80, CD86, MHCI, MHCII, Gr1 e 

CD40. A ativação das células é observada pelo aumento da expressão das 

moléculas de MHCII assim como das moléculas CD80, CD86 e CD40. A marcação 

positiva para CD11c, proteína transmembrânica encontrada em níveis elevados nas 

células dendríticas, e negativa para Gr1, antígeno marcador de diferenciação 

mielóide, cuja expressão celular é restrita a monócitos da medula óssea e neutrófilos 

em órgãos periféricos, indica que as células se diferenciaram em células dendríticas 

e não em macrófagos (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 23: BMDCs CD11c+Gr1- cultivadas com GM-CSF e estimuladas com LPS acentuam a 
expressão dos marcadores MHCII, CD86, CD80 e CD40. 5 x 10

6
 células da medula óssea/placa de 

animais C57Bl/6 cultivadas em meio de cultura contendo 200U/mL de GM-CSF por 7 dias foram 
(linhas cinza escuro) ou não (linhas pretas) estimuladas por 18 horas com LPS. As BMCDs foram 
marcadas com controles isotipos (linhas cinza claro) anticorpos CD11c, Gr1, MHCI, MHCII, CD80, 
CD86 e CD40 e analisadas por citometria de fluxo. 
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4.9 Proliferação in vivo das células OT-IGal-1KO apresenta perfil similar ao de 

células OT-I 

 

Padronizado a cultura das BMDCs e com a obtenção de células OT-IGal-1KO, 

o passo seguinte foi a realização do ensaio de proliferação in vivo. O ensaio foi 

realizado com imunização de animais C57Bl/6 CD45.1 no dia 0 através da injeção 

subcutânea no coxim plantar dos animais com BMDCs ativadas com LPS e pulsadas 

(pata direita) ou não (pata esquerda - controle) com o peptídeo SIINFEKL. No dia 1, 

células OT-I CD45.2 ou células OT-IGal-1KO CD45.2 foram obtidas do linfonodos de 

animais OT-I ou OT-IGal-1KO e selecionadas através de colunas de seleção 

negativa (Miltenyi Biotec) para a molécula CD8a com a pureza >95% de células 

CD8+ (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24: Caracterização fenotípica das células de animais transgênicos para o TCR OT-I pós 
coluna de seleção negativa de células T CD8a+. Células do linfonodo poplíteo de animais 
trangênicos para o TCR OT-I foram isoladas por kit II 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 μM do corante Cell Trace 

Violet dye (Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) e injetadas por via endovenosa 

retroorbital. Após 3 dias da injeção das células nós analisamos o perfil de 

proliferação. Diferente do que foi observado in vitro, a proliferação in vivo das células 

Gal-1KO mostrou um perfil muito similar ao da proliferação de células WT apesar de 

ainda observamos maior número de células em divisão no pico de divisão 9 das 

células Gal-1KO comparado ao de células WT (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Células OT-IGal-1-/- possuem número de divisões similar ao de animais OT-IGal-1+/+ 
após 3 dias de imunização in vivo com DCs pulsadas com o peptídeo da OVA SIINFEKL. 
Animais C57BL/6CD45.1 foram imunizados i.f. com 0,5x10

6
 DCs estimuladas 18 horas com LPS e 

pulsadas (pata direita) ou não (pata esquerda) por 1 hora com o peptídeo da OVA SIINFEKL. No dia 
seguinte esses animais receberam 0,3x10

6
 células OT-IGal-1+/+CD45.2 ou células OT-IGal-1-/-

CD45.2 marcadas por 15 minutos com 5μM de CFSE. 72 horas mais tarde, foi avaliado o perfil de 
diluição de CFSE das células CD8+CD45.2+  do linfonodo poplíteo dos animais. O histograma na 
parte superior representa os picos de diluição do CFSE das células em divisão. Abaixo gráficos das 
porcentagens e da taxa média de divisão de células OT-IGal-1+/+CD45.2+ ou Gal-1-/-CD45.2+ que 
sofreram os números indicados de divisões em resposta a imunização conforme determinado a partir 
dos perfis de diluição de CFSE. 

 

A hipótese para o evento observado in vivo é de que fisiologicamente a 

diferença do modelo knockout e o selvagem ocorre em um período mais tardio da 

divisão celular. No entanto, não podemos observar pelo fato de, após o terceiro dia, 

não haver como diferenciar os picos de divisão das células em proliferação (Figura 

26). 
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Figura 26. Cinética de proliferação das células OT-I após 48, 54, 60 e 72 horas de imunização in 
vivo com DCs pulsadas com o peptídeo da OVA SIINFEKL e injeção das células OT-I. Animais 
C57BL/6CD45.2 foram imunizados i.f. com 0,5x10

6
 DCs estimuladas 18 horas com LPS e pulsadas 

(draining lymph node) ou não (non draining lymph node) por 1 hora com o peptídeo da OVA 
SIINFEKL. No dia seguinte esses animais receberam 0,3x10

6
 células OT-ICD45.1 marcadas por 15 

minutos com 5μM de CFSE. 48, 54, 60 e 72 horas mais tarde, foi avaliado o perfil de diluição de 
CFSE das células CD8+CD45.1+  do linfonodo poplíteo dos animais. Os “dot plots” representam as 
populações de células CD8+CD45.1+ e os picos de diluição do CFSE das células em divisão que 
também está representado por histograma. 

 

4.10 Perfil de degranulação em animais Gal-1KO 

 

A principal organela na função efetora de linfócitos T citotóxicos e das 

células NK é o lisossomo secretório. Lisossomos secretórios especializados são 

grânulos líticos, contendo proteínas citolíticas tais como perforina e granzimas, em 

adição as hidrolases lisossomais tais como catepsina B e D, β-hexosaminidase e as 

proteínas de membrana lisossomal, LAMP-1, LAMP-2 e LAMP-3.  

A expressão da proteína de membrana lisossomal, LAMP-1 (CD107a), na 

superfície celular tem sido descrita como marcador de degranulação de células 
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citotóxicas e foi mostrada ser fortemente regulada e ter sua expressão aumentada 

na superfície das células após estimulação acompanhando a perda de perforina 

(158). 

A literatura mostra que Gal-1 interfere na degranulação de mastócitos 

atuando como inibidor desse processo (100). Com o objetivo de avaliar se há 

relação dessa lectina com a degranulação de linfócitos TCD8+, nós realizamos 

ensaio de marcação de CD107a em células TCD8+ efetoras ativadas in vitro de 

animais knockouts para o gene lsgal1 (Figura 27).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27: Células TCD8

+
 de camundongos Gal-1KO apresentam maior degranulação do que a 

de animais selvagens. Esplenócitos de animais C57Bl/6 e C57Bl/6Gal-1KO foram cultivados na 
presença de anti-CD107a, com ou sem o peptídeo ICP. Após 12 h, as células foram marcadas para 
detectar CD8 e CD3. Os resultados são apresentados como a média de 3 animais por grupo. Os 
asteriscos indicam que o número de SFCs dos animais WT imunizados que receberam ICP foram 
significativamente menores do que os animais Gal-1KO imunizados (A); Gráfico representativo da 
proporção de células CD8+CD3+ positivas para marcação com CD107a de superfície (P<0,05) (B). 

 

 

Nossos resultados mostram que Gal-1, assim como visto para mastócitos, 

interfere controlando a degranulação de CTLs, já que na sua ausência, há maior 

exposição de LAMP-1 nas células de animais Gal-1KO em resposta à ligação do 
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TCR, o que indica que nesses animais há maior degranulação quando comparados 

a animais selvagens. Apesar de haver maior degranulação, animais Gal-1KO 

apresentam menor morte de células alvo. Isso sugere mais uma vez que nossa 

hipótese sobre a ação de Gal-1 na ação efetora das CTLs sobre as células alvo 

pode estar correta. No entanto, outro fato que deve ser avaliado é se a ausência de 

expressão de Gal-1 altera o número de células efetoras nos animais knockouts da 

proteína. 

 

4.11 Animais Gal-1KO possuem maior número de células produtoras de 

interferon (ELISPOT) 

 

Em 2009, trabalho elegante de M. Carrie Miceli e colaboradores mostrou que 

a expressão induzida de Gal-1 por linfócitos TCD8+ ativados regula a proliferação de 

células T e que as células hiperproliferaram na deficiência de Gal-1em resposta a 

ligação do TCR (29, 126, 149). 

Os linfócitos TCD8+ se tornam competentes matadores (células efetoras) 

somente após ativação pelas APCs (12), que estimulam o complexo TCR induzindo 

a expressão gênica, formação de lisossomos secretórios e proliferação celular (CTL 

antígeno-específico passa por uma série de duplicações celulares) (28). 

Em relação à diferenciação de CTLs em células efetoras e de memória, o T-

box dos fatores de transcrição Eomesodermina (Eomes) e T-bet parecem ser 

essenciais (36). T-bet é induzido rapidamente sobre estimulação do complexo TCR 

e é requerido no programa inicial de produção de citocinas (37), enquanto Eomes é 

induzido mais tarde durante a diferenciação e manutenção da expressão de IFN-. 

Runx3 é requerido para a expressão de Eomes e perforina, e ambos Eomes e 

Runx3 se ligam ao locus Prf1; Runx3 é o regulador primário da expressão de Gzmb, 

mas sinergiza com T-bet e Eomes, respectivamente, para promover a transcrição 

dos genes Infg e Prf1 (159).  

Baseados nos dados acima descritos, e visto que a produção de citocinas 

como o IFN-γ é uma das características de ativação dos linfócitos, nós avaliamos, 

por meio da técnica de ELISPOT, a frequência de células TCD8+ produtoras dessa 

citocina nos animais Gal-1KO (Figura 28).  
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Figura 28: A administração de ICP mostra números maiores de células específicas para o 
peptídeo no LN de camundongos Gal-1KO imunizados com o vírus adenoβgal do que em 
camundongos selvagens. C57BL/6 e C57Bl/6Gal-1KO foram imunizados i.m. com 2x10

8
 do vírus 

Ad5βgal. Sete dias mais tarde, a frequência de células produtoras de IFN-ϒ foi estimada ex vivo 
utilizando ELISPOT na presença de peptídeos ICP. Os resultados são apresentados como médias 
por desvio padrão de 3 animais por grupo (A); gráfico representativo do número de células produtoras 
de interferon gama de animais WT e Gal-1KO (p<0,001) (B). 

 

Nós mostramos, por meio dessa técnica que, na deficiência de Gal-1, há 

maior número de CTLs produtoras de interferon gama em resposta à ligação do 

TCR, como visto por M. Carrie Miceli e colaboradores (127), e que, portanto, Gal-1 

regula a resposta primária de CTLs in vivo. Apesar de haver um número maior de 

células produtoras de interferon, a citotoxicidade in vivo nos animais Gal-1KO 

apresenta nível inferior de ação efetora sobre células alvo e, mais uma vez, reforça a 

idéia de que Gal-1 participa da ação efetora das CTLs. 

 

 

 



89 

 

4.12 Papel de FAS-FASL e Gal-1 na função 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, protótipo dos receptores de morte, 

expresso constitutivamente na maioria dos tecidos celulares e caracterizado pela 

presença de um a seis domínios ricos em cisteína nas suas porções extracelulares, 

que medeiam a interação deste com FASL (161). Esta interação resulta na ativação 

de uma cascata de sinalização intracelular, a qual tem início com a agregação 

dessas moléculas na superfície culminando na morte da célula que expressa FAS 

(162). Dados da literatura mostraram que camundongos mutantes para FAS 

(MRL/lpr), por exemplo, desenvolvem uma linfoacumulação natural com 

esplenomegalia e linfoadenopatia. Esses camundongos apresentam uma falha na 

sinalização de apoptose com comprometimento do processo de deleção clonal 

periférica de linfócitos, com risco de haver, posteriormente, o desenvolvimento de 

uma doença autoimune (152, 153).  

Matarrese e colaboradores (163) mostraram em 2005 que Gal-1 está 

relacionada a via dos receptores de morte e induz, por si só, a morte celular. Entre 

os mecanismos potencialmente envolvidos neste efeito e sugeridos pelo trabalho 

está a interação 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 apoptótica desencadeada por Gal-1 

envolve a ativação de caspase-8. 

Visto que a via FAS-FASL é um dos mecanismos utilizados pela CTL para 

eliminar seus alvos, que Gal-1 tem relação com essa via e sabendo que FASL é 

fortemente regulado pela CTL e estocada em grânulos líticos (77), nós fomos avaliar 

a relação de Gal-1 e a via desses ligantes de morte, porém agora, Gal-1 no controle 

de FASL (Figura 29). 

 

 



90 

 

B

A

CFSE

SS
C
-A

Non-immunized Immunized

W
T/W

T
G

a
l-1

KO
/LP

R

100%

100% 100%

100%100%

100%

2,96%

16,93%

G
a

l-1
KO

/W
T

100% 100%100% 11,7%

W
T/LP

R

100% 100%100% 17,36%

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 29: Células TCD8+ tem potencial efetor similar ao de animais selvagens em 
camundongos Knockout para galectina-1 (Gal-1KO) quando há ausência de FAS nas células 
alvo. Camundongos Gal-1KO e C57Bl/6 foram imunizados ou não (controle) com 2x10

8
 PFU de 

Ad5β-gal  e após 8 dias foram inoculados com 20x10
6
 esplenócitos marcados com 1 μg de CFSE e 

20x10
6
 esplenócitos singênicos (WT) ou de animais LPR (LPR) marcados com 10μg de CFSE 

pulsados com 0,1 μg/mL do peptídeo ICP. FSC por SSC; Dotplot  FSC por CFSE das populações de 
células Low(Lo) (não pulsada com ICP - não 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). Gráfico representativo das células alvo (CFSE Hi) vivas dos grupos 
de animais WT e Gal-1KO que receberam como células alvo células singênicas ou células de animais 
LPR (*P<0,05; **P<0,01) (B). 
 

Nós observamos que, na deficiência de Gal-1, o número de células alvo 

deficientes na expressão de FAS nos animais Gal-1KO é similar ao de animais WT. 

Este achado fortemente indica a relação 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 regulação da 

expressão ou da atividade biológica de FASL. 
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4.13 Células OT-IGal-1-/- fazem contatos menos duradouros e menos estáveis 

com DCs durante a apresentação de antígenos pelas APCs no linfonodo 

 

 Por fim, para avaliar se há ou não diferença nas interações iniciais 

entre as células dendríticas e as células TCD8+ e, por isso, diferença na ativação 

das células T CD8+ pela não expressão de Gal-1, nós realizamos a técnica de 

microscopia two photon, atualmente entre as principais técnicas para estudos in 

vivo.  Um milhão de DCs CMTMR+ pulsadas ou não com peptídeo SIINFEKL foram 

injetadas i.f. em animais C57Bl/6CD45.1. Dezoito horas mais tarde, as células T OT-I 

ou OT-IGal-1-/- obtidas dos respectivos animais foram marcadas com 10 μM de 

CFSE e então sofreram transferência adotiva endovenosa. Após 3 horas, os animais 

foram anestesiados via i.p. e então iniciadas as imagens. As células puderam ser 

detectadas em até 200 μm a partir da superfície dos linfonodos. As imagens foram 

projetadas com o software Image J (NIH), em que o protocolo de aquisição e análise 

foi o mesmo em todas as condições experimentais, para serem comparadas de 

forma idêntica. Nos linfonodos não drenantes de ambos os animais que receberam 

as células T OT-I ou OT-IGal-1-/-, nós pudemos observar rápida interação entre as 

OT-I/OT-IGal-1-/- e as DCs, sendo tal evento bem descrito na literatura (164, 165), 

uma vez que na ausência de N4-DCs não há ligação estável entre as células (Filme 

1 e Filme 2). No entanto, a presença de N4-DCs causou uma parada marcante de 

células OT-I e contato duradouro entre DC e células T em que observamos a 

formação de ilhas das células T OT-I ao redor das DCs, processo já bem descrito na 

literatura (166). No entanto, fato inédito foi observado no mesmo ensaio realizado 

com as células OT-IGal-1-/-, em que houve a presença do peptídeo de alta afinidade 

SIINFEKL induziu contatos menos duradouros e menos estáveis comparados ao das 

células OT-I. Nós observamos que com as células OT-IGal-1-/- há menor número de 

ilhas de DCs e linfócitos T e também menor quantidade de células OT-I nessas ilhas 

(Filme 3 e Filme 4). 
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Filmes 1-4. Células OT-IGal-1-/- fazem contatos menos duradouros e menos estáveis com DCs 
durante a apresentação de antígenos pelas APCs no linfonodo. Animais C57BL/6CD45.1 foram 
imunizados i.f. com 1x10

6
 DCs estimuladas 18 horas com LPS, marcadas com 5μM de CMTMR+ 

(vermelho) e pulsadas (draining lymph node – Movie 3 e Movie 4) ou não (non draining lymph node – 
Movie 1 e Movie 2) por 1 hora com o peptídeo da OVA SIINFEKL. No dia seguinte esses animais 
receberam 5x10

6
 células OT-IGal-1+/+CD45.2 ou células OT-IGal-1-/-CD45.2 marcadas com 10μM 

de CFSE. Três horas mais tarde, foi avaliada por microscopia intravital two photon o linfonodo 
poplíteo dos animais. As imagens foram projetadas com o software Image J (NIH), em que o 
protocolo de aquisição e análise foi o mesmo em todas as condições experimentais, para serem 
comparadas de forma idêntica. 

 

Juntos os resultados aqui avaliados mostraram que na ausência de Gal-1, há 

menor número ou tempo de interação entre as células apresentadoras de antígeno e 

os linfócitos T CD8+. Apesar disso, os resultados sugerem que as células Gal-1-/- 

proliferam mais e possuem potencial de ativação superior ao de células selvagens. 

Apesar disso, a função citotóxica é inferior ao de células selvagens. 
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5 DISCUSSÃO 

 
A morte direta de células alvo por linfócitos T citotóxicos desempenha um 

papel fundamental na imunidade protetora a infecções virais e transformação celular 

(tumores). Algumas viroses tais como as causadas por vírus influenza (gripe) 

causam infecções agudas e são rapidamente eliminadas. Em contraste, o vírus 

herpes causa infecção latente e permanece no hospedeiro. No primeiro caso, 

linfócitos T CD8+ eliminam o vírus da gripe e promovem imunidade de longo prazo. 

Nas viroses por vírus epstein barr e citomegalovírus há uma permanente vigilância 

desses agentes por células do sistema imunológico, que incluem linfócitos TCD8+ 

(167).  

Linfócitos T citotóxicos são células altamente específicas e sobre as células-

alvo envolve a interação de proteínas de adesão e sinalização dentro de uma 

sinapse imunológica (32). A maneira pela qual estas células exercem suas funções 

ocorre através da morte das células-alvo, tanto por interação de receptores de morte 

ou por via de secreção de grânulos citotóxicos (168). Assim, quando o receptor de 

célula T do linfócito TCD8+ encontra um peptídeo antigênico, para o qual ele é 

específico, em moléculas de MHC de classe I em uma APC, aquela célula se 

diferencia em célula efetora e sua diferenciação é acompanhada por síntese de 

grânulos citotóxicos e de seus constituintes (169). 

Os avanços científicos e tecnológicos nos últimas duas décadas tem 

aprimorado a análise da ativação, diferenciação e função efetora das CTLs. O teste 

clássico para avaliar a citotoxicidade celular é o ensaio de liberação de cromo 

radioativo (51Cr), desenvolvido em 1968 por Brunner e colaboradores com base na 

ligação e internalização de radioisótopos pelas células alvo (170).  

O desenvolvimento do enzyme-linked immunosorbent spot assays 

(ELISPOT) e a construção de moléculas multiméricas de MHC mais peptídeos 

específicos melhorou a detecção e caracterização de células T antigêno-específicas. 

No entanto, as análises in vitro são menos informativas do que os ensaios in vivo, 

uma vez que não 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 após 300 dias de exposição 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, vários 
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paradigmas baseados em estudos in vitro foram rejeitados ou pelo menos 

reformulados após experiências in vivo. Este é o caso dos resultados que mostram 

que a ausência 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 são capazes de eliminar as células alvo in vivo rapidamente e de 

uma maneira semelhante a animais selvagem sem utilizar quaisquer mecanismos de 

compensação, tais como aumento da expressão de granzimas órfãos ou interações 

FAS- FASL (72).  

Proteômica representa uma poderosa ferramenta usada para analisar a 

composição e função de organelas intracelulares. A partir da análise por esta técnica 

da composição de grânulos secretórios das células TCD8+, nós evidenciamos a Gal-

1 como um novo componente dessa organela, candidata a participante da 

maquinaria efetora das células citotóxicas.  

Neste trabalho foram aplicadas as técnicas de microscopia eletrônica e 

confocal com o objetivo específico de co-localizar Gal-1 com lisossomos secretórios 

de células citotóxicas. Fica evidente nas fotomicrografias eletrônicas que Gal-1 está 

localizada em diversos compartimentos intracelulares, como nucléolo e mesmo no 

citosol, e esta evidência está de acordo com a literatura, que mostra a localização 

nuclear e citoplasmática de Gal-1 em diversos tipos celulares  (87, 88, 134). No 

entanto, nossos dados apresentam pela primeira vez um novo compartimento de 

localização de Gal-1 em CTLs, o lisossomo. Essa nova localização é corroborada 

através da técnica de microscopia confocal e co-localização 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 plasmáticas 

de vesículas por imunopurificação 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 que este mecanismo está presente em membranas plasmáticas (91) e, 

portanto, pode ser também a forma que Gal-1 utiliza para entrar nos lisossomos.  

O fato de termos observado na fotomicrografia eletrônica e confocal que Gal-

1 está presente nos lisossomos também sugere que Gal-1 deva participar dos 

eventos efetores das células citotóxicas na região de liberação dos grânulos 

citotóxicos. Diversos são os potenciais mecanismos que indagam a participação 

desta molécula em colaborar na função destas células e atuar a esse nível. Em 

2009, um trabalho de Stowell e colaboradores mostraram que Gal-1 exógena induz a 
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exposição de PS em leucócitos sem alterar sua viabilidade, e que a exposição 

contínua a essa lectina manteve a externalização de PS durante o período em que 

Gal-1 estava presente (172). Em 2006, Fischer e colaboradores já haviam mostrado 

que CTLs antígeno específicas expõem PS na superfície celular e que esta 

exposição ocorre por ativação da célula (173). Esse trabalho mostrou que a PS 

exposta estava distribuída em proximidade com moléculas de sinalização em 

membrane rafts, podendo modular a formação de contato intercelular entre células T 

e APCs. Nesse trabalho eles levantam a questão da exposição de PS contribuir 

significativamente com os eventos que ocorrem na sinapse imunológica, como por 

exemplo, alterando a fluidez da membrana ou a adesão célula-célula. Também 

nesse trabalho foi demonstrado que o bloqueio da exposição de PS durante o 

reconhecimento de antígenos resulta em uma inibição significante da secreção de 

IFN-γ, IL-2 e TNF-α, assim como da internalização do TCR, eventos ligados a 

ativação das células. Foi também demonstrado que após a ativação, o aumento dos 

níveis de cálcio inibiu a atividade da flipase que mantém a PS no folheto interno da 

membrana plasmática. Pode ser que a Gal-1 liberada na sinapse tenha um papel na 

manutenção dessa estrutura ou na ativação dessas células, indiretamente pela 

manutenção da exposição de PS. Gal-1 pode estar iniciando o processo de 

exposição de PS, agindo de forma sinérgica ao aumento dos níveis de cálcio com 

essa externalização. Dessa forma, nos animais Gal-1KO, a ausência da exposição 

de PS durante a ação 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 função das CTLs. Tal fato é importante no 

contexto de células citotóxicas, em que Gal-1 ao induzir continuamente a exposição 

de fosfatidilserina, manteria a sinapse imunológica e a ativação das células. 

Outra ação de Gal-1 na função efetora das células citotóxicas pode ser na 

indução de morte da célula alvo através 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 superfície das células (interações proteína-Gal-1-proteína) e 

sinalizem vias de morte (115). Vários trabalhos mostraram que Gal-1 pode se ligar a 

esses receptores na membrana das células, dependendo do seu estado de ativação 

(96, 115). Neste contexto, é válido ressaltar que muitas células imunológicas são 

suscetíveis a morte por Gal-1 quando ativadas (110, 174), sendo este o estado de 

células infectadas, por exemplo, por alguns vírus. Já se sabe que células, como os 
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macrófagos, possuem receptores intracelulares como RIG-1 e TLRs endossomais 

que reconhecem patógenos e levam à vias de ativação dessas células.  

Gal-1 poderia também ter um papel no controle da resposta dos linfócitos 

TCD8+, após sua ação efetora. Estudos com marcação para lisossomos secretórios 

mostram que a liberação de poucos grânulos é suficiente para induzir a morte de 

células alvo. Além disso, o centro organizador de microtúbulos dessas células pode 

rapidamente tornar-se polarizado para outro alvo, e permitir a morte de várias 

células por uma mesma efetora. Esse mecanismo permite às CTLs induzirem morte 

das células alvo de forma rápida e eficiente (175). No entanto, para que ela se 

desligue de uma célula e possa executar sua função efetora em outra, um dos 

mecanismos responsáveis é o desligamento entre moléculas de adesão, moléculas 

co-estimuladoras e complexos TCR-MCH classe I. M. Carrie Miceli e colaboradores 

mostraram em 2009 que Gal-1 exógena pode diminuir a avidez da ligação entre TCR 

e pMHC (127). Este pode ser um papel importante de Gal-1 liberada na sinapse 

imunológica, em que ao ser liberada na fenda sináptica e reduzir a avidez antígeno-

TCR, facilita o desligamento de CTLs e seu alvo e permite que o linfócito TCD8+ 

possa exercer o killing de outros alvos. Dentro desse mesmo contexto, já se sabe 

que MHC classe I, entre outras proteínas, pode ser removido da célula alvo quando 

a efetora se desloca desta em direção a outra célula alvo e, como resultado, isso 

pode provocar a susceptibilidade da CTL à morte fratricida por outras CTLs, 

estabelecendo então um mecanismo de autorregulação para uma regulação 

negativa da resposta imune (6, 176). No entanto, a ausência de Gal-1 pode ser um 

fator que torna a proporção de morte fratricida por este mecanismo bem maior do 

que em indivíduos saudáveis e por isso, a ausência de Gal-1 prejudicaria a função 

efetora e a homeostasia das CTLs. 

Sabe-se também que Gal-1 pode controlar diversos processos de ativação 

nas células T. Chung e colaboradores mostraram em 2005 que Gal-1 regula, entre 

outros processos, a fosforilação da cadeia zeta do complexo de TCR, dificultando o 

processo de ativação dessas células, após a apresentação de peptídeos de 

microorganismos patogênicos, por exemplo, por APCs (110). Além disso, Gal-1 

também foi relacionada com a inibição da cascata Ras-Mek-ERK, que também faz 

parte da ativação de células. No caso do Human immunodeficiency virus (HIV), que 

tem como um de seus principais alvos as células TCD4+ (177), a ação 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 ativação inibido, 

assim impedindo a estimulação dessas células por estímulos de sobrevivência, por 

exemplo, ou mesmo das vias de proteção da apoptose que a ativação induz, o que 

contribuiria para o processo de indução de morte de células TCD4+ infectadas por 

vírus HIV, por outras moléculas do grânulo como granzima B. 

Apesar de estarmos levando em conta, até o momento, que o efeito de Gal-1 

pode ser via grânulos, não se pode esquecer que essa lectina também é secretada 

diretamente pela membrana por vias ainda não estabelecidas (89, 90). Este fato é 

relevante e conduz a pensar que o efeito de Gal-1 na função efetora das CTLs pode 

ser dado via membrana plasmática. Além disso, por essa mesma via de secreção 

Gal-1 pode estar atuando na homeostasia das células TCD8+, evitando uma ação 

exacerbada e controlando a população de células. Trabalho de Matarrese e 

colaboradores (163) mostraram que Gal-1 pode sensibilizar células T não ativadas e 

aumentar em células T ativadas a morte celular "fisiológica" mediada por FAS. 

Nesse trabalho foi demonstrado que Gal-1 não só reforça a morte celular mediada 

por FAZ, mas também induz a morte celular por si só de linfócitos não ativados. Os 

mecanismos potencialmente envolvidos neste efeito podem incluir: interação direta 

de Gal-1 com receptores FAS; aumento da expressão na superfície celular de 

CD95/Fas em células T não ativadas; alterações da permeabilidade da membrana 

mitocondrial (MMP - Mitochondrial Membrane Permeabilization), ou seja, 

hiperpolarização da mitocôndria, em células T não ativadas.  

Nos ensaios de citotoxicidade in vitro e in vivo, Gal-1 pareceu um potencial 

componente da resposta efetora de células TCD8+. Já se sabe que animais 

mutantes homozigotos null para Gal-1 (Gal-1-/-) são viáveis e se tornam adultos sem 

nenhuma anormalidade fenotípica óbvia, exceto deficiência na rede olfatória (178) e 

redução na sensibilidade térmica (179). Nesse contexto se torna também relevante o 

fato, sugerido neste trabalho, da redução do potencial citotóxico nesses animais 

Knockouts, que poderá explicar outros mecanismos ineficientes ainda não 

observados nesses animais pela não ciência deste evento. A redução do potencial 

citotóxico foi observado mesmo visto que linfócitos TCD8+ efetores Gal-1KO 

apresentam maior perfil de ativação, proliferação, degranulação e se encontram em 

maior número. No entanto, essa redução não é drástica e isto pode ser devido a 

diversos fatores. Na literatura há diversas moléculas que participam desse processo, 

como é o caso de perforina e granzimas. Isto pode explicar por que Gal-1 não é a 
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única molécula envolvida e não houve redução total da função das CTLs. Além 

disso, no novo cenário formado com o advento dos animais transgênicos, em que 

animais deficientes em granzimas A e B são capazes de eliminar células alvo tão 

rápido e de maneira similar aos indivíduos selvagens, surge a necessidade de 

esclarecer quais as moléculas são fundamentais na função e controle da ação 

citotóxica das células citotóxicas.  Nossos estudos colocam em evidência que Gal-1 

é candidata a essa função e parece participar desse processo. O fato de nossos 

dados indicarem a participação de Gal-1 no controle da via dos receptores de morte 

FAS-FASL levanta algumas hipóteses sobre a importância de Gal-1 para a 

citotoxicidade das CTLs: Gal-1 dos lisosssomos influencia a exposisção de FASL 

talvez controlando sua estabilidade ou por interagir com esta e permitir que ela ali se 

localize; Gal-1 participa da sinalização que encaminha FASL para o compartimento 

lisossomal. Além disso, os achados que Gal-1 interage com Gemin4, um membro do 

complexo de proteínas 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), dão uma visão mecanicista do seu potencial papel na 

via de splicing (181) e indica outra hipótese de que Gal-1 esteja envolvida na 

regulação da expressão de FASL. A confirmação dessa ação evidencia um novo 

papel para galectinas e abre novas portas de estudo no campo das moléculas que 

se ligam a açúcares. Com este fim são necessários estudos adicionais para 

comprovar que esta molécula realmente tenha esse papel. 

Durante os últimos anos, tem havido uma crescente valorização do efeito das 

interações proteína-glicanos sobre a regulamentação da imunidade inata e 

adaptativa. As células centrais na ponte entre essas respostas estão as células 

dendríticas (DCs), que  não só podem induzir ativação como também tolerância 

periférica por promover a diferenciação de células T reguladoras (Tregs), incluindo 

Tregs CD4+CD25+Foxp3+ e células Treg do tipo 1.  Galectina-1 tem sua máxima 

expressão em DCs após estas serem expostas a estímulos tolerogênicos. 

Rabinovich e colaboradores descreveram em 2009 que, após a exposição a Gal-1, 

DCs adquirem função reguladora dependente de interleucina 27 (IL-27) e promovem 

a tolerância das células T mediada por IL-10, dessa forma, suprimindo 

neuroinflamação autoimune (182). No entanto, nossos dados mostram o outro lado 

da moeda na ativação das células T, em que a expressão endógena de Gal-1 em 
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linfócitos é importante para estabelecer um contato duradouro e estável entre essas 

células e APCs.   

A estrutura fundamental reconhecida por Gal-1 é a unidade de dissacarídeo 

N-acetil-lactosamina (Gal-β1-4Glc-NAc) presente em moléculas de superfície dos 

leucócitos tais como CD2 e integrinas, os quais foram identificados como potenciais 

receptores para a Gal-1 (183). Dentre a gama de receptores de adesão com 

potencial participação na adesão célula alvo/célula citotóxica, estão inclusas as 2-

integrinas e CD2, todos acumulados na pSMAC das células ativadas e este pode ser 

um dos mecanimos em que Gal-1 controle essas interações. As imagens de 

microsocopia two phtoton descritas nesse trabalho, portanto, sugerem que Gal-1 

controla o contato DCs-linfócitos T, mas continua obscuro se esse efeito é via 

proteínas de adesão. Apesar do observado, a rápida interação entre essas células 

parece permitir maior perfil de ativação, proliferação e células específicas não 

deixando de lado o fato de o modelo utilizado para o protocolo de microspopia two 

photon diferir dos protocolos de proliferação e ativação 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 expõe novos alvos terapêuticos. Dessa forma, 

nosso trabalho evidencia mais um potencial componente da maquinaria citotóxica 

das células citotóxicas, fundamentais na resolução de certas patologias, e insere 

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

 

- Galectina-1 é um dos constituintes dos lisossomos das células citotóxicas. 

 

- Galectina-1 contribui para a total eficácia da função efetora de células TCD8+ no 

modelo de citotoxidade in vitro utlizando o clone de células L1210 e no modelo de 

imunização com adenovírus 5 humano adenoβgal. 

 

- Galectina-1 regula a via de FASL nas células TCD8+  no modelo de imunização 

com adenovírus 5 humano adenoβgal mas não no modelo de citotoxidade in vitro 

utlizando o clone de células L1210 e L1210Fas como células alvo. 

 

- A expressão de galectina-1 nos linfócitos T CD8+ é importante para o 

estabelecimento de contato duradouro entre essas células e células dendríticas 

durante o processo de apresentação de antígenos.  
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Figura 30 - Galectina-1 é um dos constituintes dos lisossomos das células citotóxicas e  contribui 
para a total eficácia da função efetora de células TCD8

+
 através da regulação da via de FasL. Além 

disso, a expressão de galectina-1 nos linfócitos T CD8+ é importante para o estabelecimento de 
contato duradouro entre essas células e células dendríticas durante o processo de apresentação de 
antígenos.  
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 APÊNDICES 
 

APÊNDICE A – Lista das proteínas mais abundantes identificadas nos grânulos 
das CTLs 

 
Tabela 1. Lista das proteínas mais abundantes identificadas nos preparados das amostras dos 
grânulos 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 digestão por tripsina no gel e 
análise MS/MS. Devido a complexidade das amostras, como cada banda provavelmente contém 
muitas proteínas diferentes, somente proteínas com alta pontuação no MS-Fit, cobertura dos 
peptídeos acima de 35% e um número significante de pareamento de peptídios  foram selecionados 
nessa primeira pesquisa. Trinta e nove proteínas foram, portanto, nomeadas como as proteínas mais 
abundantes em nossa fração de grânulos das CTLs, incluindo as esperadas perforina e as granzimas 
A, B, C, E, F e G.  
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APÊNDICE B – Lista das proteínas dos grânulos das CTLs 
 
Tabela 2. Lista de proteínas identificadas por eletroforese 2D. Para maximizar a identificação das 
proteínas presentes em nossa fração de grânulo, nós separamos as amostras por 2D-SDS-PAGE, 
usando diferentes gradientes de PI. Contando que a maioria das granzimas são básicas e se incluem, 
tanta quanto nós sabemos, os constituintes mais abundantes dos grânulos secretórios, não foi uma 
surpresa descobrir que uma grande quantidade das proteínas não foram separadas por focalização 
isoelétrica em gradientes de pI 3-6 e pI 5-8. De fato, uma forte marcação foi sempre detectada em 
uma borda  muito básica nos géis com os PI de 3-6 e 5-8 (dados não mostrados). Embora tenha sido 
corrido muitos géis 2D-SDS-PAGE com PI 7-10, nenhum trouxe uma boa resolução das proteínas 
básicas dos grânulos citotóxicos. Então, nós não fomos capazes de isolar bandas únicas das 
proteínas básicas. Contudo, por amostragem consistente na borda de base de ambos os géis de PI 3-
6 e 5-8, nós identificamos com sucesso as granzimas, tão bem quanto às outras proteínas tais como 
ciclofilinas A e B e NUDIX. 
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APÊNDICE C – In vivo assessment of specific cytotoxic T lymphocyte killing 
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