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RESUMO

Os fatores de transcricdo da familia NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) foram
identificados inicialmente como reguladores da expressdo de citocinas em células do sistema
imune. Contudo, estas proteinas também sdo capazes de regular a expressdo de genes
relacionados com a diferenciacdo, a proliferacdo e a apoptose em outros tipos celulares. Neste
trabalho, foi demonstrado que a proteina NFAT1 participa da diferenciacdo e da proliferagdo de
linfocitos. Mais especificamente, que o NFAT1 induz a producio de IFN-y em células T CD8" e
reprime a expressao de ciclina A2 em linfocitos. A estimulagdo do receptor de célula T (TCR, “T
Cell Receptor”) foi suficiente para ativar a proteina NFATI, transativar o promotor de IFN-y e
induzir a produgdo desta citocina em linfocitos T CDS". A produgio de IFN-y por estas células
foi capaz de modular a resposta imune Th1/Th2 e controlar a inflamagao alérgica in vivo. Por
outro lado, NFATT inibiu a prolifera¢do celular de linfécitos. A auséncia do fator de transcricao
NFATTI levou a hiperproliferacdo linfocitaria, ao encurtamento do tempo de ciclo celular e a
expressdo aumentada de ciclinas. A proteina NFAT1 foi capaz de se ligar ao promotor de ciclina
A2 e reprimir sua expressao. Estes resultados demonstram que o NFAT1 ¢ um regulador central
da diferenciacdo e da proliferacdo de linfocitos, sugerindo um papel indutor na resposta Thl e

um papel supressor no ciclo celular.



ABSTRACT

The NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) family of transcription factors has been
initially identified as regulators of cytokine gene expression in immune cells. However, these
proteins are also able to regulate the expression of genes related to cell differentiation,
proliferation, and apoptosis in other cell types. In this work, we have demonstrated that NFATI
protein takes part in lymphocyte differentiation and proliferation. Specifically, NFATI induces
IFN-y production in CD8" T cells, and represses cyclin A2 expression in lymphocytes. T cell
receptor (TCR) triggering was sufficient to activate NFAT1 protein, transactivate IFN-y
promoter, and induce IFN-y production in CD8" T lymphocytes. IFN-y production by CD8" T
cells was able to modulate Th1/Th2 immune response and control allergic inflammation in vivo.
On the other hand, NFATI1 inhibited cellular proliferation of lymphocytes. The absence of
NFAT]1 transcription factor led to lymphocyte hyperproliferation, cell cycle duration shortening,
and cyclin overexpression. NFAT1 protein was able to bind to cyclin A2 promoter and
downregulate its expression. These results demonstrate that NFAT1 is a master regulator of
lymphocyte differentiation and proliferation, suggesting an inducer role in Thl responses and a

supressor role in cell cycle.
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1. INTRODUCAO

1.1. O sistema imune e os linfocitos T

O sistema imune ¢ formado por um conjunto de células e moléculas que defendem o
organismo de infec¢des e antigenos estranhos ao corpo e ainda reconhecem e toleram antigenos
proprios. A resposta imune ¢ caracterizada por uma primeira linha de defesa rapida e pouco
especifica contra o patogeno, chamada de imunidade inata. Por sua vez, o sistema imune inato ¢
capaz de informar e estimular uma resposta imunoldgica mais especifica que ¢ dependente de
linfocitos T e B, denominada de imunidade adaptativa. A perda do controle da resposta imune
em uma destas etapas pode levar ao aparecimento de alergias, inflamacdes, doengas auto-imunes
e cancer (Janeway, 2001).

No individuo adulto, as células do sistema imune sdo produzidas na medula dssea a partir
da diferenciacdo de células-tronco hematopoéticas. Estas células ddo origem a precursores
mieldides e linfoides responsaveis pela heterogeneidade observada no sistema. Os precursores
mieldides sdo capazes de se diferenciar na medula 6ssea em mondcitos, neutrédfilos, eritrocitos,
eosinodfilos e outros granuldcitos. Ja os precursores linféides se diferenciam em linfocitos T, B e
células NK (“Natural Killer””) nos 6rgaos linféides primarios (medula 6ssea e timo) (Kondo et
al.,2001).

Os precursores de linfocitos T tém a sua origem na medula 6ssea, porém seus processos

de maturagdo e diferenciagdo ocorrem no timo (von Boehmer et al., 2003). Neste 6rgdo, os

foR)

timocitos (linfocitos T imaturos) passam por uma série de rearranjos génicos que levam

o~

expressdao do TCR (“T Cell Receptor”), receptor que caracteriza os linfocitos T. O TCR
composto pela associacdo de 2 cadeias polipeptidicas transmembranares que podem formar
heterodimeros do tipo af3 ou yd. A formagdo do complexo TCR depende ainda da associacdo
destas cadeias com outras moléculas de superficie, como a molécula CD3 e a cadeia  (Weiss,

1993). O rearranjo do TCR ¢ a base da diversidade do repertorio de linfocitos T capazes de



reconhecer a variedade de antigenos a que somos apresentados. Apos a expressao do TCR na
superficie celular, os linfocitos T passam pelo processo de sele¢ao timica (positiva e negativa),
onde sdo testados para a especificidade antigénica de seus TCRs (Goldrath e Bevan, 1999; von
Boehmer et al., 2003). Ainda no timo, os linfocitos T sobreviventes se diferenciam em dois tipos
celulares, caracterizados pela expressdo dos co-receptores CD4 e CDS. Os linfocitos T CD4" sdo
denominados T auxiliares (Th, “T helper”) e os linfocitos T CD8" estdo envolvidos com o
processo de citotoxicidade (CTL, “Cytotoxic T Lymphocyte”) (Goldrath e Bevan, 1999; von
Boehmer et al., 2003). Os linfocitos T maduros, porém ainda indiferenciados (“naive”), estao
aptos a abandonar o timo e colonizar os orgdos linféides secundarios, como o bago ¢ os
linfonodos. Nestes 6rgdos, os linfocitos T podem ser apresentados a diferentes antigenos
capturados e processados por células APC (“Antigen Presenting Cells”). Apds a captura do
antigeno em diferentes tecidos, as células APC (células dendriticas e macréfagos) migram para
os orgdos linfoéides secundarios, onde se encontram com os linfocitos T maduros. Neste

momento, inicia-se o processo de ativagdo de linfocitos T (Janeway e Bottomly, 1994).

1.2. A ativacao de linfocitos T

A ativacao de linfécitos T ocupa um papel central na geragdo da imunidade adaptativa.
Os linfoécitos T reconhecem antigenos apresentados pelas células APC através do complexo
principal de histocompatibilidade (MHC, “Major Histocompatibility Complex”). No momento
da ativacdo linfocitaria, o TCR reconhece moléculas de MHC associadas a peptideos derivados
da degradagdo de proteinas sintetizadas dentro da prépria célula (MHC de classe 1) ou da
ingestdo por vias endociticas (MHC de classe II). Esta ligagao (primeiro sinal de ativagdo) pode
ser estabilizada pelo co-receptor CD8, que reconhece moléculas de MHC de classe I, ou pelo co-
receptor CD4, que reconhece moléculas de MHC de classe II (Germain, 1994). Além do
primeiro sinal, outras moléculas co-estimulatdrias estdo envolvidas no processo de ativagdo de

linfocitos T. O principal sinal co-estimulador ocorre através da interacdo da molécula CD28



expressa em linfocitos T com seu ligante B7.1 (CD80) ou B7.2 (CD86) expressos nas APCs
(segundo sinal de ativagao). As proteinas da familia B7 apresentam um papel dual na resposta
imune. Elas podem interagir tanto com a molécula de CD28, aumentando e sustentando a
ativacdo de linfocitos T, como também com a molécula CTLA-4 (CD152), gerando um sinal
inibitorio (Lenschow et al, 1996). As cascatas intracelulares disparadas através do primeiro e
segundo sinais induzem a ativagdo celular, a diferenciacdo, a proliferacdo (expansdo clonal), ¢ a
aquisicao de funcdes efetoras (Janeway e Bottomly, 1994).

O reconhecimento do antigeno induz o agrupamento de diversas moléculas de TCR na
superficie dos linfécitos T, exatamente na regido de contato com as APCs (sinapse imunologica)
(Cantrell, 1996). Este agrupamento de receptores aproxima proteinas cinases que estdo
associadas a dominios citoplasmaticos dos co-receptores CD4 e CD8. Por sua vez, estas
proteinas fosforilam os motivos ITAMs (“Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motif™)
encontrados nas porg¢des citoplasmaticas da molécula CD3 e da cadeia ¢, ativando o complexo
TCR. Uma vez fosforilados, estes ITAMs se tornam sitios de recrutamento para outras proteinas
cinases de tirosinas (ZAP-70), proteinas adaptadoras e enzimas celulares, como a fosfolipase C,
(PLC,) e as Ras-MAP cinases. A ativacdo de PLC, leva a hidrélise do fosfolipideo de membrana
fosfatidil inositol bifosfato (PIP,), formando os produtos inositol trifosfato (IP;) e diacilglicerol
(DAG). O IP; ¢ um mediador da liberagdo de Calcio (Ca®") de reservatorios intracelulares
enquanto o DAG ¢ um ativador da proteina cinase C (PKC). O aumento dos niveis
citoplasmaticos de Ca®" e a indugdo de PKC e de proteinas Ras-MAP cinases sdo eventos
fundamentais para a ativagdo de linfécitos T. Somadas, estas vias disparam processos
bioquimicos intracelulares que culminam com a indugdo de diversos fatores de transcri¢do, como
NFAT, NF«xB e AP-1. Uma vez ativados, estes fatores de transcricdo sdo translocados para o
nucleo, onde participam da regulacdo da expressdo de uma série de genes (Crabtree e Clipstone,

1994; Weiss e Littman, 1994; Cantrell, 1996).



1.3. Os fatores de transcricio da familia NFAT

Os fatores de transcricdo da familia NFAT (“Nuclear Factor of Activated T cells™)
desempenham um papel central durante a ativagdo de linfocitos T (Rao et al., 1997). Estas
proteinas regulam a expressao de diversos genes relacionados com a resposta imune, como genes
de citocinas e moléculas de superficie. Inicialmente descrita em linfocitos T ativados, a proteina
NFAT foi caracterizada como um fator nuclear indutivel que apresentava a capacidade de se
ligar ao promotor humano de interleucina-2 (IL-2) (Shaw et al., 1988). Contudo, membros desta
familia foram identificados posteriormente em diversos tipos celulares com a capacidade de
regular fendmenos bioldgicos variados, como a proliferacdo e a morte celular (Rao et al., 1997;
Horsley e Pavlath, 2002; Macian, 2005).

A ativacdo das proteinas NFAT ocorre ap6s o estimulo de receptores acoplados a
mobilizagio de Ca®*, como receptores antigénicos de células T e B ou receptores Fc presentes
em mondcitos, mastocitos e células NK (Rao et al., 1997). A estimulagdo destes receptores leva
a formagdo de IP; que mobiliza o Ca®" presente em reservatorios citoplasmaticos, como o
reticulo endoplasmatico. O aumento do nivel intracelular de Ca** induz a abertura de canais de
membrana plasmatica (CRAC, “Ca’" Receptor Activated Channels”) que sustentam os niveis
citoplasmaticos e induzem a ativacdo de enzimas dependentes de calmodulina, como a
calcineurina (Lewis, 2001). A calcineurina ¢ uma fosfatase de serina/treonina que tem a
capacidade de desfosforilar residuos de serina encontrados em proteinas da familia NFAT (Loh
et al., 1996; Okamura et al., 2000). Esta desfosforilagdo expde uma sequéncia de localizacao
nuclear (NLS, “Nuclear Localization Signal”) e esconde uma sequéncia de exportagdo nuclear
(NES, “Nuclear Export Signal”), permitindo a transloca¢cdo de NFAT para o nucleo, onde ocorre
a transativagdo de genes-alvo (Rao et al., 1997; Macian et al., 2001; Hogan et al., 2003) (Figura
1). O retorno de NFAT para o citoplasma ¢ dependente de fosforilagdes nos mesmos residuos de
aminoacidos, e ¢ mediada pela proteina cinase GSK-3 (“Glycogen Synthase Kinase-3") (Beals et

al., 1997). A movimentacdo de NFAT entre o nicleo e o citoplasma é extremamente rapida e



dinamica, e ¢ regulada precisamente por outras diversas proteinas cinases (PKA, JNK, CK-1,
p38, Pim-1, PKC) (Beals et al., 1997; Chow et al., 1997; Zhu et al., 1998; Gomez del Arco et al.,
2000; Rainio et al., 2002; San-Antonio et al., 2002; Maécian, 2005). Alguns agentes
farmacologicos podem mimetizar a ativacao de linfocitos T em estudos in vitro. O ionoforo de
Ca”" Tonomicina (Iono) induz um aumento do nivel intracelular de Ca®" e portanto pode ser
usado como um ativador de vias dependentes de calcineurina/NFAT. Da mesma forma, o éster
de forbol PMA (“Phorbol 12-Myristate 13-Acetate’) pode ser usado como um ativador de vias
dependentes de PKC. Por outro lado, a droga imunosupressora Ciclosporina A (CsA) bloqueia
diretamente a fosfatase calcineurina e pode ser usada como um inibidor de proteinas NFAT (Rao

et al., 1997; Kiani et al., 2000) (Figura 1).
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Figura 1. O estimulo do TCR induz a ativacao de NFAT. Ap6s o estimulo do TCR, algumas
vias de sinalizagdo sdo ativadas em linfocitos T. O aumento do nivel intracelular de Ca** induz a
ativacdo da fosfatase calcineurina que € capaz de desfosforilar proteinas da familia NFAT
presentes do citoplasma, permitindo sua transloca¢do nuclear. No nucleo, as proteinas NFAT
regulam a expressdao de diversos genes-alvo em colaboracao com outros fatores de transcrigao.
TCR, Receptor de célula T; Ca**, Calcio; CaM, Calmodulina; Cn, Calcineurina ; NFAT, Fator
nuclear de células T ativadas; CsA, Ciclosporina A; TF, Fator de transcrigao.



A familia dos fatores de transcricdo NFAT ¢ composta por 5 membros: NFAT1 (NFATp,
NFATc2), NFAT2 (NFATc, NFATcl), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATx, NFATc3) e
NFATS5 (TonEBP, OREBP, NFATz) (Rao et al., 1997; Macian et al., 2001; Hogan et al., 2003).
Quatro destas proteinas (NFATI1-4) sdao reguladas através da via de sinalizacdo de
Ca*/calcineurina. J4 a proteina NFATS5, ultimo membro descrito, é regulada por variacdes de
tonicidade celular induzidas por estresse osmotico. Os membros da familia NFAT apresentam 2
dominios altamente conservados em sua estrutura protéica: uma regido regulatoria na por¢cao N
terminal da proteina com similaridade entre todos os membros da familia (NHR, “NFAT-
Homology Region™) e um dominio de ligacdo ao DNA semelhante ao encontrado em fatores de
transcri¢ao da familia Rel (DBD, “DNA Binding Domain” ou RHR, “Rel-Homology Region™)
(Rao et al., 1997; Macian et al., 2001; Hogan et al., 2003) (Figura 2).

A regido regulatéria NHR ¢ responsavel pela ativacdo dos membros da familia NFAT e
apresenta uma série de peculiaridades. Nesta regido, encontra-se o sitio de ligagdo para a enzima
calcineurina (PXIXIT, onde X representa qualquer residuo de aminoacido), a sequéncia de
localizag¢ao nuclear (NLS), a sequéncia de exportacao nuclear (NES), e diversas regides ricas em
residuos de serina e prolina (SRR, “Serine-Rich Region” e SP, “Serine Proline-Repeat Motif™).
A dinamica de fosforilacdo e desfosforilagdo destes residuos de aminoacidos (principalmente dos
motivos SRR-1, SP-2 e SP-3) determina o estagio de ativagdo da proteina NFAT, que pode ser
dividida em 3 momentos distintos: desfosforilacdo, translocagdo nuclear e ligagdo ao DNA. O
dominio de ligagdo ao DNA (DBD) apresenta uma sequéncia de 8 residuos de aminoacidos
(RAHYETEG) por onde o NFAT se liga as regides regulatorias do DNA. Baseado na
comparag¢do de sequéncias e na determinagdo da estrutura da proteina NFAT, o sitio consenso de
ligacdo ao DNA foi identificado em 9 pares de bases pela sequéncia de nucleotideos
(A/TYGGAAA(A/N)(A/T/C)N (onde N representa qualquer nucleotideo). Qualquer membro da
familia NFAT tem a capacidade de se ligar a este sitio consenso que esta presente em regides

promotoras e regulatorias de uma série de genes. O dominio DBD também apresenta uma regido



de interagdo com o principal parceiro transcricional de NFAT, o fator de transcrigdo AP-1
(heterodimero de Fos e Jun). Esta interacdo confere maior estabilidade a ligacdo do NFAT ao
DNA. Além destes 2 dominios (NHR e DBD), os fatores de transcricdo NFAT ainda apresentam
dominios de transativagdo (TAD, “Transactivation Domain) exclusivos nas regides N e C
terminal da proteina (Rao et al., 1997; Macian et al., 2001; Hogan et al., 2003). Estas regides
apresentam grande divergéncia entre os membros da familia e podem estar envolvidas na
interagdo com outros parceiros transcricionais. De fato, diversos fatores de transcrigdo sdo
capazes de cooperar com proteinas NFAT durante a modulagdo da expressdo génica (AP-1,
EGR, YY1, GATA-3, T-bet, p21) (Jain ef al., 1992; Decker et al., 1998; Sweetser et al., 1998;

Avni et al., 2002; Lee et al., 2004; Khanna ef al., 2005; Macian, 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema representativo dos membros da familia NFAT. A familia dos fatores de
transcrigdo NFAT ¢ composta por 5 membros: NFAT1-5. As proteinas NFAT1-4 sdo reguladas
através da via de sinalizagdo de Ca**/calcineurina. Os membros da familia NFAT apresentam 2
dominios altamente conservados em sua estrutura protéica: a regido regulatoria NHR (“NFAT-
Homology Region”) e um dominio de ligagio ao DNA (DBD, “DNA Binding Domain™). Na
regido regulatoria NHR, encontra-se o sitio de ligacao para a calcineurina (PXIXIT), a sequéncia
de localizag¢ao nuclear (NLS), a sequéncia de exportagdo nuclear (NES) e diversas regides ricas
em residuos de serina e prolina (SRR, “Serine-Rich Region” e SP, “Serine Proline-Repeat
Motif”). No dominio DBD, encontra-se a sequéncia de ligacdo ao DNA e regides de interagdo
com o fator de transcrigdo AP-1 (Proteina ativadora-1). As proteinas NFAT apresentam ainda
dominios de transativagdo (TAD) diferentes nas regides N e C terminal da proteina. Os nimeros
indicados na figura representam os residuos de aminodcidos da proteina NFAT1 (Adaptado de
Macian, 2005).



Estima-se que toda célula apresente ao menos a expressao de um dos membros da familia
NFAT. Dentro do sistema imune, as proteinas da familia NFAT ja foram detectadas em diversos
compartimentos celulares (monocitos, células NK, linfocitos, mastocitos e outros) (Rao et al.,
1997). Fora dele, estes fatores de transcrigdo também apresentam uma expressao ubiqua e ja
foram identificados em células endoteliais (vasos sanguineos), células musculares lisas e
esqueléticas (vasos sanguineos e fibras musculares, respectivamente), células do sistema nervoso
central (neurénios), do tecido cartilaginoso (condrécitos) e do sistema cardiaco (cardiomiocitos)
(Horsley e Pavlath, 2002; Lipskaia e Lompré, 2004). Dentre os membros da familia NFAT
sensiveis a via de sinalizagio por Ca®/calcineurina, somente as proteinas NFATI, 2 ¢ 4 sdo
expressas em linfocitos (Rao et al., 1997). Durante o processo de diferenciacdo linfocitaria, a
proteina NFAT4 esta envolvida principalmente com a maturagdo e sele¢do de linfocitos T no
timo (Ho et al., 1995; Masuda et al., 1995; Oukka et al., 1998). Contudo, nos 6rgaos linféides
periféricos, ocorre uma diminui¢ao da expressdo de NFAT4 e um aumento das proteinas NFATI
e NFAT2 (Lyakh et al., 1997, Amasaki et al., 1998; Oukka et al., 1998). Em linfocitos T ndo
ativados, a proteina NFAT1 ¢é expressa constitutivamente e se encontra no citoplasma na sua
forma fosforilada (inativa). Esta proteina representa o membro majoritario da familia NFAT,
sendo responsavel por quase 90% do contetdo total de NFAT em linfocitos T (Lyakh et al.,
1997; Kiani et al., 2000; Macian, 2005). Ja a proteina NFAT2 ¢ regulada durante a transcrigao e
pode ser induzida tanto pela proteina NFAT1 quanto pela propria proteina NFAT2 através de um
alca regulatoria positiva (Chuvpilo et al., 2002; Zhou et al., 2002). Desta forma, fica evidente
que a proteina NFAT1 exerce um papel Gnico na ativagdo de linfocitos T periféricos.

Apesar da semelhanga estrutural que confere certa redundancia aos membros da familia,
as proteinas NFAT sdo funcionalmente distintas. A analise de animais geneticamente deficientes
para cada um dos membros desta familia facilita o entendimento de suas fungdes. Animais
deficientes para o fator de transcricio NFAT1 (NFATI1-/-) se desenvolvem normalmente, mas

apresentam um aumento da resposta imune, acompanhado por esplenomegalia e linfomegalia



(Hodge et al., 1996; Xanthoudakis et al., 1996). Quando estimuladas in vitro, células de bago e
linfonodo destes animais ndo sé exibem uma resposta aumentada do tipo Th2 (altos niveis de
expressao das citocinas IL-4, IL-5, IL-13 e baixos niveis de interferon-gama - IFN-y), como
também hiperproliferam quando comparadas com células de animais normais (Xanthoudakis et
al., 1996; Kiani et al., 1997). Por outro lado, animais deficientes para NFAT2, além de serem
letais durante a embriogénese, apresentam uma deficiéncia na resposta do tipo Th2 (baixos
niveis de IL-4) e uma reducdo da capacidade proliferativa quando comparados com animais
normais (Ranger et al., 1998a; Yoshida et al., 1998). Diversos outros trabalhos também
demonstram a especificidade destes e de outros membros da familia NFAT durante a geracdo da

resposta imune (Rao et al., 1997; Hogan et al., 2003; Macian, 2005).

1.4. A diferenciacio celular

A diferenciacdo de linfocitos Th1/Th2

O estimulo antigénico induz a diferenciacdo de linfocitos T nos orgdos linfoides
secundarios. Os linfocitos T CD4" podem se diferenciar em pelo menos dois tipos de células
efetoras, denominadas Thl ou Th2 (Seder e Paul, 1994; Abbas et al., 1996). O mesmo ocorre
com linfécitos T CD8" que também podem apresentar esta dicotomia apds ativagio (Tcl ou Tc2)
(Mosmann et al., 1997). Esta dicotomia encontrada tanto em células T CD4" como em células T
CD8" ¢ caracterizada pelo padrdo distinto de citocinas produzidas, assim como pelos efeitos
causados na geragdo da resposta imune. Além de ter sido descrito inicialmente em linfocitos T
CD4", o fendmeno de diferenciacio de linfocitos T ¢ mais bem ilustrado pelo modelo Th1/Th2
(Seder e Paul, 1994; Abbas ef al., 1996; Murphy e Reiner, 2002; Ansel et al., 2003).

Os linfocitos T CD4" se diferenciam em células Th que produzem padrdes de citocinas
mutuamente exclusivos. Os linfocitos Thl produzem preferencialmente IFN-y e TNF-3 e sdo
pecas fundamentais da imunidade celular contra patéogenos intracelulares, enquanto que os

linfocitos Th2 produzem as citocinas 1L-4, IL-5, e IL-13 ¢ estdo relacionados com a imunidade
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humoral, j& que contribuem para a diferenciacdo de células B (Seder e Paul, 1994; Abbas et al.,
1996). Diversos fatores influenciam a diferenciagdo de linfocitos Th durante o estimulo
antigénico. Entre eles estdo o tipo da APC, a natureza e a concentragdo do antigeno apresentado,
a presenca de moléculas co-estimulatorias na superficie da APC, mas principalmente o
microambiente de citocinas em que os linfocitos T se encontram durante a ativagdo (Seder e
Paul, 1994; Constant e Bottomly, 1997). Varios estudos demonstraram que as citocinas IFN-y e
IL-12 facilitam a diferenciacdo de linfocitos T para o fendtipo Thl, enquanto que a IL-4 induz a
diferenciagdo para o caminho Th2 (Seder e Paul, 1994; Abbas et al., 1996). O balanco da
resposta imune Th1/Th2 ¢ extremamente importante, uma vez que pode determinar desde a
geracdo de uma resposta imune eficiente contra uma infecgdo, até a patogénese de sindromes
imunoldgicas. A produgdo descontrolada de citocinas do tipo Thl esté relacionada com doencgas
auto-imunes e reagdes do tipo DTH (“Delayed-Type Hypersensitivity”), ao passo que uma
desregulacdo da producdo de citocinas do tipo Th2 ¢ a base do aparecimento de doencas
alérgicas (Seder e Paul, 1994; Abbas et al., 1996).

Varios fatores de transcri¢do sdo capazes de controlar a expressao dos genes relacionados
com a diferenciagdo Th1/Th2, como as proteinas NFAT, T-bet, GATA-3 e STATs (“Signal
Transducer and Activator of Transcription”) (Murphy et al., 2000; Murphy e Reiner, 2002;
Ansel et al., 2003) (Figura 3). As proteinas T-bet e GATA-3 foram recentemente caracterizadas
como reguladoras seletivas e exclusivas dos fendtipos Thl e Th2, respectivamente (Zheng e
Flavell, 1997; Szabo et al., 2000). A expressao de um destes fatores em linfocitos T CD4"
indiferenciados ¢ suficiente para induzir a aquisicdo do fenotipo Th a ele associado e inibir o
desenvolvimento do fenotipo contrario (Zheng e Flavell, 1997; Szabo et al., 2000). Os fatores de
transcricdo STAT1, STAT4 e STAT6 também sdo marcadores caracteristicos dos fenétipos Th,
uma vez que animais deficientes para estas proteinas sdo incapazes de gerar células Thl (STAT1
e STAT4) ou Th2 (STAT6) (Durbin et al., 1996; Kaplan et al., 1996a; Kaplan et al., 1996b;

Meraz et al., 1996; Thierfelder et al., 1996). Contudo, estes fatores de transcri¢ao sao ativados
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por alcas regulatdrias positivas disparadas pelas proprias citocinas que eles produzem, como € o
caso do IFN-y (STATI e T-bet), da IL-12 (STAT4) e da IL-4 (STAT6 ¢ GATA-3) (Murphy e
Reiner, 2002; Ansel et al., 2003; Szabo et al., 2003). Assim, a ativagao destes fatores ¢
dependente do microambiente de citocinas em que o linfocito T se encontra, mas ndo do
estimulo inicial que as células recebem através do disparo do TCR (primeiro sinal), como € o

caso das proteinas da familia NFAT.
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Figura 3. Os mecanismos moleculares da diferenciacio Th1/Th2 em linfécitos T CD4". O
microambiente de citocinas em que os linfocitos T CD4" se encontram no momento do estimulo
antigénico ¢ fundamental para a diferenciagdo Th1/Th2. O IFN-y ativa sequencialmente os
fatores de transcricdo STAT1 e T-bet, consolidando o fenétipo Thl (alta produgdo de IFN-y e
baixa producao de IL-4). Por sua vez, a IL-4 ativa os fatores de transcrigdo STAT6 e GATA-3,
consolidando o fenotipo Th2 (alta producdo de IL-4 e baixa produgdo de IFN-y). Contudo, o
estimulo do TCR ativa outros fatores de transcricdo importantes para a diferenciacdo de
linfocitos T CD4", como ¢é o caso do NFAT. APC, Célula apresentadora de antigeno; TCR,
Receptor de célula T; STAT, Ativador de transcrigdo e transdutor de sinal. (Adaptado de Szabo
et al.,2003).
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O NFAT e a diferenciacgdo linfocitaria

O disparo do TCR inicia a ativagdo de linfocitos T. Em questdo de segundos, as proteinas
NFAT pré-existentes no citoplasma sdo ativadas e, em poucos minutos, podem regular a
transcrigdo de diversos genes no nucleo. Os primeiros alvos regulados por proteinas da familia
NFAT foram caracterizados em células T como genes de diferenciagcdo linfocitaria. Sitios de
ligacdo para as proteinas NFAT foram identificados nos promotores das citocinas IL-2, IL-4, IL-
5, IL-13, IFN-y, TNF-a ¢ GM-CSF e das moléculas de superficie CD40L, CTLA-4 ¢ FasL (Rao
et al., 1997; Macian et al., 2001; Hogan et al., 2003). Por este motivo, as proteinas NFAT sao
consideradas reguladoras centrais da diferenciacdo de linfocitos T.

As proteinas NFAT s@o encontradas tanto em linfocitos Thl como em linfocitos Th2, e
sdo capazes de se ligar ao promotor e regular a transcri¢do de citocinas caracteristicas dos dois
fenotipos (Rao et al., 1997; Macian, 2005). Os mecanismos moleculares que ativam
diferencialmente os membros desta familia durante a diferenciacdo Th1/Th2 ainda nao sao
totalmente compreendidos. A falta de NFAT1 em linfocitos T CD4" compromete a producio de
IFN-y e a diferenciacdo Thl, ao mesmo tempo em que aumenta a producao de citocinas do tipo
Th2 (Kiani et al., 1997 e 2001; Viola et al., 1998). A perda de NFAT4, associada a falta de
NFAT]I, potencializa a produgao de IL-4, IL-5 e IgE e também a resposta do tipo Th2 (Ranger et
al., 1998b; Rengarajan et al., 2002). Por outro lado, a falta de NFAT2 compromete a producao
de IL-4 e IgE e o desenvolvimento do feno6tipo Th2 (Ranger ef al., 1998a; Yoshida et al., 1998).
Estes resultados sugerem que os fatores de transcricio NFATI e NFAT4 sdo reguladores
positivos do fenotipo Thl e/ou negativos do fenotipo Th2 e que a proteina NFAT2 apresenta um
papel contrario (Macian, 2005).

Em linfocitos T CD8", os mecanismos de diferenciagdo celular sio pouco conhecidos.
Assim como em linfocitos T CD4", a diferenciacdo de células T CD8" também ¢é determinada
pelo padrdo de citocinas produzidas, onde a geracdo do fenotipo Tcl € predominante ao Tc2 e

caracterizada pelos altos niveis de IFN-y e TNF-a (Mosmann et al., 1997). Além disso, os
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linfocitos T CD8" sdo excelentes produtores de mediadores citoliticos, como perforinas e
granzimas, que conferem capacidade citotoxica a estas células em combinagdo com as citocinas
do tipo Tcl (Shresta et al., 1998). Os linfocitos T CD8" apresentam ainda outras peculiaridades
em relagdo aos linfocitos T CD4" no que diz respeito ao potencial proliferativo, a aquisicdo da
funcdo efetora e a geracdo de células de memoria (Seder e Ahmed, 2003). Os fatores de
transcri¢do responsaveis pela diferenciagio de linfocitos T CD8" sdo diferentes dos descritos em
células T CD4" (Glimcher et al., 2004). O fator de transcri¢do T-bet, controlador central do
fenotipo Thl em linfocitos T CD4", ndo influencia a produgdo de IFN-y em células T CD8"
(Szabo et al., 2002). Em compensagdo, a produ¢dao de IFN-y, perforinas e granzimas em
linfocitos T CD8" estd sob a regulagdo da proteina Eomesodermina (Eomes), um fator de
transcri¢do da mesma familia de T-bet (Pearce et al., 2003). Proteinas da familia NFAT ja foram
identificadas durante a maturacdo de linfocitos T no timo (Amasaki et al., 1998; Oukka et al.,
1998). Contudo, pouco se sabe sobre o papel destes fatores de transcricdo durante a ativacao de
linfocitos T CD8" maduros. Apos o estimulo primario, estas células sio fundamentais para o
controle de infecgdes causadas por parasitas intracelulares, para a resolugdo de doengas alérgicas
e para a formagdo de respostas anti-tumorais (Kemeny, 1998; Harty et al., 2000; Ikeda et al.,

2002).

O IFN-y e a resposta alérgica

O IFN-y ¢ uma citocina fundamental tanto para a geragdo da resposta imune inata quanto
da resposta adaptativa (Boehm et al., 1997). A producdo de IFN-y pode ser detectada em
diversos tipos celulares do sistema imune, como células APC, células NK, linfocitos T CD4"
(Th1), T CDS8", e até mesmo linfécitos B (Boehm et al., 1997; Szabo et al., 2003). A expressao
desta citocina ¢ regulada por uma série de fatores de transcricao, incluindo NFAT, NF«B, STAT,

T-bet ¢ Eomesodermina, mas os mecanismos moleculares de regulagdo génica variam entre os
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compartimentos celulares analisados (Murphy et al., 2000; Szabo et al., 2003). Uma vez
produzido e secretado, o IFN-y se liga ao seu receptor e ativa o fator de transcricdo STAT1 que
regula a expressao de diversos genes-alvo (Bach et al., 1997). De maneira geral, o IFN-y
participa de uma série de efeitos biologicos fundamentais ao sistema imune, mas se destaca
principalmente como um indutor da diferenciagdo Thl e da imunidade celular (Boehm et al.,
1997; Szabo et al., 2003).

O IFN-y aumenta a capacidade fagocitica e induz a produgao de IL-12 em células APC
(Hayes et al., 1995; Ma et al., 1996; Szabo et al., 2003). Além disso, esta citocina ¢ capaz de
induzir e manter a expressdo da cadeia B do receptor de IL-12 (IL-12RB2) em células T CD4",
tornando-as permissivas ao efeito da IL-12 produzida por células APC (Mullen et al., 2001,
Afkarian et al., 2002). Esta alca regulatéoria ¢ dependente de IFN-y e essencial para o
comprometimento de linfocitos T CD4" com o fenotipo Thl (Seder et al., 1993; Wenner et al.,
1996). O IFN-y também pode atuar diretamente em linfocitos T CD4" (Bradley e al., 1996; Das
et al., 2001). O sinal disparado pela ligagao desta citocina leva a ativacao de T-bet, o regulador
central do fendtipo Thl (Lighvani ef al., 2001; Afkarian et al., 2002). Por sua vez, T-bet ndo sé
induz a producao de IFN-y, mas também inibe a produgdo de citocinas do tipo Th2, como IL-4 ¢
IL-5 (Szabo et al., 2000). Portanto, o IFN-y funciona como um indutor da polarizagdo Thl e um
repressor da polarizagdo Th2, controlando o balango de respostas Th1/Th2. De fato, diversos
modelos comprovam a importancia do IFN-y durante a resposta imune in vivo. Um defeito na via
de sinalizagcdo do IFN-y compromete a ativacdo da resposta Thl e aumenta a suscetibilidade de
camundongos a infecgdes por patogenos intracelulares, como Mycobacterium, Listeria e
Leishmania (Dalton et al., 1993; Huang et al., 1993; Meraz et al., 1996; Szabo et al., 2002). Em
humanos, mutagdes na via do IFN-y levam a imunodeficiéncias severas e a suscetibilidade a
infecgdes por micobactérias (Newport et al., 1996; Jouanguy et al., 1999). Além disso, o IFN-y e

as respostas imunes do tipo Thl também sdo protetoras contra doencas imunoldgicas de base
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Th2, como reagdes alérgicas e asma (Iwamoto ef al., 1993; Cohn et al., 1999; Dow et al., 1999).
Em humanos, uma deficiéncia na producao de IFN-y predispde ao desenvolvimento de quadros
alérgicos (Leonard er al., 1997) e pacientes com asma severa apresentam uma reducdo
significativa da produ¢do de IFN-y quando comparados com individuos saudaveis (Renzi et al.,
1999).

Doencas alérgicas do trato respiratorio sao caracterizadas pela hiper-responsividade e
obstrugado reversivel das vias aéreas, além de inflamagdo local seguida de alta producao de muco
(Wills-Karp, 1999). Estas doencas apresentam bases genéticas e ambientais e sdo extremamente
frequentes, ja que afetam aproximadamente 5% da populacdo ocidental. A evolugdo do quadro
alérgico esta relacionada com uma diferenciagdo do tipo Th2 (Renault, 2001). A alta producao
de citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13) leva ao recrutamento ¢ a ativa¢ao de células efetoras
da resposta alérgica, como mastocitos, basofilos e eosindfilos (Wills-Karp, 1999; Renault, 2001).
A citocina IL-4 ¢ fundamental para a diferenciacdo de linfocitos Th2 e mastdcitos, além de
induzir a troca de classe de imunoglobulinas produzidas por linfocitos B para IgE. Por outro
lado, a IL-5 regula o desenvolvimento e a ativacdo de eosinofilos. Ambas citocinas (IL-4 e IL-5)
regulam a adesdo, o rolamento ¢ a infiltragdo de eosinofilos para o local da inflamagao através da
inducdo de moléculas de adesdo. A IL-9 também regula a proliferacdo e a diferenciagdo de
mastocitos e eosindfilos, ao passo que a IL-13 estd associada com a alta secrecdo de muco por
células epiteliais e glandulas da mucosa (Wills-Karp, 1999; Renault, 2001). Além das citocinas
Th2, a inflamagdo alérgica estd relacionada com os altos niveis séricos de IgE, que induzem a
liberagdo de mediadores inflamatoérios (como histamina, prostaglandinas e leucotrienos) e fatores
quimiotaticos (como eotaxina, MCP-1 ¢ RANTES). Na mucosa, estes mediadores induzem
mudangas rapidas de permeabilidade vascular, causam edema, producdo excessiva de muco e
contracdo da musculatura lisa, permitindo a migracdo de diversas células efetoras para o local da

inflamacao (Wills-Karp, 1999; Renault, 2001).
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A inducdo de respostas do tipo Thl tem efeito protetor contra doencas alérgicas de base
Th2, como a asma ¢ a alergia. Tanto linfocitos T CD4" Thl quanto as citocinas IFN-y e IL-12
podem modular as respostas Th e suprimir os efeitos causados por respostas alérgicas (Iwamoto
et al., 1993; Cohn et al., 1999; Dow et al., 1999). De fato, a transferéncia de linfocitos Thl ou
linfocitos T CD8" (ambos excelentes produtores de IFN-y) é capaz de reprimir o infiltrado de
eosinofilos e a secrecdo de muco para as vias respiratorias em modelos de inflamacao alérgica
murina (Cohn et al., 1999; Suzuki et al., 1999 e 2002). De forma semelhante, animais deficientes
para o fator de transcrigdo T-bet apresentam niveis reduzidos de IFN-y e desenvolvem alergia de
maneira espontanea (Finotto et al., 2002). Em humanos, pacientes asmaticos que apresentam
uma redugdo na expressdo de T-bet em células pulmonares, também apresentam uma diminuig@o
da producdo de IFN-y em linfécitos periféricos quando comparados com individuos saudaveis
(Nurse et al., 1997; Finotto et al., 2002). Assim, a inducdo de respostas Thl através da

transferéncia de células produtoras de IFN-y pode proteger contra doencas alérgicas de base Th2.

1.5. A proliferacao celular

O ciclo celular

Como descrito anteriormente, a ativagao celular ¢ capaz de induzir tanto a diferenciacao
quanto a proliferacdo. Alguns trabalhos sugerem a existéncia de uma rela¢do de interdependéncia
entre estes dois fendmenos. Independentemente, a proliferagdio ¢ um mecanismo de
multiplicagdo celular e perpetuacdo da informagao contida no interior da célula. O ciclo celular é
caracterizado por um conjunto de tarefas que sdo executadas de maneira sequencial e
unidirecional para que uma célula origine duas outras geneticamente idénticas a ela. Duas destas
tarefas sdo claramente definidas durante a prolifera¢do: o relaxamento do material genético para
a duplicagdo do DNA, conhecida como fase S (Sintese), e a condensagdo da cromatina seguida
de divisao celular, conhecida como fase M (Mitose). Estas duas fases sdo separadas entre si por

dois intervalos chamados G; e G, (“Gap”), onde ocorrem atividades metabdlicas intensas de
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preparagao paras as fases S e M, respectivamente. Todas estas etapas e suas transi¢des sao
reguladas precisamente e estao sujeitas a diversos pontos de controle ao longo do ciclo celular. O
descontrole de qualquer uma destas etapas pode levar ao surgimento do cancer (Sherr, 1996;
Nurse, 2000; Evan e Vousden, 2001).

A proliferagao celular ¢ regulada por complexos protéicos que impulsionam as células ao
longo das fases Gj, S, G, ¢ M do ciclo celular (Figura 4). As principais proteinas envolvidas
neste processo sao as cinases dependentes de ciclinas (CDK, “Cyclin Dependent Kinase™) e suas
ativadoras, as proprias ciclinas (Morgan, 1995; Sherr, 1996; Pavletich, 1999). A associacdo
especifica entre ciclinas ¢ CDKs determina a progressdo unidirecional pelas fases do ciclo.
Quando ativados, os complexos ciclina/CDK fosforilam uma série de substratos e permitem a
duplicacdo do DNA (fase S) e a segregacdo dos cromossomos (mitose). A formagdo dos
complexos ciclina/CDK pode ser regulada em diversos niveis. As ciclinas sdo induzidas por
transcri¢ao génica e a sua disponibilidade determina a formagdo dos complexos e a atividade das
CDKs (Morgan, 1995; Sherr, 1996; Pavletich, 1999). Segundo, os complexos ciclina/CDK
podem ser inativados por proteinas inibidoras de CDK, chamadas CDKI (“CDK Inhibitor”).
Estas proteinas se ligam e inativam as CDKs e sdo classificadas em duas familias: a familia das

proteinas INK4 que inibe especificamente as cinases CDK4 e CDK6 (p15 INKdb pl6™ % 18

INK4c 9 INK4d

epl ), e a familia das proteinas CIP/KIP que inibe a atividade das CDKs associadas as
ciclinas D, E e A (p21VAFVCIP 5275l ¢ p5751P2) (Sherr e Roberts, 1999 ¢ 2004). Por ultimo, os
complexos ciclina-CDK também podem ser alvos de degradagdo por ubiquitinagdo, permitindo
uma reposi¢ao constante de novos complexos especificos (Morgan, 1995; Pavletich, 1999; Sherr
e Roberts, 1999 e 2004).

A entrada no ciclo celular é dependente de estimulos mitogénicos extracelulares que
induzem a célula a sair do estagio de quiescéncia Gy (Sherr, 1996). Durante a fase G, fatores de

crescimento estimulam a formacdo do complexo ciclina D-CDK4/6 que fosforila a proteina Rb

(“Retinoblastoma”), liberando o fator de transcri¢do E2F (“E2 Promoter Binding Factor) (Bates



18

et al., 1994; Matsushime et al., 1994; Meyerson e Harlow, 1994; Ekholm e Reed, 2000;
Massagué, 2004). A ativagao de E2F induz a transcri¢ao de uma série de genes relacionados com
a duplicacdo do DNA (Dyson, 1998; Harbour e Dean, 2000). No final de G;, o complexo
protéico ciclina E-CDK2 facilita a transi¢do G;/S através da fosforilagdo adicional de alguns
sitios na proteina Rb (Lundberg e Weinberg, 1998; Harbour et al., 1999). Neste momento, a
célula passa por um ponto de controle R (“Restriction”), onde se avalia a maquinaria protéica
necessaria para a duplicagdo do DNA. Por este motivo, a proteina Rb ¢ considerada o guardidao
do ciclo celular, ja que determina a entrada da célula em fase S (Dyson, 1998; Harbour e Dean,
2000). Em seguida, a ciclina A pode se associar com CDK2 ou CDKI1 e regular tanto a passagem
pela fase S quanto a transi¢do G»/M, respectivamente (Girard et al., 1991; Pagano et al., 1992).
Durante a fase S, a ciclina A mantém a proteina E2F livre do inibidor Rb, impedindo o regresso
a G; (Xu et al., 1994). Durante a fase G, o complexo ciclina B-CDK1 fosforila proteinas que
regulam diferentes eventos da mitose, como a ruptura da membrana nuclear, a condensacao dos
cromossomos ¢ a formacdo do fuso mitdtico (Takizawa e Morgan, 2000; Smits ¢ Medema,
2001). Recentemente, a saida do estdgio de quiescéncia Gy se mostrou dependente da
fosforilagdo de Rb pelo complexo ciclina C-CDK3 (Ren e Rollins, 2004) (Figura 4).

O ciclo celular ¢ um processo dindmico e simultaneo a outros fendmenos bioldgicos,
como os mecanismos de reparo de DNA e de morte celular programada (apoptose) (Zhou e
Elledge, 2000; Lowe et al., 2004). Com o passar do ciclo, algumas células sofrem naturalmente
alteracdes genéticas. Além disso, eventos mutagénicos também podem induzir erros na molécula
de DNA. Os diversos pontos de controle do ciclo celular avaliam constantemente a integridade
da informagdo genética (Kastan e Bartek, 2004). Uma vez detectada, uma mutagdo deve ser
eficientemente corrigida pela maquinaria de reparo de DNA (Hoeijmakers, 2001). Caso isto ndo
ocorra, a célula ainda pode abandonar o ciclo através da ativacdo de mecanismos proprios de

apoptose. Se os mecanismos de reparo e apoptose falharem, a célula alterada pode sofrer uma
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Figura 4. As fases do ciclo celular. O ciclo celular ¢ divido em quatro etapas: fases Gy, S, G, e
M. As etapas de duplicagdo do DNA (fase S, sintese) e divisdo celular (fase M, mitose) sdo
alternadas pelas fases G; ¢ G, (“Gap”). A associagdo especifica entre ciclinas (circulos
preenchidos) e CDKs determina a transicdo sequencial e unidirecional entre as fases do ciclo
celular. A saida do estagio de quiescéncia G depende de estimulos mitogénicos extracelulares.

desregulacdo generalizada e eventualmente originar um tumor (Hanahan e Weinberg, 2000;
Evan e Vousden, 2001). De fato, varias proteinas relacionadas com o ciclo celular ja foram
caracterizadas como proto-oncogenes ou genes supressores de tumor e estdo associadas a
diversos tipos de cancer (Vogelstein e Kinzler, 2004). Dentre os proto-oncogenes, as ciclinas A e
D e a cinase CDK4 estdo expressas em altos niveis em carcinoma hepatocelular (ciclina A),
cancer de mama, ovario e prostata (ciclina D) e melanoma (CDK4). J4 as proteinas Rb e p16™<*
sdao consideradas supressoras de tumor e estdo reprimidas ou inativadas em diferentes tipos de

cancer como retinoblastoma e sarcoma (Rb), melanoma e linfoma (p16™"*) (Hall e Peters,

1996; Vogelstein e Kinzler, 2004; Sherr, 2004).

O NFAT e a proliferagdo celular
Além de serem reguladores da diferenciagao celular, as proteinas NFAT também exercem
um papel importante durante a proliferacdo celular. O aumento dos niveis intracelulares de Ca*"

e a consequente inducdo da calcineurina estimulam a transcricdo de genes relacionados com a



20

progressao do ciclo (Lipskaia e Lompré¢, 2004). De fato, proteinas NFAT regulam diretamente a
expressdao de genes de ciclo celular como CDK e CDKI, mas nao existem evidéncias até o
momento de sua influéncia na regulagao de genes de ciclinas (Santini ef al., 2001; Baksh et al.,
2002). Além disso, a administracdo de Ciclosporina A interfere na expressao de alguns destes
genes (Tomono et al., 1998; Santini et al., 2001). Portanto, as proteinas da familia NFAT
controlam a proliferacao através da indug@o ou repressdo de genes de ciclo celular.

Conforme observado na diferenciacdo de linfocitos T, os membros da familia NFAT
também exercem fungdes opostas durante a regulagdo do ciclo celular. A proteina NFAT1 parece
funcionar como um repressor de proliferagdo ja que inibe diretamente a expressdo da cinase
CDK4 em linfocitos T e induz a expressio do inibidor p21VAFV“™! em queratindcitos,
determinando o momento de entrada em ciclo (Santini et al., 2001; Baksh et al., 2002). Animais
deficientes para a proteina NFATI1 apresentam uma hiperproliferagdo linfocitaria quando
estimulados in vitro, além de esplenomegalia e linfomegalia in vivo (Hodge et al., 1996;
Xanthoudakis et al., 1996). A auséncia de NFATI1 também dispara o crescimento ¢ a
diferencia¢do desordenada de células do tecido cartilaginoso (Ranger et al., 2000). Por outro
lado, a proteina NFAT2 funciona como um ativador do ciclo celular. A expressdo desta proteina
induz a proliferagdo de adipocitos, além da expressao das ciclinas D1 e D2 e do proto-oncogene
c-Myc (Neal e Clipstone, 2003). Animais deficientes para NFAT2 apresentam um
comprometimento da proliferagdo de linfocitos T e B, da repopulacdo do timo e de 6rgaos
linfoides periféricos (Ranger et al., 1998a; Yoshida et al., 1998). A auséncia desta proteina
também compromete a proliferacdo de células musculares e endoteliais, € consequentemente a
formagao de valvulas cardiacas e vasos sanguineos (Horsley e Pavlath, 2002; Lipskaia e Lompré,
2004). Portanto, parece que enquanto a proteina NFAT1 exerce um papel supressor durante a
progressdo do ciclo, a proteina NFAT2 funciona como um indutor oncogénico da proliferagdo

celular.
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As proteinas da familia NFAT também podem regular outros fendmenos bioloégicos
relacionados com a tumorigénese além do ciclo celular. Os mecanismos de apoptose sao
essenciais para a progressao celular normal. Falhas na sua execu¢do podem levar ao descontrole
da proliferacao (Lowe et al., 2004). De fato, o NFAT ¢ capaz de se ligar e induzir a expressao de
moléculas pro-apoptoticas como o TNF-a, EGR e FasL (McCaffrey et al., 1994; Latinis et al.,
1997; Rengarajan et al., 2000; Chuvpilo et al., 2002). Por outro lado, o NFAT pode resgatar
células da apoptose através da inducdo de genes anti-apoptoticos, como o bcl-2 (Oukka et al.,
1998). Apesar de controversos, estes dados indicam que proteinas da familia NFAT participam
do controle da apoptose, impedindo eventualmente o surgimento de tumores.

A formacao de novos vasos sanguineos também ¢ essencial para o desenvolvimento de
tumores ja que alimenta a massa tumoral de oxigénio e nutrientes (Hanahan e Folkman, 1996).
Alguns trabalhos demonstram que a proteina NFAT induz a expressio de COX-2
(“Cyclooxygenase-2”) quando ativada pela molécula de VEGF (“Vascular Endothelial Growth
Factor”), regulando precisamente o processo de angiogénese (Iniguez et al., 2000; Herndndez et
al., 2001; Duque ef al., 2005). Outra caracteristica do processo de tumorigénese ¢ capacidade de
invasdo tecidual e metastase (Hanahan e Weinberg, 2000). Estudos recentes sugerem que tanto a
invasividade quanto o potencial metastatico de células tumorais estdo sob a influéncia de
membros da familia NFAT (Jauliac et al., 2002; Yoeli-Lerner et al., 2005). A ligacdo de
receptores de integrina na membrana plasmatica leva a ativagdo das proteinas NFAT1 e NFATS
que regulam a invasividade de linhagens de cancer de colon e madma (Jauliac et al., 2002).

O fator de transcrigdo NFAT1 ¢ o membro majoritario da familia NFAT, representando
quase a totalidade das proteinas NFAT encontradas em linfocitos T. Este fator participa
ativamente de diversos eventos celulares vitais, como a proliferacdo e a diferenciagdo celular.
Portanto, o estudo dos mecanismos moleculares utilizados pelo fator de transcricio NFATI1 ¢

fundamental para a compreensdo destes fendmenos biologicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Considerando que os fatores de transcricdo da familia NFAT participam de diferentes
fendmenos celulares, o objetivo geral deste trabalho ¢ investigar o envolvimento do fator de

transcrigdo NFAT1 na diferenciacdo e na proliferagao de linfocitos T.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a participagio do NFAT1 durante a producdo de IFN-y em linfocitos T CDS".
- Analisar a influéncia deste IFN-y na diferenciagdo de linfécitos T CD4" para o fenotipo Thl.

- Analisar a influéncia do IFN-y no controle da inflamacao alérgica in vivo.

- Avaliar a participagdo do NFAT1 como um repressor da proliferagdo linfocitaria.
- Avaliar a capacidade de ligacdo do NFAT1 em regides regulatorias de genes de ciclinas.

- Avaliar a participagdo do NFAT1 como um repressor da expressdo de ciclina A2.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Em todos os experimentos, foram utilizados camundongos (Mus musculus) entre 8 e 12
semanas de idade, mantidos e criados no biotério da Coordenacdao de Pesquisa do Instituto
Nacional de Cancer (INCA) do Rio de Janeiro. A linhagem de camundongos isogénicos C57Bl1/6
e diferentes animais geneticamente deficientes (NFATI1-/-, Dra. Anjana Rao, Harvard
University; IFN-y-/-, Dra. Leda Vieira, UFMG; CD8a-/-, Dra. Vera Calich, USP) e seus
respectivos controles selvagens foram gentilmente cedidos e utilizados conforme indicado em
cada experimento. Os animais foram criados, tratados e manipulados conforme as normas
estabelecidas pelo “Guide for the care and use of laboratory animals” (NIH, “National Institutes

of Health”).

3.2. Linhagens celulares e células primdrias

As linhagens celulares e as culturas primarias de linfocitos foram mantidas em meio
DMEM (D-3656, Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), NaHCO;
(40 mM), NaH,PO4 (1.0 mM), Piruvato de Sédio (1.0 mM), solugcdo de vitaminas MEM 1x,
solugdo de aminoacidos MEM essenciais e ndo-essenciais 1x, L-glutamina (2.0 mM), B-
mercaptoetanol (55 uM), HEPES (10 mM), estreptomicina (100 mg/L) e penicilina (100.000 U)
(todos da Invitrogen). As células foram cultivadas em placas ou garrafas de cultura (TPP,
Techno Plastic Products) conforme a necessidade ¢ mantidas a 37°C e 5% de CO, em estufa
durante os tempos indicados. As linhagens celulares CTLL R8" (linfocito T citotdxico murino;
Dr. Pedro Persechini, UFRJ) e Jurkat (linfoblasto humano; Banco de Células do Rio de Janeiro,
BCRIJ #CRO063) e os hibridomas 2C11 (anti-CD3; Dr. Geraldo Pereira, Fiocruz), 53.6-7 (anti-
CDS8; Dr. Geraldo Pereira, Fiocruz) e 11B11 (anti-IL-4; Dr. Ricardo dos Santos, Fiocruz) foram

utilizados conforme indicado em cada experimento.
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3.3. Reagentes

As citocinas murinas IL-2, IL-4, IL-12 e IFN-y foram obtidas da PeproTech. A citocina
IL-18 foi cedida pelo Dr. Fernando Cunha (USP). O anticorpo anti-CD28 (37.51) foi obtido da
BD Biosciences. Os anticorpos policlonais anti-67.1 e anti-T2B1 para as regides N e C terminal
da proteina NFAT]I, respectivamente, foram cedidos pela Dra. Anjana Rao (Harvard University).
O anticorpo anti-IgG de camundongo foi obtido da MP Biomedicals. Antes do estimulo com
anti-CD3, as placas de cultura foram sempre pré-tratadas com anti-IgG (0.3 mg/mL) por 2 horas
a 37°C para a captura do anti-CD3. O éster de forbol PMA (“Phorbol 12-Myristate 13-Acetate”)
e 0 ionoforo de Ca®" Tonomicina (Iono) foram obtidos da Calbiochem. A droga imunosupressora
Ciclosporina A (CsA) foi obtida da LC Laboratories. O adjuvante completo de Freund (CFA) e a
ovalbumina (OVA) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Todos os outros reagentes usados foram

obtidos de fabricantes de renome internacional e possuem grau analitico.

3.4. Purificacdo de anticorpos

Os hibridomas (2C11, 53.6-7 ¢ 11B11) foram cultivados por 2 semanas e suplementados
com 2 volumes de meio de cultura a cada 2 dias. Os sobrenadantes foram recuperados,
centrifugados e estocados a 4°C livres de células. Os anticorpos anti-CD3 (2C11), anti-CD8
(53.6-7) e anti-IL-4 (11B11) foram purificados a partir do sobrenadante das culturas dos
respectivos hibridomas em colunas de sefarose com afinidade por imunoglobulina do tipo IgG,
segundo as especificagdes do fabricante (GammaBind G Sepharose'', Amersham Biosciences).
Os sobrenadantes foram circulados pela coluna de sefarose com vazdo constante em sistema
fechado durante 16 horas a 4°C. Em seguida, a coluna foi lavada sequencialmente com 15 mL de
PBS 1x, 15 mL de NaHCO; 0.1 M e 15 mL de NaHCO; 0.1 M e NaCl 0.5 M. Os anticorpos
foram eluidos da coluna com 15 mL de Glicina 0.1 M pH 2.4 e neutralizados com Tris 4 M. As

amostras foram esterelizadas em filtros de 0.22 uM de espessura (Millex®, Millipore) ¢

imediatamente estocados a -20°C. Em seguida, os anticorpos foram quantificados através de um
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kit de dosagem de proteina, segundo as especificagdes do fabricante (DC Protein Assay, Bio-
Rad). Finalmente, a atividade dos anticorpos foi testada em ensaios funcionais de proliferacao
celular (anti-CD3), delegao celular dependente de sistema complemento (anti-CD3 e anti-CDS),

ELISA e diferenciagdo de linfocitos Thl (anti-1L-4).

3.5. Purificacao de linfocitos

Os linfonodos totais (inguinais, braquiais, axilares e cervicais superficiais) foram isolados
de diferentes linhagens de camundongos ndo imunizados conforme indicado em cada
experimento. Os linfonodos foram dissociados em uma suspensdo celular e as diferentes
populagdes de linfocitos T (CD3", CD4" e CD8") foram purificadas por selegdo negativa através
de contas magnéticas conforme as instrugdes do fabricante (MACS technology, Miltenyi Biotec).
As células foram marcadas com anticorpos biotinilados que foram detectados através de contas
magnéticas marcadas com estrepto-avidina (Micro Beads, Miltenyi Biotec). Os seguintes
anticorpos biotinilados foram usados conforme a necessidade de delecdo: anti-B220/CD45R
(RA3-6B2), anti-CD4 (GK1.5) e anti-CDS8 (53.6-7) (BD Pharmingen). Em seguida, as células de
interesse foram eluidas enquanto as células marcadas ficaram retidas na coluna magnética. As
células de interesse foram marcadas com anticorpos contra moléculas de superficie por 15
minutos a 4°C e protegidas da luz. O grau de pureza das células isoladas foi avaliado por
citometria de fluxo (FACScan, Becton Dickinson) através dos seguintes anticorpos: anti-
B220/CD45R-FITC (RA3-6B2) e anti-CD3-PE (2C11); anti-CDS-FITC (53.6-7) e anti-CD4-PE
(GK1.5) (BD Pharmingen). Todos os experimentos de purificacdo de linfocitos foram realizados

a partir de uma suspensao celular normalizada entre um conjunto de 3 animais.

3.6. ELISA
As células foram cultivadas sem estimulos (PBS) ou estimuladas in vitro conforme

indicado em cada experimento: anti-CD3 (1.0 pg/mL), anti-CD28 (5.0 pg/mL), PMA (10 nM),
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Ionomicina (Iono; 1.0 uM), OVA (0.5 mg/mL), IL-12 (10 ng/mL), IL-18 (50 ng/mL). A adi¢ao
de CsA (1.0 uM) ocorreu 15 minutos antes de qualquer outro tratamento. Nos momentos
indicados, os sobrenadantes das culturas foram recolhidos, centrifugados e estocados livres de
células a -20°C. Os sobrenadantes foram testados para a presenca de IFN-y ou IL-4 por ELISA
conforme as especificagdes do fabricante (BD OptEIA, BD Pharmingen). As reagdes de ELISA

foram analisadas em espectrometro a 450 nm (Spectra Max 190, Molecular Devices).

3.7. Marcacao de citocina intracelular

As células indicadas foram cultivadas sem estimulos (PBS) ou estimuladas in vitro com
anti-CD3 (1.0 pg/mL) durante os tempos determinados em cada experimento. Brefeldina A (10
ng/mL; Cytofix/Cytoperm Kit™, BD Pharmingen) foi adicionada a cultura 5 horas antes do
procedimento de marcagdo. As células foram entdo recolhidas e marcadas para as moléculas de
superficie com anticorpos anti-CD4-FITC (1:50; GK1.5) ou anti-CD8-FITC (1:50; 53.6-7) em
tampao de marcagdo (PBS 1x; SFB 1%; Azida Sddica 0.09% a pH 7.4) por 15 minutos a 4°C e
protegidas da luz. Em seguida, as células foram fixadas com paraformaldeido 2% por 20 minutos
a temperatura ambiente e permeabilizadas (tampao de marcagdo; saponina 0.5%) por 10 minutos
a temperatura ambiente. Finalmente, as células foram marcadas para a citocina intracelular com
o anticorpo anti-IFN-y-PE (1:10; XMG1.2) em tampao de marcagdo por 30 minutos a
temperatura ambiente. A frequéncia relativa de células produtoras de IFN-y foi avaliada por

citometria de fluxo (FACScan, Becton Dickinson).

3.8. Ensaio de protecdo a RNase (RPA)
As células foram cultivadas sem estimulos (PBS) ou estimuladas in vitro conforme
indicado em cada experimento: anti-CD3 (1.0 ug/mL), OVA (0.5 mg/mL), CsA (1.0 uM). A

adi¢do de CsA ocorreu 15 minutos antes de qualquer outro tratamento. Nos momentos
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determinados, as células foram recolhidas, centrifugadas ¢ o RNA total foi extraido
imediatamente do precipitado celular com o reagente TRIzol® conforme descrito pelo fabricante
(Invitrogen). Os niveis de expressdo de RNA mensageiro para [FN-y ou ciclinas foram avaliados
através do ensaio de protecio a RNase (BD RiboQuant'™, BD Pharmingen). Para a anélise da
expressao de IFN-y foram usados os conjuntos de sondas mCK-1 e mCK-2. Para a analise da
expressao de ciclinas foram usados os conjuntos de sondas mCYC-1 e mCYC-2. A normalizacio

das massas de RNA foi realizada através da expressdo dos genes constitutivos ribosomal L32 e

gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

3.9. Western blot

As células indicadas em cada experimento foram cultivadas sem estimulos (PBS) ou
estimuladas in vitro por 15 minutos com lonomicina (1.0 uM). A adi¢do de CsA (1.0 uM)
ocorreu 15 minutos antes do tratamento com Ionomicina. Para os extratos protéicos totais, as
células foram centrifugadas e ressuspendidas em 20 puL. de tampao de ressuspensdo (Tris 40 mM
pH 7.4; EDTA 10 mM pH 8.0; Pirofosfato de S6dio 60 mM) seguido rapidamente de 20 pL de
SDS 10%. Para os extratos protéicos nucleares, as células foram centrifugadas e ressuspendidas
em 40 pL de tampao de lise (Tris 10 mM pH 7.4; NaCl 10 mM; MgCl, 3.0 mM; NP-40 0.5%;
DTT 0.5 mM; EGTA 0.1 mM; Leupeptina 50 uM; Aprotinina 50 uM; PMSF 1.0 mM). Em
seguida, as células foram centrifugadas, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado nuclear
foi ressuspendido em 40 puL de tampado de lise. ApOs a extracdo, todas as amostras (extratos
totais e nucleares) foram imediatamente aquecidas a 100°C por 20 minutos e estocadas a -80°C.
Em seguida, as amostras foram quantificadas através de um kit de dosagem de proteina, segundo
as especificacdoes do fabricante (DC Protein Assay, Bio-Rad). Os extratos protéicos (50 pg)
foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 6% (Acrilamida/Bis-

acrilamida (29:1)) a 25 mA por aproximadamente 4 horas, conforme descrito (Garfin, 1990).
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Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel para uma membrana de PVDF
(Hybond™-P, Amersham Biosciences) a 30 V por 16 horas a 4°C. Em seguida, as membranas
foram bloqueadas com TBS 1x (Tris 10 mM pH 7.4; NaCl 150 mM) e leite desnatado em po6 5%
por 2 horas sob agitacdo a temperatura ambiente. A membrana foi lavada 3 vezes com TBST
(TBS 1x; Tween-20 0.1%) por 5 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. A seguir, a
membrana foi incubada com o anticorpo primario policlonal anti-NFAT1 (anti-67.1; 1:500) em
TBST e leite desnatado em p6 5% por 2 horas sob agitacdo a temperatura ambiente. Apds a
incubagdo, a membrana foi lavada 3 vezes com TBST por 15 minutos e incubada com o
anticorpo secundario anti-IgG conjugado a peroxidase (HRP, 1:10.000; Pierce) por 1 hora sob
agitagdo a temperatura ambiente. As membranas foram lavadas 6 vezes com TBST por 15
minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi tratada com o kit
“ECL™ Western Blotting Analysis System” conforme especificagdes do fabricante (Amersham
Biosciences). Em seguida, um filme de raio-X (Kodak BioMax Light Film) foi exposto a
membrana por 5 minutos e revelado em processadora automatica (Kodak X-OMAT 2000

Processor).

3.10. Imunofluorescéncia

Os linfocitos T CD8" foram isolados de camundongos C57Bl/6 conforme descrito no
item 3.5. As células foram aderidas a laminulas previamente tratadas por 1 hora com gelatina 2%
e cultivadas em placas de 24 pogos. Apos a adesdo, as células foram cultivadas sem estimulos
(PBS) ou estimuladas por 15 minutos com lonomicina (1.0 uM). A adi¢do de CsA (1.0 uM)
ocorreu 15 minutos antes do tratamento com lonomicina. Em seguida, as células foram fixadas
com paraformaldeido 3% por 15 minutos sob agitagdo a temperatura ambiente e lavadas 5 vezes
com tampao de lavagem (PBS 1x; NP-40 0.5%; SFB 5%) por 5 minutos. As células foram entdo
incubadas com anticorpo primario policlonal anti-NFAT1 (anti-67.1; 1:200) por 2 horas sob

agitacdo a temperatura ambiente. As células foram lavadas novamente 5 vezes com tampao de
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lavagem por 5 minutos e incubadas com anticorpo secundario anti-IgG conjugado a rodamina
(1:100; Pierce) por 30 minutos sob agitacdo a temperatura ambiente. As células foram lavadas 5
vezes com tampao de lavagem por 5 minutos e as laminulas foram montadas em laminas. As
células foram analisadas em microscopio de fluorescéncia a 580 nm e fotografadas em aumento

de 100x (Axiovert S100, Carl Zeiss).

3.11. Plasmideos

Os diversos plasmideos utilizados apresentam regides parciais dos promotores murinos
de IL-2, IFN-y ou ciclina A2 fusionadas ao gene reporter de luciferase (Luc) (pGL3-Control
Vector; Promega). O plasmideo contendo o promotor murino de IL-2 foi gentilmente cedido pela
Dra. Anjana Rao (Harvard University; Luo ef al., 1996a). Os plasmideos contendo as diferentes
construcdes do promotor murino de IFN-y (pIFN-y) foram gentilmente cedidos pelo Dr.
Christopher Wilson (University of Washington; Sweetser et al., 1998). A regido promotora
murina de ciclina A2 foi gentilmente cedida pelo Dr. Jean-Marie Blanchard (Institut de
Génétique Moléculaire; Huet ef al., 1996). Os plasmideos contendo as diferentes construgdes do
promotor murino de ciclina A2 (CicA2) foram construidos pela Dra. Lilian Carvalho (INCA;
Carvalho, 2005). O vetor de expressio NFATI1 apresenta o cDNA da isoforma C de NFATI1
murino (Dra. Anjana Rao, Harvard University; Luo et al., 1996b) clonado no vetor de expressao
pcDNAS/FRT/TO (Invitrogen) conforme descrito (Carvalho, 2005). O vetor de expressdo
controle (Vetor) € caracterizado pela auséncia do cDNA de NFATI (Figura 26).

A regido do promotor de IL-2 ¢é representada simplesmente por 3 sitios de ligagdo para a
proteina NFAT dispostos em sequéncia e estd fusionada ao gene da luciferase (3xNFAT-Luc)
(Luo et al., 1996a). A regiao proximal do promotor murino de IFN-y (-538 pb) contém 3 sitios de
ligagdo para a proteina NFAT nas posicdes -100, -160 e -280. Foram utilizados os seguintes
plasmideos: pIFN-y -538, pIFN-y -108, pIFN-y -39, pIFN-y -538N160 (muta¢do pontual na

posicdo -160), pIFN-y -538N280 (mutagdo pontual na posi¢do -280) e pIFN-y -538N160/280
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(dupla mutagdo nas posigoes -160 e -280) (Sweetser et al., 1998). A regido proximal do
promotor murino de ciclina A2 (-862 pb) contém 1 sitio de ligacdo para a proteina NFAT na
posi¢ao -460. Foram utilizados os seguintes plasmideos: CicA2 -862, CicA2 -576, CicA2 -302,
CicA2 -24 e CicA2 -862 A-576,-302 (delegdo entre sitios -576 e -302) (Carvalho, 2005). Todos
os plasmideos foram transformados e amplificados em bactérias XL1-Blue (Stratagene) e
purificados através do kit “Plasmid Maxi Kit” segundo as especificacdes do fabricante (Qiagen)

(Sambrook et al., 1989).

3.12. Ensaios de transativacao

Em cada experimento de transativagdo, as c¢lulas indicadas foram eletroporadas em um
volume final de 600 puL. de meio DMEM sem SFB com as diferentes constru¢des plasmidiais (3-
30 pg) em cubetas de 0.4 cm (Gene Pulser® Cuvette, Bio-Rad) a 950 uF e 250 V (Gene Pulser®
II, Bio-Rad). Apds a eletroporagdo, as células foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente antes de serem plaqueadas. Passadas 24 horas, as células foram cultivadas sem
estimulos ou estimuladas in vitro por 16 horas conforme indicado em cada experimento: PMA
(10 nM) e/ou lonomicina (1.0 uM). A adi¢do de CsA (1.0 uM) ocorreu 15 minutos antes de
qualquer outro tratamento. Em seguida, as células foram recuperadas, centrifugadas e lisadas
com 50 pL do reagente de lise de cultura celular por 20 minutos, conforme as instru¢des do
fabricante (Luciferase Assay System; Promega). O extrato total (10 puL) foi adicionado a 100 uL
do substrato da luciferase e a atividade de luciferase foi gentilmente dosada pelo Dr. Eduardo
Abrantes (Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Céancer) através de luminometro (Monolight
3010 Luminometer, Analytical Luminescence Laboratory). A atividade de luciferase foi expressa

em unidades relativas de luz (URL).
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3.13. RT-PCR

Os linfocitos T CD8" foram isolados de camundongos NFATI1+/+ ¢ NFATI1-/- como
descrito no item 3.5. As células foram estimuladas in vitro com anti-CD3 (1.0 pg/mL) durante os
tempos indicados. Em seguida, o RNA total foi extraido do precipitado celular com o reagente
TRIzol® conforme descrito pelo fabricante (Invitrogen). A normalizagio das massas de RNA foi
realizada através da expressao do gene constitutivo de gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH). A sintese de primeira fita de cDNA e a reagdo de PCR subsequente para a detecg¢ao
de Eomesodermina (Eomes) foram realizadas através do kit “Ready-To-Go You-Prime First-
Strand Beads” conforme as instru¢des do fabricante (Amersham Biosciences). As condigdes de
PCR foram as seguintes: 95°C por 3 minutos; 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos, 72°C por 45 segundos; e extensao final de 72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR
foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose 1.5% e visualizados com Brometo de

™ qp,

Etideo (0.5 pg/mL) em transiluminador ultravioleta (Eagle Eye Stratagene). Os

oligonucleotideos usados foram os seguintes (Alpha DNA):

Eomes (334 pb): Senso 5 -GCC CACGTCTACCTGTGCAACCG-3¥
Anti-senso 5’ - TGT TAT TGG TGA GTT TTA ACT TCC C - 3°

GAPDH (276 pb):  Senso 5’ - TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG - 3°
Anti-senso 5’ - ACG ACA TAC TCA GCA CCA GCATCA -3’

3.14. Co-cultura de linfécitos T CD4" ¢ T CDS"

Os linfocitos T CD4" e T CD8" foram isolados conforme descrito no item 3.5. a partir dos
camundongos indicados. Os linfécitos T CD4" foram co-cultivados com linfocitos T CDS" de
animais selvagens ou deficientes para [FN-y (IFN-y+/+ e IFN-y-/-, respectivamente) em uma
razdo de 2:1 (CD4":CDS8"). As células foram estimuladas in vitro por 72 horas com anti-CD3
(1.0 pg/mL) na presenca de IL-12 (10 ng/mL). Apds 3 dias de estimulo, as células foram

recolhidas, lavadas 3 vezes em meio de cultura e cultivadas na auséncia de estimulos ¢ na
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presenca de IL-2 (20 U/mL) por 48 horas. Em seguida, os linfocitos T CD4" foram novamente
purificados (isolados dos linfocitos T CD8") e cultivados sem estimulos (PBS) ou estimulados in
vitro por 48 horas com anti-CD3 (1.0 ug/mL). Passado este tempo, os sobrenadantes das culturas

foram recolhidos e testados para a presenca de IFN-y e IL-4 por ELISA.

3.15. Sensibilizacdo de animais

Animais entre 8 ¢ 12 semanas de idade foram contidos e sensibilizados na pata por via
subcutanea com 200 pg de ovalbumina (OVA). A OVA foi reconstituida em PBS 1x (4.0
mg/mL) e emulsificada (1:1) em adjuvante completo de Freund (CFA). A mistura foi

homogeneizada por 30 minutos e em seguida inoculada na pata dos animais (100 pL/animal).

3.16. Modelo de inflamacgdo alérgica in vivo

Os animais foram sensibilizados conforme descrito no item anterior. Apés 14 dias, os
animais foram desafiados na pleura com PBS ou OVA (100 pL/animal a 120 pug/mL). Apds 24
horas, a cavidade toracica foi lavada (1.0 mL de PBS 1x; BSA 0.1%) e as células foram
citocentrifugadas (Shandon Cytospin 2, Thermo). Em seguida, as células foram coradas com
May-Griinwald (Merck) por 5 minutos, seguida de coloragdo com Giemsa (1:20; Merck) por 30
minutos. As ldminas foram avaliadas para a contagem diferencial de leucdcitos através de um
microscopio otico em aumento de 100x (Axioskop, Carl Zeiss). Além disso, os linfonodos
drenantes da pata (popliteos e inguinais) foram isolados 24 horas apos o desafio. As células
foram cultivadas sem estimulos (PBS) ou estimuladas in vitro por 48 horas com anti-CD3 (1.0
ng/mL). Em seguida, os sobrenadantes das culturas foram recolhidos e testados para a presenca
de IFN-y e IL-4 por ELISA. A dele¢io do compartimento T CD8" em animais NFAT1+/+
(NFAT1+/+ + anti-CDS) foi realizada através da administragdo de anticorpo monoclonal anti-

CDS8 (53.6-7; 100 pg/animal) por via endovenosa na cauda a cada 2 dias. Os inoculos foram
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iniciados 10 dias antes da sensibilizagdo e foram mantidos durante todo o experimento. A
eficiéncia da delecdo foi avaliada por citometria de fluxo (FACScan, Becton Dickinson). A
frequéncia relativa de linfocitos T CD8" nos linfonodos foi sempre menor do que 3% no final do

procedimento de delecdo (dado nao mostrado).

3.17. Ensaios de proliferacao celular

As diferentes células primarias (linfocitos ndo estimulados ou linfonodos totais
sensibilizados in vivo) foram preparadas conforme indicado em cada experimento. As células
foram cultivadas sem estimulos ou (re)-estimuladas in vitro conforme indicado: OVA (0.5
mg/mL) ou anti-CD3 (1.0 pg/mL). Para os ensaios de proliferacdo celular, as células foram
cultivadas na presenca de *H-timidina (5.0 uCi/mL) por 12 horas e recolhidas nos tempos
indicados (PHD™ Cell Harvester, Cambridge Technology). Em seguida, a incorporagdo de “H-
timidina foi dosada em liquido de cintilagdo através de um contador de particulas § (LS 6000
LL, Beckman Instruments) e expressa em contagens por minuto (CPM). Na figura 18B, as
células foram estimuladas na auséncia ou presenca de anticorpo anti-IL-4 (11B11; 20, 100 ou
200 pg/mL). Para as analises do tempo de ciclo celular, as células (1x10” células/mL) foram
lavadas com PBS 1x e marcadas com CFSE (5.0 uM, Invitrogen) em PBS 1x por 15 minutos a
37°C e protegidas da luz. No final dos 15 minutos, as células foram lavadas com meio de cultura
com SFB e incubadas por 30 minutos a 37°C e protegidas da luz. Em seguida, as células foram
lavadas novamente e estimuladas in vitro com anti-CD3 (1.0 pg/mL) durante os tempos
indicados. Apos o tempo de estimulo, as células foram marcadas para moléculas de superficie
com anticorpos anti-CD4-PE (GK1.5), anti-CDS8-PE (53.6-7) ou anti-B220-PE (RA3-6B2) por
15 minutos a 4°C e protegidas da luz (Figura 17). Finalmente, as células foram analisadas por
citometria de fluxo apods os tempos indicados (FACScan, Becton Dickinson). Para as analises das

fases do ciclo celular, as células foram marcadas com 500 pL de tampdo de lodeto de Propideo
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(PD) (Tris 3.4 mM pH 7.6; NaCl 10 mM; NP-40 0.1%; RNase 700 U/L; PI 0.075 mM) por 15
minutos a 4°C e protegidas da luz (Vindelov, 1977). Apos o tempo de marcagdo, as células

foram analisadas em citometro de fluxo (FACScan, Becton Dickinson).

3.18. Bioinformadatica

As sequéncias gendmicas dos promotores de ciclina A2 e E2 de M. musculus, Rattus
norvegicus ¢ Homo sapiens foram obtidas através de busca por palavra-chave no banco de dados
do “National Center for Biotechnology Information” (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Genomes/) (21 de outubro de 2005). As sequéncias foram alinhadas através do programa
ClustalW versao 1.82 (Thompson ef al., 1994) presente no servidor do “European Bioinformatics
Institute” (EBI; http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). O alinhamento multiplo foi analisado pelo
programa GeneDoc versdo 2.6.002 (http://www.psc.edu/biomed/genedoc/) e os sitios de ligagao
para o fator de transcricdo NFAT foram identificados através do programa Matlnspector versao
5.0 (Cartharius et al., 2005) presente no servidor do “Genomatix” (http://www.genomatix.de/). A
posicao +1 foi usada para definir o inicio de transcricdo do gene murino de ciclina A2 e o inicio

de tradu¢@o do gene murino de ciclina E2, de acordo com o banco de dados do NCBI.

3.19. Ensaio de mudanca de mobilidade eletroforética (EMSA)

Os extratos nucleares foram obtidos a partir de células Jurkat. As células foram cultivadas
sem estimulos (PBS) ou estimuladas in vitro por 1 hora com Ionomicina (1.0 uM). A adi¢do de
CsA (1.0 uM) ocorreu 15 minutos antes do tratamento com lonomicina. Em seguida, as células
foram lavadas 2 vezes com PBS 1x; BSA 0.1%. As células foram ressuspendidas em 1.0 mL de
tampao RSB 1x (Tris 10 mM pH 7.4; NaCl 10 mM; MgCl, 3.0 mM; EGTA 5.0 mM; DTT 1.0
mM; Pirofosfato de Sodio 20 mM; lodoacetamida 10 mM; NaF 0.5 mM; B-glicerofosfato 10
mM; Leupeptina 50 uM; Aprotinina 50 uM; PMSF 1.0 mM) e incubadas por 20 minutos em

gelo. Em seguida, as células foram lisadas com NP-40 0.05% e centrifugadas a 1.800 x g por 5
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minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado nuclear foi lavado gentilmente
com 1.0 mL de tampao RSB 1x. As células foram centrifugadas novamente a 4.000 x g por 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado nuclear foi ressuspendido em 60
uL de tampao C (HEPES 20 mM pH 7.4; NaCl 420 mM; MgCl, 1.5 mM; EDTA 0.2 mM;
Glicerol 25%; DTT 1.0 mM; Leupeptina 50 uM; Aprotinina 50 uM; PMSF 1.0 mM) e incubado
por 30 minutos em gelo. As amostras foram centrifugadas a 16.000 x g por 10 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi recuperado. Em seguida, foram adicionados 60 puL de tampao D (HEPES 20
mM pH 7.4; KCI 50 mM; EDTA 0.2 mM; Glicerol 20%; DTT 1.0 mM; Leupeptina 50 uM;
Aprotinina 50 uM; PMSF 1.0 mM) ao sobrenadante. As amostras foram aliquotadas, dosadas
conforme descrito no item 3.4. e estocadas a -80°C. Alternativamente, o dominio de ligagdo ao
DNA (DBD) da proteina recombinante NFATI1 foi utilizado nos ensaios de EMSA (Dra. Anjana
Rao, Harvard University).

Os oligonucleotideos (5.0 pug de cada: senso e anti-senso) foram ressuspendidos em 50
uL de tampao de hibridagdo (Tris 10 mM pH 7.4; NaCl 50 mM), homogeneizados e
desnaturados por 10 minutos a 95°C. Em seguida, os oligonucleotideos foram resfriados
lentamente por 16 horas a temperatura ambiente. Para a marcagdo radioativa, os
oligonucleotideos (50 ng) foram incubados com a enzima T4 polinucleotideo cinase (10 U; New
England Biolabs) por 1 hora a 37°C na presenca de 50 pCi de [y*?P] dATP (Amersham
Biosciences) em um volume final de 20 puL. Apo6s a marcagdo, a reagdo foi inativada por 10
minutos a 65°C e as sondas foram purificadas em coluna MicroSpin™ G-25 conforme as
especificagdes do fabricante (Amersham Biosciences).

A reacdo de EMSA foi realizada com a proteina NFAT1 recombinante (10 nM) ou com o
extrato nuclear de células Jurkat (5.0 pg) (Figuras 24A e 24B, respectivamente). As proteinas
foram incubadas com as sondas radioativas indicadas (IL-2, CicA2, CicA2 Mut; 10.000 CPMs)

por 20 minutos a temperatura ambiente na presenca de tampao de reacdo de EMSA (HEPES 10
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mM pH 7.0; NaCl 125 mM; Glicerol 10%; DTT 0.25 mM; BSA 0.8 mg/mL) e poli(dI:dC) (0.2
ug/reacao; Amersham Biosciences) em um volume final de 20 pL. Nos ensaios de competigao,
os oligonucleotideos ndo marcados radioativamente (oligos frios) foram adicionados em excesso
a reacdo antes da adicdo das sondas marcadas, da seguinte forma: IL-2 (5, 10 e 25x); CicA2 (50,
100, 250x); CicA2 Mut (50, 100, 250x). Os complexos DNA-proteina foram analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida ndo-desnaturante 4% (Acrilamida/Bis-acrilamida (19:1);
Bio-Rad) em tampdo TBE 1x (Tris 90 mM; Acido Bérico 90 mM; EDTA 2.0 mM pH 8.0).
Inicialmente, o gel foi submetido a uma poténcia de 100 V por 1 hora. Em seguida, as amostras
foram aplicadas e a eletroforese foi realizada a 200 V por mais 1 hora. O gel foi transferido
imediatamente para papel de filtro (Whatman) e seco a vacuo por 2 horas a 75°C (Heto Dry GD-
1, Heto Lab Equipment). Em seguida, um filme de raio-X (Kodak BioMax MS) foi exposto ao
papel de filtro por 2 horas e revelado em processadora automatica (Kodak X-OMAT 2000
Processor). Foram usados os seguintes oligonucleotideos (IDT, Integrated DNA Technologies):

IL-2: Senso 5 -TGG AAA ATT TGT TTC ATAGT -3’
Anti-senso 3’ - ACC TTT TAA ACA AAGTATCA -5’

CicA2: Senso 5" -AGTT CCAGCGTTT CCC TAT GTTGTA -3
Anti-senso 3’ -T CAA GGT CGC AAA GGG ATA CAACAT -5

CicA2 Mut:  Senso 5’ - A GTT CCA GCG AGA GTC TAT GTT GTA -3’
Anti-senso 3’ - T CAA GGT CGC TCT CAG ATA CAACAT-¥%

3.20. Imunoprecipitacdo de cromatina (ChlP)

Os linfocitos T CD4" foram isolados conforme descrito no item 3.5. a partir dos
camundongos indicados. As células foram estimuladas in vitro com anti-CD3 (0.25 pg/mL) por
7 dias. Apds 1 semana, as células foram cultivadas sem estimulos ou estimuladas in vitro por 4
horas com PMA (10 nM) e Ionomicina (1.0 pM) conforme indicado. A adi¢do de CsA (1.0 uM)

ocorreu 15 minutos antes do tratamento com PMA e Ionomicina. Apds o estimulo, as células



37

foram fixadas diretamente por 20 minutos a temperatura ambiente (HEPES 5.0 mM pH 7.5;
NaCl 10 mM; EDTA 0.1 mM; EGTA 0.05 mM; paraformaldeido 1.1%). A reacdo foi
neutralizada com a adi¢ao de Glicina (125 mM). As células foram lavadas 2 vezes com PBS 1x a
4°C. Em seguida, as células foram lisadas e o extrato nuclear foi lavado com as solucdes I
(HEPES 10 mM pH 7.5; EDTA 10 mM; EGTA 0.5 mM; Triton X-100 0.75%) e II (HEPES 10
mM pH 7.5; NaCl 200 mM; EDTA 1.0 mM; EGTA 0.5 mM), respectivamente, por 10 minutos a
4°C. O extrato nuclear foi ressuspendido gentilmente e lisado em 1.0 mL de tampao de lise (Tris
25 mM pH 7.5; NaCl 150 mM; Triton X-100 1%; SDS 0.1%; Desoxicolato 0.5%; Leupeptina 50
uM; Aprotinina 50 uM; PMSF 1.0 mM). A cromatina foi entdo sonicada entre 10-15 vezes por
20 segundos a 4°C, com intervalos de 1 minuto entre cada pulso de sonicacdo (550 Sonic
Dismembrator, Fisher Scientific). Apos a sonicacao, o tamanho dos fragmentos de cromatina (~
300-500 pb) foi verificado por eletroforese em gel de agarose 2%. A cromatina foi separada do
precipitado celular por centrifugagdo (2 vezes por 5 minutos a 16.000 x g ¢ 4°C) e o
sobrenadante foi recuperado depois de cada etapa de centrifugacdo. Uma aliquota de cada
amostra (50 pL) foi retirada, estocada a 4°C e referida como controle positivo do experimento
(INPUT). A cromatina foi incubada com contas de sefarose por 2 horas a 4°C sob agitagao,
segundo as especificagdes do fabricante (Protein A Sepharose’™ CL-4B, Amersham
Biosciences). Em seguida, as contas de sefarose foram centrifugadas 2 vezes a 1.100 x g por 5
minutos a temperatura ambiente e o sobrenadante (cromatina fragmentada) foi recuperado depois
de cada etapa de centrifugacdo. A cromatina foi incubada na auséncia ou na presenca dos
anticorpos de interesse por 16 horas a 4°C sob agitacdo. Os seguintes anticorpos foram usados:
anti-NFAT1 (15 pg de anti-67.1 ¢ 50 ug de anti-T2B1) e anti-histona H4 acetilada (5.0 pg de
anti-H4ac, Upstate Biotechnology). No dia seguinte, a cromatina foi imunoprecipitada na
presenca de contas de sefarose por 3 horas a 4°C sob agitagdo. O imunoprecipitado foi

centrifugado a 3.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente e lavado exaustivamente com
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diversos tampodes conforme descrito (Ansel et al., 2004). O imunoprecipitado foi tratado com
RNase A (50 pg/mL; Sigma-Aldrich) por 30 minutos a 37°C, seguido de tratamento com
proteinase K (0.2 mg/mL; Roche) por 4 horas a 50°C. A cromatina foi separada das contas de
sefarose através de incubagdo a 65°C por 16 horas. No dia seguinte, a cromatina foi purificada
por extragcdo com fenol-cloroféormio e precipitada com etanol conforme descrito (Sambrook et
al., 1989). Finalmente, a cromatina foi ressuspendida em TE 1x (Tris 10 mM pH 8.0; EDTA 0.1
mM) e estocada a -20°C. As condi¢gdes de PCR foram as seguintes: 95°C por 3 minutos; 28
(CicA2) ou 30 (CicE2) ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30
segundos; e extensdo final de 72°C por 5 minutos. As reacdes de PCR foram normalizadas a
partir da cromatina dos controles positivos (INPUT). Os produtos de PCR foram submetidos a
uma eletroforese em gel de agarose 2% e visualizados com Brometo de Etideo (0.5 pg/mL) em
transiluminador ultravioleta (Eagle Eye'™ 1II, Stratagene). Foram usados os seguintes

oligonucleotideos (IDT, Integrated DNA Technologies):

CicA2 (209 pb): Senso 5’ - GTG AGT CAC AGG ACA ATT GGG ACA - 3°
Anti-senso 5’ - TAG GCA GGA GCG TAT GGA TCT GAA - 3°

CicE2 5° (239 pb):  Senso 5’ - CAC GGA GAG ATT CTT AAG CAC GGT - 3’
Anti-senso 5’ - TCC AAG AGC GGG CTG TGG AGA A- 3

CicE2 3’ (299 pb):  Senso 5’ - TCT CCA AAT TGG CGC GGA A - 3°
Anti-senso  5” - CGT TAC TAG AAG GTG GCC TAA ACC -3’

3.21. Andlise estatistica

A andlise estatistica dos valores observados em animais selvagens e deficientes e entre os
grupos controles e tratados foi determinada através do teste de Student’s (teste t) para
comparagdes simples. Para comparacdes multiplas, foi utilizada uma anélise de varidncia

(ANOVA) seguida do teste de Student-Newman-Keuls. As andlises estatisticas foram realizadas
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através do programa GraphPad InStat® versdo 3.00 (GraphPad Software Inc.). Um valor de p <
0.05 foi considerado estatisticamente significativo. Os graficos foram construidos através do

programa GraphPad Prism® versio 3.03 (GraphPad Software Inc.).
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4. RESULTADOS

Para avaliar a contribui¢do de cada compartimento celular durante os fendmemos
biologicos estudados, linfonodos totais foram isolados a partir de diversas linhagens de
camundongos isogénicos. As populagdes celulares de interesse foram purificadas através de
colunas magnéticas e o grau de pureza foi avaliado através de citometria de fluxo (Figura 5).
Antes de qualquer procedimento de purificacdo, os linfonodos totais apresentaram uma
propor¢do caracteristica de 2:1 entre células T e B, respectivamente (Figura 5, painel superior).
Da mesma forma, o compartimento T apresentou uma propor¢io de 2:1 entre células CD4" e
CD8" (Figura 5, painel superior). A frequéncia relativa de linfocitos T CD3", CD4" ou CD8"
apods os procedimentos de purificacdo foi sempre superior a 95% das células isoladas (Figura 5,
painéis inferiores). Todos os experimentos foram realizados com animais nao sensibilizados e
células indiferenciadas (animais e células “naive”), salvo os casos indicados. As analises

demonstradas na figura 5 s3o representativas de todos os experimentos realizados.

4.1. A participa¢io do NFAT1 na diferenciaciio de linfécitos

4.1.1. Linfécitos T CD8" produzem IFN-y apés o estimulo do TCR

As proteinas da familia NFAT foram inicialmente descritas como fatores de transcri¢do
que regulam a produgdo de diferentes citocinas em linfécitos (Rao ef al., 1997; Macian et al.,
2001; Hogan et al., 2003). Com o objetivo de identificar os compartimentos linfocitarios
produtores de IFN-y, diferentes populagdes celulares foram isoladas de camundongos selvagens
(NFAT1+/+) ou deficientes para o fator de transcricio NFAT1 (NFATI1-/-), uma vez que esta
proteina estd intimamente relacionada com a producdo de citocinas. As células isoladas foram
estimuladas in vitro por 48 horas através de anticorpos especificos contra a molécula de
superficie CD3 (anti-CD3). Em seguida, os sobrenadantes destas culturas foram recolhidos e a

presenga de IFN-y foi detectada por ELISA (Figuras 6A-D). A producao de IFN-y por células
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NFATI-/- foi sempre reduzida quando comparada com células de animais selvagens,
independente do compartimento celular analisado (Figuras 6A-D). Quando analisadas
individualmente, a subpopulacdo de linfocitos T CDS8" apresentou a maior capacidade de
producido de IFN-y e a subpopulagio de linfocitos T CD4" a menor (Figuras 6A-D). Os niveis
parciais de IFN-y observados em culturas de linfonodos totais e linfocitos T CD3" se referem
provavelmente aos linfocitos T CDS8' presentes nestas culturas (Figuras 6A e 6B,
respectivamente). Para determinar a competéncia de células T CD8" na producdo de IFN-y em
relagdo as células T CD4", linfocitos T CD3" foram isolados de linfonodos de camundongos
C57Bl/6 e estimulados in vitro durante 48 horas com anti-CD3. Os linfécitos foram marcados
com anticorpos especificos para células CD4" ou CD8" e a presenca de IFN-y intracelular foi
avaliada por citometria de fluxo. As analises demonstraram que as células T CD8" e ndo as
células T CD4" sdo as principais produtoras de IFN-y durante o estimulo primério de linfocitos T
(Figura 6E). Vale reforgar que a produgio de IFN-y em linfocitos T CD8" demonstrou-se
totalmente dependente de NFAT1, uma vez que células T CD8" NFATI1-/- sdo incompetentes
para a produgao desta citocina (Figura 6D).

Com o objetivo de caracterizar os mecanismos moleculares da producao de IFN-y nestas
células, linfocitos T CD8" foram isolados de camundongos C57BI/6 e estimulados in vitro por 72
horas através de diferentes estimulos (Figura 7). Conforme observado anteriormente, células T
CD8" produziram grandes quantidades de IFN-y quando estimuladas através do TCR (anti-CD3),
mas a presenca do co-estimulo anti-CD28 nao alterou esta producao (Figura 7A). Além disso, a
administracdo das citocinas IL-12 e IL-18, classicas indutoras de IFN-y em outros tipos
celulares, ndo induziu a producdo de IFN-y nestas células, mas amplificou a producao
dependente do estimulo por TCR (Figuras 7A e 7B). Este resultado sugere um papel secundario
para estas citocinas durante a producdo de IFN-y em células T CD8". Um dos principais eventos

celulares apds a ativag@o de linfocitos através do TCR ¢ o aumento dos niveis intracelulares de
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Ca”". Para avaliar a importancia do Ca*" na producio de IFN-y, o iondforo de Ca®" Ionomicina
(Iono) foi administrado por 72 horas a linfocitos T CD8" e se mostrou capaz de induzir a
produgdo de IFN-y nestas células (Figura 7C). Em contrapartida, a administracdo do éster de
forbol PMA nao foi capaz de estimular a produ¢ao de IFN-y nem de potencializar os efeitos
induzidos pela Ionomicina (Figura 7C). A expressdo de IFN-y em linfécitos T CD8" foi ainda
avaliada através do ensaio de protecdo a RNase (RPA). Novamente, a indu¢do de IFN-y em
células T CD8" monstrou-se totalmente dependente do estimulo por TCR (Figura 7D). Além
disso, tanto a expressdo quanto a produ¢do de IFN-y nestas células foram sempre bloqueadas
pela administracdo da droga imunossupressora Ciclosporina A (CsA) (Figura 7). O somatério
destas evidéncias indica o envolvimento de proteinas da familia NFAT durante a regulagcdo da
producdo de IFN-y em linfocitos T CDS", visto que: i) a producdo de IFN-y é totalmente
dependente do estimulo por TCR ¢ do influxo intracelular de Ca"; ii) a administragdo de CsA
bloqueia a produgdo desta citocina; e iii) células T CD8" deficientes para o fator de transcri¢io

NFATI sdo incompetentes para a producao de IFN-y.

4.1.2. NFATI é essencial para a producio de IFN-y em linfécitos T CDS8"

Os fatores de transcricdo da familia NFAT sdo encontrados em diversos tipos celulares
(Rao et al., 1997; Horsley e Pavlath, 2002; Macian, 2005). Contudo, ndo existiam até o presente
momento evidéncias de que linfocitos T CD8" apresentavam a proteina NFAT1. Para responder
a esta questdo, linfocitos T CD8" foram isolados de linfonodos de camundongos C57Bl/6, e
avaliados para a presenca de NFATI (Figura 8). Células T CD8" ndo estimuladas (PBS)
apresentaram o fator de transcrigdo NFATI na sua forma inativa (fosforilada), que se tornava
ativa (desfosforilada) apds o tratamento com o ionéforo de Ca”" (Iono) (Figura 8A). Novamente,
a administragdo de Ciclosporina A (CsA) bloqueou a ativagdo da proteina NFATI1 (Figura 8A).

A localizacdo nuclear desta proteina foi avaliada por imunofluorescéncia que revelou a
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capacidade de translocacao nuclear de NFAT1 apos o tratamento com lonomicina e a reversao
do fenomemo (exportagdo ao citoplasma) apds a administragdo de CsA (Figuras 8A e 8B). Para
testar a hipotese de que o NFAT seria capaz de transativar o promotor de IFN-y em células
CD8", a linhagem celular CTLL-R8" foi inicialmente avaliada para a presenca da proteina
NFATI1 (Figura 9). Conforme observado em células primarias, a linhagem T citotoxica CTLL-
R8" também apresentou a proteina NFAT1, que foi capaz de ser ativada apés o tratamento com
Ionomicina e bloqueada por CsA (Figura 9A). Além da ativacdo de NFAT1, a simples adi¢do do
ionoforo de Ca®* induziu a produgio de IFN-y nesta linhagem que foi bloqueada novamente pela
administracao de CsA (Figura 9B). A administragcdo do éster de forbol PMA nao foi capaz de
induzir nem de potencializar a produgao de IFN-y destas células (Figura 9B).

A funcionalidade das proteinas da familia NFAT foi avaliada através de ensaios de
transativagdo com gene reporter de luciferase, fusionado ao promotor murino de IL-2 que
contém 3 sitios de ligacdo para proteinas NFAT (3xNFAT-Luc) (Figura 9C). As células CTLL-
R8" transfectadas com o promotor de IL-2 e ativadas com PMA e Ionomicina foram capazes de
transativar o gene da luciferase (Figura 9D). Este resultado indicou que proteinas NFAT
intracelulares sdo funcionais e capazes de transativar promotores-alvos na linhagem celular
CTLL-R8". Em seguida, foi avaliada a capacidade de proteinas NFAT transativarem o promotor
murino de IFN-y fusionado ao gene repoérter da luciferase. As células CTLL-R8" foram
transfectadas com diferentes construgdes do promotor proximal de IFN-y, contendo 3, 2, 1 ou
nenhum sitio de ligacdo para os membros da familia NFAT (posi¢des -100, -160 e -280) (Figura
10A). A administracdo de Ionomicina se mostrou suficiente para induzir a transativagdo do
promotor de IFN-y (pIFN-y -538) que contém 3 sitios de ligacdo para NFAT (Figura 10B).
Novamente, a simples administragdo de PMA ou ainda a sua associa¢do com lonomicina foram
incapazes de induzir/potencializar a atividade do gene reporter em células CTLL-R8" (Figura

10B). A adicao de Ciclosporina A reprimiu totalmente a transativagdo desta regido promotora
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sob a inducao de quaisquer tratamentos (Figura 10B). Construgdes parciais da regido promotora
de IFN-y contendo 1 ou nenhum sitio de ligacdo para NFAT (pIFN-y -108 e pIFN-y -39,
respectivamente) resultaram na diminuicdo da ativacdo do gene reporter quando ativados com
Ionomicina (Figura 10C). Mutagdes individuais ou combinadas em 2 sitios de ligagdo para
NFAT no promotor de IFN-y (pIFN-y -538N160; pIFN-y -538N280; pIFN-y -538N160/280;
mutacoes nas posicoes -160 e -280) reduziram a metade a transativacao do gene da luciferase em
células CTLL-R8" (Figura 10D). Novamente, a transativagio das diversas construgdes do
promotor de IFN-y se mostrou sensivel ao tratamento com Ciclosporina A (Figuras 10B-D). Até
mesmo a constru¢do que apresenta mutacdes em 2 sitios de ligagdo para NFAT (pIFN-y -
538N160/280) se mostrou sensivel ao tratamento com CsA, indicando que o sitio preservado na
posi¢do -100 pode ainda exercer um papel importante na transativagdo do promotor de IFN-y em
células T CD8" (Figura 10D).

A prova inequivoca da participacdo de NFAT1 durante a regulagdo da expressdo de IFN-
y em linfocitos T CD8" foi avaliada em animais deficientes para este fator de transcri¢do.
Linfocitos T CD3" isolados de camundongos NFAT1+/+ ou NFATI-/- foram estimulados in
vitro durante 48 horas com anti-CD3. Novamente, os linfocitos T CD8" representaram a
principal fonte de producao de IFN-y durante o estimulo primario de linfécitos T (Figura 11A,
painel esquerdo). De forma consistente com os resultados anteriores, a producao de IFN-y em
células T CD8" monstrou-se dependente do fator de transcricdo NFATI, visto que a auséncia
desta proteina ocasionou uma reducdo de 70% na frequéncia de células T CDS" produtoras de
IFN-y (Figura 11A, painel inferior). A producdo de IFN-y também foi avaliada durante o tempo
de estimulagdo do TCR em linfocitos T CD8" de animais NFAT1+/+ ¢ NFAT1-/-. Apos 72 horas
de estimulo, a produgdo de IFN-y se mostrou reduzida em 10 vezes na auséncia do fator de
transcrigdo  NFAT1 (Figura 11B). Considerando a importancia do fator de transcricao

Eomesodermina (Eomes) durante a produgio de IFN-y em linfocitos T CDS", células T CD8" de
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animais selvagens ou deficientes para NFAT1 foram investigadas para a expressao deste gene
por RT-PCR (Figura 12). Conforme descrito anteriormente, o estimulo do TCR induziu a
expressio de Eomes em células T CD8" (Figura 12). Contudo, ndo foram observadas diferengas
na expressio de Eomes quando linfocitos T CD8" NFAT1-/- foram comparados com linfocitos T
CDS8" selvagens, afastando a hipétese do envolvimento de Eomes na producdo de IFN-y neste

modelo (Figura 12).

4.1.3. Produgio de IFN-y por linfocitos T CD8" induz a diferenciacio do tipo Thl in
vitro e controla a inflamacao alérgica in vivo

Inicialmente, a citocina IL-12 foi caracterizada como o principal fator necessario para a
diferenciacdo de linfocitos T CD4 " para o fenotipo Thl (Seder et al., 1993; Ma et al., 1996;
Szabo et al., 2003). Contudo, diversos trabalhos demonstraram que a citocina IFN-y também
pode exercer um papel fundamental durante o desenvolvimento deste fendtipo tanto in vitro
quanto in vivo (Boehm et al., 1997; Szabo et al., 2003). Com o objetivo de avaliar a influéncia
do IFN-y produzido por células T CD8" durante a geragdo de linfécitos T CD4" do tipo Thl,
células T CD4" foram co-cultivadas e estimuladas com linfocitos T CD8" de animais normais ou
deficientes para IFN-y (Figura 13A). As células T CD4" que foram cultivadas na presenca de
linfocitos T CD8" competentes para a producio de IFN-y foram capazes de produzir altos niveis
de IFN-y e niveis indetectaveis de IL-4 durante o estimulo secundario in vitro quando
comparadas com células T CD4" que foram cultivadas na presenga de linfocitos T CD8" IFN-y-/-
(Figura 13B). Este resultado indica que o IFN-y produzido por linfocitos T CD8" durante o
estimulo primario pode consolidar o desenvolvimento do fenotipo Thl de linfécitos T CD4" in
vitro.

Para caracterizar a relevancia biolégica do IFN-y produzido por linfécitos T CD8"

durante a geracdo de respostas imunes in vivo, utilizou-se um modelo murino de pleurisia



46

alérgica. Disfungdes alérgicas sao normalmente caracterizadas por: 1) um infiltrado acentuado de
eosinofilos no tecido inflamado, i) um aumento dos niveis séricos de IgE, e iii) um perfil de
producdo de citocinas do tipo Th2 (altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-13) dependente de linfocitos T
CD4" (Wills-Karp, 1999; Renault, 2001). Diversos trabalhos demonstraram que citocinas do tipo
Thl, como IFN-y e IL-12, podem contrabalangar ou mesmo suprimir respostas imunes do tipo
Th2 encontradas em doengas alérgicas (Iwamoto et al., 1993; Cohn et al., 1999; Dow et al.,
1999). Para testar a hipotese de que o IFN-y produzido por linfocitos T CD8" é capaz de modular
respostas Th1/Th2 e controlar a migragao de eosinoéfilos in vivo, foi utilizado um modelo murino
de inflamagdo alérgica (Figura 14). Camundongos de diferentes linhagens foram sensibilizados
na pata com o antigeno ovalbumina (OVA) e desafiados na pleura com o mesmo antigeno apos
14 dias (Figura 14A). Passadas 24 horas, a cavidade pleural foi acessada para a contagem de
eosinodfilos e os linfonodos drenantes da pata foram avaliados in vitro para o perfil de citocinas
produzidas (Figura 14A). Conforme observado anteriormente, camundongos NFATI-/-
apresentaram mais eosinofilos na cavidade pleural apds o desafio com OVA do que animais
selvagens (Figura 14B; Xanthoudakis et al., 1996; Viola et al., 1998). A delegdo de linfocitos T
CDS8" em animais selvagens (NFATI1+/+ + anti-CD8) induziu um actimulo de eosinofilos na
cavidade pleural em um nivel semelhante ao observado em camundongos deficientes para
NFATI, sustentando a hipdtese formulada anteriormente (Figura 14B). Além disso, tanto
animais deficientes do compartimento T CD8" (CD8a-/-) quanto animais que ndo produzem
IFN-y (IFN-y-/-) também apresentaram eosinofilia apds o desafio com OVA quando comparados
com seus respectivos animais controles (Figura 14B).

Para compreender o padrio da resposta imune gerada neste modelo, os linfonodos
drenantes da pata destes animais foram estimulados in vitro durante 48 horas com anti-CD3 para
avaliacao do perfil de citocinas produzidas (Figura 15). Todos os animais que apresentaram

eosinofilia in vivo (camundongos NFATI1+/+ + anti-CD8, NFATI1-/-, CD8a-/- e IFNy-/-)

apresentaram niveis reduzidos de IFN-y quando comparados com seus respectivos animais
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controles (Figura 15). De forma interessante, a dele¢io de células T CD8" em animais
NFATI+/+ gerou uma diminui¢ao na producao de IFN-y que ndo foi acompanhada por um
aumento na producdo de IL-4 (Figura 15). Da mesma maneira, os niveis de IL-4 produzidos por
animais CD8a-/- ndo foram diferentes daqueles produzidos por animais selvagens (Figura 15).
Apesar do incontestavel envolvimento de citocinas do tipo Th2 durante a evolugao de respostas
alérgicas (Wills-Karp, 1999; Renault, 2001), sugere-se que a auséncia de IFN-y (ou mesmo do
fenotipo Thl) também possa favorecer o estabelecimento do quadro alérgico in vivo. Somados,
estes resultados indicam que o IFN-y produzido por linfécitos T CD8" de forma dependente do
fator de transcricdo NFATI previne a migracdo de eosinofilos para o sitio inflamatorio e

influencia o balango de respostas imunes do tipo Th1/Th2 em doencas alérgicas in vivo.

4.2. A participacdo do NFAT1 na proliferacido de linfocitos

4.2.1. Auséncia de NFATI induz a hiperproliferacdo linfocitaria durante o desafio in
vitro

Além do consolidado papel na regulacdo de genes de citocinas, as proteinas da familia
NFAT foram recentemente relacionadas com a proliferacao celular em diferentes tipos celulares
(Horsley e Pavlath, 2002; Lipskaia e Lompré, 2004). Com o objetivo de avaliar o papel do
NFATI1 no potencial proliferativo de linfécitos, camundongos selvagens ou deficientes para
NFAT]1 foram sensibilizados na pata com o antigeno ovalbumina (OVA) e desafiados in vitro
apos 14 dias (Figuras 16-19). Os linfonodos drenantes da pata (popliteos ¢ inguinais) foram
isolados e estimulados in vitro com OVA ou anti-CD3 durante os tempos indicados (Figuras 16A
e 16B, respectivamente). Apds o desafio com OVA, linfocitos NFATI1-/- foram capazes de
proliferar mais do que linfocitos selvagens ao longo do tempo de estimulo (Figura 16A). Para
avaliar o tempo de replicacdo celular, linfonodos totais de animais NFAT1+/+ ¢ NFAT1-/- foram
marcados com CFSE e desafiados in vitro com anti-CD3 (Figura 16B). Apds 42 horas de

estimulo, metade das células NFAT1-/- ja havia passado pelas fases do ciclo celular ao menos
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uma vez (primeira divisdo), ao passo que as c€lulas selvagens permaneciam ainda sem se dividir
(Figura 16B). Com o decorrer do tempo de estimulo, as diferencas se tornaram ainda mais
acentuadas e mais linfocitos NFAT1-/- foram observados na segunda, terceira e quarta passagem
do ciclo celular quando comparados com linfocitos NFAT1+/+ (Figura 16B).

Para caracterizar melhor a hiperproliferacao de linfocitos NFATI-/-, os diferentes
compartimentos celulares foram analisados individualmente através de marca¢do com CFSE. O
fendmeno de hiperproliferacdo linfocitaria ndo se mostrou restrito a um compartimento celular
especifico, sendo observado tanto em linfocitos T CD4", T CDS8" e linfocitos B (Figura 17).
Contudo, os linfocitos B NFATI1-/- apresentaram uma diferenga de proliferacdo bastante
pronunciada quando comparados com linfocitos B selvagens (Figura 17). Ap6s 72 horas de
estimulo, a maior parte das células B NFATI-/- se encontrou na terceira, quarta e quinta
passagem do ciclo celular, ao passo que os linfocitos B selvagens ainda se encontraram na
primeira e segunda passagem ou mesmo sem se dividir (Figura 17). Conforme descrito
anteriormente, linfécitos de animais NFATI1-/- apresentam uma resposta imunoldgica do tipo
Th2 quando estimulados in vitro, caracterizada pela alta producdo de IL-4 (Figura 18A;
Xanthoudakis ef al., 1996; Kiani et al., 1997). Considerando a possivel influéncia da citocina IL-
4 como um fator de crescimento que favorece a hiperproliferagdo dos linfoécitos NFATI1-/-,
linfonodos totais de animais NFATI1-/- foram desafiados in vitro com OVA na presenca de
concentragdes crescentes de anticorpos neutralizantes para IL-4 (anti-IL-4) (Figura 18B). A
hiperproliferagdo de linfécitos NFATI1-/- ndo foi alterada apés o tratamento com anti-IL-4,
sugerindo que o fenomeno de hiperproliferagdo ndo ¢ dependente desta citocina mas de outro
mecanismo intrinseco da préopria célula (Figura 18B).

A progressdao do ciclo celular ¢ ditada pela ativacdo de diversos complexos protéicos,
onde as ciclinas desempenham um papel fundamental na unidirecionalidade e especificidade das
diferentes fases do ciclo (Morgan, 1995; Sherr, 1996; Pavletich, 1999). Uma vez que genes de

ciclinas sdo precisamente regulados durante a transcricdo génica ¢ apresentam sitios de ligacao
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para a proteina NFAT em suas regides promotoras, a expressao de diversas ciclinas foi avaliada
em linfocitos normais ou deficientes para o fator de transcrigdo NFATI1 (Figura 19). Animais
NFATI1+/+ e NFATI1-/- foram sensibilizados e os linfonodos drenantes foram desafiados in vitro
com OVA apds 14 dias. A expressao dos genes de ciclinas foi avaliada através do ensaio de
protecao a RNase (RPA) e indicou que linfocitos NFATI-/- apresentam um aumento na
expressdo das ciclinas A2, Bl, E e F (Figura 19). Desta forma, o somatorio destas evidéncias
indica o envolvimento do fator de transcricdo NFAT1 durante a progressao celular de linfécitos,
visto que a auséncia de NFATI provoca: i) um aumento do potencial proliferativo de linfocitos;

i1) um encurtamento do tempo de ciclo celular; e iii) uma superexpressao de genes de ciclinas.

4.2.2. NFATI é um repressor da proliferacao celular em linfocitos

Para reforcar a hipétese de que o fator de transcrigdio NFATI é um repressor da
proliferacdo de linfocitos, linfonodos totais de animais NFATI+/+ e NFATI-/- nao
sensibilizados (“naive”) foram avaliados durante o estimulo primario in vitro (Figuras 20 e 21).
Sustentando os resultados observados no desafio de animais sensibilizados, linfocitos deficientes
para NFATI proliferaram mais do que linfécitos normais durante o estimulo primério com anti-
CD3 (Figura 20A). Da mesma forma, estes linfocitos apresentaram um encurtamento do tempo
de ciclo celular quando analisados através da marcagdo com CFSE (Figura 20B). Quase a metade
dos linfécitos NFAT1-/- ja havia alcangado a primeira divisao do ciclo celular, enquanto todos os
linfocitos selvagens ainda permaneciam sem se dividir apds 48 horas de estimulo primario in
vitro (Figura 20B). Além disso, um enriquecimento de linfoécitos em fases S e Go/M foi
observado em células NFAT1-/- através da marca¢ao com lodeto de Propideo (Figura 21). Apods
48 horas de estimulo, linfocitos deficientes para NFAT1 apresentaram mais células em fases S e
G2/M (32% e 16%, respectivamente) quando comparados com linfocitos normais (27% e 12%)
(Figura 21). Este conjunto de resultados reforga a participacdo de NFATI1 como um repressor da

progressao celular inicial de linfocitos.
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Trabalhos recentes t€ém sugerido o envolvimento de fatores de transcricdo da familia
NFAT nos processos de ciclo celular e tumorigénese em diferentes tipos celulares (Horsley e
Pavlath, 2002; Lipskaia e Lompré, 2004). De fato, a expressdo aumentada de ciclinas em
linfécitos deficientes para NFATI indica a participacao desta proteina durante a regulagdo destes
genes, seja de forma direta ou indireta (Figura 19). Vale ressaltar que a expressao de ciclinas ¢
controlada durante o momento da transcricdo génica (Morgan, 1995; Sherr, 1996; Pavletich,
1999). Além disso, foi também demonstrado que a expressao de ciclinas pode ser influenciada
pelo tratamento com Ciclosporina A, indicando a participagdo de proteinas NFAT (Tomono et
al., 1998; Santini et al., 2001). Somadas, estas evidéncias sugerem um possivel envolvimento de
NFAT na regulagdo da expressdo de ciclinas. Uma analise de bioinformatica em regides
regulatorias de genes de ciclinas revelou a presencga de 1 e 4 sitios de ligagdo para NFAT nos
promotores murinos de ciclina A2 e E2, respectivamente. Ensaios de ligagdo e transativagdo
destas regides foram realizados para avaliar a influéncia do NFAT1 na regulagdo destes genes

(Figuras 22-28).

4.2.3. NFATI se liga ao promotor e reprime a expressdo de ciclina A2

Com o objetivo de identificar regides regulatérias relevantes, a atividade do promotor
proximal de ciclina A2 foi mapeada através de ensaios de transativagdo. Sequéncias parciais do
promotor murino de ciclina A2 foram fusionadas ao gene reporter da luciferase (Ciclina A2-Luc)
e transfectadas em células Jurkat (Figura 22A). Os resultados indicaram tanto a presen¢a de uma
regido regulatoria negativa quanto a presenca de uma regido regulatdria positiva no promotor
proximal de ciclina A2 (Figura 22B). A dele¢do da regido -576/-302 levou a um aumento da
atividade do gene repoérter (construgdes plasmidiais CicA2 -302 e CicA2 -862 A-576,-302),
caracterizando a presenca da regido regulatoria negativa neste promotor. Por outro lado, a
delecdo da regido -302/-24 levou a uma diminui¢do da expressdo da luciferase (construcao

plasmidial CicA2 -24), sugerindo a presen¢a de uma sequéncia regulatéria positiva (Figura 22B).
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Uma vez que o NFATI funciona como um repressor do ciclo celular em linfocitos, a regido
regulatéria negativa identificada por ensaios de transativacao foi investigada para a presenga de
possiveis sitios de ligacdo para a proteina NFAT. De fato, um sitio de ligagdo consenso para
NFAT (TTTCC/GGAAA) foi encontrado na posicao -460 do promotor murino de ciclina A2 (M.
musculus, Mm) (Figura 23). Interessantemente, este sitio se localiza na regido regulatéria
negativa do promotor de ciclina A2 (-576/-302) e esta conservado na mesma posi¢ao no genoma
de rato (R. norvegicus, Rn), mas ndo no genoma de humanos (H. sapiens, Hs) (Figura 23).

A capacidade de ligagao de NFAT1 ao promotor murino de ciclina A2 foi avaliada tanto
in vitro quanto in vivo por ensaios de gel de retardo (EMSA) e imunoprecipitacdo de cromatina
(ChIP), respectivamente (Figuras 24 e 25). A proteina NFAT1 recombinante foi capaz de se ligar
tanto ao sitio consenso encontrado no promotor murino de IL-2, quanto ao novo sitio
identificado no promotor murino de ciclina A2 (Figura 24A, linhas 1 e 2, respectivamente).
Mutagdes no sitio consenso de ligagao para NFAT (GGAAA/ACTCT) impediram a ligagao de
NFATI nesta regido do promotor de ciclina A2 (Figura 24A, linha 3). Além disso, ensaios de
competicdo com oligonucleotideos ndo marcados radioativamente demonstraram que a ligacao
de NFATI1 ao promotor de ciclina A2 pode ser inibida tanto pela sequéncia do promotor de IL-2
quanto pelo proprio promotor de ciclina A2 (Figura 24A). Contudo, esta ligagdo nao foi afetada
pela competicdo com o promotor de ciclina A2 mutado para o sitio de ligagdo de NFAT (Figura
24A). Extratos nucleares de células Jurkat apresentaram uma proteina capaz de se ligar na
sequéncia especifica do promotor de ciclina A2 que contém o sitio de ligagao para NFAT (Figura
24B). Além disso, a formagdo deste complexo de DNA-proteina foi induzida apds a ativacao
com ionéforo de Ca** (Iono) e bloqueada através da administragdo de Ciclosporina A (CsA),
caracterizando um possivel envolvimento de proteinas NFAT nesta ligacao (Figura 24B).

Posteriormente, ensaios de imunoprecipitagdo de cromatina (ChIP) avaliaram a
capacidade de NFATI1 se ligar in vivo ao promotor de ciclina A2 (Figura 25). Um par de

oligonucleotideos foi desenhado de maneira a englobar o sitio de ligagdo para NFAT encontrado
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na posi¢do -460 do promotor murino de ciclina A2 (Figura 25A). Linfocitos T CD4" foram
isolados de animais NFAT1+/+ e NFATI-/- e estimulados in vitro durante 7 dias. Apos este
periodo, as células foram cultivadas na auséncia de estimulos ou estimuladas in vitro com PMA
e Ionomicina (PMA + Iono) durante 4 horas (Figuras 25B e 25C). A ativagao de linfocitos T
CD4" NFATI+/+ (PMA + Iono) induziu a ligagio de NFAT1 ao promotor de ciclina A2, fato
nao observado em células deficientes para este fator de transcricao (Figura 25B). Além disso, o
tratamento com Ciclosporina A foi capaz de reverter totalmente a ligagdo de NFATI ao
promotor de ciclina A2 em linfocitos selvagens (Figura 25C).

Uma vez confirmada a interacdo de NFAT1 com o promotor de ciclina A2, tornou-se
fundamental avaliar as consequéncias desta interacdo durante a regulacao da expressdo deste
gene (Figura 26). Inicialmente, células Jurkat foram transfectadas com o promotor murino de IL-
2 que apresenta 3 sitios de ligagdo para NFAT, fusionado ao gene repdrter da luciferase
(3xNFAT-Luc) (Figura 26A). Células Jurkat, que apresentam NFAT1 endogeno, foram capazes
de transativar o promotor de IL-2 quando estimuladas com PMA e Ionomicina (Figura 26B;
Vetor). A superexpressdo de NFAT1 em células Jurkat induziu um aumento na atividade da
luciferase quando estas células foram tratadas com PMA e Ionomicina (Figura 26B; NFATI).
Reforcando o envolvimento de NFAT neste fenomeno, o tratamento com Ciclosporina A foi
capaz de bloquear totalmente a atividade do gene reporter (Figura 26B). Em seguida, as células
Jurkat foram transfectadas com o promotor da ciclina A2, contendo o sitio de ligagdo para NFAT
na posicao -460 (CicA2 -576) (Figura 26C). Surpreendentemente, o tratamento das células com
PMA ¢ Ionomicina levou a uma repressdao de aproximadamente 70% da atividade do gene
reporter da luciferase quando comparada com células nao tratadas (PBS) (Figura 26D; Vetor). A
superexpressao de NFAT1 reprimiu ainda mais os niveis de expressdao do gene repdrter quando
as células foram tratadas com PMA e Ionomicina (Figura 26D; NFATI1). Novamente, o
tratamento com CsA reverteu o fendmeno observado, restaurando os niveis da atividade do

promotor de ciclina A2 (Figura 26D). Este conjunto de resultados demonstra claramente que a
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proteina NFAT1 ¢ capaz de se ligar ao promotor de ciclina A2 tanto in vitro quanto in vivo e
funciona como um repressor da expressao deste gene. Estes dados sugerem que o fator de
transcrigdo NFAT1 funciona como um repressor direto da progressao celular de linfocitos
através da regulacao da expressao de genes de ciclo celular.

Analises de bioinformdtica também identificaram 4 sitios de ligagao para NFAT (TTTCC
ou GGAAA) em uma regiao regulatoria do promotor murino de ciclina E2 (posi¢des -215, -325,
-480 e -555 em relag@o ao inicio de tradugdo) (Figura 27). Dentre os 4 sitios encontrados no
promotor murino de ciclina E2, somente 2 deles (posi¢des -215 e -480) estdo conservados tanto
no genoma de rato (R. norvegicus, Rn) como no genoma de humanos (H. sapiens, Hs) (Figura
27). Os outros dois sitios (posi¢des -325 e -555) estdo conservados somente no genoma de rato
(Figura 27). Ensaios de imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP) avaliaram a capacidade de
ligacdo de NFATI nesta regido regulatoria (Figura 28). Os pares de oligonucleotideos usados
foram desenhados de maneira a englobar todos os sitios de ligacdo para NFAT (Figura 28A). A
distdncia entre os quatro sitios induziu uma analise fragmentada em dois grupos, cada um
contendo dois sitios e nomeados como sitios proximais (E2 3’; amplicon de 299 pb englobando
os sitios -215 e -325) e distais (E2 5’; amplicon de 239 pb englobando os sitios -480 e -555) do
promotor de ciclina E2 (Figura 28A). Linfocitos T CD4" foram isolados de animais NFAT1+/+ e
estimulados in vitro durante 7 dias. Em seguida, as células foram cultivadas na auséncia de
estimulos ou estimuladas in vitro com PMA e lonomicina (PMA + Iono) durante 4 horas. O fator
de transcricdo NFATI1 foi capaz de se ligar a regido proximal do promotor de ciclina E2 (CicE2
37) apos o tratamento com PMA e lonomicina, mas ndo a regido distal (CicE2 5°) (Figura 28B,
painéis direito e esquerdo, respectivamente). Contudo, ndo se pode afirmar se a ligagdo de
NFAT1 ocorre especificamente em um dos dois sitios (ou mesmo nos dois) identificados nesta

regido regulatéria do promotor de ciclina E2 (sitios -215 e -325) (Figura 28A).
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Figura 5: Frequéncia celular de diferentes populacées linfocitirias avaliadas por citometria
de fluxo. Linfonodos totais (inguinais, braquiais, axilares e cervicais superficiais) foram isolados
de animais C57Bl/6 e marcados diretamente para as moléculas de superficie celular (painel
superior) ou purificados em diferentes populagdes linfocitarias através de separagdo por coluna
magnética e, em seguida, marcados para avaliacdo do grau de pureza (painéis inferiores). Os
anticorpos para marcagdo de superficie foram utilizados da seguinte forma: anti-B220-FITC e
anti-CD3-PE (painéis esquerdos) ou anti-CD8-FITC e anti-CD4-PE (painéis direitos). Os
numeros indicados representam as frequéncias celulares relativas de cada quadrante. Os
resultados sdo representativos de todos os experimentos realizados com as diferentes linhagens
de camundongos.
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Figura 6: Linfécitos T CD8" representam a principal fonte de IFN-y durante o estimulo
primario de células T. (A-D) Diferentes compartimentos celulares foram isolados de
camundongos NFATI1+/+ ¢ NFATI1-/-. As células (1x10° células/pogo) foram cultivadas sem
estimulos (PBS) ou estimuladas in vitro por 48 horas com anti-CD3 (1.0 ug/mL). Apds 48 horas,
os sobrenadantes das culturas foram recolhidos livres de células e testados para a presenga de
IFN-y por ELISA. (A) Linfonodo total; (B) Linfocitos T CD3"; (C) Linfocitos T CD4"; e (D)
Linfocitos T CD8". (E) Linfocitos T CD3" foram isolados de camundongos C57BI/6. As células
(1x10° células/pogo) foram estimuladas in vitro por 48 horas com anti-CD3 (1.0 pg/mL) e
marcadas tanto para moléculas de superficie (anti-CD4-FITC ou anti-CD8-FITC) quanto para
citocina intracelular (IFN-y-PE). Os nimeros indicados representam as frequéncias celulares
relativas de cada quadrante. Os resultados foram obtidos a partir de um conjunto de 3 animais e
sdo representativos de 3 experimentos independentes.
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Figura 7: Linfécitos T CD8" produzem IFN-y apés o estimulo do TCR. Linfocitos T CD8"
foram isolados de camundongos C57Bl/6. (A-C) As células (1x10° células/pogo) foram
cultivadas sem estimulos (PBS) ou estimuladas in vitro por 72 horas conforme indicado: anti-
CD3 (1.0 pg/mL); anti-CD28 (5.0 pg/mL); IL-12 (10 ng/mL); IL-18 (50 ng/mL); PMA (10 nM);
Ionomicina (Iono; 1.0 uM). A adi¢do de Ciclosporina A (CsA; 1.0 uM) ocorreu 15 minutos antes
de qualquer outro tratamento. Apds 72 horas, os sobrenadantes das culturas foram recolhidos
livres de células e testados para a presenga de IFN-y por ELISA. (D) As células (2x10°
células/pogo) foram cultivadas sem estimulos (PBS) ou estimuladas in vitro por 6 horas através
de anti-CD3 (1.0 pg/mL). A adi¢ao de Ciclosporina A (CsA; 1.0 uM) ocorreu 15 minutos antes
do estimulo com anti-CD3. O RNA total foi extraido e a expressdo de IFN-y foi avaliada através
do ensaio de protecdo a RNase (RPA). A normalizacdo das massas de RNA foi realizada através
da expressdo do gene ribosomal constitutivo L32. Os resultados foram obtidos a partir de um
conjunto de 3 animais e sdo representativos de no minimo 2 experimentos independentes.
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Figura 8: NFAT1 ¢ ativado e translocado para o niicleo de linfocitos T CD8" apos o influxo
de Ca*". Linfocitos T CD8" foram isolados de camundongos C57Bl/6 e cultivados sem estimulos
(PBS) ou estimulados in vitro por 15 minutos com lonomicina (Iono; 1.0 uM). A adi¢do de
Ciclosporina A (CsA; 1.0 uM) ocorreu 15 minutos antes do tratamento com lonomicina. (A)
Extratos protéicos totais ou nucleares (pain€is superior e inferior, respectivamente) foram
obtidos a partir de células T CD8" (2x10°) e analisados por Western blot usando anticorpo
policlonal anti-NFAT1 (anti-67.1). NFATI1, NFAT1 desfosforilado; NFATI1-P, NFATI
fosforilado. (B) As células (2x10°) foram fixadas, permeabilizadas ¢ a proteina NFATI foi
localizada por imunofluorescéncia através do anticorpo policlonal anti-NFAT1 (anti-67.1) e
anticorpo secundario conjugado a rodamina. As células foram fotografadas em microscopio de
fluorescéncia com objetiva de 100x. Os resultados foram obtidos a partir de um conjunto de 3
animais e sdo representativos de 2 experimentos independentes.
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Figura 9: Influxo de Ca’" induz a transativacio e a producio de IFN-y na linhagem celular
CTLL-R8". (A) Células CTLL-R8" (2x10° foram cultivadas sem estimulos (PBS) ou
estimuladas in vitro por 15 minutos com lonomicina (Iono; 1.0 uM). Em seguida, o extrato
protéico total foi obtido e analisado por Western blot usando anticorpo policlonal anti-NFAT]1
(anti-67.1). NFATI1, NFATI1 desfosforilado; NFAT1-P, NFAT1 fosforilado. (B) Células CTLL-
R8" (1x10° células/pogo) foram cultivadas sem estimulos ou estimuladas in vitro por 72 horas
com PMA (10 nM) e Ionomicina (Iono; 1.0 uM). Apos 72 horas, os sobrenadantes das culturas
foram recolhidos livres de células e testados para a presenca de IFN-y por ELISA. (C) Esquema
representativo do promotor murino de IL-2 fusionado ao gene repodrter de luciferase (Luc)
contendo 3 sitios de ligagdo para a proteina NFAT (3xNFAT-Luc). (D) Células CTLL-R8"
(2x10°) foram eletroporadas com a construgdo 3xNFAT-Luc (5.0 pg). Apos 24 horas, as células
foram cultivadas sem estimulos ou estimuladas in vitro por 16 horas com PMA (10 nM) e
Ionomicina (Iono; 1.0 uM). Em seguida, as células foram lisadas e a atividade de luciferase foi
dosada através de lumindometro e expressa em unidades relativas de luz (URL). Em todos os
experimentos, a adicao de Ciclosporina A (CsA; 1.0 uM) ocorreu 15 minutos antes de qualquer
outro tratamento. Todos os resultados sdo representativos de 3 experimentos independentes.
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Figura 10: NFAT transativa o promotor murino de IFN-y na linhagem celular CTLL-RS".
(A) Esquema representativo das diferentes construgdes do promotor murino de IFN-y fusionado
ao gene repoérter de luciferase (Luc) contendo sitios de ligagdo para a proteina NFAT: pIFN-y -
538 (promotor proximal de IFN-y); pIFN-y -108; pIFN-y -39; pIFN-y -538N160 (mutacdo
pontual na posi¢do -160); pIFN-y -538N280 (mutacdo pontual na posicdo -280); pIFN-y -
538N160/280 (mutacao dupla nas posicoes -160 e -280). Sitios de ligagdo para diferentes fatores
de transcricdo estdo indicados: NFAT, YY1, AP-1, AP-2. (B-D) Células CTLL-R8" (2x10°)
foram eletroporadas com diferentes construgdes do promotor de IFN-y (5.0 pg) conforme
indicado. Apos 24 horas, as células foram cultivadas sem estimulos ou estimuladas in vitro por
16 horas com PMA (10 nM) e/ou Ionomicina (Iono; 1.0 uM). A adicao de Ciclosporina A (CsA;
1.0 uM) ocorreu 15 minutos antes de qualquer outro tratamento. Em seguida, as células foram
lisadas e a atividade de luciferase foi dosada através de luminometro e expressa em unidades
relativas de luz (URL). Os resultados s3o representativos de no minimo 2 experimentos
independentes.
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Figura 11: NFAT1 ¢ essencial para a producio de IFN-y em linfocitos T CDS8". (A)
Linfocitos T CD3" foram isolados de camundongos NFAT1+/+ ¢ NFATI-/-. As células (1x10°
células/pogo) foram estimuladas in vitro por 72 horas com anti-CD3 (1.0 pg/mL) e marcadas
tanto para moléculas de superficie (anti-CD4-FITC ou anti-CD8-FITC) quanto para citocina
intracelular (IFN-y-PE). Os numeros indicados representam as frequéncias celulares relativas de
cada quadrante. (B) Linfocitos T CD8" foram isolados de camundongos NFAT1+/+ ¢ NFATI-/-
e as células (1x10° células/pogo) foram estimuladas in vitro com anti-CD3 (1.0 pg/mL) durante
os tempos indicados. Em seguida, os sobrenadantes das culturas foram recolhidos livres de
células e testados para a presenca de IFN-y por ELISA. Os numeros indicados representam as
frequéncias celulares relativas de cada quadrante. Os resultados foram obtidos a partir de um
conjunto de 3 animais e sdo representativos de 3 experimentos independentes.
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Figura 12: Expressio de Eomesodermina é semelhante entre linfécitos T CD8" de animais
NFAT1+/+ e NFAT1-/-. Linfocitos T CD8" foram isolados de camundongos NFATI1+/+ e
NFATI-/- e as células (2x10° células/pogo) foram estimuladas in vitro com anti-CD3 (1.0
ug/mL) durante os tempos indicados. Em seguida, o RNA total foi extraido e a expressdao de
Eomesodermina (Eomes) foi detectada por RT-PCR. A normalizacdo das massas de RNA foi
realizada através da expressdo do gene constitutivo de gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH). Os resultados foram obtidos a partir de um conjunto de 3 animais e sdo
representativos de 2 experimentos independentes.
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Figura 13: Produciio de IFN-y por linfécitos T CD8" induz a diferenciaciio de linfécitos T
CD4" para o tipo Thl. (A) Esquema representativo do protocolo de diferenciacio de linfocitos
T CD4" na presenca de linfocitos T CD8". (B) Linfécitos T CD4" (3x10° células/poco) foram
isolados de camundongos C57BIl/6 e estimulados in vitro por 72 horas com anti-CD3 (1.0
png/mL) juntamente com linfocitos T CD8" (1.5x10° células/pogo) de animais normais (IFN-
y+/+) ou deficientes (IFN-y-/-) para IFN-y. No final de 3 dias, as células foram cultivadas na
auséncia de estimulos e na presenca de IL-2 (20 U/mL) por 48 horas (Repouso). Em seguida, os
linfécitos T CD4" foram novamente purificados e cultivados sem estimulos (PBS) ou
estimulados in vitro por 48 horas com anti-CD3 (1.0 ng/mL). Apos 48 horas, os sobrenadantes
das culturas foram recolhidos livres de células e testados para a presenga de IFN-y e IL-4 por
ELISA. Os resultados foram obtidos a partir de um conjunto de 3 animais e sdo representativos
de 2 experimentos independentes.



63

Dias
-10 0 Delecdo de T CD8* 14 15 17
l | | | |
| | | | |
Delegéo de T CD8* Sensibilizacdo Desafio T
100ug anti-CD8/animal subcutanea intrapleural Analise
5 injegbes a cada 2 dias (OVA + CFA) (PBS ou OVA)
(NFAT1+/+ + anti-CD8) Contagem de eosindfilos
ELISA para IFN-y e IL-4
NFAT1- CDB8o:-/- IFN-y-/-
_ T5ICONFATI++ . _ 15 cDsa++ * 209 N+
2z == NFAT1+/+ + anti-CD8 ] B CD8a.-/- ) I IFN-y-/- *
& B NFAT1/- & L
8§ s0- . 8§ 50 8%
53 33 53
E E g3 10]
i 0;8 25 i “;8 25 8 ‘;8
2 ° 2 5
X ﬁ X X
Y - o
PBS OVA PBS OVA PBS OVA

Figura 14: Producio de IFN-y por linfécitos T CD8" controla a migracdo de eosinéfilos em
um modelo de inflamacdo alérgica in vivo. (A) Esquema representativo do modelo de
inflamacao alérgica in vivo. (B) Diferentes linhagens de camundongos (NFAT1, CD8a e IFN-y)
foram sensibilizadas por via subcutanea na pata com ovalbumina (OVA; 200 pg) na presenga de
adjuvante completo de Freund (CFA). Apos 14 dias, os animais foram desafiados na pleura com
PBS ou OVA (12 pg). Em 24 horas, a cavidade toraxica foi lavada e avaliada para a contagem
diferencial de leucocitos através de coloragdo com Giemsa. Para a delegdo do compartimento T
CD8" em animais NFATI1+/+ (NFAT1+/+ + anti-CDS8), o anticorpo monoclonal anti-CD8
(53.6.7; 100 pg/animal) foi administrado por via endovenosa na cauda a cada 2 dias, iniciado 10
dias antes da sensibilizacdo e mantido durante todo o experimento. A eficiéncia da delecdo foi
avaliada por citometria de fluxo e indicou uma frequéncia relativa menor do que 3% de linfocitos
T CD8" nos linfonodos (dado ndo mostrado). Os resultados estio expressos em média + EPM (n
= 5) e sdo representativos de 2 experimentos independentes. *, estatisticamente diferente de
animais selvagens desafiados com OVA (p < 0.05); +, estatisticamente diferente de animais
selvagens deletados de linfocitos T CD8" (NFAT1+/+ + anti-CD8) e desafiados com OVA (p <
0.05).
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Figura 15: Producio de IFN-y por linfécitos T CD8" regula o padrio de citocinas durante a
resposta alérgica in vivo. Diferentes linhagens de camundongos (NFAT1, CD8a e IFN-y) foram
sensibilizadas por via subcutanea na pata com ovalbumina (OVA; 200 ng) na presenca de
adjuvante completo de Freund (CFA). Ap6s 14 dias, os animais foram desafiados na pleura com
PBS ou OVA (12 pg). Em 24 horas, os linfonodos drenantes da pata (popliteos e inguinais)
foram isolados, e as células (2x10° células/pogo) foram cultivadas sem estimulos (PBS) ou
estimuladas in vitro por 48 horas com anti-CD3 (1.0 pg/mL). Os sobrenadantes das culturas
foram recolhidos livres de células e testados para a presenca de IFN-y e IL-4 por ELISA. Os
resultados estdo expressos em média + EPM (n = 5) e sdo representativos de 2 experimentos
independentes. *, estatisticamente diferente de animais selvagens desafiados com OVA (p <
0.05); +, estatisticamente diferente de animais selvagens deletados de linfocitos T CD8"
(NFAT1+/+ + anti-CD8) e desafiados com OVA (p < 0.05).
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Figura 16: Linfocitos NFAT1-/- hiperproliferam durante o desafio in vitro. Camundongos
selvagens ou deficientes para NFATI foram sensibilizados por via subcutanea na pata com
ovalbumina (OVA; 200 pg) na presenca de adjuvante completo de Freund (CFA). Apos 14 dias,
os linfonodos drenantes (popliteos e inguinais) foram isolados e as células cultivadas in vitro
conforme descrito a seguir. (A) Linfonodos totais (2x10° células/pogo) foram cultivados sem
estimulos (PBS) ou estimulados in vitro com OVA (0.5 mg/mL) na presenca de *H-timidina (5.0
uCi/mL) por 12 horas e recolhidos nos tempos indicados. Em seguida, a incorporacdo de *H-
timidina foi dosada através de um contador de particulas B e expressa em contagens por minuto
(CPM). Os resultados estdo expressos em média + EPM (n = 3) e sdo representativos de 3
experimentos independentes. *, estatisticamente diferente de animais selvagens (NFATI1+/+)
desafiados com OVA (p < 0.05). (B) Linfonodos totais (1x10’/mL) foram marcados com CFSE
(5.0 uM) por 15 minutos a 37°C. As células (1x10° células/pogo) foram estimuladas in vitro com
anti-CD3 (1.0 pug/mL) e analisadas por citometria de fluxo durante os tempos indicados. Os
resultados foram obtidos a partir de um conjunto de 3 animais e sdo representativos de 3
experimentos independentes.
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Figura 17: Hiperproliferaciio de linfocitos NFAT1-/- ndo esta restrita a um compartimento
celular especifico. Camundongos selvagens ou deficientes para NFAT1 foram sensibilizados por
via subcutanea na pata com ovalbumina (OVA; 200 ug) na presenga de adjuvante completo de
Freund (CFA). Apos 14 dias, os linfonodos drenantes (popliteos e inguinais) foram isolados e as
células (1x107/mL) foram marcadas com CFSE (5.0 pM) por 15 minutos a 37°C. As células
(1x10° células/pogo) foram estimuladas in vitro com anti-CD3 (1.0 pug/mL) durante os tempos
indicados. Apos o tempo de estimulo, as células foram marcadas para as moléculas de superficie
com anticorpos anti-CD4-PE (painel superior), anti-CD8-PE (painel mediano) ou anti-B220-PE
(painel inferior) e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados foram obtidos a partir de um
conjunto de 3 animais e sdo representativos de 3 experimentos independentes.
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Figura 18: Hiperproliferacio de linfocitos NFAT1-/- independe da alta producio de IL-4.
Camundongos selvagens ou deficientes para NFAT1 foram sensibilizados por via subcutanea na
pata com ovalbumina (OVA; 200 ng) na presenca de adjuvante completo de Freund (CFA).
Apos 14 dias, os linfonodos drenantes (popliteos e inguinais) foram isolados e as células foram
cultivadas in vitro conforme descrito a seguir. (A) As células (2x10° células/pog¢o) foram
cultivadas sem estimulos (PBS) ou estimuladas in vitro com OVA (0.5 mg/mL) por 72 horas. Em
seguida, os sobrenadantes das culturas foram recolhidos livres de células e testados para a
presenca de IL-4 por ELISA. (B) As células (2x10° células/pogo) foram estimuladas in vitro com
OVA (0.5 mg/mL) na auséncia ou na presenca de anticorpo anti-IL-4 (11B11; 20, 100 ou 200
pg/mL). As células foram cultivadas na presenca de *H-timidina (5.0 pCi/mL) por 12 horas e
recolhidas apos 72 horas de estimulo. Em seguida, a incorporagdo de *H-timidina foi dosada
através de um contador de particulas 3 e expressa em contagens por minuto (CPM). Os
resultados estdo expressos em média + EPM (n = 3) e sdo representativos de 3 experimentos
independentes. *, estatisticamente diferente de animais selvagens (NFAT1+/+) desafiados com
OVA (p <0.05).
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Figura 19: Linfécitos NFAT1-/- superexpressam diferentes genes de ciclinas. Camundongos
selvagens ou deficientes para NFAT1 foram sensibilizados por via subcutanea na pata com
ovalbumina (OVA; 200 pg) na presenca de adjuvante completo de Freund (CFA). Apos 14 dias,
os linfonodos drenantes (popliteos e inguinais) foram isolados e as células (2x10” células/poco)
foram estimuladas in vitro com OVA (0.5 mg/mL) por 24 horas. Em seguida, o RNA total foi
extraido e a expressao dos genes de ciclinas foi avaliada através do ensaio de prote¢ao a RNase
(RPA). A normalizagdo das massas de RNA foi realizada através da expressdo dos genes
constitutivos ribosomal .32 e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH). Os resultados
foram obtidos a partir de um conjunto de 3 animais e sdo representativos de 3 experimentos
independentes.
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Figura 20: Linfocitos NFAT1-/- hiperproliferam durante o estimulo primario in vitro.
Linfonodos totais (inguinais, braquiais, axilares e cervicais superficiais) foram isolados de
animais selvagens ou deficientes para NFATI e as células foram cultivadas in vitro conforme
descrito a seguir. (A) As células (2x10° células/poco) foram cultivadas sem estimulos (PBS) ou
estimuladas in vitro com anti-CD3 (1.0 pg/mL) durante os tempos indicados. As células foram
cultivadas na presenga de *H-timidina (5.0 pCi/mL) por 12 horas e recolhidas nos tempos
indicados. Em seguida, a incorporagdo de *H-timidina foi dosada através de um contador de
particulas B e expressa em contagens por minuto (CPM). (B) As células (1x10’/mL) foram
marcadas com CFSE (5.0 puM) por 15 minutos a 37°C. Em seguida, as células (1x10°
células/pogo) foram estimuladas in vitro com anti-CD3 (1.0 pg/mL) e analisadas por citometria
de fluxo durante os tempos indicados. Os resultados foram obtidos a partir de um conjunto de 3
animais e sdo representativos de 3 experimentos independentes.
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Figura 21: Enriquecimento de linfocitos NFAT1-/- em fases S e G,/M do ciclo celular apos o
estimulo primario in vitro. Linfonodos totais (inguinais, braquiais, axilares e cervicais
superficiais) foram isolados de animais selvagens ou deficientes para NFAT1. As células (1x10°
células/pogo) foram estimuladas in vitro com anti-CD3 (1.0 pg/mL) durante os tempos
indicados. Em seguida, as células foram marcadas com Iodeto de Propideo por 15 minutos a 4°C,
e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados foram obtidos a partir de um conjunto de 3
animais e sdo representativos de 3 experimentos independentes.
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Figura 22: Identificacio de uma regiao repressora no promotor murino de ciclina A2. (A)
Esquema representativo das diferentes construgdes do promotor murino de ciclina A2 (CicA2),
fusionado ao gene reporter de luciferase (Luc): CicA2 -862; CicA2 -576; CicA2 -302; CicA2 -
24; CicA2 -862 A-576,-302 (delecdo entre os sitios -576 e -302). (B) Células Jurkat (3x10°)
foram eletroporadas com diferentes constru¢des do promotor de ciclina A2 (3.0 pg) conforme
indicado. Ap6s 24 horas, as células foram estimuladas in vitro por 16 horas com PMA (10 nM) e
Ionomicina (Iono; 1.0 uM). Em seguida, as células foram lisadas e a atividade de luciferase foi
dosada através de lumindmetro e expressa em unidades relativas de luz (URL). Os resultados sdo
representativos de 2 experimentos independentes.
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Figura 23: Localizacio de um sitio de ligacio para NFAT na regido repressora do
promotor murino de ciclina A2. Uma sequéncia gendmica parcial do promotor murino de
ciclina A2 (entre os sitios -576 e -302) foi alinhada com sequéncias gendmicas dos promotores
de ciclina A2 de outros organismos através do programa ClustalW versao 1.82. Um sitio de
ligagdo para o fator de transcricdo NFAT (TTTCC/GGAAA) foi identificado na posicdo -460 do
promotor murino através do programa Matlnspector versao 5.0. Os sitios que apresentam
similaridade de 66% (ou maior) entre os organismos foram marcados por caixas pretas. Mm, M.
musculus; Rn, R. norvegicus; Hs, H. sapiens.
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Figura 24: NFAT1 é capaz de se ligar ao promotor murino de ciclina A2 in vitro. (A) O
dominio de ligacdo ao DNA (DBD) da proteina NFATI1 foi incubado por 20 minutos a
temperatura ambiente com oligonucleotideos marcados radioativamente (IL-2; CicA2; CicA2
Mut). Os complexos DNA-proteina foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida
ndo-desnaturante 4% e visualizados por exposi¢ao a autoradiograma. Ensaios de competicao
foram realizados com oligonucleotideos ndo marcados radioativamente (oligo frio) conforme
indicado. (B) Extratos nucleares protéicos foram obtidos a partir de células Jurkat (2x107)
cultivadas sem estimulos (PBS) ou estimuladas in vitro por 1 hora com Ionomicina (Iono; 1.0
uM). A adi¢do de Ciclosporina A (CsA; 1.0 uM) ocorreu 15 minutos antes do tratamento com
Ionomicina. Em seguida, os extratos protéicos foram incubados por 20 minutos a temperatura
ambiente com o oligonucleotideo do promotor de ciclina A2 (CicA2) marcado radioativamente.
Os complexos DNA-proteina foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida nao-
desnaturante 4% e visualizados por exposi¢do a autoradiograma. Os resultados sdo
representativos de 3 experimentos independentes.
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Figura 25: NFATI1 é capaz de se ligar ao promotor murino de ciclina A2 in vivo. (A)
Esquema representativo do par de oligonucleotideos (setas) englobando o sitio de ligacdo para
NFAT no promotor murino de ciclina A2. O tamanho do produto de PCR esta indicado: CicA2
209 pb. (B) Linfécitos T CD4" foram isolados de camundongos NFAT1+/+ e NFATI-/- e
estimulados in vitro por 7 dias com anti-CD3 (0.25 pg/mL). Apds 1 semana, as células (6x10)
foram cultivadas sem estimulos ou tratadas in vitro por 4 horas conforme indicado: PMA (10
nM); Ionomicina (Iono; 1.0 uM); Ciclosporina A (CsA; 1.0 uM). Em seguida, a cromatina foi
isolada, fragmentada e imunoprecipitada através de anticorpos anti-NFAT1 (anti-67.1 e anti-
T2B1) ou anti-histona H4 acetilada (anti-H4ac). Antes da imunoprecipitagio, a cromatina isolada
foi referida como controle positivo (INPUT). O controle negativo da imunoprecipitacdo foi
realizado na auséncia de quaisquer anticorpos (Sem anticorpo). A cromatina imunoprecipitada
foi usada como molde para a rea¢do de PCR realizada com o par de oligonucleotideos indicado.
Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 2% corado com Brometo de Etideo
(0.5 pg/mL) através de transiluminador. Os resultados foram obtidos a partir de um conjunto de
2 animais e sdo representativos de 2 experimentos independentes.
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Figura 26: NFATI1 é um repressor da expressio do promotor murino de ciclina A2. (A)
Esquema representativo do promotor murino de IL-2 fusionado ao gene repodrter de luciferase
(Luc) contendo 3 sitios de ligagdo para a proteina NFAT (3xNFAT-Luc). (B) Células Jurkat
(3x10°) foram co-transfectadas com a construgdo 3XxNFAT-Luc (5.0 pg) e um vetor de expressio
controle (Vetor) ou um vetor de expressdo para NFAT1 (NFATI1) (30 pg). (C) Esquema
representativo do promotor murino de ciclina A2 fusionado ao gene reporter de luciferase (Luc)
contendo 1 sitio de ligagdo para a proteina NFAT na posi¢ao -460 (CicA2 -576). (D) Células
Jurkat (3x10°) foram co-transfectadas com a construcio CicA2 -576 (5.0 pg) e um vetor de
expressdo controle (Vetor) ou um vetor de expressdo para NFAT1 (NFAT1) (30 pg). (B e D)
Passadas 24 horas da transfec¢do, as células foram cultivadas sem estimulos ou estimuladas in
vitro por 16 horas com PMA (10 nM) e Ionomicina (Iono; 1.0 uM). A adigdo de Ciclosporina A
(CsA; 1.0 uM) ocorreu 15 minutos antes de qualquer outro tratamento. Em seguida, as células
foram lisadas e a atividade de luciferase foi dosada através de lumindmetro e expressa em
unidades relativas de luz (URL). Os resultados sdo representativos de 2 experimentos
independentes.
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Figura 27: Localizacido de quatro sitios de ligacio para NFAT em uma regido regulatoria
do promotor murino de ciclina E2. Uma sequéncia gendmica parcial do promotor murino de
ciclina E2 (entre os sitios -565 e -170) foi alinhada com sequéncias genomicas dos promotores
de ciclina E2 de outros organismos através do programa ClustalW versao 1.82. Quatro sitios de
ligacdo para o fator de transcrigdo NFAT (GGAAA ou TTTCC) foram identificados nas posi¢oes
-215, -325, -480 e -555 em uma regido regulatéria do promotor murino de ciclina E2 através do
programa Matlnspector versdo 5.0. Os sitios que apresentam similaridade de 66% (ou maior)
entre os organismos foram marcados por caixas pretas. O inicio de traducdo do gene de ciclina
E2 foi considerado como o sitio +1. Mm, M. musculus; Rn, R. norvegicus; Hs, H. sapiens.
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Figura 28: NFAT1 é capaz de se ligar a uma regiao regulatéria do promotor murino de
ciclina E2 in vivoe. (A) Esquema representativo dos pares de oligonucleotideos (setas)
englobando os sitios de ligagao para NFAT na regido regulatéria do promotor murino de ciclina
E2. Os tamanhos dos produtos de PCR estdo indicados: CicE2 5° 239 pb (sitios distais); CicE2 3’
299 pb (sitios proximais). O inicio de traducdo do gene de ciclina E2 (ATG) foi considerado
como o sitio +1. (B) Linfécitos T CD4  foram isolados de camundongos NFATI1+/+ e
estimulados in vitro por 7 dias com anti-CD3 (0.25 pg/mL). Apés 1 semana, as células (6x107)
foram cultivadas sem estimulos ou estimuladas in vitro por 4 horas com PMA (10 nM) e
Ionomicina (Iono; 1.0 puM). Em seguida, a cromatina foi isolada, fragmentada e
imunoprecipitada através de anticorpos anti-NFAT1 (anti-67.1 e anti-T2B1) ou anti-histona H4
acetilada (anti-H4ac). Antes da imunoprecipitagdo, a cromatina isolada foi referida como
controle positivo (INPUT). O controle negativo da imunoprecipitacdo foi realizado na auséncia
de quaisquer anticorpos (Sem anticorpo). A cromatina imunoprecipitada foi usada como molde
para a reagao de PCR realizada com os pares de oligonucleotideos indicados. Os produtos de
PCR foram visualizados em gel de agarose 2% corado com Brometo de Etideo (0.5 pg/mL)
através de transiluminador. Os resultados foram obtidos a partir de um conjunto de 2 animais e
sdo representativos de 2 experimentos independentes.
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5. DISCUSSAO

Os fatores de transcri¢ao da familia NFAT participam de diversos fendmenos biologicos
celulares. Neste trabalho, foi demonstrado que a proteina NFATI1 ¢é capaz de controlar a
diferenciagdo e a proliferacdo de linfocitos. Mais especificamente, que o NFATI1 induz a
produgio de IFN-y em células T CD8" e reprime a expressdo de ciclina A2 em linfécitos. Por ser
um fator de transcri¢do, o NFATI regula a expressdo destes genes durante a etapa de transcri¢ao
génica, onde pode atuar como ativador ou repressor transcricional. De maneira geral, estes
mecanismos de regulacdo se refletem tanto na geracdo da resposta imune (diferenciacdo) quanto
na progressao do ciclo celular (proliferacdo). Nesta se¢do, serdo discutidos alguns dos
mecanismos e efeitos biologicos relacionados com a participagdo de NFAT1 nos processos de
diferenciagdo e proliferacao linfocitéria.

Diversos fatores de transcri¢do sdo capazes de regular a expressao de IFN-y em linfocitos,
como NFxB, NFAT, AP-1, YY1, STAT4 e T-bet (Sica et al., 1997; Sweetser et al., 1998; Carter
e Murphy, 1999; Szabo et al., 2002). A maior parte deles foi caracterizada em linhagens
celulares ou em linfécitos T CD4" e pouco se sabe sobre sua influéncia em linfécitos T CDS'.
Inicialmente, efeitos parciais na expressdao de IFN-y foram atribuidos as proteinas NFxB e
STAT4 (Sica et al., 1997; Carter e Murphy, 1999). A identificagdo de T-bet, o regulador central
do fenotipo Thl, demonstrou que a producao de IFN-y é totalmente dependente deste fator em
células T CD4" (Szabo et al., 2000 e 2002). Contudo, linfocitos T CD8" produzem niveis
normais de IFN-y na auséncia desta proteina, indicando que T-bet ndo regula a producao de IFN-
v nestas células (Szabo et al., 2002). Recentemente, o fator de transcrigdo Eomesodermina se
mostrou responsavel pela producio de IFN-y em linfécitos T CD8" ativados, mas sua expressio
em células T CD8" indiferenciadas (“naive”) ¢ relativamente baixa (Pearce ef al., 2003). Ainda

assim, todos estes fatores de transcricdo sdo ativados por vias de sinalizagdo de citocinas e
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portanto dependem exclusivamente do microambiente em que as células se encontram, € nao do
estimulo do complexo TCR (primeiro sinal). A ativacdo de T-bet ¢ Eomesodermina ¢ dependente
de IFN-y, ao passo que a ativagdo de STAT4 ¢ dependente de IL-12 (Szabo et al., 2003; Pearce
et al., 2003). Por outro lado, os fatores de transcri¢ao da familia NFAT sdo rapidamente ativados
apos a estimulacdo do TCR e representam fortes candidatos a regulacdo inicial de IFN-y em
linfocitos T CD8" (Rao et al., 1997; Macian, 2005).

De fato, o promotor de IFN-y apresenta 3 sitios de ligacdo para NFAT em sua regidao
proximal. A integridade destes sitios ¢ necessaria para a producdo de IFN-y em linhagens
celulares e linfocitos T (Sica et al., 1997; Sweetser et al., 1998). A auséncia da proteina NFAT1
compromete a produ¢do de IFN-y em células T CD4" (Kiani et al., 2001). Além destes 3 sitios,
uma regido regulatoria distal do promotor de IFN-y também foi identificada como alvo de
ligagdo para NFATI1 e T-bet em células T CD4" (Lee et al., 2004). Contudo, nenhuma evidéncia
havia indicado até o momento a importancia de proteinas NFAT na producao de IFN-y em
linfocitos T CD8". A simples indugio do influxo de Ca®" foi suficiente para ativar NFATI e
estimular a produgdo de IFN-y em células T CDS8" (Figuras 7-9). Além disso, linfocitos T CD8"
deficientes para NFAT1 nao produzem IFN-y quando ativados através do TCR (Figura 11).
Desta forma, pode-se concluir que o fator de transcricdo NFAT]1 ¢ essencial para a producao de
IFN-y durante o estimulo primério de linfocitos T CD8" indiferenciados (“naive”). O IFN-y é
uma citocina fundamental durante a geragdo de uma resposta imune eficiente e pode atuar na
resolucdo de doencas alérgicas, no controle de infeccdes causadas por parasitas intracelulares e
na formacao de uma resposta imune anti-tumoral (Kemeny, 1998; Harty et al., 2000; Ikeda et al.,
2002).

O IFN-y ¢ imprescindivel para a imunidade adaptativa, principalmente como modulador
da resposta Th1/Th2 no momento do reconhecimento antigénico (Szabo et al., 2003). Esta

citocina ¢ capaz de induzir a producdo de IL-12 em células APC (Hayes et al., 1995; Ma et al.,
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1996) e a expressdo do receptor de IL-12 (IL-12RB2) em células T CD4", tornando-as sensiveis a
IL-12 produzida pela APC (Mullen et al., 2001; Afkarian et al., 2002). Estes dois mecanismos
sdo cruciais para o desenvolvimento do fenotipo Thl (Seder et al., 1993; Bradley et al., 1996;
Wenner et al., 1996). Algumas células mieldides, como as células dendriticas e os macrofagos,
representam fontes primdrias de IFN-y e IL-12 durante a imunidade inata (Boehm et al., 1997;
Szabo et al., 2003). Além disso, células NK também podem funcionar como fontes de IFN-y
durante a diferenciacdo Thl (Martin-Fontecha et al., 2004). No estimulo primdrio de células T,
linfécitos T CD8" representam a principal fonte de IFN-y, mas ndo células T CD4" (Figuras 6E e
11A). Esta produgio de IFN-y por células T CD8" solidifica o desenvolvimento do fenotipo Thl
de células T CD4" (Figuras 13 e 15). De fato, foi demonstrado que a producio de IFN-y por
linfocitos T CD8" induz diretamente a polarizagdo Thl e também a producdo de IL-12 em APCs
(Das et al., 2001). Portanto, o compartimento celular T CD8" representa uma fonte inicial de
IFN-y durante a resposta imune adaptativa que ¢ capaz de induzir e/ou reforcar a diferenciacao
de linfocitos T CD4" para o fenétipo Thl.

O IFN-y produzido por linfécitos T CD8" também pode inibir a migragio de eosinofilos,
modulando a inflamagao alérgica in vivo (Figura 14; Kemeny, 1998). A transferéncia de
linfocitos T CD8" reprime o infiltrado eosinofilico e a secregdo de muco em modelos murinos de
inflamacao alérgica (Suzuki et al., 1999 e 2002). Os animais deficientes para NFAT1 apresentam
baixos niveis de citocinas Thl, altos niveis de citocinas Th2 e uma grande quantidade de
eosinofilos na cavidade pleural quando desafiados com OV A (Figuras 14 e 15; Xanthoudakis et
al., 1996; Kiani et al., 1997). Uma vez que a produgio de IFN-y em células T CD8" é dependente
de NFAT]I, a eosinofilia observada em camundongos NFAT1-/- pode ser uma consequéncia da
incapacidade de gerar uma resposta Thl eficiente (ou mesmo de bloquear a resposta Th2) através
da produgdo de IFN-y por linfécitos T CD8'. Animais deficientes para IFN-y ou para o

compartimento celular T CD8" também apresentam grandes quantidades de eosinofilos na
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cavidade pleural se comparados com animais controles (Figura 14; Coyle et al., 1996; Suzuki et
al., 2002). Igualmente, animais deficientes para T-bet produzem baixos niveis de IFN-y e
desenvolvem alergia espontaneamente (Finotto et al., 2002). Em humanos, uma deficiéncia na
produgdo de IFN-y predispde ao desenvolvimento de quadros alérgicos (Leonard et al., 1997,
Renzi et al., 1999). Portanto, o IFN-y e os linfocitos T CD8" sdo controladores da migracdo de
eosindfilos e da resposta imune Th in vivo (Figuras 13-15; Kemeny, 1998). Alguns autores
propdem que a inducdo de respostas Thl confere prote¢do contra doengas de base Th2 como
asma e alergia. Entretanto, outros trabalhos demonstraram que linfocitos T CD8" e fatores de
transcricdo da familia NFAT podem funcionar como indutores da inflamagdo alérgica,
contrariando as evidéncias anteriores (Hamelmann et al., 1996; Diehl et al., 2004; Miyahara et
al., 2004).

Os efeitos supressores do IFN-y na alergia podem ser explicados através de diversos
mecanismos. E mais provavel que o IFN-y atue nos momentos iniciais do desenvolvimento do
fenétipo Thl e/ou da repressdo do fenétipo Th2 de células T CD4" indiferenciadas (“naive”)
(Szabo et al., 2003). Além disso, o IFN-y também pode reprimir a produgdo de citocinas Th2 em
células ja diferenciadas, inibindo indiretamente alguns de seus efeitos, como o recrutamento e a
ativacdo de eosinofilos (Iwamoto et al., 1993; Szabo et al., 2000; Elser et al., 2002). Contudo,
alguns trabalhos demonstram que o IFN-y também pode inibir diretamente a ativagdo, a
diferenciacdo e a infiltracdo de eosindfilos para o local da inflamagdo. A eotaxina (CCLI11) ¢
uma quimiocina fundamental para o recrutamento de eosinéfilos, ao passo que a quimiocina Mig
(“Monokine Induced by IFN-y” ou CXCL9) apresenta um efeito contrario (Wills-Karp, 1999;
Renault, 2001). O IFN-y ¢é capaz de reprimir o receptor de eotaxina (CCR3) e induzir a producao
de Mig, impedindo assim a migracdo e a diferenciagdo de eosindfilos para o sitio inflamatoério
(Lamkhioued et al., 2003; Fulkerson et al., 2004). O IFN-y pode ainda modular a troca de classe

de imunoglobulina em linfocitos B (Boehm et al., 1997). Através da inibicdo da producao de
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IgE, o IFN-y diminui a liberagdo de mediadores inflamatdrios e fatores quimiotaticos. Além
disso, o IFN-y também pode favorecer a producao de IgG frente a IgE, facilitando a fagocitose
de antigenos (Boehm et al., 1997; Sehra et al., 2003). Por tltimo, o IFN-y pode ainda exercer um
papel pro-apoptotico no quadro alérgico. Alguns trabalhos demonstram que o IFN-y induz a
morte de linfécitos T e eosinodfilos através da expressao de caspase-8 e CD95 (Fas), suprimindo a
evolugdo da inflamacgao alérgica (Luttmann et al., 2000; Refaeli et al., 2002; Kodama et al.,
2003).

Além de modular respostas alérgicas, o IFN-y ¢ fundamental durante o controle de
infecgdes causadas por patdgenos intracelulares como Mycobacterium, Listeria e Leishmania
(Dalton et al., 1993; Huang et al., 1993; Wang et al., 1994). A resisténcia ou suscetibilidade a
infeccdo por L. major esta diretamente relacionada com a resposta imune protetora do tipo Thl
ou com a resposta indutora de doenca Th2, respectivamente (Reiner e Locksley, 1995; Sacks e
Noben-Trauth, 2002). Diversos trabalhos demonstraram a importdncia do IFN-y durante a
resolucdo da infec¢do por L. major, seja na ativacdo de macrofagos ou na diferenciacdo de
linfocitos T CD4" (Scott, 1991; Wang et al., 1994; Reiner e Locksley, 1995). Da mesma
maneira, animais deficientes para o fator de transcrigdo NFAT1 produzem niveis reduzidos de
IFN-y e sdo suscetiveis a infeccdo por L. major (Xanthoudakis et al., 1996, Kiani et al., 1997).
Recentemente, o envolvimento de linfécitos T CD8" no controle da infeccdo por L. major foi
confirmado. Apo6s a ativagdo, estas células produzem altos niveis de IFN-y, induzindo a
diferenciacdo Thl e inibindo a resposta Th2 de células T CD4" (Farrell ez al., 1989; Miiller et al.,
1993; Belkaid et al., 2002; Uzonna et al., 2004). O IFN-y produzido por linfécitos T CD8"
também ¢ capaz de controlar infec¢des virais e infecgdes causadas por outros patdgenos, como
Plasmodium e Trypanosoma, agentes causadores da malaria e doenca de Chagas,
respectivamente (Good e Doolan, 1999; Harty et al., 2000; Martin e Tarleton, 2004). Resultados

contrarios indicam que a resolugdo da infecgdo por L. major nio depende de células T CD8"



&3

(Wang et al., 1993; Huber et al., 1998). Mesmo assim, tanto a ativa¢do de linfocitos T CDS8"
quanto a consequente producdo de IFN-y sdo consideradas pegas centrais para o
desenvolvimento de vacinas e imunoterapias efetivas contra diversos patdgenos (Zinkernagel,
2003).

Diversos trabalhos ja demostraram o papel do IFN-y na supressdo de tumores. O IFN-y
pode regular o crescimento e a sobrevivéncia de células tumorais, inibir a angiogénese, ¢ ainda
induzir uma resposta imune anti-tumoral (Ikeda et al., 2002; Dunn et al., 2004). De fato, a
auséncia de IFN-y, ou uma das moléculas envolvidas em sua via de sinalizacdo (IFN-yR e
STATI1, salvo T-bet), confere maior suscetibilidade ao aparecimento de tumores em
camundongos, sejam eles espontaneos ou induzidos por carcindgenos (Kaplan et al., 1998;
Shankaran et al., 2001; Street et al., 2001 e 2002; Peng et al., 2004). Da mesma forma, animais
deficientes para NFATI sdo mais suscetiveis a formagdo de sarcomas induzidos pelo
carcindgeno metilcolantreno (MCA) quando comparados com animais selvagens (Werneck e
Viola, dados ndo mostrados). O IFN-y apresenta func¢do anti-proliferativa e pré-apoptotica em

KIPl) e

células tumorais ja que induz através de STATI a expressdo de CDKIs (p21VATCPl ¢ p27
moléculas de morte celular (caspase-1 e Fas/FasL), respectivamente (Chin et al., 1996 e 1997;
Mandal et al., 1998; Xu et al., 1998). Durante a resposta imune anti-tumoral, o IFN-y exerce uma
sériec de funcodes efetoras. Entre elas, destaca-se a ativacdo de células NK, NKT, CTLs e
macrofagos, o aumento da imunogenicidade tumoral e a modulagdo da resposta imune Th (Ikeda
et al., 2002; Dunn et al., 2004). Pouco se sabe sobre a origem do IFN-y durante a imunidade
anti-tumoral. Até o momento, as células NK e os linfocitos T y5 e T CD8" representam as
principais fontes (Shankaran et al., 2001; Gao et al., 2003; Street et al., 2004). Uma vez que a
producdo de IFN-y em linfocitos T CD8" é dependente de NFAT1, esta proteina poderia exercer
um papel indireto na supressdo de tumores a partir de células T CD8" ou outros compartimentos

celulares. Contudo, poucas evidéncias sugerem que os fatores de transcricdo NFAT estejam
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envolvidos com o potencial citotoxico ou anti-tumoral (Haddad et al., 1993; Peng et al., 2001).
Independente desta hipotese, um numero crescente de trabalhos indica a participagdo direta de
NFAT tanto na proliferacao celular como no processo tumorigénico. O papel das proteinas
NFAT nestes fendomenos serd discutido a seguir.

Os membros da familia NFAT sdo reguladores da proliferagdo em diversos tipos
celulares, como queratinécitos, adipocitos, células musculares e linfocitos (Santini et al., 2001;
Baksh et al., 2002; Neal e Clipstone, 2003; Lipskaia e Lompré, 2004). Apesar de serem ativadas
pela mesma via de sinalizagdo (Ca®"/calcineurina), as proteinas NFAT1-4 regulam a progressdo
celular de maneira diferente. Enquanto o fator de transcricdio NFAT1 & um repressor da
proliferacdo, os membros NFAT2, 3 e¢ 4 aceleram a progressao do ciclo celular (Horsley e
Pavlath, 2002; Lipskaia e Lompré, 2004). Neste trabalho, foi demonstrado que a presenca da
proteina NFATI retarda a proliferagdo de linfocitos tanto no estimulo primario quanto no desafio
in vitro (Figuras 16 e 20). O efeito supressor de NFAT1 durante a progressao celular ndo parece
estar restrito ao compartimento linfocitario. A expressdo de NFAT1 em células CHO (células
epiteliais do ovario de hamster, “Chinese Hamster Ovary cells”) reprime a proliferagdo celular in
vitro e reduz a frequéncia de células em fase S do ciclo celular (Carvalho e Viola, dados nao
mostrados). De fato, a auséncia de NFAT1 também induz o crescimento desordenado de células
do tecido cartilaginoso e a esplenomegalia in vivo (Hodge et al., 1996; Xanthoudakis et al.,
1996; Ranger et al., 2000; Rengarajan et al., 2002). Estes resultados sugerem que o NFATI1 ¢ um
controlador ubiquo e um repressor da proliferagdo em diferentes tipos celulares. Por outro lado, a
auséncia de NFAT2 compromete a proliferagdo de linfocitos, de células musculares e células
endoteliais, dificultando a repopulacdo de 6rgdos linfoides e a formagdo de vasos sanguineos e
valvulas cardiacas (Ranger et al., 1998a; Yoshida et al., 1998; Horsley e Pavlath, 2002; Lipskaia
e Lompré, 2004). Além disso, a expressdo da proteina NFAT2 constitutivamente ativa induz a
proliferacdo, a transformacdo e o crescimento tumoral de adipocitos in vivo (Neal e Clipstone,

2003). Estas evidéncias comprovam a dualidade da familia NFAT durante a regulagdo da
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proliferacao celular. Enquanto a proteina NFAT1 exerce um papel supressor, a proteina NFAT2
apresenta um papel oncogénico.

Estas diferencas também se refletem na regulagdo da expressao de genes relacionados
com o ciclo celular. Neste trabalho, a auséncia de NFATI1 levou a um aumento na expressao de
ciclinas A2, E, Bl e F em linfocitos (Figura 19). Mais especificamente, a proteina NFATI1
reprimiu diretamente a expressao de ciclina A2 (Figuras 24-26). O NFAT1 também ¢ capaz de
reprimir a expressdo de CDK4 em linfocitos T ou ainda de induzir a expressdao do inibidor
pZIWAF”CIPI em queratindcitos (Santini et al., 2001; Baksh et al., 2002). Por outro lado, a
ativacdo de NFAT2 leva a expressdo de ciclinas D1 e D2 e do proto-oncogene c-Myc em
adipocitos (Neal e Clipstone, 2003). Estes resultados indicam claramente que membros da
familia NFAT podem atuar como ativadores ou repressores transcricionais em momentos
diferentes. Contudo, ndo existem até o momento evidéncias definitivas que justifiquem este
fenomeno. Mesmo assim, algumas hipoteses podem explicar as diferengas observadas e serdo
discutidas a seguir.

Apesar de apresentarem alta similaridade estrutural, as proteinas NFAT divergem entre si
através de seus dominios de transativagdo TAD localizados nas regides N e C terminal da
proteina (Rao et al., 1997, Macian et al., 2001; Hogan et al., 2003). Estas regides sdo
responsaveis pela interacdo de NFAT com outros fatores de transcri¢do. Desta forma, o status de
ativador ou repressor poderia ser determinado pelo parceiro transcricional com o qual a proteina
NFAT interage em um dado momento (Macian, 2005). De fato, proteinas NFAT interagem com
fatores de transcricdo que funcionam como ativadores (AP-1, EGR, GATA-3 e T-bet) ou
repressores (YY1 e p21) da transcricdo génica (Jain et al., 1992; Decker et al., 1998; Sweetser et
al., 1998; Avni et al., 2002; Lee et al., 2004; Khanna et al., 2005; Macian, 2005). Outra hipotese
considera a interacdo de NFAT com complexos protéicos remodeladores de cromatina. Alguns
trabalhos demonstram que proteinas NFAT podem interagir com complexos protéicos

acetiladores (HAT, “Histone Acetyltransferase”) ou desacetiladores (HDAC “Histone
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Deacetylase™) de histonas, determinando a disponibilidade fisica de certas regides promotoras
(Garcia-Rodriguez e Rao, 1998; Avots et al., 1999; Avni et al., 2002; Baksh et al., 2002). Desta
forma, as proteinas NFAT podem determinar de maneira seletiva as sequéncias regulatérias que
serdo ativadas ou reprimidas durante a transcricdo. Finalmente, uma terceira hipdtese pode ser
embasada nos mecanismos de ativacdo e repressao das proprias proteinas NFAT. Apesar de
serem ativadas pela mesma via de sinalizagdo (Ca”/calcineurina), as proteinas NFAT1-4 podem
ser reprimidas de maneira diferente (Méacian, 2005). A manutengdo de NFAT no citoplasma da
célula ¢ dependente de fosforilagdes constantes que sdo executadas por proteinas cinases, como
JNK, CK-1, p38 (Chow et al., 1997; Zhu et al., 1998; Gomez del Arco et al., 2000). E possivel,
portanto, que algumas proteinas cinases sejam capazes de fosforilar e inativar membros
especificos da familia NFAT. Sustentando esta hipotese, as proteinas MAP cinases p38 ¢ JNK
sdo capazes de fosforilar os fatores de transcrigdo NFAT1 e NFAT2, respectivamente (Chow et
al., 1997; Gomez del Arco et al., 2000).

Até o momento, ndo existiam evidéncias do envolvimento de proteinas NFAT na
regulacdo de ciclinas. Neste trabalho, foi demonstrado que o NFATI1 ¢é capaz de se ligar aos
promotores de ciclinas A2 e E2, e reprimir a expressao de ciclina A2 (Figuras 24-28). Durante o
ciclo celular, as ciclinas E e A participam ativamente de diversas etapas que vao desde a
transicdo G//S (ciclinas E e A), passando pela progressao de S (ciclina A), até chegar a transi¢ao
G2/M (ciclina A) (Sherr, 1996; Sherr e Roberts, 2004). A ciclina E regula a transicdo G;/S
quando associada a CDK2 (Hwang e Clurman, 2005). As ciclinas E, representadas pelos
membros E1 e E2, sdo encontradas em quase todos os tipos celulares e normalmente ambos os
membros sdo expressos ao mesmo tempo em uma célula. Depois de fosforilada pelo complexo
ciclina D-CDK4/6, a proteina Rb libera o fator de transcrigdo E2F que induz a expressdo de
ciclina E (Harbour e Dean, 2000; Sherr ¢ Roberts, 2004). As ciclinas E s3o portanto expressas no
final da fase Gy, atingem a expressdo maxima na transi¢ao G,/S e s3o finalmente degradadas no

inicio da fase S (Ekholm e Reed, 2000; Hwang e Clurman, 2005). De maneira geral, os
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complexos ciclina E-CDK2 sustentam a fosforilagdo de Rb iniciada pelo complexo ciclina D-
CDK4/6 e fosforilam o inibidor p27<"!, determinando a entrada em fase S (Sherr e Roberts,
2004; Hwang e Clurman, 2005). Além disso, as ciclinas E também participam do inicio da
replicacdo do DNA e da duplicacdao dos centromeros. Animais deficientes para as ciclinas E1 ou
E2 sdo viaveis, se desenvolvem normalmente e apresentam uma progressao normal do ciclo
celular, questionando a real importancia destas proteinas durante a proliferacdo (Geng et al.,
2003; Parisi et al., 2003). Contudo, a auséncia das duas ciclinas impede a entrada das células em
ciclo (saida de Gy) e dificulta o inicio da replicagdo (Geng et al., 2003; Parisi et al., 2003). O
aumento da expressao de ciclina E pode ser considerado um fator prognéstico em diversos tipos
de canceres humanos, como mama, pulmao e leucemias, sendo correlacionado com o estagio
avancado da doenga em alguns casos (Keyomarsi et al., 1994 ¢ 2002; Scuderi et al., 1996;
Fukuse et al., 2000). Como dito anteriormente, a expressao de ciclina E ¢ ativada pelo fator de
transcricdo E2F, mas também pode ser regulada por outras proteinas (Botz et al., 1996; Geng et
al., 1996; Hwang e Clurman, 2005). Ainda ndo existem evidéncias do envolvimento de NFAT na
regulacdo de ciclinas E. Contudo, neste trabalho o fator de transcricdo NFATI foi capaz de se
ligar a uma regido regulatoria do promotor de ciclina E2 (Figura 28), indicando a existéncia de
algum mecanismo de regulagcdo génica ainda ndo descrito. De fato, a expressio de NFATI1
reprimiu a expressao de ciclina E e reduziu a frequéncia de células CHO em fase S (Carvalho e
Viola, dados ndo mostrados), sugerindo um defeito na transi¢do G1/S que pode estar associada a
diminui¢ao da formag¢ao do complexo ciclina E-CDK2.

Por sua vez, as ciclinas A regulam a passagem da célula pela fase S e pela transi¢cao G,/M
através da associacdo com CDK2 ou CDKI, respectivamente (Yam et al., 2002). Depois de
fosforilada, a proteina Rb libera o fator de transcricdo E2F que também induz a expressdo de
ciclina A (Harbour e Dean, 2000; Sherr e Roberts, 2004). Assim, as ciclinas A podem ser
detectadas pela primeira vez no final da fase G;. Os niveis de expressdo da ciclina A aumentam

durante a fase S e sdo mantidos até o inicio da mitose, quando esta ciclina ¢ degradada (Yam et
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al., 2002; Sherr e Roberts, 2004). O complexo ciclina A-CDK2 fosforila alguns substratos
necessarios para a replicacdo do DNA e garante que a duplicagdo ocorra uma Unica vez nesta
etapa. J4 o complexo ciclina A-CDK1 parece estabilizar a ciclina B durante o inicio da mitose
(Yam et al., 2002). A familia das ciclinas A também ¢ composta por 2 membros (Al e A2). A
ciclina A1 ¢ expressa preferencialmente na linhagem germinativa, enquanto que a ciclina A2
comega a ser expressa no inicio do desenvolvimento embriondrio e ¢ a principal ciclina A
encontrada em células somaticas (Yam et al., 2002). Animais deficientes para a ciclina Al sdo
viaveis, apesar dos machos serem estéreis por causa de uma interrupcdo no processo de
espermatogénese (Liu et al., 1998). Por outro lado, animais deficientes para a ciclina A2 sdo
letais durante a embriogénese, indicando que esta proteina ¢ essencial para a divisdo celular
normal (Murphy et al., 1997). O aumento da expressdo de ciclina A2 ndo parece ser um fator
progndstico tdo evidente para o cancer, mas pode estar relacionado com o carcinoma
hepatocelular e o sarcoma (Chao et al., 1998; Huuhtanen et al., 1999). J4 o aumento da
expressao de ciclina Al estd associado com leucemias e linfomas (Yang et al., 1999; Liao et al.,
2001). Assim como a ciclina E, a expressdo de ciclina A ¢ induzida principalmente pelo fator de
transcricdo E2F, mas também pode ser regulada por outros diversos fatores de transcri¢ao
(Blanchard, 2000; Yam et al., 2002). Este trabalho indica, pela primeira vez, que um fator de
transcricao da familia NFAT controla diretamente a expressao de ciclinas. A proteina NFATI ¢
capaz de se ligar ao promotor e reprimir a expressao de ciclina A2, retardando a proliferacao
celular de linfocitos (Figuras 24-26) e diminuindo a frequéncia de células em fase S e G»/M
(Figura 21).

As proteinas NFAT também podem influenciar outros fendmenos bioldgicos relacionados
com a tumorigénese, como a apoptose, a angiogénese ¢ o potencial metastatico de tumores
(Latinis et al., 1997; Hernandez et al., 2001; Jauliac et al., 2002). De fato, as proteinas NFAT
regulam direta ou indiretamente a expressao de diversas moléculas envolvidas com os processos

tumorigénicos, como c-Myc, COX-2, FasL, Bcl-2, ciclina D, CDK4, p21WAF”CIP1 e CD40L
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(Latinis et al., 1997; Oukka et al., 1998; Santini et al., 2001; Baksh et al., 2002; Neal e
Clipstone, 2003; Grumont et al., 2004; Duque et al., 2005; Pham et al., 2005). Alguns trabalhos
sugerem que proteinas da familia NFAT podem se comportar como proto-oncogenes ou genes
supressores de tumor. Contudo, estas evidéncias foram observadas até o momento em linhagens
celulares, culturas primarias in vitro, ou mesmo modelos murinos de experimentagdo in vivo. A
participagdo de proteinas NFAT durante o processo de tumorigénese em humanos ainda requer
uma investigacdo mais criteriosa. Recentemente, amplificagdes do gene nfat! foram encontradas
ndo s6 em linhagens celulares de cancer de pancreas mas também em amostras de pacientes com
cancer pancreatico (Holzmann et al., 2004). Estudos de gendmica funcional e a utilizagdo de

novas ferramentas de biologia molecular podem contribuir para esta busca (Segal et al., 2005).
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6. CONCLUSOES

- A proteina NFATI participa da diferenciagao e da proliferagao de linfocitos. Este fator
de transcricdo pode funcionar diretamente como um ativador ou um repressor da expressao

génica nestas células.

- O fator de transcrigdo NFAT1 induz a produgdo de IFN-y em linfocitos T CD8" apds o
estimulo do TCR. Este IFN-y produzido por células T CD8" é importante durante a diferenciacio

de linfocitos T CD4" para o fenétipo Thl.

- A producio de IFN-y por linfécitos T CD8" pode modular a resposta imune Th1/Th2 e

controlar a migracdo de eosindfilos em um modelo de inflamagao alérgica in vivo.

- O fator de transcrigdo NFAT1 € um repressor da proliferagao linfocitaria. Este fator de

transcri¢do se liga diretamente a regides regulatorias dos promotores murinos de ciclina A2 e E2.

- O fator de transcri¢do NFATI reprime diretamente a expressdo de ciclina A2 e pode

funcionar como um fator supressor do ciclo celular de linfocitos.
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ABSTRACT

Upon antigen stimulation, lymphocytes enter in cell cycle and proliferate, and most of the
activated T cells die by apoptosis. Many of the proteins that regulate lymphocyte activation are
under the control of transcription factors belonging to the NFAT family. As previously
demonstrated, NFATC2—/— mice consistently showed a marked increase in lymphocyte
proliferation. Here, we evaluate the role of NFATC?2 in regulating lymphocyte proliferation and
its involvement in the control of cell cycle progression during lymphocyte activation. NFATC2—
/- lymphocytes, including CD4" T cells and B cells, hyperproliferated upon stimulation when
compared with NFATC2+/+ cells. Analysis of cell death demonstrated that NFATC2—/—
lymphocytes displayed an increased rate of apoptosis after antigen stimulation in addition to the
hyperproliferation. Cell cycle analysis after antigen stimulation showed that NFATC2—/—
cultures contained more cycling cells when compared with NFATC2+/+ cultures, which is
related to a shortening in time of cell division upon activation. Furthermore, hyperproliferation
of NFATC2—-/— lymphocytes is correlated to an overexpression of cyclins A2, Bl, E, and F.
Taken together, our results suggest that the NFATC2 transcription factor plays an important role
in the control of cell cycle during lymphocyte activation and may act as an inhibitor of cell
proliferation in normal cells.
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effector functions, and most of the activated T cells die by apoptosis. It has been shown that

In response to antigen stimulation, lymphocytes proliferate, differentiate, and acquire their
T-cell differentiation and activation-induced cell death are dependent on the cell cycle



progression (1-5). Naive lymphocytes are quiescent and require stimulation to progress in the
cell cycle. T cell receptor (TCR) engagement with antigen initiates a series of signal transduction
events that lead to a cellular response. Indeed, increase of intracellular free Ca®" is central for T-
cell activation by antigen and other stimuli that cross-link the TCR (6). Several observations
demonstrate that Ca*" signal stimulates gene transcription associated with the cell cycle
progression and also promotes the transition from Gl to S phase (7, 8). Furthermore,
accumulating evidence suggests that calcineurin, the Ca®'/calmodulin-activated serine
phosphatase, plays a major role in the regulation of cell cycle progression by acting in the early
stages of the G1 phase of the cell cycle (9, 10).

Lymphocyte activation is coordinated by an interacting network of transcription factors that
determine the expression of different effector proteins that regulate the immune response. Many
of the proteins that regulate lymphocyte proliferation and differentiation are under the control of
proteins belonging to the NFAT family of transcription factors. The NFAT family encodes five
different classes of proteins; NFATCI1 (also called NFATc or NFAT2), NFATC2 (NFATp or
NFAT1), NFATC3 (NFATx or NFAT4), NFATC4 (NFAT3), and NFATS5 (TonE-BP or
NFATL1) (11-13). The NFAT proteins are normally activated by stimulation of receptors
coupled to Ca>" mobilization, including the antigen receptors on T and B cells (11). At least four
of these proteins are regulated by calcineurin, which is the direct target of the
immunosuppressive drugs cyclosporin A and FK506 (11, 14). Binding sites for NFAT proteins
are present in the promoter regions of diverse activation-inducible genes, including those
encoding cytokines IL-2, IL-4, IL-5, and IFN-y as well as cell surface proteins CD40L, CTLA-4,
and FasL (11, 15, 16). Much evidence suggests that the NFAT family of transcription factors
plays an ubiquitous role in cell differentiation (17). However, the specific role of each member
of the NFAT family in the control of gene transcription during cell activation and differentiation
is not completely clear.

Although different NFAT family members are considered to have a redundant function in gene
expression control, data generated by gene disruption experiments suggest that these proteins
may have distinct roles in cell physiology (17, 18). Unexpectedly, targeted disruption of
NFATCI resulted in an embryonic lethal phenotype as a result of defective cardiac valve
development (19, 20). Complementing RAG-1- or RAG-2-deficient blastocysts with
homozygous NFATC1—/— mutant ES cell lines demonstrated that T and B cells from chimeric
mice showed reduced proliferation of peripheral lymphocytes when compared with wild-type
mice (20, 21). In an in vitro model of Th differentiation, the chimeric mice displayed a decreased
production of IL-4 but normal production of IFN-y, demonstrating an impaired Th2 response in
mutant T cells (20, 21). These results suggest that NFATC1 is an important positive regulator of
Th2 cytokine expression.

NFATC2-/— mice developed normally and did not exhibit any obvious behavioral deficiencies
(22, 23). However, NFATC2—/— mice consistently showed a marked increase in their immune
response (22, 23). NFATC2—/— mice showed an enhanced Th2 development in both in vivo and
in vitro models of Th differentiation, as evidenced by increased levels of IL-4 production (22, 24,
25). Furthermore, cells from lymph nodes and spleen hyperproliferated in response to different
antigen stimulations (23); likewise, CD4" T cells and B cells hyperproliferated in vitro in
response to anti-CD3 and anti-IgM antibodies, respectively (22). Although all data on the control



of gene expression by NFATC2 were consistent with the idea that NFATC2 played a positive
role in gene transcription (11), the results from NFATC2—/— mice suggested that this
transcription factor might play a negative role in the regulation of gene expression in the immune
response. Given the importance of lymphocyte activation during the immune response, it is of
considerable interest to understand the mechanisms by which NFAT transcription factors exert
their profound effects on cell proliferation and differentiation.

In this work, we evaluated the role of NFATC2 in cell cycle progression control during
lymphocyte activation, using the NFATC2—/— mice as a model system. We have found that the
hyperproliferative phenotype of NFATC2—/— lymphocytes is neither restricted to one specific
lymphocyte subset nor dependent on IL-4. Furthermore, NFATC2—-/— cells presented an
increased rate of apoptosis in addition to the hyperproliferation. Cell cycle analysis showed that
NFATC2—/— cells presented a deregulated cell cycle control, which is related to an
overexpression of some cyclin genes. Finally, our results suggest that NFATC2 transcription
factor play an important role in the control of cell cycle during lymphocyte activation and may
act as a negative regulator of cell cycle progression in normal cells.

MATERIALS AND METHODS
Animals and sensitization

Control wild-type (NFATC2+/+) and NFATC2-deficient (NFATC2—/—) mice were generated as
previously described (23). Eight- to 12-week-old NFATC2+/+ and NFATC2-/— mice, bred and
maintained independently, were used in all experiments. Mice were sensitized in the hind
footpad with one s.c. injection of 0.1 ml of ovalbumin (OVA, 200 pg) emulsified in complete
Freund’s adjuvant as previously described (23, 25). Animals were maintained in the Brazilian
National Cancer Institute (INCA) animal facility. Animals are maintained and treated according
to the animal care guidelines of the Council for International Organizations of Medical Sciences.

Cell culture

All cell cultures were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS), L-glutamine, streptomycin-penicilin,
nonessential amino acids, sodium pyruvate, vitamins, HEPES, 2-mercaptoethanol (all from
Gibco-BRL, Rockville, MD). Single-cell suspensions were prepared from draining lymph nodes
of the sensitized footpad as previously described (23, 25).

Proliferation assay

Cells (2x10° cells/well) were plated and left unstimulated or stimulated with different
concentrations of OVA (0.1, 0.3, or 0.5 mg/ml); plate-bound anti-CD3 antibody (2C11; 1
pg/ml); or PMA (10 nM) plus ionomycin (1 uM) for different time periods (24, 48, and 72 h) as
indicated and pulsed with *H-thymidine (5 pCi/ml) for 12 h. Cells were then harvested, and *H-
thymidine incorporation was analyzed. For IL-4-neutralizing experiments, cells were in vitro
stimulated with OVA (0.5 mg/ml) for 72 h_in the absence or in the presence of 20, 100, and 200
ug/ml of anti-IL-4 antibody as indicated, and then *H-thymidine incorporation was analyzed.



Anti-IL-4 antibody was purified from culture hybridoma cells (11B11) by chromatography over
protein-G (Amersham-Pharmacia, Piscataway, NJ). Activity of purified anti-IL-4 antibody was
tested for binding to IL-4 by ELISA and for neutralization of IL-4 by inhibiting in vitro
differentiation of CD4" cells toward Th2, favoring Th1 immune response as previously described
(24).

ELISA

Cells (2x10° cells/well) were in vitro stimulated with OVA (0.5 mg/ml) for 72 h, and the cell-
free supernatant was assessed for IL-4 protein level according to the manufacturer’s instructions
(BD-Pharmingen, San Diego, CA).

Flow cytometry

Cells were stained with specific fluorochrome-labeled antibody as previously described (24),
washed, and either fixed with 1% paraformaldehyde or analyzed directly. Labeled monoclonal
antibodies anti-CD4, -CD8, and -CD45R (B220) were used (all from BD-Pharmingen). For
analysis of apoptosis, cells were stained with annexin-V-FITC (BD-Pharmingen) according to
the manufacturer’s instructions. Labeled cells were analyzed on a Becton Dickinson FACScan
flow cytometer.

Cell cycle analysis

Cell cycle phases were analyzed as previously described (26). In brief, cells (4x10° cells/well)
were left unstimulated or in vitro stimulated with OVA (0.5 mg/ml) and were collected at the
indicated time periods (24, 48, and 72 h). Cells were then stained with propidium iodide in the
presence of NP-40 and analyzed by flow cytometry. For analysis of cellular replication, lymph
node cells (107 cells/ml) were labeled with 0.5 pM of carboxyfluorescein diacetate succinimidyl
ester (CFSE; Molecular Probes, Eugene, OR) in phosphate-buffered saline (PBS) for 15 min at
37°C. Staining was stopped by adding an equal volume of DMEM with 10% FCS. The cells were
immediately washed, incubated in culture medium for 30 min at 37°C, and then left unstimulated
or in vitro stimulated with 1 pg/ml of plate-bound anti-CD3 at 2 x 10° cells/well (2C11; BD-
Pharmingen). At indicated times (24, 42, and 65 h), cells were analyzed by flow cytometry.

RNA gene expression

Cells (2x107 cells) were left unstimulated or in vitro stimulated with OVA (0.5 mg/ml) and were
collected at the indicated times. Total RNA was immediately extracted with Trizol according to
the manufacturer’s instructions (Gibco-BRL, Rockville, MD). mRNA expression in total cellular
RNA from each sample was analyzed with a multiple probe RNase protection assay kit (Ribo-
Quant, BD-Pharmingen). For analysis of expression of genes related to cell cycle, mCYC-1
(cyclin-A2, -Bl1, -C, -D1, -D2, -D3, -Al, and -B2) and mCYC-2 (cyclin-E, -F, -G1, -G2, -1, and -
H) multiprobe sets were used. RNA loading was estimated by measuring the intensities of two
housekeeping genes encoding GAPDH and L32. Transcript levels were quantified by
densitometry of the autoradiograms, with exposures within the linear range using SigmaGel
software (Jandel Scientific, San Rafael, CA).



Statistical analysis

Statistical analysis of values from wild-type and NFATC2—/—, and between control and treated
groups, was determined using an unpaired Student’s ¢ test for single comparison or an ANOVA
followed by the Student-Newman-Keuls for multiple comparisons. P<0.05 was considered to be
statistically significant.

RESULTS

As shown in Figure 1A, lymphocytes from NFATC2—/— mice proliferate more in an antigen
dose-dependent manner when compared with lymphocytes from NFATC2+/+ mice. In a time
course assay, the maximum difference in proliferation upon antigen stimulation between
NFATC2+/+ and NFATC2—/— lymphocytes was observed at 72 h after antigen stimulation (Fig.
1B). Furthermore, NFATC2—/— lymphocytes also hyperproliferate compared with NFATC2+/+
lymphocytes after a polyclonal stimulation that bypasses antigen presentation, such as anti-CD3
antibody or PMA plus ionomycin (data not shown). These results demonstrate that the
hyperproliferative phenotype presented by NFATC2—/— cells is dependent on stimulation but
might be independent of antigen presentation and costimulation provided by antigen presenting
cells (APCs).

To better characterize the hyperproliferative phenotype presented by NFATC2—/— mice, we
analyzed the lymphocyte subsets that might be involved with this phenomenon. NFATC2+/+ and
NFATC2-/— mice did not show any significant differences in the number of CD4", CD8", and B
lymphocytes in lymph nodes before or after sensitization with OVA (data not shown). However,
after in vitro stimulation with OVA, all lymphocyte subsets, including CD4", CD8", and B cells,
were increased in NFATC2—/— cultures when compared with NFATC2+/+ cultures (Fig. 2).
Moreover, in the first 24 h, the most significant difference was observed in CD4" cells (Fig. 2).
These results suggest that the hyperproliferative phenotype presented by NFATC2—/— cells is not
restricted to a specific lymphocyte subpopulation; however, CD4" cells could play a major role
in this phenomenon.

It has been shown that CD4" T cells from NFATC2—/— mice present a preferential differentiation
through a Th2 phenotype, characterized by an overexpression of IL-4 (22, 24, 25). Because 1L-4
is a potent growth factor for Th2 and B cells, we evaluated the involvement of IL-4 in the
hyperproliferation observed in NFATC2—/— lymphocytes. As shown in Figure 3A, lymphocytes
from NFATC2—/— mice produce more IL-4 after in vitro antigen stimulation when compared
with NFATC2+/+ lymphocytes. However, proliferation assays demonstrated that NFATC2—/—
cells still proliferate more than NFATC2+/+ cells, even in presence of neutralizing anti-IL-4
antibody (Fig. 3B). This result demonstrates that the hyperproliferation observed in NFATC2—/—
lymphocytes is IL-4-independent.

Upon activation, T cells proliferate and die by apoptosis. This active form of apoptosis requires
TCR stimulation and involves some death signals, including Fas/FasL engagement (27). In fact,
lymphoproliferative disorders have been linked to defects in T-cell apoptosis in mice that possess
nonfunctional Fas or FasL genes (28-30). Because NFAT transcription factors regulate



expression of the FasL gene (15, 16), one explanation for the hyperproliferation phenotype of
NFATC2—/— mice would be a defect in apoptosis of NFATC2—/— lymphocytes. To address this
question, we analyzed cell death. Surprisingly, NFATC2—/— cultures contained an increased
number of dead cells after in vitro stimulation with antigen when compared with NFATC2+/+
cultures (Fig. 4A). Furthermore, NFATC2—/— cultures also contained more annexin-V-positive
cells than NFATC2+/+ cultures upon antigen stimulation (Fig. 4B). Analysis of gene expression
showed that NFATC2—/— lymphocytes had no impairment of FasL gene expression (Barboza and
Viola, unpublished observations). These results demonstrate that the Iymphocyte
hyperproliferation of NFATC2—/— mice is not related to diminished apoptosis and, conversely,
that NFATC2—/— cells show an enhanced cell death rate in addition to hyperproliferation.

Upon activation, lymphocytes initiate cell cycle progression and proliferate. Accumulating
evidence indicates that active apoptosis is related to the cell cycle. Indeed, it has been shown that
T cells are more susceptible to apoptosis in late G1 or S phase of the cell cycle (4, 31-33). Based
on these results, we asked whether hyperproliferation of NFATC2—/— lymphocytes might be due
to cell cycle deregulation. In fact, cell cycle analysis of lymph node cells stimulated in vitro with
antigen demonstrated that NFATC2—/— cultures contained an increased cell number in S-G2/M
phases when compared with NFATC2+/+ cultures at 72 h (Fig. 5A). Furthermore, in a time
course analysis, NFATC2—/— cultures contained more cells in S-G2/M phases at 48 and 72 h
after OVA stimulation (Fig. 5B).

These data suggest that the NFATC2—/— cell hyperproliferation might be related to an altered cell
cycle in NFATC2—/— lymphocytes. One possibility to explain these results would be that
NFATC2—/— lymphocytes showed a shortening of time to cell division upon activation. To
investigate this hypothesis, we assessed cellular replication by analysis of NFATC2+/+ and
NFATC2—/— lymphocytes labeled with CFSE. As shown in Figure 6, only NFATC2—/— cultures
contained cells in the first cell division after 42 h of in vitro stimulation with anti-CD3.
Furthermore, NFATC2—/— cultures also contained more cells at 2, 3, and 4 divisions when
compared with NFATC2+/+ cultures after 65 h of stimulation (Fig. 6). These results suggested
that hyperproliferation of NFATC2—/— lymphocytes could be related to an altered cell cycle due
to a shortening in time of cell division by these cells.

The cell cycle is controlled by a family of protein kinases, which has its activities regulated in
response to cellular signals. Complexes of cyclin with cyclin-dependent kinase (CDK) play a
central role in the control of cell cycle progression. The expression of specific cyclins dictate
formation of distinct cyclin/CDK complexes at different points of the cell cycle. Because cyclins
are regulated at the gene expression level, they could represent important candidates for
transcriptional control by the NFATC2 transcription factor. To investigate the role of NFATC2
in the expression of cyclin genes, we analyzed cyclin mRNA expression by RNase protection
assay. As shown in Figure 7A and 7B, NFATC2—/— lymphocytes present an overexpression of
cyclins A2, Bl, E, and F when compared with NFATC2+/+ lymphocytes after antigen
stimulation. Note that no differences in cyclin expression were observed in unstimulated cells
from NFATC2+/+ and NFATC2—/— mice (data not shown). Overexpression of these cyclins
support the evidence that the NFATC2—/— lymphocyte hyperproliferation is related to a
deregulation in cell cycle control.



DISCUSSION

In this work, we evaluated the role of NFATC?2 transcription factor in the regulation of cell cycle
progression during lymphocyte activation. Our results demonstrated that NFATC2—/—
lymphocytes display an enhanced proliferative response to antigen, suggesting that the NFATC2
transcription factor might exert an inhibitory effect on normal lymphocytes during antigen
stimulation. Furthermore, the hyperproliferation observed in NFATC2—/— mice is not restricted
to one specific lymphocyte subpopulation. Our data also provide evidence that the
hyperproliferation observed in NFATC2—/— lymphocytes is not dependent on APC, because
these lymphocytes continue to hyperproliferate upon stimulation that bypasses antigen
presentation, such as anti-CD3 or PMA plus ionomycin (data not shown). Together, these results
demonstrate that the hyperproliferation phenotype observed in NFATC2—/— cells is mediated by
an intrinsic mechanism conserved in all lymphocyte subsets.

It has been demonstrated that NFATC2—/— lymphocytes preferentially differentiate to give a Th2
immune response characterized by overexpression of IL-4 (22, 24, 25). Although IL-4 is a potent
growth factor for Th2 and B cells, we demonstrated that the enhanced proliferative response to
antigen observed in NFATC2-/— lymphocytes is independent of IL-4 overexpression. Another
cytokine that plays a central role in T-cell proliferation is IL-2. The proliferative response of T
cells is initiated by engagement of IL-2 with its receptor, and this interaction promotes cell cycle
progression of these cells. However, the hyperproliferative response of NFATC2—/— cells does
not seems to be related to IL-2 overexpression, because NFATC2—/— lymphocytes present
normal levels of IL-2 when compared with NFATC2+/+ lymphocytes upon in vitro stimulation
with OVA or anti-CD3 (24, 25). Furthermore, no differences in CD25 expression were observed
between NFATC2+/+ and NFATC2—/— lymphocytes from naive or OVA-sensitized mice (data
not shown). These results strongly support the idea that the hyperproliferative phenotype
observed in NFATC2—/— lymphocytes is dependent on a cell-intrinsic mechanism and that the
NFATC?2 transcription factor is a key regulator of the responsiveness of lymphocytes to antigen.

Cell proliferation is one of the first events that occurs during lymphocyte activation upon antigen
stimulation. Naive lymphocytes are quiescent and start the cell cycle progression in response to
stimulation. Our results provide strong evidence that the hyperproliferative phenotype observed
in NFATC2—-/— lymphocytes is related to an altered cell cycle control. Upon antigen stimulation,
NFATC2-/— mice present more cells in S-G2/M phases of the cell cycle in comparison with
NFATC2+/+ mice. In addition, CFSE analysis demonstrated that NFATC2—/— lymphocytes
present an increased rate of cellular replication. These data suggested that the NFATC2—/— cells
present a deregulated cell cycle, which could be due to a shortened cell cycle. Recently, it has
been shown that the hyperproliferative response of CD4" cells from a double deficient mice
NFATC2-/— x NFATC3—/- is related to a shortening time of cell division (34). In combination,
these results suggest that NFAT proteins have an important action in regulating an intrinsic
capacity of cellular replication.

Although CFSE analysis demonstrated that NFATC2—/— cultures contained more cells
undergoing up to three rounds of divisions when compared with NFATC2+/+ cultures at later
time points (65 h), NFATC2+/+ cultures still present a large population of cells that had not
suffered any division at this time point. Based on this fact, we may also consider as an additional,



albeit nonexclusive explanation, the possibility that NFATC2—/— lymphocytes, upon activation,
reach the first cell division faster than NFATC2+/+ lymphocytes, and thus exit the resting state
faster than NFATC2+/+. This result is in accordance to the data from the double deficient mice
NFATC2—/— x NFATC3—/— that present a reduced time to reach the first cell division due to an
increased TCR responsiveness (34). This finding could explain why NFATC2-/— cultures
present more proliferating cells than NFATC2+/+ cultures. In fact, NFATC2—/— cultures contains
more CD4" and CD8" cells with the CD44"CD62L"" phenotype when compared with
NFATC2+/+ cultures (data not shown). Thus, NFATC2 transcription factor may act as a
negative regulator of very early inducible genes that controls the commitment of resting cells to
become activated upon stimulation, including genes that regulate the cell cycle entrance and T-
cell differentiation.

The timing of the cell cycle is regulated by a complex network of proteins, including the cyclins.
Interestingly, NFATC2—/— lymphocytes present an overexpression of cyclins A2, Bl, E, and F
upon stimulation when compared with NFATC2+/+ lymphocytes. Cyclins A2 and E play a key
role in the control of cell cycle progression and cell division. Cyclins E and A2 are expressed at
early and late stages of G1 phase of the cell cycle, respectively. These two cyclins are implicated
in propelling cells to enter into S phase, and cyclin A2 also promotes passage through S into G2
and M phases (35-37). It was reported that overexpression of cyclin E accelerates the G1/S
phase transition, which leads cells to present a shortening in time of cell cycle (38—40).
Furthermore, cyclin A and cyclin E are overexpressed in some types of lymphoproliferative
diseases, such as leukemias (40—42). These data support the evidence that NFATC2—/—
lymphocytes may present a shortening time of cell division that might be mediated by the
overexpression of cyclins A2 and E.

Thus, our results suggest that the NFATC2 transcription factor may regulate the expression of
genes that control cell cycle in lymphocytes. Several data support this evidence. In fact,
cyclosporin A inhibits lymphocyte proliferation by arresting the cells at G1 phase of the cell
cycle (Silva-Carvalho and Viola, unpublished observations). In addition, cyclosporin A and
FK506 inhibited the expression of cyclins A and E but did not have any effect on cyclin DI
expression (43). Calcineurin, which is the major phosphatase that regulates NFAT activation, is
the direct target of the immunosuppressive agents cyclosporin A and FK506 (14). Preliminary
data demonstrated a putative binding site for NFAT transcription factors on the cyclin A2
proximal promoter (Silva-Carvalho and Viola, unpublished observations). Actually, it has been
suggested that NFATC?2 transcription factor may have a negative effect on gene transcription,
acting as a repressor of the expression of some genes, such as IL-4 (24). This evidence supports
the hypothesis that NFATC2 transcription factor could have a direct role in controlling the
expression of cell cycle-related genes, and thus may directly play a negative effect in the
regulation of some cyclins.

Several observations suggest an involvement of the cell cycle in lymphocyte activation,
differentiation, and death by apoptosis. It has been demonstrated that activated induced T-cell
death is dependent on the cell cycle, and T cells need to enter the G1 phase of the cell cycle in
order to die by apoptosis in response to stimulation (1, 3, 4). Thus, it is expected that
lymphocytes that present a hyperproliferative response to antigen would also present an
enhanced rate of apoptosis. This evidence is in accordance with our results demonstrating that



NFATC2—-/— lymphocytes also present an increased rate of cell death by apoptosis in comparison
with NFATC2+/+ lymphocytes. Furthermore, NFATC2—/— lymphocytes present an
overexpression of cyclin Bl when compared with NFATC2+/+ lymphocytes. Although there is
some evidence that overexpression of this cyclin has no effect on cell cycle dynamics (38), it has
been shown that cyclin B1 is related to activation-induced cell death in T cells (1). These data are
in agreement with our findings that NFATC2—/— lymphocytes present an enhanced active form
of apoptosis.

However, there are conflicting results with regard to the involvement of the cell cycle in Th
differentiation. It has been suggested that the IL-4 expression in Th2 cells is dependent of the
cell cycle progression (2). However, Grogan and coworkers suggested that the cell cycle is
important for the commitment of Th phenotype during the response to stimulation but not for the
IFN-y or IL-4 expression (5). Recently, it has been shown that cell division plays a role in the
frequency of IFN-y- or IL-4-producing cells but that it is not essential for differentiation of Th
lymphocytes (44). Although NFATC2—/— mice present an hyperproliferative response in addition
to an overexpression of Th2 cytokines, our results are not conclusive about the real involvement
of the cell cycle in Th differentiation. However, we can hypothesize that the expression of genes
that are involved in cell cycle control and in Th differentiation could be regulated in a
coordinated way. The phenotype observed in NFATC2—/— lymphocytes supports this idea.
Because NFATC?2 is a preexisting transcription factor, this protein has a very early effect on
lymphocyte activation (11). Thus, we can speculate that NFAT transcription factors could
simultaneously control the expression of early inducible genes that are related to Th
differentiation and genes that regulate the cell division “clock.” In conclusion, our data provide
strong evidence that the NFATC?2 transcription factor could play an important role in cell cycle
control during lymphocyte activation by regulating cyclin expression. Furthermore, they also
suggest that NFAT transcription factor acts as an ubiquitous regulator of gene expression that
might be reflected in lymphocyte activation.
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Figure 1. Proliferation assay of lymph node cells from NFATC2+/+ and NFATC2-/— mice. Animals were sensitized
and cells (2x10° cells'well) were left unstimulated or stimulated in vitro with ovalbumin (OVA) as described. A) Lymph
node cells from NFATC2+/+ and NFATC2—-/— were stimulated with different concentrations of OVA (0.1-0.5 mg/ml) or
left unstimulated (medium) for 72 h. B) Lymph node cells from NFATC2+/+ and NFATC2—/— were stimulated with OVA
(0.5 mg/ml) or left unstimulated (medium) for 24, 48, and 72 h. The results are expressed as mean +sE (n=3) and are
representative of four independent experiments. * Data significantly greater than in NFATC2+/+ mice (P<0.05).
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Figure 2. Analysis of subset populations of lymph node cells from NFAT C2+/+ and NFATC2-/—mice. Animals
were sensitized as described. Fifteen days later, draining lymph nodes were collected and cells (2x10° cells/well) were
stimulated in vitro with ovalbumin (0.5 mg/ml) for 0, 24, and 72 h. At indicated time points, cells were stained with
specific fluorochrome-label ed antibodies as described and then analyzed by flow cytometry. The results are expressed as
mean +SE (n=3) and are representative of three independent experiments. * Data significantly greater than in NFATC2+/+

mice (P<0.05).
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Figure 3. Effect of IL-4 in the hyperproliferation of NFATC2—/—lymphocytes. Animals were sensitized and in vitro
stimulated with antigen as described. A) Analysis of IL-4 production by NFATC2+/+ and NFATC2-/— lymphocytes.
Lymph node cells (2x10° cells/well) from NFATC2+/+ and NFATC2-/— mice were left unstimulated or stimulated in
vitro with ovalbumin (OVA) (0.5 mg/ml) for 72 h, and then IL-4 was measured by ELISA as described. B) Proliferation
assay of lymph node cells treated with neutralizing anti-IL-4 antibody. Lymph node cells (2x10° cells/well) from
NFATC2+/+ and NFATC2—/— mice were stimulated in vitro with OVA (0.5 mg/ml) without or with anti-1L-4 antibody
(20, 100, and 200 pug/mi) for 72 h, and then the proliferation was assessed as described. The results are expressed as mean
+SE (n=3) and are representative of two independent experiments. * Data significantly greater than in NFATC2+/+ mice
(P<0.05).
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Figure 4. Cell death analysis of lymphocytes from NFATC2+/+ and NFATC2—/— mice. Animals were sensitized and
in vitro stimulated with ovalbumin (OVA) (0.5 mg/ml) as described. A) Kinetics of the number of dead cells after in vitro
stimulation with OVA. Cells were collected, and their viability was measured by the capacity of Trypan blue exclusion at
the indicated time. The results are expressed as mean +SsE (n=3) and are representative of three independent experiments.
*Data significantly greater than in NFATC2+/+ mice (P<0.05). B) Analysis of cell death by apoptosis after in vitro
stimulation with OVA. Cells committed to apoptosis were measured by the capacity of annexin V binding. At indicated
time points, cells were stained with annexin V/FITC as described and were then analyzed by flow cytometry. The results
are from a pool of three mice and are representative of three independent experiments.
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Figure 5. Cell-cycle analysis of NFATC2+/+ and NFAT C2-/— lymphocytes. Animals were sensitized as described.
Fifteen days later, cells from draining lymph nodes were collected and in vitro stimulated with ovalbumin (OVA) (0.5
mg/ml) for 24, 48, and 72 h. At indicated time points, cells (4x10° cells/well) were collected and stained with propidium
iodide in the presence of NP-40 as described and were then analyzed by flow cytometry. A) Representative histogram of 0
and 72 h after OVA stimulation of NFATC2+/+ and NFATC2—/— cells. The results are representative of 12 independent
animals. B) Distribution of percent number of cellsin S-G2/M phases after OVA stimulation at 24, 48, and 72 h. The
results are expressed as mean +SE (n=3) and are representative of four independent experiments. * Data significantly
greater than in NFATC2+/+ mice (P<0.05).
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Figure 6. Analysisof cell division upon anti-CD3 stimulation. Animals were sensitized as described. Fifteen days
|later, cells (10 cells/ml) from draining lymph nodes were labeled with carboxyfluorescein diacetate succinimidy! ester as
described, and then cells (2x10° cells/well) were in vitro stimulated with plate-bound anti-CD3 antibody (1 pg/ml) for 24,
42, and 65 h. At indicated time points, cells were analyzed by flow cytometry. The results are representative of six
independent animals.
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Figure 7. Analysis of cyclins expression of NFAT C2+/+ and NFAT C2—/— cells. Animals were sensitized and in vitro
stimulated as described. Cells (2x10°) were in vitro stimulated with ovalbumin (OVA) (0.5 mg/ml) for 24 h and collected,
and then total RNA was immediately extracted as described. A) Analysis of cyclin mMRNA expression by RNase
protection assay with a multiprobe assay. RNA loading was estimated by measuring the intensities of two housekeeping
genes (L32 and GAPDH). Transcript levels were analyzed by autoradiography. B) Quantification of cyclin mRNA levels
from Figure 7A by densitometry. The values are expressed relative to the housekeeping genes (L32 and GAPDH). The
results are from a pool of three mice and are representative of three independent experiments.
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IFN-vy Production by CD8™ T Cells Depends on NFAT1
Transcription Factor and Regulates Th Differentiation’

Leonardo K. Teixeira,* Bruna P. F. Fonseca,* Adriana Vieira-de-Abreu,” Bianca A. Barboza,*
Bruno K. Robbs,* Patricia T. Bozza,” and Jodo P. B. Viola*

CDS8* T lymphocytes are excellent sources of IFN-vy; however, the molecular mechanisms that dictate IFN-vy expression upon TCR
stimulation in these cells are not completely understood. In this study, we evaluated the involvement of NFAT1 in the regulation
of IFN-vy gene expression in murine CD8" T cells and its relevance during Th differentiation. We show that CD8™, but not CD4™,
T cells, represent the very first source of IFN-y upon primary T cell activation, and also that the IFN-y produced by naive CD8*
T cells may enhance CD4™ Thl1 differentiation in vitro. TCR stimulation rapidly induced IFN-vy expression in CD8* T lympho-
cytes in a cyclosporin A-sensitive manner. Evaluation of CD8" T cells showed that calcium influx alone was sufficient to activate
NFAT]1 protein, transactivate IFN-y gene promoter, and induce IFN-vy production. In fact, NFAT1-deficient mice demonstrated
highly impaired IFN-vy production by naive CD8" T lymphocytes, which were totally rescued after retroviral transduction with
NFAT1-encoding vectors. Moreover, NFAT1-dependent IFN-vy production by the CD8™ T cell compartment was crucial to control
a Th2-related response in vivo, such as allergic inflammation. Consistently, CD8«a- as well as IFN-vy-deficient mice did not mount
a Th1l immune response and also developed in vivo allergic inflammation. Our results clearly indicate that IFN-y production by
CDS8™* T cells is dependent of NFAT1 transcription factor and may be an essential regulator of Th immune responses in vivo. The

Journal of Immunology, 2005, 175: 5931-5939.

l l pon T cell stimulation, CD4" T lymphocytes may un-
dergo a Th1/Th2 differentiation that is mostly character-
ized by the distinct pattern of cytokines they secrete.

Th1 cells produce IFN-vy, which is essential for the eradication of

intracellular pathogens, whereas Th2 cells secrete IL-4, IL-5, and

IL-13, which are crucial to the elimination of extracellular organ-

isms and to sustain allergic reactions. Several factors can influence

the differentiation pathway of CD4" Th cells, especially the cy-
tokines prevailing within the microenvironment where these cells
encounter Ags (1, 2). IL-12 and IFN-y are known to be the major

Th1-inducing cytokines (3). IFN-vy is a pleiotropic cytokine that is

essential for both innate and adaptive immunities (4), and its role

in CD4™ Th1 differentiation has been intensely addressed. In vitro
studies have shown that IFN-vy exerts both indirect and direct ef-
fects during Th1 development (5, 6). It induces APCs to produce

IL-12, which is of great importance during Th1 cell commitment

(7, 8). In addition, IFN-vy is responsible for inducing/maintaining

the expression of the B-chain of the IL-12R (IL-12R32) on CD4™

T cells, indicating an important role for IFN-vy in the Th1 effects

mediated by IL-12 (9, 10). Furthermore, IFN-y and Th1 responses

are considered to be protective against Th2-related disorders such
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as asthma and allergy (11-13). In animal models, the adoptive
transfer of IFN-y-producing cells into allergen-sensitized recipi-
ents has protected from airway eosinophilia after Ag challenge (14,
15). Defective IFN-vy production also predisposes toward the de-
velopment of allergic diseases, and patients with severe asthma
present significantly reduced IFN-vy production in response to al-
lergen compared with control individuals (16, 17).

Difterent transcription factors have been shown to regulate IFN-y
gene expression in T lymphocytes (3, 18). In CD4™ T cells, T-bet, the
master switch of the Thl response, is a key regulator of IFN-vy pro-
duction in developing Th1 lymphocytes (19). However, T-bet expres-
sion is induced by IFN-vy signaling pathway through STAT1, and thus
is dependent on an initial source of IFN-vy (10, 20). Several cellular
compartments of the immune system have been characterized as po-
tential sources of IFN-v in vivo, including NK cells and CD8* T cells
(21, 22). It has been suggested that CD8" T cells may represent an
early source of IFN-v, which acts directly on CD4"* Thl differenti-
ation (22). Nevertheless, there are no available data concerning the
involvement of TCR-induced transcription factors in the regulation of
IFN-y expression in CD8" T cells.

NFAT proteins are pre-existing cytoplasmic transcription fac-
tors that are rapidly activated in T lymphocytes upon TCR stim-
ulation (23). The activation of NFAT proteins requires sustained
intracellular calcium levels that are induced shortly after TCR trig-
gering (23, 24). Calcium influx then activates the Ca”>"-dependent
phosphatase calcineurin, which dephosphorylates NFAT (25, 26).
Once activated, NFAT translocates to the nucleus, where it binds
to regulatory sequences and regulates the expression of several
cytokine genes, including IFN-vy (27, 28). The process of NFAT
activation is blocked by immunosuppressive drugs, such as cy-
closporin A (CsA)? and FK506, which inhibit the phosphatase
activity of calcineurin (29, 30). In fact, NFAT1-deficient mice

3 Abbreviations used in this paper: CsA, cyclosporin A; EGFP, enhanced GFP;
Eomes, eomesodermin; IRES, internal ribosomal entry sequence.
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(NFAT1 /") present a preferential differentiation toward a Th2
phenotype, including low levels of IFN-y and high levels of
IL-4 (31, 32). Consistently, CD4" T cells from NFAT1 7/~
mice present an impaired IFN-vy production (33), but no reports
regarding the participation of NFAT1 in the regulation of IFN-y
in CD8™" T lymphocytes have been described.

Thus, we addressed the involvement of NFATT transcription factor
in the regulation of IFN-vy production in CD8* T cells and its influ-
ence on Th1/Th2 immune responses using in vitro and in vivo models
of Th differentiation. In this study we show that naive CD8" T cells
do produce high levels of IFN-y upon TCR triggering during the
primary response, which is dependent on NFAT] transcription factor.
Also, we demonstrate that IFN-y production by the CD8" T cell
compartment enhances CD4" Thl differentiation in vitro and is cru-
cial to control allergic inflammation, which has been related to a Th1/
Th2 immune response deregulation. Our results thus suggest that
NFAT1 protein plays a positive regulatory role in IFN-+y production in
CD8™ T cells, which may modulate Th immune response in vivo.

Materials and Methods

Animals, cells, and reagents

C57BL/6, NFAT1/~, CD8«a ", and IFN-y ™/~ 8- to 12-wk-old female
mice were used in all experiments. Animals were bred and maintained in
the Brazilian National Cancer Institute animal facility. Animals were
treated according to the animal care guidelines of the Council for Interna-
tional Organizations of Medical Sciences. All primary cells (lymph nodes,
CD3", CD4", and CD8* T lymphocytes) and the mouse CD8" CTLL-
R8™ cell line were cultured in DMEM supplemented with 10% FCS, L-
glutamine, streptomycin-penicillin, essential and nonessential amino acids,
sodium pyruvate, vitamins, and 2-ME (all from Invitrogen Life Technol-
ogies). Hybridomas 2C11 (anti-CD3) and 53-6.7 (anti-CD8) were cultured
in RPMI 1640 supplemented with 10% FCS. All Abs were purified from
hybridoma supernatants by chromatography over protein G (Amersham
Biosciences), and their activities were functionally tested by cellular pro-
liferation, complement-dependent depletion, and ELISA. The cytokines
IFN-vy, IL-2, IL-12, and IL-18 were purchased from PeproTech. The poly-
clonal Ab 67.1 (Dr. A. Rao, Harvard University, Boston, MA) was used to
detect the NFATI protein. PMA and ionomycin were obtained from Cal-
biochem, and the immunosuppressive drug CsA was obtained from LC
Laboratories. CFA and OVA were purchased from Sigma-Aldrich. The
solutions of May-Griinwald and Giemsa were obtained from Merck.
Polybrene (hexadimethrin bromide) was obtained from Fluka Chemie, and
chondroitin 6-sulfate sodium salt was purchased from Sigma-Aldrich.

Cell isolation and flow cytometry

In all experiments, different cell populations (CD3", CD4*, and CD8" T
cells) were obtained from lymph nodes (inguinal, brachial, axillary, and su-
perficial cervical). Purified single-cell suspensions were isolated by negative
selection with magnetic beads (Micro Beads, MACS technology) according to
the manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec). Streptavidin magnetic beads
were conjugated to specific-biotinylated Abs (anti-CD4, anti-CDS, and anti-
B220/CDA45R) to sort out undesired cell populations. For cytometric analysis,
cells were stained with specific fluorochrome-labeled Abs as previously de-
scribed (32). Labeled mAbs were all obtained from BD Pharmingen, and cells
were analyzed by flow cytometry on a FACScan (BD Biosciences). Cell pop-
ulations were isolated to >95% purity.

CD4™" Th differentiation
CD4" and CD8™ T cells were purified from C57BL/6 (IFN-y*'*) or IFN-

vy ~’~ as described. For cocultivation assays, CD4" T cells from IFN-y*/*
mice were cultured together with CD8" T cells from either IFN-y*'* or
IFN-y~’~ mice (CD4:CDS8 ratio, 2:1) and primarily stimulated in vitro for
72 h with plate-bound anti-CD3 (1 ug/ml) in the presence of IL-12 (10
ng/ml). On the third day, cells were harvested, washed, and rested for 48 h.
After resting, CD4™" T cells were isolated again as described and were left
unstimulated or were in vitro stimulated for 48 h with plate-bound anti-
CD3 (1 wg/ml). After stimulation, cell-free supernatants were assessed for
IFN-v or IL-4 by ELISA.

ELISA and intracellular cytokine staining

Cells were left unstimulated or were in vitro stimulated for 24, 48, or 72 h
at 37°C with different stimuli as indicated. Cell-free supernatant was as-
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sessed for IFN-vy and IL-4 protein levels by ELISA according to the man-
ufacturer’s instructions (BD Pharmingen). For intracellular cytokine stain-
ing, indicated cell populations (1 X 10° cells) from naive C57BL/6,
NFAT1**, and NFAT1 /" mice were stimulated in vitro for 72 h with
plate-bound anti-CD3 (1 wg/ml). Brefeldin A (1/1000; Cytofix/Cytoperm;
BD Pharmingen) was added to the culture 5 h before the staining proce-
dure. Briefly, cells were harvested, and surface markers were stained with
anti-CD8-FITC or anti-CD4-FITC Ab. Cells were next fixed and perme-
abilized for intracellular cytokine staining with anti-IFN-y-PE Ab, then
analyzed by flow cytometry.

RNase protection assays, Western blot, and immunofluorescence
staining

For RNase protection assay analysis, purified CD8" T cells (2 X 10° cells)
from C57BL/6 mice were left unstimulated or were in vitro stimulated for
6 h at 37°C with plate-bound anti-CD3 (1 ug/ml) as indicated. CsA (5 uM)
was added to cells 15 min before anti-CD3 stimulation. Total RNA was
immediately extracted with TRIzol reagent according to the manufacturer’s
protocol (Invitrogen Life Technologies). mRNA expression was analyzed
with a multiprobe RNase protection assay kit (Ribo-Quant; BD Pharmin-
gen). For IFN-vy expression analysis, mCK-1 and mCK-2 multiprobe sets
were used, and RNA loading was estimated by measuring GAPDH and
L32 housekeeping genes.

To detect the presence of the NFATI protein, purified CD8" T cells
from C57BL/6 mice or the CTLL-R8™ cell line (2 X 10° cells) were left
unstimulated or were in vitro stimulated for 15 min at 37°C with ionomycin
(5 uM). CsA (5 uM) was added to cells 15 min before stimulation. Total
protein lysates were obtained as previously described (26). Briefly, cells
were lysed in buffer containing 40 mM Tris (pH 7.5), 60 mM sodium
pyrophosphate, 10 mM EDTA, and 5% SDS, followed by incubation at
100°C for 20 min. Small-scale nuclear extracts were made as previously
described (34). Briefly, cells were resuspended in buffer containing 0.5%
Nonidet P-40, 10 mM Tris (pH 7.5), 10 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 0.5 mM
DTT, 0. mM EGTA, 2 mM leupeptin, 1 mg/ml aprotinin, and 1 mM
PMSF. The supernatant was removed to a separate tube, and the nuclear
pellet was lysed in the same buffer as described above. Cell extracts were
analyzed by electrophoresis on 6% SDS-PAGE. The separated proteins
were transferred to nitrocellulose membrane, and NFAT1 protein was de-
tected by the polyclonal Ab 67.1 as previously described (26).

Intracellular localization of NFAT1 protein was addressed in purified
CD8™ T cells (2 X 10° cells) from C57BL/6 mice by immunofluorescence
staining, also as previously described (26). Briefly, cells were attached to
coverslips previously coated for 1 h with 2% gelatin and were left un-
stimulated or were stimulated for 16 h at 37°C with ionomycin (5 uM).
CsA (5 uM) was added to cells 15 min before ionomycin. Then cells were
fixed in 3% paraformaldehyde, permeabilized with 0.1% Nonidet P-40, and
stained with anti-NFAT1 67.1 Ab. The cells were photographed under
X100 magnification with a Zeiss Axiovert S100 microscope.

Retroviral construction and lymphocyte transduction

The pLIRES-EGFP bicistronic vector was constructed by inserting a 1.4-kb
BgllI-Notl fragment from the pIRES2-EGFP vector (BD Clontech), compris-
ing the encephalomyocarditis virus internal ribosomal entry sequence (IRES)
and the enhanced GFP (EGFP) coding region, into the pLEGFP-NT1 retroviral
vector (BD Clontech; pLIRES-EGFP-empty). To generate the retroviral vector
encoding for NFATI, the full-length cDNA from NFATI isoform C was
cloned into the pLIRES-EGFP (pLIRES-EGFP-NFAT1). Then, the BD Eco-
Pack? ecotropic packing cell line (BD Biosciences) was transiently transfected
with retroviral vectors by calcium phosphate precipitation for 16 h. Cell-free
virus-containing supernatant was collected 48 h after transfection, and con-
centrated as previously described (35). The supernatant was supplemented
with IL-2 (20 U/ml), and immediately used for spin infection (twice, 45 min
each time, 1800 rpm, room temperature) of purified CD8" T cells from naive
NFAT1** and NFAT1™/~ mice previously stimulated with anti-CD3 (1 pg/
ml) for 24 h. Infected cells were incubated at 37°C for an additional 48 h,
supplemented with fresh medium, and stimulated with anti-CD3 (1 pg/ml) for
another 48 h. Cells were then stained for intracellular cytokine as described
above, and EGFP™ CD8™ lymphocytes were analyzed by flow cytometry for
IFN-vy production as described.

Transactivation assays

CTLL-R8™ cell line (2 X 10° cells) was eletroporated (950 uF, 250 V) in
a 0.4-cm GenePulser Cuvette (Bio-Rad) with 5 ug of the indicated IFN-
y-promoter constructs fused to a luciferase reporter gene (Luc; donated by
Dr. C. Wilson, University of Washington, Seattle, WA) (28) in serum-free
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medium. After 24 h, cells were washed and left unstimulated or were stim-
ulated in vitro for 16 h at 37°C with PMA (10 nM) or ionomycin (5 uM)
as indicated. CsA (5 uM) was added to cells 15 min before any other
treatment when indicated. The next day, cells were harvested, and lysis was
performed for 20 min at room temperature with 50 ul of 1X cell culture
lysis reagent (Promega). Crude extract (10 ul) was added to 100 ul of
luciferase assay substrate (Promega). Luciferase activity was promptly
measured in a Monolight 3010 Luminometer (Analytical Luminescence
Laboratory) and was expressed as relative light units.

Eomesodermin (Eomes) RT-PCR

Purified CD8" T cells (2 X 10° cells) from naive NFAT1*"* and
NFAT1 /" mice were left unstimulated (0 h) or were in vitro stimulated
for the indicated time periods at 37°C with plate-bound anti-CD3 (1 ug/
ml). Total RNA was extracted with TRIzol reagent (Invitrogen Life Tech-
nologies), and semiquantitative RT-PCR for murine Eomes expression was
performed using the Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads, accord-
ing to the manufacturer’s instructions (Amersham Biosciences). The prim-
ers used were as follows: Eomes, 5'-GCC CAC GTC TAC CTG TGC
AAC CG-3'" and 5'-TGT TAT TGG TGA GTT TTA ACT TCC C-3'
(334-bp product); and GAPDH, 5'-TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT
TTG-3" and 5'-ACG ACA TAC TCA GCA CCA GCA TCA-3' (276-bp
product). PCR conditions were as follows: 95°C for 3 min; 35 cycles at
95°C for 30 s, 60°C for 30 s, and 72°C for 45 s; and final elongation at
72°C for 10 min. PCR products were resolved on 1.5% agarose gels and
visualized with ethidium bromide.

Pleurisy model

Naive animals were s.c. sensitized with 200 g (0.1 ml) of OVA emulsified
in CFA in a hind footpad, as previously described (36). Fifteen days later,
animals were intrathoracically challenged with PBS or OVA (12 ug) as
indicated. After 24 h, thoracic cavity was rinsed with 1 ml of PBS/0.1%
BSA. Cells were then cytocentrifuged and stained with May-Griinwald/
Giemsa for differential leukocyte analysis. Draining lymph nodes (popliteal
and inguinal) were harvested, and cells (2 X 10° cells) were stimulated in
vitro for 48 h with plate-bound anti-CD3 (1 ug/ml). Cell-free supernatants
were then assessed for IFN-y and IL-4 by ELISA. For in vivo CD8" T cell
depletion, NFAT1*"* mice were i.v. treated with anti-CD8 Ab (100 ug/
animal) every 2 days in a total of five injections before sensitization
(NFAT1"* and anti-CD8). Thereafter, mice continued to be treated with
anti-CD8 Ab (100 pg/animal) every 2 days until challenge. CD8" T cell
depletion was evaluated by flow cytometry of lymph nodes, which always
showed <3% CD8™" T cells.

Statistical analysis

Statistical analysis of values from wild type (+/+) and knockout (—/—)
mice and between control and treated groups was performed using un-
paired Student’s ¢ test for single comparison. A value of p < 0.05 was
considered statistically significant.

Results
Influence of IFN-vy produced by CD8" T cells on CD4™" Thl
differentiation

The cytokine IL-12 was initially characterized as the dominant
cytokine influencing the Th1 phenotype (3, 7, 8). However, addi-
tional studies have shown that other cytokines, such as IFN-y, may
also play a role during Thl development (5, 6). In an in vitro
model of Th differentiation, disruption of IFN-yR signaling path-
way drastically reduced IFN-vy production by CD4™ T cells even
when stimulated in the presence of IL-12, indicating that IFN-y
directly enhances CD4™" Th1 differentiation (data not shown). Sev-
eral cellular sources of IFN-y may enhance CD4" Thl differen-
tiation, such as NK, dendritic cells and CD8™ T cells (3, 21, 22).
As shown in Fig. 14, upon TCR stimulation of primary lymph
node cells, CD8* T lymphocytes represent the very first source of
IFN-v production. To specifically address the influence of the
IFN-v produced by CD8* T cells on CD4* Thl differentiation,
naive CD4 " T lymphocytes cultivated together with CD8™ T cells
from IFN-y"/* or IFN-y~/~ mice were stimulated in vitro for 72 h
with anti-CD3. After this primary stimulation, CD4™ T lympho-
cytes were purified, stimulated in vitro, and assessed for their abil-
ity to produce IFN-y and IL-4. We observed in this study that
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FIGURE 1. IFN-y produced by CD8" T Iymphocytes enhances CD4*
Th1 differentiation. A, Total lymph node cells from naive C57BL/6 mice
were stimulated in vitro with anti-CD3 (1 ug/ml). After stimulation, cells
were analyzed for intracellular IFN-vy production at 72 h as described. Data
are representative of three independent animals. B, Purified CD4* T lym-
phocytes from IFN-y™* mice were cultivated together with CD8™ T cells
from IFN-y"/" or IFN-y /" mice, and then stimulated in vitro for 72 h
with anti-CD3 (1 wg/ml) in the presence of IL-12 (10 ng/ml). On the third
day, cells were rested for 48 h. After resting, CD4* T cells were purified
again and were left unstimulated (Unst) or were stimulated in vitro for 48 h
with anti-CD3 (1 wg/ml). Cell-free supernatants were assessed for IFN-y
and IL-4 by ELISA. All results are from a pool of three mice and are
representative of two independent experiments.

CD4™ T cells, which were cocultivated with IFN-vy-competent
CD8™ T cells, clearly produce more IFN-y and less IL-4 than
those cocultivated with IFN-y-deficient CD8" T lymphocytes
(Fig. 1B). Thus, our results demonstrate that the IFN-y produced
by CD8™ T cells enhances Thl phenotype development of CD4™
T lymphocytes during primary stimulation in vitro.

IFEN-vy production by CD8™ T lymphocytes

The molecular mechanisms that control IFN-y gene expression in
CD4" Th cells are widely known; however, the mechanisms that
dictate its expression in CD8* T lymphocytes are not completely
elucidated. Thus, we decided to address the molecular pathways by
which CD8™ T cells produce IFN-y. We show in this study that pu-
rified naive CD8* T cells produce IFN-y upon TCR stimulation, but
not in response to IL-12/IL-18 treatment alone (Fig. 24). We also
observed that the IFN-vy production level was not altered when anti-
CD28 costimulation was administered together with anti-CD3 (data
not shown). However, 1L-12/IL-18 administration highly increased
IFN-vy levels when associated with TCR triggering, suggesting that
both cytokines may play a secondary role on TCR-induced IFN-y
production by CD8™" T lymphocytes (Fig. 2B). To evaluate the influ-
ence of other pathways in IFN-y production, we stimulated naive
CD8™ T cells with different stimuli. Surprisingly, ionomycin-driven
Ca”" influx was sufficient to induce IFN-y production in CD8" T
cells, which was slightly potentiated by PMA administration (Fig.
2C). However, PMA stimulation alone was not sufficient to induce
IFN-y production in these cells (Fig. 2C). In addition, we found
that IFN-y expression is totally dependent on TCR stimulation, be-
cause IFN-vy transcript levels could be detected as early as 6 h after
TCR triggering, but not in unstimulated CD8" T cells (Fig. 2D). In
this study, we also show that IFN-vy expression/production by CD8 ™"
T lymphocytes is totally inhibited when CsA is administered together
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FIGURE 2. TCR triggering induces IFN-y production in CD8* T lym-
phocytes in a CsA-sensitive manner. CD8" T Iymphocytes were purified
from naive C57BL/6 mice as described, and then left unstimulated or stim-
ulated in vitro as indicated: anti-CD3 (1 pg/ml), IL-12 (10 ng/ml), IL-18
(50 ng/ml), PMA (10 nM), ionomycin (Iono; 5 uM), or CsA (5 uM). CsA
was added 15 min before the other treatments. A—C, Analysis of IFN-y
production by CD8™ T cells after 72 h of stimulation as indicated. Cell-free
supernatant was assessed for IFN-y by ELISA. D, Analysis of IFN-vy ex-
pression in CD8™" T cells by RNase protection assay after 6 h of stimula-
tion. RNA loading was estimated by measuring the intensity of L32 house-
keeping ribosomal protein gene. All results are from a pool of three mice
and are representative of three independent experiments.

with any other stimulus (Fig. 2). These results clearly demonstrate that
CD8™ T lymphocytes are competent for IFN-v production upon TCR
engagement, and IFN-vy expression was totally inhibited by CsA at the
transcriptional level.

CDS8™ T lymphocytes present functional NFATI protein

The activation of NFAT transcription factors requires sustained intra-
cellular Ca®* levels induced by TCR engagement (23). Calcium in-
flux then activates the Ca®"-dependent phosphatase calcineurin,
which is blocked by the immunosuppressive drug CsA (23). Taking
into account that IFN-vy expression is Ca>* dependent and blocked in
a CsA-sensitive manner, we decided to investigate whether CD8" T
lymphocytes presented NFAT transcription factor. We demonstrate
for the first time, to our knowledge, that naive CD8" T cells do
present inactive endogenous NFAT1 transcription factor (phosphor-
ylated form), which is activated by ionomycin-induced Ca”>" influx
(dephosphorylated form), and blocked by CsA (Fig. 3). In fact, iono-
mycin treatment not only led to NFAT1 dephosphorylation, but also
resulted in NFAT1 nuclear translocation, which was again blocked by
CsA as observed by Western blot of nuclear lysate and immunoflu-
orescence staining of CD8™ T lymphocytes (Fig. 3).

Effect of NFAT transcription factor on IFN-y promoter

We then examined the ability of NFAT transcription factor to reg-
ulate the IFN-vy promoter in a CD8" T cell line. The CTLL-R8"
cell line presents endogenous NFAT1 whose activation is induced
by ionomycin and blocked by CsA (Fig. 4A). Moreover, the
CTLL-R8™ cell line did not produce IFN-y when maintained in
culture without stimulation, but ionomycin treatment was sufficient
to induce its production, as assessed by ELISA (data not shown).
We then transiently transfected these cells with different IFN-y-
promoter constructs containing NFAT-binding sites and driving

REGULATION OF IFN-y EXPRESSION IN CD8" T CELLS

A Unst lono
o
\00 09"" -3
s
— NFAT1-P
Nuclear “ ] — NFAT1

CsA+lono

FIGURE 3. NFATI is dephosphorylated and translocated to the nucleus
in CD8" T lymphocytes after Ca®" influx. CD8" T lymphocytes were
purified from naive C57BL/6 mice as described, and then left unstimulated
(Unst) or stimulated in vitro as indicated: ionomycin (Iono; 5 uM) or CsA
(5 uM). CsA was added 15 min before ionomycin. A, Detection of NFAT1
transcription factor in CD8™ T cells in total lysates (Total; upper panel) or
nuclear lysates (Nuclear; lower panel) by Western blot analysis after 15
min of stimulation. NFAT1, dephosphorylated NFAT1; NFAT1-P, phos-
phorylated NFAT]1. B, Cellular localization of NFATI1 protein in CD8* T
cells by immunofluorescence staining after 15 min of stimulation. All re-
sults are representative of at least two independent experiments.

the luciferase reporter gene (Fig. 4B). Three NFAT-binding sites
were approximately identified at positions —100, —160, and —280
bp through the proximal 538 bp of the IFN-vy promoter (pIFN-y
—538; Fig. 4B) (28). Interestingly, ionomycin stimulation was suf-
ficient to highly transactivate the IFN-y proximal promoter con-
struct pIFN-y —538 (Fig. 4C). In accordance with primary CD8*
T cells results, PMA administration alone did not induce luciferase
activity or enhance reporter expression when associated with iono-
mycin, indicating that ionomycin-driven Ca®" influx alone was
sufficient to induce optimal response (Fig. 4C). The partial pro-
moter construct pIFN-y —108, which contained a single NFAT-
binding site, still showed 50% luciferase activity compared with
the full-length promoter construct (Fig. 4D). Again, IFN-vy pro-
moter activity remained sensitive to CsA (Fig. 4, C and D). How-
ever, promoter construct pIFN-y —39 showed no luciferase ex-
pression at all (Fig. 4D). To evaluate the direct role of NFAT on
IFN-v promoter transactivation, we analyzed the effects of point
mutations in different NFAT binding sites (Fig. 4B) (28). As
shown in Fig. 4F, point mutations at the NFAT —160 site (N160),
—280 site (N280), or both sites (N160/N280) decreased luciferase
activity compared with the wild-type pIFN —538 construct. Point
mutation at both sites (N160/N280) decreased luciferase expres-
sion by an average of 50% compared with the pIFN —538 con-
struct, which is similar to the reduction observed in the pIFN-y
—108 construct (Fig. 4, D and E). It is still important to note in this
study the presence of a third intact NFAT binding site at position
—100, which could explain at least some of the luciferase activity
observed in the double mutant (N160/N280) and pIFN —108 con-
structs (Fig. 4, D and E). This site might play an important unrec-
ognized role in IFN-vy promoter regulation in CD8 " T cells. More-
over, luciferase expression always remained sensitive to CsA in all
constructs (Fig. 4, D and E). Based on these results, we conclude
that NFAT transcription factor plays a positive role in regulation of
the IFN-vy promoter in the CD8" T cell compartment.

Involvement of NFATI in IFN-vy production by CD8" T cells

To unequivocally test the hypothesis that NFAT1 is required for
IFN-vy production in CD8* T lymphocytes, we evaluated intracel-
lular IFN-vy production by these cells in NFAT1-deficient mice
(NFAT1 /7). Strikingly, upon stimulation of purified naive CD3™*
T lymphocytes from NFAT1™/* mice, CD8™, but not CD4*, T
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FIGURE 4. NFAT is able to transactivate IFN-vy
promoter in the CD8" T cell line. CTLL-R8™" cells
were left unstimulated (Unst) or were stimulated in
vitro as indicated: ionomycin (Iono; 5 uM), PMA (10
nM), or CsA (5 uM). CsA was added 15 min before
the other treatments. A, Detection of NFAT1 transcrip-
tion factor in CTLL-R8" cells by Western blot anal-
ysis 15 min after stimulation. NFAT1, dephosphory-
lated NFAT1; NFATI-P, phosphorylated NFATI. B,
Schematic view of the plasmid constructs used in the
transactivation assay. Different IFN-y-promoter con-
structs containing NFAT-binding sites were used:
pIFN-y —538 (proximal 538 bp of IFN-y promoter), 0
pIEN-y —108, pIFN-y —39, pIFN-y —538N160 :,':»: 2
(point mutation in the NFAT —160 site), pIFN-y CsA -
—538N280 (point mutation in the NFAT1 —280 site),
and pIFN-y —538N160/N280 (double mutation). El-
ement binding sites for the transcription factors
NFAT, AP-1, AP-2, and YY-1 are indicated. C-E,
CTLL-R8™ cells were transfected with the indicated
IFN-+y-promoter constructs and left unstimulated
(Unst) or stimulated in vitro for 16 h as indicated. 80
Then luciferase activity (Luc) was measured, and gene
reporter activity was expressed as relative light units
(RLUs). All results are representative of at least two
independent experiments.
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cells represented the main source of IFN-vy during the primary
response (Fig. SA). Furthermore, NFAT1 ™/~ mice showed a 3-fold
decrease in the frequency of IFN-y-producing CD8* T cells com-
pared with NFAT1%/" mice after 72 h of in vitro stimulation (Fig.
5A). Also, NFAT1~/~ CD8™" T cells showed a drastic impairment
of IFN-+y production compared with NFAT1"/* CD8" T cells, as
assessed by ELISA (Fig. 5B). To investigate the essential role of
NFATI transcription factor during IFN-y expression in CD8* T
cells, NFAT1/~ CD8" T lymphocytes were retrovirally trans-
duced with an NFAT1-enconding vector. As shown in Fig. 5C,
CD8™" T cells from NFAT1 ™/~ mice infected with pLIRES-EGFP-
empty construct showed drastically decreased IFN-vy-producing
cells compared with NFAT1™/" CD8" T cells infected with the
same construct. However, the frequency of IFN-y-producing cells
was rescued in NFAT1 ™/~ CD8" T cells retrovirally transduced
with NFATI1-encoding vector (pLIRES-EGFP-NFATI1) to the
same levels as the NFAT1** CD8™ T cells (Fig. 5C). Although
these results clearly demonstrate that IFN-vy expression in CD8* T
lymphocytes is extremely dependent on NFAT1, we also decided
to investigate the expression levels of the transcription factor
Eomes, which has been shown to be responsible for IFN-vy pro-
duction in CD8* T lymphocytes (37). As shown in Fig. 5D, no
differences were observed on Eomes gene expression levels in
CDS8* T lymphocytes from NFAT1"™" compared with
NFAT1 '~ mice. Thus, our results clearly demonstrate that the
IFN-vy produced by T lymphocytes upon TCR stimulation primar-
ily originates from CD8" T cells and depends mostly on NFATI
transcription factor.

In vivo consequences of NFATI-dependent IFN-y production

To further characterize the relevance of the IFN-y produced by
CD8™ T cells during in vivo Th immune responses, we took ad-
vantage of a well-defined pleurisy model. Allergic diseases are
usually characterized by eosinophil tissue infiltration, increase in
the level of serum IgE, and a Th2 pattern of cytokine production,
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including IL-4, IL-5, and IL-13, which is totally dependent on
CD4™" T lymphocytes (38). It has been clearly shown that Thl
cytokines, such as IFN-vy and IL-12, may suppress and counteract
the Th2 response of some allergic diseases (11, 12). Thus, we
asked whether NFAT1-dependent IFN-vy production by CD8" T
cells could modulate the Th1/Th2 immune response and control
allergic inflammation in vivo. We performed a pleurisy model of
allergic inflammation to evaluate the influence of IFN-vy on eosin-
ophil infiltration and cytokine production profile. As previously
demonstrated, we show in this study that NFAT1 ™/~ mice present
more eosinophils in the pleural cavity than wild-type mice after Ag
challenge (Fig. 6) (36, 39). Reinforcing our proposal, in vivo de-
pletion of CD8" T cells from wild-type mice (NFAT1/* plus
anti-CD8) led to eosinophilia in the pleural cavity similar to levels
in NFAT1 ™/~ mice (Fig. 6). Consistently, CD8«’~ and IFN-
™/~ mice also presented more pleural eosinophils compared with
respective wild-type mice (Fig. 6). To better understand the im-
mune response generated in vivo in this model, we analyzed the
cytokine production profile after restimulation ex vivo. As shown
in Fig. 7, NFAT1 ™/~ mice presented an enhanced Th2 phenotype,
including higher levels of IL-4 production and lower levels of
IFN-vy compared with wild-type mice. Surprisingly, CD8" T cell-
depleted NFAT1*"* mice, which presented eosinophilia similar to
NFAT1 /" mice, did not show high levels of IL-4 production (Fig.
7). However, IFN-vy production was strikingly decreased to levels
similar to those in NFAT1 /" mice (Fig. 7). Consistently, the
frequency of IFN-vy-competent CD4™ T cells in CD8" T cell-
depleted mice was also decreased to the level in NFAT1 /" mice
as analyzed by intracellular cytokine staining (data not shown).
Interestingly, CD8a '~ mice also presented a highly decreased
IFN-v response compared with respective wild-type mice, but
showed a mild increase in IL-4, which was observed in IFN—yfl -
mice (Fig. 7). These results suggest that NFAT1 transcription fac-
tor-dependent IFN-vy production by CD8™ T cells plays a crucial
role in eosinophil migration in this model of allergic inflammation
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FIGURE 5. NFATI is crucial for IFN-y production
in CD8* T lymphocytes. A, CD3" T lymphocytes were

purified from naive NFAT1"/* and NFAT1 /™ mice as

described and were stimulated in vitro with anti-CD3 (1
peg/ml). After stimulation, CD4* and CD8" T cells
were analyzed for intracellular IFN-vy production at 72 h
as described. B-D, CD8" T lymphocytes were purified
as described from naive NFAT1"" and NFATI '~
mice and were stimulated in vitro with anti-CD3 (1 ug/
ml). B, Cell-free supernatants of stimulated cells were

IFN- y

assessed for IFN-y by ELISA at the indicated time
points. C, Cells were transduced with either pLIRES-
EGFP-empty or -NFAT1 vector after 24 h of stimula-
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and may be important to control Th immune responses and allergic
diseases in vivo.

Discussion

In this study, we have demonstrated that IFN-vy production by CD8 "
T cells during the primary response is dependent on NFATI tran-
scription factor. Little is known about the molecular mechanisms that
regulate IFN-y production in CD8 T cells. T-bet, the master switch
of the Thl response, is a key regulator of IFN-y expression in CD4 ™
T cells (19). Nonetheless, it is noteworthy that T-bet expression is
induced through the IFN-+y signaling pathway, and thus its effects are
dependent on an initial source of this cytokine (10, 20). Pearce et al.
(37) have shown that the transcription factor Eomes, a T-bet paral-
ogue, controls effector functions of CD8" T cells, including IFN-y

production. However, this transcription factor is highly induced in
activated CD8™ T lymphocytes, but moderately detectable in naive
CD8" T cells (37). Also, the regulatory mechanisms that dictate
Eomes gene expression in CD8" T lymphocytes are not completely
elucidated. In fact, Eomes expression was induced in CD8" T cells
early after TCR triggering (Fig. 5D), but this does not seem to explain
the striking differences observed in IFN-vy production by NFAT1*/*
and NFAT1 '~ CD8" T lymphocytes.

By contrast, the NFAT family of transcription factors is largely
known to be activated soon after TCR stimulation. Within minutes
after Ca®* influx, NFAT translocates to the nucleus and binds to
regulatory sequences of the IFN-y promoter region, regulating its
expression (23, 27, 28). In this study we have shown that iono-
mycin-induced calcium influx was sufficient for IFN-vy production
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FIGURE 6. NFATI-dependent IFN-y production by CD8* T lymphocytes controls eosinophilia in vivo. Naive animals (NFAT1*/*, NFAT1~/~, CD8a""",
CD8a ', IEN-y™*, and IFN-y /") or CD8" T cell-depleted mice (NFAT1*/" plus anti-CD8) were s.c. sensitized with OVA (200 ug) emulsified in CFA in
a hind footpad as described. Fifteen days later, animals were intrathoracically challenged with PBS or OVA (12 ug) as indicated. After 24 h, the thoracic cavity
was assessed for differential leukocyte analysis. The total number of pleural eosinophils is shown in control (PBS) and treated (OVA) groups. Data are expressed
as the mean = SEM of values from five mice and are representative of two independent experiments. *, Significantly different from wild-type, OV A-challenged
mice (p < 0.05); +, significantly different from non-CD8* T cell-depleted, wild-type, OV A-challenged mice (p < 0.05).
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FIGURE 7. IFN-vy production by CD8* T cells reg-
ulates the cytokine profile in vivo. Naive animals were
treated as described in Fig. 6. One day after challenge,
the draining lymph nodes (popliteal and inguinal) of the
indicated animals were stimulated in vitro for 48 h with
anti-CD3 (1 ug/ml). Then cell-free supernatants were
assessed for IFN-y and IL-4 by ELISA. Data are ex-
pressed as the mean = SEM values from five mice and
are representative of two independent experiments. *,
Significantly different from wild-type, OVA-challenged
mice (p < 0.05); +, significantly different from non-
CD8™" T cell-depleted, wild-type, OV A-challenged mice
(p < 0.05).
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in naive CD8" T lymphocytes. In fact, the three NFAT-binding
sites identified in the proximal regulatory region of the IFN-+y pro-
moter are required for maximum inducibility of this gene in Jurkat
T cells and primary murine splenocytes (27, 28). Consistently,
CD4™ T lymphocytes lacking NFATI display a substantial defect
in IFN-vy gene expression, independent of the down-regulatory ef-
fects of IL-4 and GATA-3 (33). It has also been proposed that
NFAT transcription factors may act as candidates to drive early
transcription of cytokine genes in T cells, because they can recruit
histone acetyltransferases and thus initiate localized histone mod-
ification in the IFN-y promoter region (40—42). Thus, TCR-in-
ducible transcription factors, such as NFAT1, may represent the
very first switch on IFN-vy production in CD8" T cells.

The local cytokine microenvironment is fundamental to define the
Th1/Th2 balance that CD4™ T cells may undergo during Ag recog-
nition (1, 2). The cytokine IFN-vy induces IL-12 production by APCs
and also up-regulates the expression of IL-12RB2 on CD4™" T cells
through the activation of T-bet (7-10). Both mechanisms are widely
known to promote/enhance CD4* Thl differentiation (3). Myeloid
cells, such as dendritic cells and macrophages, represent an early
source of IFN-vy and IL-12 in the innate arm of the immune system (3,
4). In fact, CD8a™ dendritic cells are able to prime CD4™ T lympho-
cytes toward the Th1 phenotype (43, 44). Furthermore, it has been
recently demonstrated that NK cells may also represent an initial
source of IFN-y during Th1 polarization of naive CD4™ T cells (21).
Our data indicate that upon TCR stimulation of primary T cells,
CD8™, but not CD4™, T lymphocytes, are excellent producers of
IFN-v, which is crucial to enhance CD4 " Th1 differentiation (Fig. 1).
We thus suggest that CD8 ™" T cells also function as another source of
IFN-+y that may reinforce and amplify an adaptive Thl-specific re-
sponse. In accordance, it has been argued that the IFN-vy secreted by
CDS8™ T cells acts directly on CD4 " Th1 priming and also stimulates
APCs to secrete IL-12 (22). In that work, in vivo injections of anti-
CD3 in various MHC gene knockout mice have clearly demonstrated
that IFN- is rapidly produced by a distinct population of CD8" T
cells and polarizes CD4™ T cells toward the Thl phenotype (22). It
has also been shown that the presence of IFN-vy during the early phase
of CD4™ Th priming is essential for Thl phenotype stabilization,
because CD4™" T cells lacking the IFN-y gene or its receptor do not
mount an efficient Thl response and retain the capacity to produce
IL-4 (6). We thus suggest that CD8™ T lymphocytes represent an
early source of NFAT1-dependent IFN-+y production during the initial
adaptive response, which may account for the consolidation of Thl
immunity.

Altering the cytokine-producing profile of Th cells by inducing Th1
responses has been proposed to be protective against Th2-related dis-
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orders, such as allergy (11-13). Our findings show that IFN-y and
also CD8™" T cells are regulators of eosinophil recruitment and Th
immune responses in vivo. Because the IFN-y produced by CD8™ T
lymphocytes was highly dependent on NFAT1, we suggest that mice
lacking this transcription factor could not counteract a Th2 response
and presented overexpression of Th2 cytokines and eosinophilia in
vivo. Thus, the impaired NFAT1-dependent IFN-y production by
CD8™ T cells could be an alternative explanation for the allergic
phenotype described in the NFAT1-deficient mice (36, 39). However,
we cannot rule out the hypothesis that NFAT1 ™/~ mice present a
Th2-biased phenotype in consequence of an intrinsic defect of CD4™
T cells to silence IL-4. This hypothesis could explain the low levels of
IL-4 production observed in CD8™ T cell-depleted mice and the only
moderate increase in CD8a- and IFN-vy-deficient mice, rather than the
profound increase in IL-4 levels observed in NFATI '~ mice
(Fig. 7).

In vivo studies of airway allergic inflammation have demon-
strated that IFN-y, CD8"* T cells, and also CD4" Thl cells are
able to regulate Ag-induced eosinophil infiltration by inhibiting
Th2 responses (11-15). Interestingly, T-bet-deficient mice had im-
paired IFN-vy production and also developed spontaneous airway
hyper-responsiveness similar to asthma patients, who revealed de-
ficient T-bet expression of the lungs and significantly lower IFN-vy
secretion by PBMC compared with healthy individuals (45, 46). In
accordance, it has been recently shown in a model of Leishmania
major infection that the IFN-vy produced by CD8™ T cells directly
promotes Thl differentiation and down-regulates initial Th2 im-
mune responses (47). Although depletion of CD8™ T lymphocytes
in NFAT1 /" mice induced eosinophil infiltration in our model of
allergic inflammation (Fig. 6), we cannot exclude the involvement
of other cell types in this phenomenon. In addition to CD8" T
cells, in vivo treatment with anti-CD8 Ab could deplete CD8a™
dendritic cells, which have been implicated in Thl differentiation
as well (43, 44). Thus, it is still possible that the absence of both
CD8™ T cells and CD8a™ dendritic cells might explain the en-
hanced allergic inflammation observed in CD8-depleted
NFAT1"" mice. Nevertheless, conflicting results have been doc-
umented regarding the protective action of CD8* T and CD4*
Thl cells against allergic diseases (48-50).

The suppressive effects of IFN-+vy on allergic inflammation may
be explained by several mechanisms. It is most likely that IFN-y
directly induces the differentiation of naive T cells toward the Th1
phenotype and/or represses Th2 cell recruitment/differentiation
rather than acting on eosinophils itself (4—6). It is also possible
that IFN-+y suppresses the release of Th2 cytokines from activated
T cells (51, 52) and thus inhibits the following Th2-dependent
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eosinophil recruitment (11, 38). However, other reports have
shown inhibitory properties of IFN-vy directly on eosinophil infil-
tration into inflammatory tissues (53, 54). Our results support the
idea that NFAT1 plays a positive regulatory role in IFN-y produc-
tion by CD8" T cells and may control allergic inflammation in
vivo. In contrast, a recent report have shown that inhibition of all
NFAT family members in T cells prevents allergic pulmonary in-
flammation, early eosinophil recruitment to the lungs, and Th2
response development (55). These results support the idea that
different NFAT members may play specific roles during immune
responses in vivo, because this family consists of five proteins with
distinct properties in the regulation of cytokine genes.

In conclusion, we demonstrate in this study that IFN-vy produc-
tion by naive CD8" T cells during primary stimulation is highly
dependent on NFAT1 transcription factor. We also indicate that
CD8™ T cells and IFN-y are essential to control allergic inflam-
mation. Finally, we suggest that NFAT1 protein plays a positive
regulatory role on IFN-vy production in CD8* T cells, which is
central to the generation of Th1 immune responses in vivo.
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Abstract

The nuclear factor of activated T cells (NFAT) family of transcription ~ Key words

factors has been primarily identified in immune cells; however, these ~ « NFAT

proteins have been recently found to be functionally active in several ~ + Cell cycle
« Cancer

other non-immune cell types. NFAT proteins are activated upon
different stimuli that lead to increased intracellular calcium levels.
Regardless of their widely known cytokine gene expression proper-
ties, NFATs have been shown to regulate other genes related to cell
cycle progression, cell differentiation and apoptosis, revealing a broader
role for these proteins in normal cell physiology. Several reports have
addressed the participation of NFATSs in many aspects of malignant
cell transformation and tumorigenic processes. In this review, we will
discuss the involvement of the different NFAT family members in the
regulation of cell cycling, differentiation and tumor formation, and
also its implications on oncogenesis. Better understanding the mechan-
isms by which NFATSs regulate cell cycle and tumor-related events
should be relevant for the development of rational anti-cancer thera-
pies.

« Cell differentiation
« Gene expression

Introduction ing that NFAT transcription factors are pres-

ent in a wide range of cell types and tissues

Cell activation is regulated by an interact-
ing network of transcription factors that de-
termine the expression of different genes. It
has been shown that several transcription
factors, including the nuclear factor of acti-
vated T cells (NFAT) family, play an impor-
tant role in the control of gene expression
during cell activation and differentiation.
Most of the work on NFAT proteins has been
related to immune cell activation and its
mediators, such as cytokines (1). However,
accumulating evidence has been demonstrat-

that are not related to the immune system,
and implicated in the regulation of genes that
control cell cycle progression, cell develop-
ment and differentiation, angiogenesis, and
possibly tumorigenesis (2-7). Given the im-
portance of these processes in different stages
of cell physiology, it is of considerable inter-
est to understand the mechanisms by which
NFAT transcription factors affect cell acti-
vation and function. Thus, in this review we
will focus on the involvement of the NFAT
family of transcription factors in cell cycle
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regulation, cell differentiation and oncogen-
esis.

The NFAT family of transcription
factors

NFAT was first identified in T cells as a
rapidly inducible nuclear factor able to bind
to the distal antigen receptor responsive ele-
ment of the human IL-2 promoter (8). Over
the past few years, studies from several labo-
ratories have indicated that NFAT proteins
regulate the expression of different genes,
including signaling proteins, cytokines, cell
surface receptors, and cell cycle and apopto-
sis related proteins. The NFAT family of
transcription factors encodes four distinct
proteins that are regulated by the calcium/
calcineurin signaling pathway, known as
NFATI1 (also called NFATp, NFATc2),
NFAT2 (NFATc, NFATcl), NFAT3
(NFATc4), and NFAT4 (NFATx, NFATc3),
and another protein named NFAT5 (TonE-
BP), which is regulated by hyperosmotic
stress (1,9). NFAT1, the first identified mem-
ber of the family, was cloned from murine
(Ar-5) and human (Jurkat) T cell cDNA
libraries (10,11). A distinct protein, NFAT2,
was also cloned from a Jurkat T cell cDNA
library (12). cDNA clones encoding two other
NFAT proteins, NFAT3 and NFAT4, were
isolated from Jurkat T cell, human peripher-
al blood lymphocyte and human thymus
c¢DNA libraries (13,14).

Despite their name, NFAT proteins are
expressed not only in T cells, but also in
other classes of immune and non-immune
cells. NFATI1, NFAT2 and NFAT4 are ex-
pressed at the protein level in peripheral T
and B cells; NFATT is also expressed in mast
cells, NK cells, and in certain monocytes and
macrophages (1,9,15). NFAT1 and NFAT2
mRNAs are expressed in peripheral lym-
phoid tissues, and NFAT2 mRNA is upregu-
lated in activated T cellsand NK cells (12,14).
NFAT4 mRNA is expressed at high levels in
the thymus and at low levels in peripheral
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lymphoid tissues (13,14). However, several
data have demonstrated that NFAT proteins
are also present in different non-related im-
mune cell lines and tissues, such as neuronal
cell line and nervous system tissues, endo-
thelial cell line, skeletal and heart muscle,
chondrocytes, keratinocytes, and adipocytes
among others (1,5,16).

Several isoforms have been described for
NFATI1, NFAT2 and NFAT4. Sequence ho-
mology represented in all the isoforms sug-
gests two different domains, comprising the
DNA-binding domain and the NFAT homol-
ogy region (11,17). The DNA-binding do-
main, which is located between amino acid
residues 400 and 700, is highly conserved
within the NFAT family, and shows moder-
ate sequence similarity to the DNA-binding
domains of Rel-family proteins (17). Based
on comparisons of binding site sequences,
the NFAT binding site is determined to be a
9-bp element, possessing the consensus
nucleotide sequence (A/T)GGAAA(A/N)(A/
T/C)N (1,9). In addition, NFAT transcrip-
tion factors cooperate with AP-1 proteins in
DNA binding and transactivation, and this
association results in stabilization of the
NFAT-DNA interaction (1,9). The NFAT
homology region is located in the N-terminal
region, comprising 300 amino acids, and
shows a strong conservation of several se-
quence motifs characteristic of the NFAT
family (11,13,14).

Further on, NFAT transcription factors
have been characterized as cytosolic proteins
constitutively expressed in resting cells (1).
Upon stimulation of receptors coupled to cal-
cium mobilization, NFAT proteins are acti-
vated by calcineurin, the calcium/calmodulin-
activated serine-threonine phosphatase (1,9).
Activation of NFAT by calcineurin is sensitive
to calcineurin inhibitors and immunosuppres-
sive agents, such as cyclosporin A and FK506
(1,15). Three different steps of activation have
been defined for NFAT proteins: dephospho-
rylation, nuclear translocation, and DNA bind-
ing (Figure 1). In resting cells, NFAT proteins
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are phosphorylated and cytoplasmic, and show
a low affinity for DNA (18). Stimuli that
trigger calcium mobilization result in rapid
dephosphorylation of NFAT proteins and their
translocation to the nucleus, where dephos-
phorylated proteins show increased affinity
for DNA (18,19). Binding sites for NFAT
proteins are present in the promoter/enhancer
regions of several inducible genes, including
the cytokines IL-2, IL-4, IL-5, IL-13, IFN-y,
and TNF-q; the cell surface proteins CD40L,
CTLA-4 and FasL; the enzyme cyclooxy-
genase-2, and the cell cycle regulator CDK4
(1,4,15,20,21). Thus, a large number of induc-
ible genes that regulate cell proliferation, dif-
ferentiation, survival, and apoptosis are under
the control of NFAT proteins.

NFAT and cell cycle regulation

The cell cycle is controlled by a set of
protein complexes composed by two basic
components: cyclin-dependent kinases
(CDK) and their activation partners, the
cyclins. Cyclin-CDK activity is regulated in
response to appropriate stimuli and plays a
key role in controlling cell cycle progres-
sion. The expression of specific cyclins is
regulated at the transcription level, and dic-
tates the formation of distinct cyclin/CDK
complexes at different points of the cell
cycle. CDK activity is usually influenced by
several mechanisms, such as cyclin degrada-
tion (22) and phosphorylation of CDKs by
inhibitory proteins, known as CDK inhibi-
tors. CDK inhibitors are composed by two
families of proteins: INK4 proteins, which
specifically inhibit the catalytic subunit of
CDK4 and CDK6, and Cip/Kip proteins,
which affect the activity of cyclin D-, E-, and
A-dependent kinases (23).

Different classes of cyclins are defined
by the cell cycle phase at which they bind to
CDKs and exert their function. During G0/
G1 transition phase, cyclin C stimulates
CDK3-mediated phosphorylation of the ret-
inoblastoma protein (pRB), exiting cells from

quiescence (24). In GI1 phase, cyclin D-
CDK4/6 complex phosphorylates pRB and
leads to E2F transcription factor release,
which transactivates genes related to S phase
entry (23,25,26). During late G1, cyclin E-
CDK2 phosphorylates additional sites of the
PRB subsequent to cyclin D-CDK4/6 phos-
phorylation sites, regulating G1/S transition.
Cyclin A has been implicated in the control
of S phase entry, as well as in the G2/M
transition by binding to CDK2 and CDKI,
respectively. Mitosis phase events are quite
dependent on specific cyclin B-CDK1 com-
plex activity (23,26).

Increase of intracellular free calcium is
central for cellular activation. Several obser-
vations have demonstrated that calcium sig-
nal stimulates gene transcription associated
with cell cycle progression, and also pro-
motes G1/S phase transition (27-29). Fur-
thermore, accumulating evidence suggests
that the phosphatase calcineurin plays a ma-
jor role in the regulation of cell cycle pro-
gression by acting during the early stages of
G1 phase (20,30,31). Taken together, these
results suggest that NFAT proteins, which
are activated in consequence of calcium
stimulus and calcineurin activity, are central
regulators of the cell cycle machinery.
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Figure 1. Schematic view of
NFAT transcription factor signal-
ing pathway in gene expression
regulation. NFAT proteins are
activated upon different stimuli
that lead to increased intracellu-
lar calcium levels. When de-
phosphorylated by calcineurin,
NFAT rapidly translocates to the
nucleus where it regulates the
expression of several target
genes. NFATs may function as
transcriptional activators or re-
pressors and cooperate with
several other transcription fac-
tors. CaZ* = calcium; CaM = cal-
modulin; Cn = calcineurin; CsA
= cyclosporin A; NFAT = nuclear
factor of activated T cells; P =
phosphorylation; TFs = trans-
cription factors.
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Recently, it has been demonstrated that the
promoter of CDK4 presents a consensus-bind-
ing site for NFAT proteins and is negatively
regulated by NFAT1 without AP-1 coopera-
tion (4). This finding demonstrates that NFAT1
directly controls the expression of CDK4 at
the transcription level. Furthermore, NFAT1
has been implicated in the control of some
cyclin genes, acting as a negative regulator of
cyclins A2, E and B1 during lymphocyte acti-
vation (3). These results support the idea that
the hyperproliferative phenotype observed in
NFATI-/- lymphocytes is related to a deregu-
lated cell cycle progression, suggesting that
NFAT]! transcription factor plays a central
role in controlling cell cycle during T cell
activation (3). Several other data also support
this evidence. It has been shown that cyclo-
sporin A and FK506 inhibit the expression of
cyclins A and E in 3T3 fibroblasts (31). An-
other evidence for the involvement of NFAT
on cell growth has been shown in keratinocyte
cells, where cyclosporin A suppressed the
expression of p21WAFICirl gnd p27KIP1 two
CDK inhibitors (32). Moreover, transactiva-
tion of p21 promoter is upregulated by calci-
neurin and is dependent of Sp1/Sp3 in syner-
gism with NFAT1 and NFAT2 (32). In addi-
tion, it has also been demonstrated that over-
expression of NFAT2 in preadipocyte 3T3-L1
cells promoted cell cycle progression even
under low serum concentrations and induced
altered expression of cell cycle-related genes,
such as cyclin D1, cyclin D2, pRB, and c-Myc
(6). Finally, preliminary data from our labora-
tory suggest that NFAT1 directly regulates the
expression of cyclin A2 gene (Carvalho LDS
and Viola JPB, unpublished observations).
This evidence supports the hypothesis that
NFAT transcription factors control the expres-
sion of cell cycle-related genes and are central
regulators of cell cycle progression.

Cell cycle and CD4* T cell
differentiation

Upon primary stimulation, naive CD4* T

J.P.B. Viola et al.

lymphocytes (T helper, Th) differentiate into
two classes of effector cells with distinct
functional abilities (33). During Th differen-
tiation, these cells commit to a specific and
mutually exclusive pattern of cytokine se-
cretion (33). Thl cells are characterized by
the production of IFN-v, contributing to cel-
lular immune responses against intracellular
pathogens, while Th2 cells produce IL-4, IL-
5 and IL-13, participating on the response
against extracellular pathogens (33). Several
factors can influence the differentiation path-
way of Th cells, specially the conditions
prevailing within the microenvironment
where T cells encounter antigen (34). How-
ever, the molecular basis for the cell-specific
and mutually exclusive expression of Th1 or
Th2 cytokines is not yet completely defined.
Genetic experiments have implicated sev-
eral transcription factors in Th cell differen-
tiation, including NFAT, STAT4, STAT6,
T-Bet and GATA-3. The proteins T-Bet and
GATA-3 have been implicated as critical
lineage-specific transcription factors which
are sufficient to program Thl and Th2 cy-
tokine expression profiles, respectively
(35,36). Conversely, gene disruption of
STAT4 and STATG6 indicated that these trans-
cription factors also play major roles in Th
differentiation (37,38). However, in this sec-
tion we will focus on reviewing data regard-
ing the role of NFAT family proteins in Th
differentiation.

NFAT proteins are present in both Thl
and Th2 cells, and can activate cytokine
promoters in both cell types (1,15). Also,
NFAT transcriptional activity appeared to
be similarly regulated during Th1/Th2 de-
velopment, although it was enhanced in dif-
ferentiated Th2 cells compared with differ-
entiated Thl cells (39). These similarities
suggested that the activity of NFAT trans-
cription factors were likely to overlap sub-
stantially. However, data generated by in
vivo gene disruption of the different NFAT
proteins suggest that they may have distinct
roles in Th differentiation. NFAT1-/- mice
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developed normally, and did not exhibit any
obvious behavioral deficiencies (40,41).
However, NFATI1-/- mice consistently
showed a marked increase in their immune
response. NFAT1-/- mice showed an en-
hanced Th2 development in both in vivo and
in vitro models of Th differentiation, as evi-
denced by increased levels of IL-4 produc-
tion (40,42,43). Furthermore, cells from
lymph nodes and spleen hyperproliferated in
response to different antigen stimulations
(41). Likewise, CD4* T cells hyperproliferated
in vitro in response to anti-CD3 (40). On the
other hand, targeted disruption of NFAT2
resulted in an embryonic lethal phenotype
(9,15). Complementing RAG-1- or RAG-2-
deficient blastocysts with homozygous
NFAT2-/- mutant ES cell lines demonstrated
that T and B cells from chimeric mice showed
reduced proliferation of peripheral lympho-
cytes when compared to wild-type mice
(44,45). In an in vitro model of Th differen-
tiation, the chimeric mice displayed a de-
creased production of IL-4 but normal pro-
duction of IFN-y, demonstrating an impaired
Th2 response in NFAT2-/- T cells (44,45).
Taken together, the results observed in
NFAT-deficient mice demonstrated that these
transcription factors play an important role
in Th differentiation, and suggest that NFAT1
and NFAT2 have opposite roles in regulat-
ing gene expression in Th cell activation and
differentiation. However, the molecular ba-
sis of these effects remains to be identified.

Cell cycle entry is one of the first events
that occur during lymphocyte activation.
Upon T cell receptor (TCR) activation, naive
T lymphocytes, which are in a quiescent
stage, proliferate, differentiate and acquire
their effector functions. It has been shown
that T cell differentiation is dependent on the
cell cycle entry (46,47). Although prolifera-
tion and differentiation of CD4" T cells oc-
cur concomitantly during cellular activation,
it is still not clear whether they are effec-
tively interconnected. Reiner and colleagues
(46) have argued that cell cycle is an impor-

tant regulator of Th differentiation. IL-4 and
IFN-y production by naive CD4" T cells
could only be detected after one and three
rounds of cellular division, respectively, be-
ing blocked by cell cycle-arresting drugs
(46). Furthermore, it has been suggested that
DNA synthesis is essential for the acquisi-
tion of IL-4 production competence in acti-
vated CD4* T cells, since it is blocked by
specific drugs that prevent cell cycle pro-
gression to S phase, but not to G2/M phase
(48). In contrast, it has been proposed that
cell cycling only increases the frequency of
cytokine-secreting cells, showing a correla-
tion rather than dependence between cell
cycle and differentiation (47,49). In fact,
non-cycling cells are capable of IFN-y secre-
tion, suggesting that acquisition of compe-
tence to produce IFN-ycan be achieved with-
out entering into S phase (49). Other studies
have argued that cell cycle progression is
fundamental to the commitment of a Th cell
with its cytokine-secreting profile, including
the heritable activation/silencing of lineage-
defining players (50). Actually, the reversi-
bility of Thl and Th2 populations is lost
along the increasing number of cellular divi-
sions and after long-term stimulation (47).
Moreover, it has been shown that T cell
differentiation is associated with a dynamic
process of histone acetylation and chromatin
remodeling at regulatory regions of IL-4 and
IFN-y genes, suggesting that cell cycle could
provide a window of opportunity to rear-
range genes from an inactive to an active
state (47,51).

As discussed before, NFATI1-/- T cells
show both hyperproliferation and increase
in Th2 cytokine expression (40-42). How-
ever, it is still not clear whether the overex-
pression of Th2 cytokines, such as IL-4, is
dependent on the hyperproliferative response
observed in NFATI1-/- T cells or both phe-
nomena are independent. We have hypoth-
esized that NFAT transcription factors coor-
dinately regulate the expression of early-
inducible genes that are involved in cell
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cycle control, such as cyclin genes, and in
Th1/Th2 differentiation, such as IFN-y and
IL-4 cytokines (3). It has been demonstrated
that NFATI is able to bind to IFN-y pro-
moter regions and to the IL-4 enhancer in T
cells stimulated under Thl or Th2 condi-
tions, respectively (51). Since TCR stimula-
tion activates an immediate and global chro-
matin derepression program in naive T cells,
it has been suggested that TCR-inducible
transcription factors, such as the preexisting
cytoplasmic NFAT1 protein, may bind to
regulatory regions of these cytokine genes,
initiating localized chromatin remodeling
(51). Finally, we indicate here that NFAT
proteins regulate central events during lym-
phocyte activation, such as cell proliferation
and cytokine expression, and may represent
an informative model to elucidate the real
correlation between cell cycle and Th differ-
entiation.

NFAT and malignant cell
transformation

As we discussed until here, NFAT pro-
teins are involved in a variety of cellular
mechanisms, and thus represent broader con-
trollers of cell growth and development of
normal cells. Several studies have already
demonstrated definitive evidence for the in-
volvement of NFAT proteins in the regula-
tion of cell cycle progression, cell differen-
tiation and cell death in different tissues
(3,6,52,53). These findings point to NFAT
activation as an essential pathway in normal
cell physiology, and therefore suggest that
deregulation of NFAT signaling may occur
during cellular aberrations and tumorigenic
processes.

NFAT proteins have been shown to regu-
late cell cycle progression by modulating
cyclin/CDK gene expression profile (3,4). In
mouse models, deficiency of NFATI trans-
cription factor caused hyperproliferative cel-
lular responses, altered cell cycle control,
and increased stage-specific cyclin expres-
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sion in lymphocytes (3,40,41). NFATI pro-
tein also repressed the CDK4 gene in T cells,
dictating cell cycle re-entry from quiescence
(4). Out of the immune system, NFAT1 defi-
ciency also led to uncontrolled cell growth
and differentiation of the connective tissue
and skeletal muscle cells (52,54). These re-
sults clearly implicate NFAT1 as a negative
controller of early-inducible genes that regu-
late cell cycle progression and differentia-
tion, and thus suggest a putative tumor sup-
pressor role for this protein in different or-
gan systems.

Although some members of the NFAT
family are regulated in a similar way, they
seem to play quite different effects during
cellular responses. In contrast to NFATI1
effects, NFAT2 as well as NFAT3 and
NFAT4 appear to function as inductors of
cellular proliferation. NFAT2-deficient lym-
phocytes present a defect in B and T cell
proliferation and an impaired repopulation
of both thymus and peripheral lymphoid or-
gans (44,45). Recently, Neal and Clipstone
(6) have shown that NFAT?2 protein controls
cellular proliferation of adipocytes by regu-
lating cell cycle-related genes. In skeletal
muscle and endothelial cells, NFAT?2 activa-
tion was also essential for cellular growth
and cardiac morphogenesis, respectively
(9,15,55). In accordance to NFAT2 data,
several mouse models have elucidated the
importance of NFAT3 and NFAT4 activa-
tion in smooth and skeletal muscle cell dif-
ferentiation, indicating their role in blood
vessels formation and angiogenesis (16,29).
These results provide evidence for a positive
regulatory role of NFAT?2 transcription fac-
tor in cell cycle machinery and growth signal
autonomy, revealing its oncogenic potential.

Another hallmark of tumorigenesis is the
ability that cancer cells present to evade cell
death. Programmed cell death by apoptosis
occurs in virtually all cell types and is pre-
cisely regulated at the cellular and molecular
levels. Many molecular players have been
characterized to take part in the apoptotic
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process, such as caspases, kinases and trans-
cription factors. In fact, NFAT proteins have
shown to bind to promoter regions and up-
regulate the expression of some effectors of
apoptosis, such as TNF-o and FasL (1). It
seems that NFATI presents a pro-apoptotic
role in T lymphocytes since cells lacking this
protein showed a decreased expression of
FasL. and TNF-a and were resistant to apop-
tosis (53). Moreover, overexpression of some
NFAT members in primary T cells led to
increased rates of apoptosis (53). These re-
sults thus suggest that NFAT deregulation
may rescue normal cells from apoptosis and
enable tumor cell survival. Conversely, some
reports have also indicated anti-apoptotic
roles for NFAT members. Overexpression
of the NFAT2 protein in adipocytes pro-
tected cells from undergoing apoptosis in
response to growth factor withdrawal (6).
Mice lacking NFAT4 presented impaired
expression of the anti-apoptotic protein Bel-
2 and increased thymocyte apoptosis during
T cell development in the thymus (56). Also,
NFATI1 showed to rescue lymphocytes from
activated-induced cell death upon antigen
stimulation in vitro (3). In spite of the con-
troversial data discussed, NFAT proteins are
known regulators of apoptotic mechanisms
and may take part in tumor development by
sustaining cell survival.

Besides indirect evidence, there is plenty
of data demonstrating the effective partici-
pation of NFAT proteins in tumor-related
processes. Several in vitro and also in vivo
reports support NFAT transcription factors
as essential targets for better understanding
tumor progression pathways. In an elegant
work, Neal and Clipstone (6) have investi-
gated the role of NFAT2 in tumorigenesis. A
constitutively active form of the NFAT2 pro-
tein expressed in the murine 3T3-L1 preadi-
pocyte cell line was able to induce cell trans-
formation and inhibit cell differentiation.
Upregulated NFAT2 activity induced the
acquisition of well-defined hallmarks of tu-
morigenesis, including: 1) loss of contact-

mediated growth inhibition, 2) reduced se-
rum growth requirements, 3) protection from
apoptosis, 4) formation of colonies in semi-
solid media, 5) acquisition of growth au-
tonomy, and 6) formation of tumors in
athymic nude mice (6). Moreover, authors
speculate that sustained NFAT2 activity in
vivo could be achieved by the continuous
presence of a soluble promitogenic/prosur-
vival factor, which establishes an autocrine
regulatory growth loop and leads to cell
autonomy. These results provide strong evi-
dence for the oncogenic potential of NFAT2
transcription factor and elicit its participa-
tion during tumor progression in vivo. Still,
the expression of functional NFAT2 has been
also identified in proliferating glioma cells, a
nervous system-derived cell line. In line with
this, cyclosporin A inhibited the prolifera-
tion of these cells and induced apoptotic cell
death in a dose-dependent manner (57). Thus,
the correlation between the presence of NFAT
proteins and the proliferative status of glioma
cells might converge to the participation of
NFAT transcription factors in the transformed
glioma cell phenotype by regulating an auto-
crine growth factor stimulation.

The formation of new blood vessels, a
process called angiogenesis, is also essential
in tumor development, since it supplies oxy-
gen and nutrients during late stages of tum-
origenesis. NFAT proteins have been impli-
cated in the regulation of vascular endotheli-
al growth factor-mediated angiogenesis by
dictating the expression of cyclooxygenase-
2, an enzyme that plays a pivotal role in
neovascularization (2,21). A very recent data
also suggest NFAT1 protein as a convergent
factor during angiogenesis, since it regulates
the balance between stimulatory and inhibi-
tory angiogenic signals (7). Beyond angio-
genic processes, NFAT proteins have also
been related to cellular metastasis. Rao and
colleagues (58) have linked the integrin-
signaling pathway to the activation of NFAT1
and NFATS5 proteins, which induced carci-
noma invasion of cell lines derived from
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Cell growth and
proliferation

Apoptosis

human breast and colon cancer. Integrins are
extracellular matrix ligand receptors widely
described as controllers of tumor invasion
and migration. These results have highlighted
NFAT proteins as relevant players in pro-
moting tumor metastasis.

It is evident the involvement of NFAT
transcription factors during tumorigenic pro-
cesses (Figure 2). In accordance, antagonists
of NFAT proteins inhibit tumor formation,
supporting an oncogenic potential for these
family of transcription factors (59). When
binding to promoter regions and regulating
gene expression, NFATs have shown to co-
operate with several protooncogene prod-
ucts, such as c-Fos, c-Jun (AP-1), and Egr

Cell differentiation

Growth signals

Angiogenesis

Tissue invasion and
migration

Figure 2. Tumor-related processes regulated by NFAT transcription factors. NFAT proteins
have shown to directly regulate the expression of genes related to cellular proliferation
(e.g., CDK4) and differentiation (e.g., cytokines and growth factors), apoptosis (e.g., FasL),
angiogenesis (e.g., cyclooxygenase-2) and tissue invasion mechanisms among others.
NFAT = nuclear factor of activated T cells.
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proteins (1,60). These interactions may re-
sult in transcriptional activators or repres-
sors in different moments (Figure 1). How-
ever, the subset of genes regulated by NFAT
proteins and its importance during the differ-
ent stages of tumor progression remain to be
elucidated. Strong effort must focus on clari-
fying this still puzzling participation of
NFATSs during tumorigenesis.

Final remarks

NFAT transcription factors act as ubiqui-
tous regulators of gene expression during
cellular activation. NFAT proteins have di-
verse effects not only on cytokine expres-
sion, but also on cell cycle entry and apopto-
sis. Cumulative evidence has recently dem-
onstrated that NFAT transcription factors
exert important roles in the physiology of
different cell types, and not only in cells
related to the immune system. As such, NFAT
has the potential to participate in malignant
cell transformation related to cancer. As we
discussed here, NFAT proteins regulate genes
involved in cell cycle control, cell death and
angiogenesis. Given the importance of these
phenomena in the development of cell ma-
lignancies, it is of considerable interest to
understand the mechanisms by which NFAT
affects cell growth, differentiation and func-
tion. Finally, understanding more about the
cell cycle regulation by NFAT proteins is
central to precisely indicate the involvement
of these transcription factors in malignant
cell transformation and oncogenic processes.
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The role of interferon-y on immune and allergic responses

Leonardo K Teixeira™*, Bruna PF Fonseca™ ™, Bianca A Barboza™*, Jodo PB Viola™
Divisdo de Biologia Celular, Instituto Nacional de Cancer, RuaAndré Cavalcanti 37, 20231-050 Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Allergic diseases have been closely related to Th2 immune responses, which are characterized by high levels of
interleukin (IL) IL-4, IL-5, IL-9 and IL-13. These cytokines orchestrate the recruitment and activation of different
effector cells, such as eosinophils and mast cells. These cells along with Th2 cytokines are key players on the
development of chronic allergic inflammatory disorders, usually characterized by airway hyperresponsiveness,
reversible airway obstruction, and airway inflammation. Accumul ating evidences have shown that altering cytokine-
producing profile of Th2 cells by inducing Thl responses may be protective against Th2-related diseases such as
asthma and allergy. Interferon-y (IFN-}), the principal Thl effector cytokine, has shown to be crucial for the resolu-
tion of allergic-related immunopathologies. In fact, reduced production of this cytokine has been correlated with
severe asthma. In this review, we will discuss the role of IFN-y during the generation of immune responses and its
influence on allergic inflammation models, emphasizing its biologic properties during the different aspects of
allergic responses.

Key words: interferon-y - lymphocytes - immune system - alergy - alergic inflammation

Airway allergic diseases are common disorders, which
affect approximately 5% of the Western world popula-
tion, and show reportedly increasing incidencein devel-
oping countries during the last decades. Asthma, rhinitis,
and allergy represent the most common allergic diseases,
which arise as a result of interaction between multiple
genetic and environmental factors. Most patients exhibit
an acute immediate hypersensitivity to inhaled antigens,
known as allergens, as a consequence of a genetic pre-
disposition for the development of deregulated immune
responses (atopy). The inflammatory process may be di-
vided into early- and late-phase reactions. The early (im-
mediate) response is usually mediated by mast cell de-
granulation, whereas late phase is followed by neutro-
phil, eosinophil, and lymphocyte migration to the inflam-
matory site. Thischronicinflammatory disorder of thelung
isusually characterized by (i) airway hyperresponsiveness
(AHR), (ii) reversibleairway obstruction and mucus hyper-
secretion, and (iii) airway inflammation (Wills-Karp 1999).
Although allergic diseases have been linked to an en-
hanced Th2 immune response associated with high levels
of interleukin (IL) IL-4, IL-5and IL-13, accumulating evi-
dences demonstrate that a decreased Thl immune re-
sponse is also important in the pathogenesis of theses
diseases, and that interferon-y (IFN-y) could act asacen-
tral regulator in this phenomenon. Therefore, in this re-
view we have decided to focus on some of the major func-
tions of IFN-y that may be implicated in the pathogenic
process of alergicinflammation.
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Thel FN-ycytokine

The molecule - The cytokine IFN-y belongs to the
family of interferons, which are closely related by their
ability to protect cellsfromviral infections. Based on sev-
eral criteria, the IFN molecules have been divided into
two distinct classes. The first class is named type | IFN
and includes the IFN-a and IFN-3 molecules, which are
the classical interferons induced in response to viral in-
fections. The second class is solely composed by IFN-y
(alsotermedtypell orimmunelFN), whichisnot related
tothetypel IFN at both the genetic and the protein lev-
els. Although IFN-y displays most of the biologic activi-
ties that have been described to the other IFN, it has a
lower specific antiviral activity, but presents more
immunomodul atory propertiesthan thetypel interferons
(Farrar & Schreiber 1993).

Both human and mouse | FN-y genes generate aunique
1.2 kb mRNA that encodes an amino acid polypeptide of
166 and 134 residues, respectively (Boehm et al. 1997).
Two polypeptide chains self-associate in an antiparallel
fashion, producing amolecul ethat exhibitsatwofold axis
of symmetry with an apparent molecular weight of 34 kDa
(Farrar & Schreiber 1993, Bach et a. 1997). Only thedimer
displays biologic activity, possibly because it isthe only
conformation of the molecule that can induce IFN-y re-
ceptor (IFN-yR) dimerization (Farrar & Schreiber 1993).
For along time, the production of IFN-y has been consid-
ered to berestricted to activated natural killer (NK) cells,
CDA4" T helper-1(Th1) cells, and CD8" T cytotoxic cells
(Farrar & Schreiber 1993, Boehm et a. 1997). However, we
now know that these cells are the most potent, but not the
only sources of IFN-y. Several studies have identified
additional |FN-y-secreting cell types, including ydT cells,
NKT cells, macrophages, dendritic cells, naive CD4* T
cells, and even B cells (Frucht et al. 2001, Szabo et al.
2003).

Molecular mechanisms of gene expression - Much of
the knowledge regarding the molecular mechanisms for
IFN-y expression has been described in T lymphocytes,
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since these cells are excellent producers of this cytokine.
Its gene expression is dictated by several transcription
factors, which bind to DNA elements|ocated within spe-
cific regulatory regionsof the IFN-y locus (Murphy et al.
2000, Szaho et a. 2003). DNase |-hypersensitive experi-
ments have shown that the IFN-y regulatory region en-
compasses more than 8.0 Kb of genomic DNA, and con-
sistsof promoter ciselements, intronic regions and distal
enhancers. The promoter region contains binding sites
for asort of IFN-y-inducers, suchasNF-kB, NFAT, STAT-
4, and T-bet (Murphy et al. 2000, Szabo et a. 2003).

The expression of the IFN-y gene has showed to be
repressed by the immunosuppressive drug cyclosporin.
In fact, three binding sites for the cyclosporin-sensitive
NFAT family of transcription factors have been identified
through the proximal region of the IFN-y promoter. These
sitesarerequired for maximal IFN-y expressionin T cell
lines and primary T lymphocytes (Sweetser et al. 1998).
The NFAT and NF-kB transcription factors are thought to
bind to similar DNA sequences, and may thus coordi-
nately cooperate for the regulation of |FN-y gene expres-
sion. Hence, NF-kB induction within T cellsiscrucial for
substantial IFN-y production and Th1l response (Sica et
al. 1997). It has & so been shown that both IL-12 and IL-18
augments | FN-y production through the activation of NF-
kB pathway. However, the influence of the IL-12/IL-18
pathway on IFN-y production in Thl effector cells de-
pends mainly on STAT4, which isableto directly bind to
the promoter region of the IFN-y gene. Even so, STAT4
does not seem to be essential for theinitial production of
IFN-y, but to amplify the amount of 1FN-y produced by
individual cells since STAT4-/- T lymphocytes are still
ableto produce this cytokine (Murphy et al. 2000, Szabo
etal. 2003).

While some nuclear factors are ubiquitous regulators
of gene expression, othersarerequired for selective gene
expression in specific cellular subsets. In CD4* T lym-
phocytes, T-bet (T-box expressed in T cells) wasrecently
identified asthe master switch of Thl differentiation and
to be the key regulator of IFN-y expression in these cells
(Szabo et al. 2000). T-bet islargely expressed in the lym-
phoid system, and also has shown to transactivate the
IFN-y gene and induce chromatin remodeling of the IFN-
ylocus (Szabo et al. 2003). Three putative T-box binding
sites were identified in the IFN-y gene locus, two sites
located 2 Kb from the start site and onein thethird intron.
Recently, Reiner and collaborators have identified two
transcription factorsalso related to | FN-y production: HIx,
apotential interacting partner for T-bet that has presented
synergistic effects on IFN-y production (Mullen et al.
2002); and Eomesodermin, a T-bet paralogue that con-
trols effector functions of CD8* T cells, including IFN-y
production (Pearce et al. 2003). Although some transcrip-
tion factors are conserved regulators of 1FN-y gene ex-
pression among different cell types, it remains to be de-
termined the key effectors of each cell lineage. Further-
more, the regions responsible for tissue-specific expres-
sion of the IFN-y gene remain to be elucidated.

The signaling pathway - IFN-y exerts its pleiotropic
effectsthrough a specificinteraction with the cell surface

IFN-y in immune and allergic responses = Leonardo K Teixeira et al.

IFN-yR. Thereceptor complex consists of two chains: |FN-
yR1 (also known as | FN-y receptor a), which isthe major
ligand-binding subunit, and IFN-yR2 (also known as | FN-
y receptor 3), which isobligatory for IFN-y signal trans-
duction, and also increasesthe affinity of IFN-yR1 for its
ligand, presumably by enhancing the stability of the com-
plex (Boehmet al. 1997, Tau & Rothman 1999).

Signal transduction starts with an interaction of the
IFN-y homodimer with two a-chain receptors, thereby in-
ducing a-chain dimerization and the subsequent recruit-
ment of two 3-chainsto the complex. Each chainisconsti-
tutively associated with a specific Janus kinase (JAK)
(the a-chain with JAK1 and the -chain with JAK2)
(Igarashi et al. 1994). The aggregation of the receptor com-
ponents brings inactive JAKs into close proximity with
one another. Once clustered, JAKs are reciprocally acti-
vated through sequential auto and transphosphorylation
events. After activation, JAKs then phosphorylate a spe-
cifictyrosineresidue near the C-terminus of the IFN-yR1,
which serve as a docking site to the binding of STAT1
(Heimet al. 1995). Therecruitment of STAT1isfollowed
by its phosphorylation on tyrosine residue 701 by the
receptor-associated JAKs. This phosphorylation leadsto
arapid dissociation of the receptor and to the formation
of STAT1 homodimers (also called GAF, for gagmma-acti-
vated factor) (Greenlund et al. 1995). At some point dur-
ing the early phase of activation, STAT1 isalso phospho-
rylated on serine 727 by a process involving phos-
phatidylinositol 3-kinase (P13-K) and Akt that isrequired
for maximal transcriptional activity (Nguyen et al. 2001).
The STAT1 homodimer then transl ocatesinto the nucleus,
whereitisableto bind to defined DNA sequences (known
asGAS, for gamma-activated site) and initiate or suppress
transcription of IFN-y-regulated genes (Darnell et al. 1994)
(Fig. 1). In addition to thewell known Jak-STAT pathway,
IFN-y activates several additional signal-transduction
proteins (Ramanaet al. 2002). In fact, targeted disruption
of the STAT1 genein mice hasrevealed STAT 1-indepen-
dent pathways in IFN-y-dependent signaling (Gil et al.
2001). Therole of these pathwaysin the variety of physi-
ological and pathological conditions remainsto be eluci-
dated.

In summary, by activating the latent cytosolic tran-
scription factor STAT1, IFN-y initiates the transcription
of anumber of genes containing STAT1-binding sitesin
their promoter regions. Many of theseinduced genes are
transcription factors (for example, IRF-1) that are able to
further drive the regulation of the next wave of transcrip-
tion. The total number of IFN-y-regulated genesis esti-
mated to be ~500 (Boehm et al. 1997). It has been demon-
strated that 1FN-y upregul ates the transcription of genes
related to antigen presentation (MHC class | and I1, B2-
microglobulin, TAP), Thl phenotype development
(STAT1, T-bet), chemokine-based recruitment of mono-
cytes, T cells, eosinophils and basophils (MCP-1, MCP-
2, MCP-3, RANTES), cellular adhesion (VLA-4,ICAM-1,
V CAM-1 molecules), immunoglobulin heavy chain class
switch (IFN-y upregulates |gG and downregulates IgE),
cytokinesnetwork (1L-12, IFN-y, CD40), apoptosis (CD95,
caspases), lymphocyte activation (B7-1 and B7-2 mol-
ecules), and others (Boehm et al. 1997). Aswe shall dis-
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Fig. 1: interferon-y (IFN-y) signaling pathway. IFN-y binds to its receptor (IFN-yR) and leads to the aggregation of a and 3-chains, which
are constitutively associated with Janus Kinases (JAKs). Once actived, JAKs phosphorylate the IFN-yRa chain, creating a docking site for
STAT1, which is then phosphorylated and associated in homodimers (named GAF, for gamma-activated factor). The STAT1 homodimer
translocates to the nucleus where it is able to bind to specific DNA seguences (named GAS, for gamma-activated site) and regulate the

expression of |FN-y-responsive genes.

cuss here, these IFN-y-regulated genes take part in the
generation of immune responsesrelated to several stages
of some allergic processes.

Immunologicbasisof allergic diseases

Allergicinflammation has been closely associated with
CD4" Th lymphocytes, since a classical Th2 pattern of
cytokine production has shown to contributeto the patho-
genesis of thisdisease (Renauld 2001). Elevated numbers
of Th2 cells have been identified in the bronchoal veolar
lavage (BAL) fluids and airway biopsies from asthmatic
patients. Theselymphocytes produce high levelsof IL-4,
IL-5, IL-9, and IL-13, which orchestrate the recruitment
and activation of effector cells related to allergic re-
sponses, such as eosinophilsand mast cells. The cytokine
IL-4wasoriginaly identified asaB cell growth factor, and
further showed to promote IgE isotype switchin B cells.
Inaddition, IL-4 isrequired for optimal Th2 and mast cell
differentiation, whereas|L-5isaselectivefactor for eosi-
nophil activation and development. IL-4and IL-5alsoin-
crease eosinophil adhesion to vascular endothelial cells,
and promotesitsinfiltrationto inflammatory sites by regu-
lating surface markers on eosinophils (such as VLA-4)
and endothelium (such asV CAM-1). These cytokines may
be produced not only by CD4* T cells, but also by mast
cells and eosinophils themselves. Still considering Th2
cytokines, IL-13 is responsible for the mucus hyper-se-
cretion of submucosal glands and/or epithelial cells, and
IL-9 has been recently related to mast cell and eosinophil
proliferation/differentiation (Wills-Karp 1999, Renauld
2001).

Inlinewith all thesefeatures, alergicinflammationis
correlated with pronounced levels of serum IgE, eosino-
phil migration to the site of inflammation, and activation
of specific cellular compartments. Together with allergen
recognition, IgE antibodies bind to Fc receptors (FcR)
present on the surface of mast cells and basophils, and

thus trigger the release of inflammatory mediators (such
as histamine, prostaglandin and leukotrienes), aswell as
chemotactic factors(such aseotaxin/CCL 11, MCP-1/CCL 2
and RANTES/CCL5) and cytokines that in a fine-tuned
way are responsible for several alergic reactions. In the
mucosa, these mediators of hypersensitivity reactions
rapidly induce vascular changes, edema, mucus produc-
tion, and smooth muscle constriction. Furthermore, it
seems that eosinophils are also involved in the patho-
genesis of allergic diseases because they usually infil-
trate to the target tissues, where they release several in-
flammatory mediators and cytokines that contribute to
airway wall epithelium damage. Finally, chemokines, or
chemoattractants, arealso relevant in allergy not only for
their rolein regul ating leukocyte recruitment (mainly ba-
sophils, eosinophils, and mast cells), but also because
they can regulate cellular activation and inflammatory
mediatorsrelease, IgE synthesis, and Th2 cell recruitment
tothesiteof alergicinflanmation. Taken all together, these
findings indicate that Th2 cells and their cytokines can
account for someof theinitial hallmarksof airway inflam-
mation, and are crucial for the pathogenesis of alergic
diseases (Wills-Karp 1999, Renauld 2001). During the next
sections, we will focus on how IFN-y regulates Th im-
mune responses, and may thus control allergic diseases.

IFN-yand Thimmuneresponse

A critical aspect of theimmune response to allergens
ismediated by the helper function of CD4* T cells. After
engagement of the T cell receptor (TCR) by the appropri-
ate peptide-MHC complex, naive CD4* T cells rapidly
undergo a differentiation process that leads to the devel-
opment of two functionally distinct cell subsets. These
subsets are characterized by amutually exclusive pattern
of cytokine secretion. Thl cellssecrete IFN-yand TNF-3
and are efficient in eliminating intracellular pathogens.
Th2 cellsproducelL-4, IL-5, IL-10and IL-13, which affect
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humoral immunity to helmintic parasites and are respon-
siblefor immune responsesto persistent allergens (Abbas
et al. 1996). Several factors caninfluencethe differentia-
tion pathway of CD4* Th cells, specially the cytokines
prevailing within the microenvironment wherethese cells
encounter antigens (Constant & Bottomly 1997). IL-12
and IL-4 are known to be the major Thl- and Th2-induc-
ing cytokines, respectively (Abbaset al. 1996). The Thl/
Th2 balance is extremely important and may determine
whether the immune response is appropriate or leads to
severe immunopathologies. Overproduction of Thl
cytokines has been implicated in delayed-type hypersen-
sitivity reactions and autoimmune diseases. On the other
hand, it is notorious that the basis for allergic disorders
remains on the dysregulation of the Th2 phenotype as
previously stated here (Abbas et al. 1996).

Accumulating evidences have shown that altering
cytokine-producing profile of Th2 cells by inducing Thl
responses is protective against Th2-related disorders
such as asthma and allergy. It has been demonstrated
that Thl lymphocytes and cytokines such as IFN-y and
IL-12 may counteract and suppress Th2 responses of al-
lergic diseases(Iwamoto et d. 1993, Cohn et a. 1999, Dow
et al. 1999). In fact, defective IFN-y production predis-
poses toward the development of allergic diseases, and
patients with severe asthma present significantly reduced
IFN-y production in response to allergen when compared
to control individuals (Leonard et al. 1997, Renzi et al.
1999). Moreover, resolution of allergy seems not to be
related with areduction in Th2-cytokine production, but
with normalization of IFN-ylevels(Smart et al. 2002). In-
terestingly, it has also been reported an inverse associa-
tion between dominant IFN-yimmune responsesto intra-
cellular pathogens in childhood and the incidence of
asthma (Shirakawa et al. 1997). These results emphasize
the inhibitory character of IFN-y on the response against
alergens.
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IFN-yisthe principal Thl effector cytokine, andit has
acrucia rolein Thl differentiation. IFN-y hasthe ability
to act in agreat number of cell typesthat are involved in
Thdifferentiation. It inducesL-12 production by antigen
presenting cells (APC), such as dendritic cells and mac-
rophages (Snijders et al. 1998, Szabo et al. 2003). These
APCsprovidethefirst contact of naive CD4* T cellswith
the antigen, therefore this IL-12 production is of great
importance on the differentiation pathway towardsaThl
phenotype. In addition to its role on APC, IFN-y exerts
effects on the CD4* T cells themselves. This cytokineis
capable of enhancing the development of Thl effector
cellsfrom BALB/c miceby increasing naive CD4* T cells
responsesto IL-12 (Wenner et al. 1996). Actually, IFN-yis
responsible for inducing/maintaining the expression of
the 3 chain of thelL-12 receptor (IL-12R[32) through T-bet
activation, stating an important role of IFN-y on the Thl
effectsmediated by IL-12 (Mullen et al. 2001, Afkarian et
a. 2002). Studieson CD4* T cellsfrom C57BL/6 micehave
alsorevealed adirect rolefor IFN-y asan inducer of Thl
polarization viaan autocrine mechanism, independent of
IL-12 (Bradley etal. 1996) (Fig. 2).

IFN-y also exerts direct inhibitory effects on Th2
cytokines, reducing the levels of 1L-4 and IL-5 produc-
tion. The IFN-y signaling pathway activates T-bet pro-
tein, the Thil-specific and Th2-suppresing transcription
factor (Lighvani et al. 2001, Afkarian et al. 2002). In fact,
ectopically expression of T-bet was able to repress IL-4
and IL-5in Th2 cells (Szabo et al. 2000). In a model of
atopic dermatitis, Th2 cellsretrovirally transfected with a
vector expressing T-bet conferred Thl-like cytokine pro-
duction and migratory capacities to those cells (La-
metschwandtner et al. 2004). Consistently, T-bet-deficient
mice have impaired |FN-y production and also develop
spontaneous AHR similar to allergic patients (Finotto et
al. 2002). Also, T-bet expressionin CD4* T cellsisdimin-
ished in the lungs of asthmatic patients, who present sig-
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Fig. 2: interferon-y (IFN-y) controls Th immune and alergic responses. IFN-y is produced by different cell sources. It may counteract Th2
immune responses (by suppressing the development of Th2 lymphocytes), induce Thl differentiation (by enhancing IL-12 production by
APC or skewing naive Th lymphocytes toward the Thl phenotype), and control several steps of alergic responses (by inducing eosinophil

apoptosis and blocking IgE isotype switch in B cells).
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nificantly lower IFN-y secretion by peripheral blood mono-
nuclear cells when compared with healthy individuals
(Nurseet a. 1997, Finotto et al. 2002). On the other hand,
the Th2-induced transcription factor GATA-3 specifically
controls the expression of Th2 cytokines, which are es-
sential to induce alergic inflammation in vivo (Zheng &
Flavell 1997). Infact, increased levelsof GATA-3 mRNA
expression have been reported in asthmatic airwayswhen
compared to those of control subjectsand correlated with
increased IL-5 expression (Nakamuraet al. 1999). Theex-
pression of adominant-negative mutant of GATA-3led to
areduction in the levels of all Th2 cytokines and attenu-
ated mucus production, IgE synthesis, and airway eosi-
nophiliain the transgenic mice (Zhang et al. 1999).

IFN-y has indeed a crucial role on inhibiting Th2 re-
sponses but not only through T-bet expression. Loss of
IL-4 receptor responsiveness may be another mechanism
that suppresses Th2 development in polarizing Thl cells
(Huang & Paul 1998). Other studies have shown that IFN-
ydirectly suppresses|L-4 gene expression through IRF-1
and 2, which bind to threedistinct IL-4 promoter sitesand
act astranscriptional repressors (Elser et a. 2002). Invivo,
IFN-y-mediated Th2 repression can be shown by experi-
ments based on models of pulmonary inflammation or-
chestrated by Th2 cytokines. In IFN-yR-/- micepreviously
sensitized with OVA and rechallenged intranasally with
the same antigen, theinflammatory lung disease persisted
long after it was resolved by wild type mice (Coyleet a.
1996). As discussed before, IFN-y acts not only as a po-
tent activator of the Thl phenotype, but also as a sup-
pressor of Th2 development.

Besides the counteracting roles of IFN-y in the Th2
differentiation process, IFN-y hasarolein inhibiting the
proliferation of Th2 cells. In fact, over a decade ago
Gajewski and Fitch (1988) have observed that | FN-ywas
responsible for the inhibition of proliferation and IL-1-
induced responses of some Th2 clones. Further experi-
ments have shown that Th1 cells decreased their expres-
sion of the 3 chain of the IFN-yR while Th2 cellsdid not,
suggesting a mechanism by which IFN-y could inhibit
selectively the proliferation of Th2 clones (Pernis et al.
1995). Theroleof IFN-yin promoting Th1- and inhibiting
Th2-type responses has also been subject of some con-
troversy. Recently, Bocek and colleagues (2004) have
shown a quite unexpected function for IFN-y asan IL-4-
production inducer. The authors suggest that the precise
amount of cytokines may bethe key to whether the domi-
nant effect of IFN-y isto enhance or suppress Th2 prim-
ing (Bocek et a. 2004).

IFN-yand aller gicinflammation

The suppressive effects of IFN-y on allergic diseases
have been shown to be mediated by various mechanisms,
such as the (1) regulation of alergen presentation to T
lymphocytes, (2) differentiation of naive T cells toward
Th1 phenotype and/or inhibition of Th2 cell recruitment/
differentiation, (3) suppression of Th2 cytokine release
from activated T cells, (4) inhibition of effector cell re-
cruitment to the site of inflammation, (5) induction of
apoptosisin T cells and eosinophils, (6) blockage of IgE
isotype switchin B cells, and (7) induction of nitric oxide
(NO) production. Actually, IFN-yisknown to be apleio-
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tropic cytokine that induces and modulates an array of
immune responses. Therefore, in this section we have
decided to focus on some of the mgjor functions of this
cytokine not discussed until here that may be implicated
in allergic diseasesin acertain manner.

One of the important physiologic roles of IFN-y dur-
ing the generation of immune responses is its ability to
upregulate the expression of MHC class| and I proteins
in several cell types. While this upregulation enhances
antigen presentation in macrophages, it has been shown
that IFN-y almost completely abrogates the capacity to
present antigens by mast cells, central mediators of aler-
gicreactions(Farrar & Schreiber 1993, Frandji et al. 1995).
Since Th cells can be activated in the airway mucosa,
mast cells could act as APCs in the absence of IFN-y,
inducing Th2-type responses through their ability to pro-
ducesubstantial amountsof I1L-4 (Hamid et a. 1991, Frandji
et a. 1995, Constant & Bottomly 1997).

It has been demonstrated that IFN-yisresponsiblefor
regulating the activation, differentiation and recruitment
of eosinophils. In fact, IFN-y induces a decrease in the
expression of the eotaxin receptor (CCR3), whichwasre-
cently showed to be an important inducer of eosinophil
differentiation from hematopoietic progenitor cells
(Lamkhioued et a. 2003). L ung eosinophil recruitment is
one of the hallmarks of atopic asthmaand | FN-y seemsto
play animportant inhibitory role on these cells. Through
theinduction of the chemokine Mig (CXCL9), IFN-yin-
hibits the eotaxin-dependent recruitment of eosinophils
tothelung (Fulkerson et a. 2004). In vivo modelsof aller-
gicinflammation have al so proved the properties of IFN-
y to regulate allergen-induced eosinophilic infiltration.
Recombinant |FN-y treatment before inhalation of aero-
solized antigen prevented eosinophil infiltration into the
tracheaof sensitized mice (Iwamoto et al. 1993). Targeted
disruption of the IFN-y receptor gene has resulted in a
prolonged airway eosinophilia in response to allergen,
suggesting that IFN-y signaling pathway is crucial to con-
trol eosinophil recruitment in vivo (Coyleet al. 1996). In
human studies, nebulized | FN-y has al so reduced the num-
ber of eosinophils in the BAL of asthmatic patients
(Boguniewicz et al. 1995). However, itisunlikely that this
cytokine directly acts on the eosinophils during itsinfil-
tration to inflammatory tissues. |n agreement, several re-
ports have concluded that |FN-y directly prevents aller-
gen-induced CD4* T cell infiltration into the tissue and
thereby inhibitsthefollowing | L-5-dependent eosinophil
recruitment.

IFN-y also plays a role in the nitric oxide pathway,
inducing iNOS, an NO synthase (Boehm et a. 1997).
Through the induction of NO production, IFN-y inhibits
| gE-mediated degranul ation of mast cells(Eastmond et &l.
1997). Moreover, NOitself isabronchodilator, and inhala-
tion of high concentrations of NO has resulted in asmall
bronchodilatory responsein asthmatic patients (Hégman
etal. 1993). NO hasa so shown aroleininhibiting prolif-
eration and DNA synthesisin airway smooth muscle cells
(Patel et al. 1999). Since hyperplasiaand hypertrophy of
airway smooth muscle are thought to contribute to air-
way dysfunctions such as asthma, NO induction could
be an important inhibitor of these diseases (Patel et al.
1999).
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Another critical role of IFN-yinallergicreactionsisits
ability to inhibit immunoglobulin class switching to IgE,
whichisan important mediator of allergic pathologiesin-
duced by Th2 cytokines as discussed before (Boehm et
al. 1997). Besides inhibiting IgE class switch, IFN-yin-
duces 1gG production instead. 1gG may neutralizeinhaled
alergens, and through interactions with Fcy receptors
(FcyR), may promote activation of accessory cells and
enable FcyR-mediated endocytosis of allergen-1gG com-
plexes, thereby promoting allergen capture and presenta-
tion by APC, such as alveolar macrophages (Sehra et al.
2003). This results on the activation of specific Th sub-
sets, specialy cells from the Thl lineage, since severa
studies have shown that the APC activity of macroph-
agesis associated with Thl cell priming (Desmedt et al.
1998). Infact, treatment with anti-allergen IgG intheair-
ways of sensitized micewasfollowed by an increment of
secreted |FN-y along with a shift from a Th2-skewed re-
sponse to a more balanced Th1/Th2 response. In addi-
tion, a resulting reduction in eosinophils in the
bronchoalveolar lavage (BAL ) fluid of thesemice hasalso
been observed after treatment (Sehraet al. 2003). For these
reasons, it has been suggested that the induction of IFN-
ymay bebeneficial inregulating IgE-mediated inflamma-
tion. Thus, the decreased production of IFN-y in asth-
matic patients may enable an increase in IgE levels by
either permitting IgE isotype switch of B cells or by per-
mitting more CD4* T cell progenitorsto differentiateinto
Th2cells.

It has also been reported the involvement of IFN-yin
apoptotic events. |nflammatory responses induced by al-
lergen exposure cause mucus cell metaplasiaby differen-
tiation of existing and proliferating epithelial cells into
mucus-storing cells. IFN-y hasaroleininducing apoptosis
of these cells through the induction of caspases and Bax,
two proapoptotic proteins, thereby recovering the origi-
nal proportions of cell typesin the airway epithelium (Shi
etal. 2002, Tesfaigzi et a. 2002). Accordingly, IFN-y has
shown to induce apoptosis in T cells and eosinophils
through caspase and CD95/Fas-mediated mechanisms,
respectively (Luttman et al. 2000, Refaeli et al. 2002). Also,
it hasbeen indicated acorrelation between increased | FN-
y production and enhanced apoptosis of eosinophils and
CD4* T cellsin dlergic airway infiltrates (Kodamaet al.
2003). Thus, | FN-y-mediated apoptosisinduction of CD4*
T cellsand eosinophils may be an alternative explanation
for the suppressive effects of IFN-y directly on the local
recruitment of these cellsin allergic situations.

The adoptive transfer of |FN-y-producing cells into
allergen-sensitized recipients has a so protected from air-
way eosinophilia after antigen challenge. Indeed, when
transferredinto recipient mice, CD4" Thl cellshaveinhib-
ited Th2-induced eosinophilia and mucus secretion
through the production of IFN-y, since IFN-yR-/- mice
had prolonged eosinophilia(Cohn et a. 1999). However,
other studies have suggested that adoptively transferred
Th1 cellsmight induce an inflammatory response encoun-
tered in asthma due to the proinflammatory properties of
IFN-y. It really seems that an inflammatory responseis
necessary to activate lung macrophages to produce reac-
tive oxygen species, which are important to airway re-
modeling. Lung macrophages are also able to selectively
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promote Thl responses during secondary exposure to
inhaled allergen, thereby suppressing Th2-mediated al-
lergic airway inflammation (Tang et al. 2001). Finally, IFN-
ysecretion by transferred CD8* T cells hasalso controlled
airway eosinophiliainamodel of alergen-challengedrats
(Suzuki et al. 2002). Although increasing evidences sug-
gest aprotective role for IFN-y against allergic diseases,
conflicting results still regard its involvement in these
responses (Hansen et al. 1999). Therefore, strengthening
Thl responses of alergic patients either by the adoptive
transfer of activated antigen-specific T cells or by the
administration of recombinant IFN-y may only be consid-
ered as apotential immunotherapy intervention after fur-
ther intensive investigations.

Concludingremarks

Several experimental findings have strongly supported
the idea that the pathogenesis of allergic diseases is re-
lated to amisba ance between Th1/Th2 immune responses.
For the past few years, it has been demonstrated that
alergic inflammation is associated to an enhanced Th2
immune response. However, we now know that the ab-
sence of competent Th1l immune responses, specialy the
downregulation of IFN-y, accounts for the establishment
of these diseases. We reviewed here the recent data that
demonstrate the importance of this cytokinein the modu-
lation of allergic diseases. The devel opment of novel thera-
peutic strategies has been designed to inhibit the devel-
opment of Th2 cells (or the effect of their cytokines) and
shift the immune response into a Th1 phenotype. In fact,
the potent inhibitory property of IFN-y on Th2 responses
and allergic inflammation has suggested that it might bea
possible treatment approach for such diseases. However,
initial studies have shown unexpectedly hightoxicity and
several side effects related to IFN-y administration to al -
lergic patients. Even so, based on all findings related to
IFN-y modulation of Th immune response and allergy,
any new possible immunotherapy approach developed
for alergicinflammation will need to take into account the
potent immunoregulatory properties of this cytokine.
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Imunologia Tumoral "%+

INTRODUCAD

0 chincer € um des principois problemas de sadds pabli-
co mupifial & nmn das principais cansas de moeos entre crian-
cas e aceltes. Sepondo A estimativa da incidéncia e morali-
dade por ciipeer do Institiuio Macionad de Chncer (20020, a5
nesplagias sia a segunds cansa de morte por doenca no Bra
ail”, O Miniatéric da Sadide eatima que em iodo o Brazil no ano
de= 20003 acorrerarn 402, 190 cases noves = | 20550 AGbiins poiT
ciancer. A poncipal caracterisica do ciincer & um descontro
I2 nas vias que regelam a proliferaciie & morie celular, afetan-
do a bomeosiade tecidual, O degenvalvimentn de uma céle
In umeyal ccome aravés de uma eessio de sventos M-
cipnais cuomolativos de aripem heeeditdria e ambiental. Em
determinada meomenia, n céluln ;lrn:ln o conimole dos procss-
sed de divieSio e diferenciacio celular, tomansdo-2e ama cé-
lula cancerasa. Hanahan & Weinberg sugeticam seis alier-
e eesenciais na fisiologia celular que caractenizaram a
tran=farmagin matigna: 1) auto-sufic¥ncia a snais de cresci-
mento celular; Z) insensibilidads a sinais inibitdrios de ores-
cimesto celwlar: 3) evaio des programas de moce celulas
programada (apoptass); 43 pobencsal replicativo dlinsitado; 3)
angiogéness sustzntada; e 6) invasda tecidual & metistaze®
Entr=tante, apis a mRasfomoacin |11.'|I§.gr-.a_ as cétulas mmorais
devem ser capazes de eutapar dos mecanismas de dafesa do
COTANISMG para gerat deenga.

s principios bésicos schre imaonidade antitiamaoral avan-
carmn bastante a pactr do final da décsda de 1950, quando
Lewviz Thomss desepvolveu n hipdesce de que o sistema imu-
noldgess teria a copacidade de reconbeser 2 eliminar células
memorais geradas diranle um processo de ransfommagio ce
lutar maligna Mo final des ancs &0, MeFadlape Bumet defi
nin o terma vigilineis imunoldgica: Ele propunba gue o sis-
T e iﬂ'-IIFIL'll:Igjl:l.'ﬁ EEIANA &M 0 esigo da cordianie alertn

Jodo PA, Viola
Lacrdudks W Tedvairs
Miriam BLE. Werneck

PAra [ER0iVer o ApErECLTE D de AONEETICS TUTaas sstrunhos
que pucessam cavsar algam dard: ao organismeo. Esses con-
celig contnbuiram de forma deliniiva para a compreensio
arnal sobee 3 mmunidade de prmoces, onde o reconbecimento
de eélolas wmoraia pele aiEtema imunoldgieo ccorme freqilen-
temente, em diversas etapas, ¢ amavés de difersnies compo-
neness, Em sineacides normais, o organismo £ capaz de des-
iruir clomes de células ransbormadas amles mesns gue ocor

ro sua malignizegdo, on ainda combater cflulas mmorais i
formacdas que PO AT levar ao cincer, Comtudo, o esiabel=s

clmente de wm tormer pode sconbecer atrgvds de fathas do sis-
tema imunolipicn ness= comhbabe, sejn pelo aparecimentio de
mecanismos de escape nimaral, ou amda por uma deflcitncia
irnme do arganzme. Algumas miessbes virks estdo relacia-
NAAS GO A palo@iiness df MMmeies, COmo, por eXempio, in-
fecoies pelo vines Epsiem-Barr, vinis da hepalile & pamloma

vimes. Além disso, o surgimento de alzuns tipos de wmores
maligros coang sarcomes, linfomas & Carmnmrss oaoormem com
miaee inciddncla em individees imusecompramesidos. Ism
indica claraments que o sisEma imosedbeseo previne o de-
senvolvimenno de numeoees em individoos sadios, seja arravés
da imunidade gerada contra patdgencs Sxernos o Areveés
da eliminacio de determinsdas célalas com psncizl onco-
YATIRCO.

O SISTEMA IMUNOLOGICO

) =isiemin ‘ml,:ln:-'lﬁgu::;u & COMPESEG POT WD Seajunio d=
cElulns @ moléculas responsidvels pela dedess do arganismo,
A resposts drnune, de uma maneles geral, £ peesda para pro-
teger o indiwidoo de ceras infecodes & eliminar antigenos
aciranbcs Ao coqpo. A ativaciAn dests siciema envodve 2 por-
herpeiio de diferentes Gpos celularss @ mecamismiod alam
res, A geracho da respos@a imune acontece afmvEs da dife-
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rereclogho @ prediferagdo de compartimening czlulares especi-
ficos e do regulecfio eatreitn de coda um dos efeitas gerndos
poT esEek componented. A perds do controle do resposta
irnnnlégica pode levar 20 aparesimenio de alesgas, nfluns-
gi=s, doencns aaio-imunes 2 clincer®,

s CoMPONENTES DT SI5TEMA [Mse

Ax cflulas do sistema imune =50 germdas & partie da di-
ferencaaglio &= células-tronco hemaiopogticas no meduln fa-
e, Exsns células originam precursores maeldides & linfiides
gue= sfit 05 Tesponsdveis pela ompla betesogenesidade encen-
mmda dentre desie sisema. Os precursares mizldides sfio on-
pizes da se diferencior sm mondeioos, erimdeimns ¢ granald-
cites, dentre outrns célielas, O precursores linfdidss iflo sz
diferenciar em células NE (Naouend Kiler) e am linlfcigs B
£ T nos drgdos lnfdides primirics. Apds 5 matumgio = di-
ferencingiio, estas células irfdo colonizar of degdos linfdides
sscundirios, terctlrios & quaternfirics, Os linfécitos B inici-
am 520 procesta de diferenclaclo na meduls dstea, pussam
por seguidns procesies de rearmanjo génico de mansira inde-
pendenie de nntigenc, at chegarem n um estigio de célulps
B imaturag. MNesse estigio de difsrenciaglo, estas ofulas mi-
gram para a perafena onde s=riio testndas porn o cepacidade
de lolerincin ag pripric e capacidade de sobrevivdncia. As
células que passarem por sssns sinpas sofferfo mois wma es-
pa de diferenciac®o para atngireen o =5tadp d= infdcitos B
madums, gue irfio s atvedos apds e encontrarem coom an-
Ligeno especific. A ativacio de linfdcitos B ocome apda a li-
gacia do antfgenc cspecifice com o receplor de cflula B
[BCR, B Cell Receptor] que vai kavar i ativegio de diferen-
tes wias de sinalizaghio intracelular, A asseciagio enre o 5i-
nal desercadexdo pela ligagio aniigenc-BCR ¢ 4 preseng de
elinid neste micmambientes itio estimubar as oflulas B ma-
duras a prediferarem e diferenciarem em cflules produtoms de
imuncglobulinas. Ce preguraares de lfaciias T também se
criginam no meduln Sasea. pordm a sua maruragio e difensn-
Citgia ocommem no imo. Messe drglio, os linfdcitos T imatu-
fDE pasanrm por wma sErs de rearranjos gankeos Lz |=wpm h
expressio 4o ssu recepior & PESSAM por processes de sele.
o que levam i formogio do reparidio de lnfdciiss T ma-
durcs. O Linfdcites T maduris se difersncinm em dois tipes
cafulares, carpeterizados pela sapressda das moléculas CO4
e CDE no supsrficis celular, Os finfécitas T CD4* 380 dena-
minadas T kefper oo auxilienss (Th ¢ o5 linfdcites T CDE-
eatdo envolvidos com o processo da citetoxicidnde,

A respostn imuneldgica & camcterizadn por umo primeirn
Tinhn ok defesa mipida & pegco especifica, denominada imu-
medmde inain; s=guidn de uma resposn de grande especifi-
cidade, denominada imurdsde adapiativa. Az célulns fago-
citices, coma neatrdfilcs & macndfagos, efio as responsiveis
pela eliminagio local des antigenas através da fagocitoss &
do preducda de citeeings inflamatdérias. As células WNE siio
fumbém encontradas nesles sitios @ apresentam umo gran-

. de capacidade citcddrica, além de serem excelantas produ.
fores de interferon-gama (IFMN-y), aumentandn o podar de
endocitose das célalns fegoelticns recidentas. O fistemna
complementa & currns substncias presenpes na cireulagio
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sanguinea tarmbém complem o slacema bnune nato, Além
dissn, 0 sisbzmo imune inate € capar de sstmular uma res-
prsta imuns mais sspecificn {odaprntival, oferecendo sinais
pirra @ ativagio de linfacitas T e B especificas parn determi-
nada antfgeno

ATACAD LINFOCITARLA

A ativagdo de linfacites T desempenha um papes| c2ndral
na resposta imene. Os linfbeites T apenas reconbecem anti.
gencs apresentados pelas cflulns apresenadoras de antfgens
[APC, Arrigen-Fresenting Ceif), sendn as célelos dendriticas
& mocrdfages as mais eficientes neste processo. As APCH
[OcEsam ns anilgenns em megmenics pepiiificns qes =ho
colocades em esiruiuras dencminadss de cormplexo principal
ce histocompatibilidsde (MHC. Major Hisrocompaibilin
Camplext, O recenbecimenio aniigénlcs siravds do recegilar
che células T ITCR, T Call Recepror) £ o estimule iniciel para
sun ativacdo o estl relaclonado com a resposta fascienal
chzsiins cElulns, Esin resposia dessmpenha uma funglo de ex-
tremn fmpertincia e na resposia imune c2lular quanio no
resposta humoral. As células T maduras apresentam e com.
pleae TCR completamente formada =m sua superiicis = [o-
dem ser diferenciadas quanto i sxpresala dos co-receplores
€1 ou COE. Parn iniciar a respastn imune, 0 TCR deve ligar-
se a0 MO de clagse | ou de clase [T, que ==tiin associndos
com fgmentes de ontfgenss ou de peptidecs pedpreas de-
riwados da degradecio de protelnas sintstzadaz na prdpria
céluln (MHC de elasee [y ou ingeridas por vias endositicas
(MHE de clpsse [13, A ligngio TCR-MHC-peptides formo a5
bazes molecwlares do reconhecimento espeeillco do sntize-
ra restrito o MHC, onde o co-recepior COd reconhece as
rolécizlas de MHC de elasse [ & 0 CDR eoonbece a5 molés
culos de MEC de clasee [ Esie ferfimens ssid relacionado so
contrede de rejekcio g tmnsplonies ¢ 0 resposa imene o in-
fecoles & & Omonss, uma vez que i 2avacho de of|uls T 8
de exirema Imponfinzia famio na resposto imune cefulor quon-
in na resposia humol,

Apazar de a ligagio antigena-TCE desermpenhar um pa-
pel centrnl o ativego de linfbeitea T, virios mokdculas aces-
sdrins opresentam uma funglo de exirema impartdncio nesie
proceso, O saneis co-estimulaiinas por 4 otivagio da lin-
fettes T 8o modisdos pelas intoragdes moleculans snire o
TecEptones sxpressos nod linfbeitoe T & seua respectivas -
gonies nas APCs Os principais sinois co-estimuladores re-
sultam da ligagin entre os receptores CO2Y = OTL A4
(L1521 eapreso: em linfdcites T, com ssus liganees B7. 1
(CDEOG cai BY.2 (CDEG) expreasas nos APCS. As prideinag da
famdlia BT aprescniam wr papel dual re resposcs i, po-
dendi interagir com COZRE, anmenmnda ¢ susten@ndo a ati-
viKdo de linfécales T: e wmbém interngic com CTLA-4, geran-
do um sinal indbitteio, Bsies sinaks co-sstimuledores 2B de-
nominados de segundo sinal de pivage, & o conjunto de 3i-
nais miracelulares gerades pela interagio TOR-MHC-pepti-
des dprimesno sinal) e &2 moldiiln cossimuladoras (Segunda
sinal] & que levarino 4 anvacio celular e A nql.:isil;ﬂl:l clas fun-
coee efietorne peles linfdalios T, determinands wma respesia
imure eficiene ¢ especifica.



A resposla 30 esimuls antigéEnico leva as linfécitns Th
DY nanve & diferencearem em peio menos dos tpos de
thales sferoras, denominsdas Thil oo Th2. Esoae céiulas sioe
carpserizadas pedos ceus padrdes distingos de expressio de
citocmas, adsim come pelos w=us difersntes =feios sohre o
respasin imune. A principal caractecistica das eflulas Thi £
3 secrecio de IFMN-7, medisndo poncipalmente a imunidade
celular, enquanks = células Th2 produzsm L4, IL-3; [L-10 2
[L-13, mediando 8 sespedrs imune dependents de célolas B
himoral}. A dewengio micial desta dicotomiz na dif=rencin-
¢ de célubas Th fon relacionsda 4 um pegsivel afeito na pa
toginese de diferemies sindromes clindcas, como nas doen-
gas infeccinss, awic-imumes, alérgions ¢ umoraks. Vinos fa-
e influsnciam a diferanciagio do fendtipo de célalas T
duramie o processo de stivagie. Este processo parece ser di-
vidida em diferentes estizios de difsrenciagio, = 0 microam:-
biente cnde os células T maduzas sntmm em conimmn oom o
antigemd desempenha uma fungio ceniral neste processo
Tem sido demonstredn gue [FM-7 e [L-12 e28o envolvidos
on diferencisgio para o fendiipo Th & [L-4 para o fenddipo
ThZ, Além disza, n diferenciaghas dos linfdcites para os tpos
Thl ou ThZ Emb#Em aprasenta um irnpnrl:mhc componenhe
gendiico. Uma regife do cromessoass 11 de camandeaga,
gue dpresenia um conjuntn de genes incloindo os das cife-

| &8
cinms GW-CSF -5, (-4, -5 e IL-13, fioi areeniconenes iden-
tificaids coma sendo wm Jocws que pods estar relacionada
com o conirale genéticn na diferenciacio ThlTh2, Esta re-
2ifio gmica fol mapesdn e bumanes no cromasomn 5, 8 em
estados gendticos foi correlacionada com nlveis sbevados de
[2E em pacienies sidpcos. Enbrelanio, o5 mecanismos mofe-
culares envolvidos na diferenciacse ThLTh amda nin =x
o bem compresndidos ¢ tBm sido alve de imienes invesi-
gagio. A melhor compreensie desie fendmeno pode tmzer
novas propostas teraplutices parm diversas sindromes clini-
cas! (Fig, 10L1];

IMUMNIDADE TUMORAL

O acomule sucessivo = evepns muinciongs erdadns
o atfcpirics em ama célula reemal leva ag surgimeno de
urna cflnla mimoral. A ransfomscio celular madigna € ciarc
ferizads por muragtes genéhoas que cansam uma destegala-
it ni expressio de genes envolvidos na prodiferagdo, dife-
MEnciagio ou gpopiose Gzlubar Assim, a0 lopeo desis rans-
farmagi, uma célula normal pode vir a expressar uma proiei-
A & nivErs Snormas ol mMESme n0vas proleinas que nio
STAIM Sxpressas antsrioments, perdesdo o controle dos pro-
ceesgd celulares wimis, [0 faz com que céiulas umorais

Flg. 10,1 — Aapresaniacdn ssqoamdiics o8 miegradn G0 sufenms mood. A cdiudd dpveserdacdnd a8 anfipeno (AP 4 masireds agre-
BEALOT antigRnos [Ssaliced] e conlesTo do MHC S8 ofasde | IGlasss ), WHE e clazses [ {Clasme ) au 001, O processamenic oe
ariganas fAgl el APC sndd sanoo reprazenfass pov Goas Was dapendants da BRsame (1) @ Japenianie J8 pratsossoma (2 3
FRcnhacTanto of anfipancs aafs samda fale por cdaes LA, GOE a0 MET afraves co secepdor de cslula T (TSR, A céluls 5 asrd
ELVESRNTRCE SO05 8 cHNISEEC de ardigena (Ag) por oma rmunoglabuing de suparicle (BCH), @ asrasanfands o mesmo antifena ano-
cagRac (Fapffsc] o confeare do WHC de classa (L A5 safas reoresantam e MInEarso oalyer oo [ionas FokIvele Secreddong, pos-
Sidlmpmia ofoomar, fals gifgranfes celdss. O camdan Sirollines ailre a8 difereiked cdinlas @ g S50 o sioniics gque sate mrd-
M) fedvme desia manaira N viva, anttefanid kNS FESLWEIE ALGDEIET (U DA OCTVTEr D0 CATRVG GevTHAA v
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gpresenkem na sua superiicie antigencs alierados em relagiio
a5 células normais {TaAs: Timmor-Associated Aniigens] au
mEmo eniigenss espesifices de wmores {T5As: Temer-
Specific Ansipens), Algumas metodologias de hiologia male-
cular #m possibilitado nnilises de expressiio g8nica em lar-
ga escala comparande as informacfes axistentes em cdlulas
normais & wmorais. Estes sstudos visam & identificagho de
iniigenns tmdendis imunogEnicas para gue seja sstabalacicda
uma ligeacdo entre & geadmica do clicer & o imunologia de
tumeges. A caracterizagio de antigenos tumerais eficazes na
geragiio da resposta imune do hospedeirn através de vacinas
ou nbordagens de Imunaterapla £ certamente wm dos mala-
res desafios desis drea™,

Anticinos Tumomas

Alguns deg princlpais antigenos capazes de gerar uma
reepoeta imunoldgica efickente do organismo oo combate &
céiulns emorais 540 produtos de oncopenes oo genes su-
pressares de tumar, Mo processn de tronsformagiio, ns oflu-
las peszem a expressar, de manelra desregulsds, groteinas
snvolvidas oo cicke celular, como exgmplo Eas, BCR-ABL e
153, dentre outras, Essas prote(nas =40 sintetizadas normal-
mente pela Sflula transformada 2 segeem o caminho natural
de procesagments @ apresentssio de peptidecs na membra-
na plasmiition celular pravds de malfoulas de MHO de olas-
=z [, Linfécitas T C0E" sda capazes de reconbesar 25485 an-
tigenas na superficie das células rwomoris e desenvolver uma
reeposts citoodaica contrn estas cflulas. A apreseniacko de
peplidecs atrevéa de medfoulas de MHC de clmsse 11, através
da Magocilose de cflulas tumomis, também pode ativar linfé-
cites T CDd* especificos. Estas células 530 mspomsveis pala
prodicin de diverss: siocmmas que irdio anar desde o awmen-
50 do eficiéncin de fopocitoss de células moms, até o expan-
530 deg clomes de limfSeites B = T{.‘Eﬂ“n:ip:r.iﬁ:l:]s a0 redie
nhecimenio dos antfgenos tarmceals. Em pacientes com clin-
cer, 5o epcontrados linfécites T CO4* & CTE° responsivos
a onligenes fumorais =2m um nimens hastants: sumentado.
Esres antigenos a30 condideradog axcelented alvos pars o
desenvolviments de vacinas, ji que slio potentes indutorss
ke reaposce imune antiomoral, Ouieas diversas prominas ce-
lulares pormais podem atuar coma anifgenos (moerais, faso
ocarma a perda no conirels do expressio destes genes, Além
dn desregulacic nos niveis de expressio, nlgumas proteinns
podem vir 4 fer expressas ern momEning inopartunes pard o
tecita g medms e tecidag sadiog onde normalmente shio
serlam deiecindas, levarndo wma sflula b ransformacgico ma-
lignn. A timsinase, =nzima snvalvida pa sindess d= melanina,
¢ conglantemente encontrada =m niveis sumermados am me-
lanomas, assim como &8 proteinas MAGE (Melanoma
Antipen Crener) sio deteciodes em difersntes carcinomas &
melancenas, mas somente sxpresas em testiculos = placents
de individucs normais. Existem ainda alguns rabalhos na ll-
Eraturg propondo que a invasividade tecidunl, ou
malignizagia do tumor, esth relacionsda com a expressio
desordenadd de algumas glicoprateinag de membrana nas
eEulas cancerosss, coma alguns gangliosidecs (Gid2, GDZ2
& (DG, por exemplo) & masines (MUC-I, CA-19.9, CA-1235),
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A3m disso, o processe de metdstnse conta ainda com uma
desregulacio na axpresio de quimiceings (cliccinas guirio-
prices) e de seus receptores presenies nas oflulas tumorsis,
[zwando g um aumenta no podsr de migmgio 8 invasio teci-
dual",

Dhverses agaiiies extemoes ao ofmanisme podem funcio-
nar gamo ndwiores de tomor. O vwine, 25 radingtes TN = al
gumas drogus 30 capades de induzic mutsgBes gendiicos e
levar s células ao processo de transformacio. Antigenos
preseqtes em virus como o Epsiein-Bar, herpes, papilcmavi-
rus & HIV estiio entre o principais ativadores da resposia
imunaldgica antitamoral. A infeeglo pelo virus Epstein-Barr
estd nssngiada o surgimenin do carcinama de faringe, linfo-
mz de Burkitt ¢ diversos ouiros fipas de linfomas. A proel-
nin EBMA-] { Epsrefn-farr Muclear Antigen] desie wirus € ex-
tremamenie imurceinien & capaz de gerar urm resposts -
noddgicn complexa que envolve linfiksitas T COE®, COE°, ma-
crifngas, células ME, dentre outrag célulaz. Um siseora mu-
e compelenie lem om papel de wigibinela contr tumomes in-
dimides por virug, uma vez qus speesentn oflulne especificas
pore o reconheciments & ehiminacSs das célulaz infactadas
por asles paldgenos, % pepiidecs virals imoncgénicos 280
spresenladas para células T especificas atravds das moldca-
lag de MHC de classs 1 Este contaio dispara mdmeros gwen-
frs responsdveds paln eliminagEo da caliela rumeeal de crga-
nizma. Contwdo, individues irmuncgeprimidos ou imunods-
ficientes apresentam dificuldades em controlar infecgdes
deste tipo e, portamio, 580 mais susceplivels a0 aparecimen-
i de tumores. Pacientes infectados com ¢ wirns HTY, & qus
tenhan dessnvolvido a AIDSE, apresentam alta incidéncia de
carciroemas, sarcome de Kaposi e Iinfomas de células B, Ouo-
tro virus cansgdor de linfomns e com mecamsmeas de atuagio
semelhanie 2o do HIV, o HTLY-1 (Muman T cell Lympfoiropic
Virug-13, @ copaz de infeciar linfdcipos T CD, causando om
comproametimento daste fipn celulas ne mdividue mlectsds &
gernc uma eicena de oflulas T neses pacienies.

RecommecisemTo E ELiMIMACAD Do TUMOR

[ reconhecimenio de antigencos umreis anvalve virio
ipos celulares & molécuins do sistema imunoldgics'**. Em
tecidos neoplisicos 5i0 encontrados macrdfagos ativedas,
cElulas MK, linlScitas T CD4* g D8 egpecificos paro peptl-
dens fummomis, amim como altes thuloes de imunogkebalinas
contra Um vagls seperidnio desies antigenos. Lesfes mmo-
pais de carelnoma de cdlen & melanomss com infiltedos ca-
|islapes (ieG AQTEESNEM &5t m:lrnpn:-:in;ﬂn asiida relacionades
com um mellos progndstics da doenga. A presenca destas
cdlulas perrite wn aunwenio da capacidade prolifereive do
siztpma imune & da fregéncia de células especificas contrn
nnifgznos tmorais, principalments linfissitog T CDR* A eli-
mirecis dag cdlulas mmorals reqeer, porania, o envedyimen-
o dos compenentss da imunidode inata, assim como as da
imunidade adaplativa, airaves da geraglio de uma respostn
irmume humoral & celular int=grada,

Certamenie, of linfochos T CDE* clictdkicos, juniomenie
com as células ME. silo 25 principais celulas sfewoms da fmu-
nidade celnfar turieezl. Bstas c2lulas 80 responsdvels pelo



reconbecimenio de antizgenes na superficie de oflulas mma-
rais mdidas por infecgSo viral cu por agentz guimico, O re-
conhecimento des antfgencs imaeals pode scontecer aindy
POf WM processn dltgmabve, conhecidn como upi'-_'acnl:ugﬂn
couzade, Meste everio, cflulas tumorais 530 ingeridos por By
gcing £ aeus anligencs podern ser daslocados do fagosso.
ma pard o cikeplasma, grde serda processndos & apresenia-
dos para Hefdeiios T CO8* através de moléoulas de MHC de
classe |. Este processo de fagocitede & o caminho natural
parz g alivagin de linficitos T CO4* airavds da apresentegbo
de pepeidecs umoeals poc maléeilas de MHC d= classe 1,
Apris o reconhecimenta, os linfdeitos 330 ativades & lnigiam
urm prodesss de proliferacio e diferenciagio celular, coiginan-
da linfézites T CLA* efetores capazes de indiezir a lize das
célulag-alvg, O contato com & célula mmeral induz oz linfé-
ciepa T C0HE- a liberarem grinules cileplasmilicns conenda
perioaings & pronzimeas. As perforinas [Bduzem a formacho de
porod nas célilas-alve, permitinds a entradn des granzimas
que induzem opoptoss arravés da alivacEo de caspases. Ou-
by mecanisme de indugiio de apoploss das oflulas umorais
pelae linfdeles T CLE & a eppressio do ligante d= Fas {Fas-
L} na superficie destes linfidcitos. & intsrogio de Fas-Locom
a maldcnla Pas, presaie na superficie de Byversos Lipog ce-
fulares, leva i mrsdecio de sinais inrecioplasmdicos par
a atvagho de cagpases. Modelos experimantaiz em camun-
dangas demonstraram gue deficiéneias na sinalizagio de
Fas/Fasl. estfio relacionadas com um aumento no incidencin
de linfomas. Além disso, linfdeio T CDRY afstores io e
celentes produbares e ciioginng, come TFM-y, linfomaxings &
TiF-a. Esins citoeinas egido reloclonmias com a strvaedo de
macrilages pela expressdo de molécelas co-estimulmlors
(7,1 e BY.2) e coem a IndugBo de mflamacio, & partamio eser-
cem um papel nn atividade satiomoral,

Atmavés da produgdo de citocinas, of linfdams T CD4”
peessnem um paped fundamental no sustentacio da expansio
clenal linfscidra e na gerasio de uma resposia inflamatdia
A abvacin desles linfd-itas acontece giravés dio reconbeci-
menio de antigenas ssseciados a moléculss de MHC de clas.
w U0 na superficie de fapdoites, Estes antigemos 430 produ-
e db endecitose de cdfulas mmoris = do POCEssAmEnto de
seus pephdecs no ciboplnsma des células apreseniadoras,
Apde a ativagin, o8 linfocitos T CD4 produzem alios niveis
de IL-2, gue ¢ um fater de crescimento e prolifaracin
linfoeitiria, tango parn linfécios T OO cpemo pasa anfieinos
TCDE. Akm de [L-2, estes Hinbiciing produzem altos ndveis
de [FM-y, L, TL-5, 1L-5 & TE-0. entre cuiras Sitocinas.

Através do produgiio destas citoginas, og lnfdcicos T
CDn* sspabeeipcem ums comunicagiio estreiln =nte a respas-
ta jmune inata & 3 adapiativa, gue £ fundamental pars urma
respaia aniinemacal eficisme, A produciio d::'_l'_l'«l'F-r_':.calgu-
maE quimiocinas isduzem a sxpressio de ligankss aspecificos
parn lewsedeitns nas cflulas endotelinis dos vasos sangui-
mens, recrutando et cflules para o lecal @ inflamagiio. A
it producie de [L-4 e [L-5 por linfocims T CD4* estimula @
prducla d= [gE por linficiic B & a ativagSo o diferencisgio
de epsindfilos, respectivaments, indaxindo respostas inflama-
viries conm predaminincia de mascicigs ¢ eosindfilos, As ol-
tociras procuzidas por Hnféciog T 04 ambeom lavam & ex.
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pansin de linficitos B especificns que tenham sido ativado
contra determinado antigsns amoral. Bsm gapansdo de cla-
nes atpacilicng de linfGsilos B lava & producdo de diversas
imuneglabulines: As imuncglobulinas exercem um papel im-
porianbe tanlo fn ativagio do sistema complemento contro
céfulas tumeeis, como na indugiio de uma forma de citoboxd-
cidade mediada par anticorpos, Uma vez produzidss, &3 im-
noglohulings pedem reconbecer antipenas na superficie das
céluls tumorais e induzin a formacSs de porcs na membana
destas oflulas atrovds da ativecio do sisftema complamento.
Alternntivaments, células ME ou macréfagos sho atraldos
pela ligaciio das imunoglebulings na superficis das oflulas
imaornis, induzindo a lise destas effulas por citotoxdicidide
(AT, Amibody-Dependent Cell-nmreaicned’ Cytoemiiiy).

i niveis de IFM-y produzddos por células CTH, CDE &
ME participam em diversas einpas da montagem de ama res-
pasia imune eficienls contra o fumor. Esta citogina induz o
atvagdc de macrifapos arnvds do suments da expressio de
moléculas de MHC de classe [, de maléculns co-estimu-
latdrias (B7.1 & B7.2), do aumente do poder de fagocitass
destas células = da produglo de [L-12, De fain, Schreiber =
ool demonatraram que camurdangos defsclenes para o vio
de sinalizagin d= IFH-y =20 mnis suscepilreis i formacido dz
fusor quando tratsdas com agenles cancineeimens, eviden-
ciands um papel direto para o [FM-y ne ativagio de cdlulas
specificas que atuam duranta & eliminscio do temoes®. Ca-
mundongos deficientss para [FM-y, [L-1Z2, CO8® ou célelns
ME tnmbém dessnvalvem mais fumorss em madelos seme-
lhantes, irdicando wm popel cracial para o [FMN-7 oa irunlda-
di lumerral, A produgiio abermanle oo o debzite no sinalzagso
destas citocings levam a alisrngies no cresciments celhular, na
diferencia¢io = na apopiese, calminandd com o eslabalecs
menga do femar.

As células NE repressntam a primeim linha de defesa na
imunklacle anblumoral e s capares de indhezir a lise de cé-
[ulns que apresentem oma dimineicdo na expreasdoe de MHC
o clpsse T em sun superficie, Esre & um amificic bastante en-
comtrxln em células bamarais como mecanismao de escape. A
dimimuigio de moléculas de MHC 1 na superficie evila que
estas cflulaz sejam reconhecidas e lisadas poc linfdeitos T
CLE* eapecificod. Meste contazio, a funcio das oflulas NE
sz torma primordial no combabe & carcinogénese. O mcanhe-
cimentn dis cflulas tumorais cenrme attavés de umo série de
receplons aipecifions encomtridod na tuperficie das oflulas
MK, como os recepiores MEGEC = Oy, MEp ¢ a familia KIR/LIR
LR iTer ool fvevunaglabulin-iite Beeepror). Umn vez ativo-
dan, ae eflulas NK liberam diversas eliocinss, principsln-
iz IFM-y, = perfarinas que induzem a formagho de pams nas
célulss fumorais em um process de citeboeicidade muiio see
melhanse s desempenhada por linfdeitcs T CDE<. A ativida-
e dnz pdlulas MK pode ser aumentada por cilocinags produ-
zidne par linfdeivea, com [L-2, TL-12 & TFM -y, Induzind o as-
sirn suns funpdes prolifemtivas, citalliicas e antitumorais.
Umi subpapulacio de linfdeitice T que expreass na membra-
na plesmatics marcadores de células WE, chamadas células
MET, tami#m npresenta exiensa abvidade antitamoral, Esias
céluwlas a0 excelentes produtcrds de citecanad, induloras da
liz= = reguindoras da ntividade de célulps T COE* & célalng
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(B funcionands como uma ponte entrs os slstemas inato 2
adguiride, Em modelos sxperimentais, @nic camundongos
deficientes em células MK comop em célulag MNET =8¢ mais
guscepliveds oo desenvolvimants de sarcomas induridas por
agenies carcinogénicos, como o metilcolantreno, indicanda
um ];:ui;lzl i wive fandamenial piLra extes 1i'p|:|5 ce=lulares du-
ranle 4 sarcanagsnage,

Consldarando o sistema irune matn, o8 macrdfagas @im-
bfm ogupam um papel central no combste o cflulas peopld-
wcas. A ativacEs desias oflulas acontece par reconhecimenin
oo anclgenos na supesficie de cflulas tamorais oo sinds, de
Tommm indinzin, pela producio de IFM-Y por linfocitos T espe-
cilicos, Apds maturagiio = ::tp'r:s.ﬁ-.} de moddEzulas co-ssHmu-
Eardrias na superficie, estas cdlulas prodirzem diversas cito-
cinas, lberam enzines [Bosomas @ prodisiem sspéeies reh.
tivas de cxigdnio como o deido nifrico (MO, todas importanies
na destruigie de cflulas fumorals. Belas oflulas tambdm pro-
duzem grandes quantidades de TNF-ce, que induz & apopto-
5= de células lumomis airaveés da ativagio d= caspases efe-
oras acopladas b via do secepior de TNE O THF-oz, ambim
produzido par eflalas MEC 2 linfécitos T, tem um papsl no in-
flamagin, sluando na vasculawra de endatélio e permitindn
o recraAmente & ativago de peutrdfilos. Inflamsgdes ermi-
cas induzem um aumenio na @xa d= :r-:p-:psiliﬂ.-.:h celular & po-
dem contrabalr de difersneg maneiras pars a carcinoginegs,
Diversos egnados tfm dersonsteds gque o sdomsistragio cod-
nica de aspirina e de ouiros antlinflamatdries ndo-estemidais
(MEAIDE, Mensreroldal Anilnflammaiory Dres) reduz sig-
nificativaments a incidéncin da feempglo de tumores, poinei-
palments 2m cincer 42 cdlon & outres adenocarcinamas ™,
Estas dropas efo inibidoras diserss da erzioma cicloorigenase,
(000 que estd envalvida na sindese de peostaglandings & na
repulaciic de proteinns relacionadas com a npoptose, & pro-
Ii!'l:m;.i:l celular e o angiogéness, comn Bel-Z & VEGEF (e
lar Endothetiol Growrh Facror). Esias drogas exercém am
papel antiproliferativo ¢ pré-gpopiéico airavds da inibigio
de COX-Z em diversas linhagens eslulares & culiuras de cé-
lzlaz primirias humanas, sugerindo, assim, um papel na pre-
venclio da lormasio de tumor=s™,

Em resumo, o reconheciments ¢ o eliminacio de oflulas
fumarais acombecam freqilentemenie no arganismo afrmvds do
peracho de uma irmunidace antiturmeal. Esla nesposi imuno-
[geea onta st o parlicipacss de diversos bpes celulanes
e pnalSoulas que estho intecooiectados & 530 capazea de ge-
rar eficlentements tanio uma resposta celular quanto hame-
ral. () estreilo contabe =ntre o sist=ma imume inato e adapla-
{10 permits uma ago comira wmores em diferentes niveis,
avitande o surgimento & cincer, Conbado, em algumes situa-
poea discutdda a egudr, o sistema Imunogldgico ndo & capaz
de conter 0 avango de cflulas iransformadas & permite 0 es-
tabeleciments tumoml,

MECAMISMOS DE ESCAPE TUMORAL
Evasdn ma REsposTs, IsumMoLscics

Tumaores s&0 capazes de desenvolver mecanismaos de re-

sisbéncia A rerposts imuneldgica gerada pelo organismo
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cacapar do combaiz do sistema imuns®'", A olta {818 de -
posicio & proliferacic das c€lulas carcemsas dificulm um
canirods ef=tivo do sistema imune &, assim, algumas cefulas
canseguem sscapar ded mecanismos de defesa. Um dos peiit-
Ccipais MeCUTSOE PArG 0 escaps enconirado em algums tpos de
tutncres € & diminuicin da EJ:.'FITIE5$EI.'I de moléculas da BEC
de clagge [ Come deserio anlenarmenle, 4 ativacho de lin-
fdeitos T CDE* depends da intesacdo anire o TCE & a mo-
lieula de MHC de classs [ expressa na superficie da célula-
alve O receptar de linfaeias T CDE*, partante, reconbece
capesiflcaments peptidecs encontrados nas cElulas tumarais
provenientss de proteinas nanmais maodificadas ou expressas
em miveis anormais. A diminuicio do expressao de MHEHC de
clasea [ confers wantagens L célula-alva, uma vez que isto
imipleea wmg mence apresentagio de antigenos na s0a Super-
ficle, dirninuinda as chanees de expeodiglio doa antigenaos tu-
morais & reconbecimento por linfdeitos T DAY, Alteragies
rin expressdo de moléculas dz MHC de classs 1T tambEm es-
tAn associndas ooen o infilirado de linféeites T CD4* encon-
trade & repelio tumoral e com a progressio ds alguns tumo-
res, Gomo melanomas & osfensareomas,

Driversos astudes demonsiran gus a expreasio de oulras
proteinas envolvidas em diferentes efapas do processamen-
to de amtigenos, como a5 proedinng LM P2 @ LMFT ( Lawe-#o-
decular-weipht Protein) do protecgzomo & 2 proteing TAP
(Transporier associated with Artigen Mrocerzing), também
sg sncontre diminwida em tumores in wva, come linfomas
de Burkiit, cincer de mome. @ carcinoma renol. De maneins ge-
ral. estee pvenios dificultnm o apresentagiio d= antigenos -
morais em oflulas cancerosas &, portaio, limitam & geracio
die wmi resposia mmune sspeclfica contrm o umor', Cs vitus
do herpes & 05 adenovimus sfo bastante =ficientes oesies
mecanizmes de escape lumoral. Eles 530 capazes de induzir
& diminuiciio da expressda de proteinas nvolvidss na apre-
sentaglio de anifgencs & nssim dificultar 2 ativagio linfo-
citfiria. Esfes vims ainda svoluiram acapacidade de dieznuie
a exprassio de alguns dog antigenos virais mais imunceéni-
oo com o abgelivo de mbscarsr 8 mfeccda viml e svitar o a@-
que do ziseema imunoldgico.

Cutro mecanismo de escape fregiienl=mente encantrado
=m tumores £ 4 indueglio da diminggde da expressio de mo-
[#eulas po-gstimulatdnas nas APCS, uma vez que a pressncd
destes recepiones o superiicie das células fagociticas & fun-
damental para o ativaglo de linfscitns T 06T = CDd* expe-
cificrs comira o amor. Abordagens de imundaleraped incluem
wrma busca no aumento da sxpressio das moléculas BT =
B7.2, visande & eslimulagfio de linfécites T especificas con-
tra 0 bumar. Finalienie, a3 exprassio de alpumas proteings na
membrana de clulas tmorniz pode gerar uma inthigio tan-
po de célulns MK quanio de linfécies T COS* aiwoldaioons &
conmbidar o estabelecimento do umar, Esee fendameno e or-
na evidenis em alguns mabalhos que demonstram wma inca-
pacidzde do arganizmo em reitar certos tumones sdlidos que
apreaentam um imporante infilerndo linfocitdno,

A andlise de células tumornis demonstrou que alguns ti-
Pos o fumones expresiaun proteinas como o TGE-f, que em
um papel impartante na supreaaio da resposta imunaldgica
Esta citocing, além de apressntar wme impotante ogiio inthis



tna e |mifenng que miiltram o lecido neoplisico, também
medifica a sxpres=io de maléculas de adesdo e de sens lipan-
tes ern oflulas andot=liais, Desta forme, o TGF-R leva 2 uma
diminwighc do inflexo de cflulas inflamarinas para o teeido
bamral, dimmuindn o inflamagin & conssqllentemente A res-
poscn [mume Socal. Aléem dises, algins r=halbos mastram que
o TGE-f apresents diferentes sfeitos depesdendo do estégio
de desenvalvimeante do tumor. Esta ciloging, quando presenie
i lalzio do desanvolvimento Wwmoral, & impartants para o
sscape da resposta imune, mAas 56 presents &M MOMmenics
miais fardios & capaz de induzir mebsiase.

O cantrole da resposta imune ¢ fundamental duranie a
prevengio da surgimento de desncs ano-imunss. Algumes
ctfulas do erpanismo exercem urm pape] regalatdeo da reapod-
la imuncldgica, agindo como célulns supressorms desta res-
poats & fim de que seja evitads uma destruicia do sist=ma,
Az oflales T oregulatdriaz, em ceno mamento definidas coma
linfidcicos T CO49CE02S, suprimem & abivaEs @ proliferagic
de céflulas CD4* e COHE® airawds do contate direto com a ced-
lula efetorz, ou pela producio de algumas citoginas, coma
TOF-f e IL-100 As células NET rambém apreseniam uma &li-
vidnoe supressorn atravéa da producho de IL- 13, que & um
potEnle anibador da raposta imune. Estas células exercem,
portanta, nds =5 um papel na regulagio da geraglo de uma
resposla irmune, mas tambEm podem atuar como repressoTes
da imanidede tumaeal, permitindo asim o estabelecimenty
di tumear.

EstasELECiMENTO OO TumoR

Ern humancs, o perfll do respostn imanoldgica sm situa-
¢fes furmarkis parece estar mais relacionado com um Famsd-
po do tpo Th, camcterizade pela alta produgiio das citoci-
nas [L-4 e [L-10, & baixa producso de IFMN-y'* D fabe, o in-
fiffrndo linfocitinio sm tumares besignos de pele tem predo-
mindncia de linfde#os do tipo Thi, oo passa que em carcing-
mis 3o erconimados preferenclialmente élulas com o feisd-
tipe Th2®. Em modelos murincs de melanomas, células com
altn poder metaslitics apresentam o capacidode de induzir
umn resposta com perfil ThE, enquento cflulas menos agres-
sivag induzem wms resposta dio tipo Th1™, De mansim geral,
uma resposta do tipe Th permib: 0 escape de cflalas can-
CERasas & parece sstar agsocinda g um pior progndstico parm
0 pcienie, Wna ez que nihe 4 geraglo da respasta bmene
celular que £ fundamenta! para o rejsicio do mor,

Outre fator importants no fendmeno de escape wmarl £
aanpreasio da moldcula Fas-L. Linfdciios sxprassam consti-
bativamenle o mecepior Fas em sua superficie, ao passa gue
algumes céiulas tumorais expressam Fas-L na sua propria
membrang. A inEracdo da molécula Fas com o sew liganie na
superfivie do oflula mmoral promcye & mome do lnfdeatn por
dpopless alravds da ativagio ds caspases, Desta forma, n
cElula neopldsicn induz a morts de cffulas efetores do gisie-
M irnune = g& protege do atagque especifica de linficitos T,

Conforme discutimes, & integridade do sizema imuredd-

| giea & furdaenental para & mentagam d= uma resposia ani-
tumeenl eficienie, Individuos imunodsficknmes ou imunosom-
I_ promnitichor. segn e varfude de uma infecgio viral ow mesmeo
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de uma do=rga congéniin, apresentam dificuldedes em resol-
VEr OF Mechnkismos de escape imposios pelas células -
i3 &, porEnin, APFEsENLin Wm0 maior insidsncia de umones,
Mesmo em situagdes normaid, algund antigenes twmorais
parzzem invisiveis ao reconhecimeano do sistema imunoldgi-
co. Em s grande maioria, @ mahorezs destes antigenos # '|;|rd.".h-
pria do organismo [self~mrigens), Deesta forma, oflulas tire-
iz podem ser normalments ignorades ow ainda reconfecidas
cumo prigrias peks sishema imune, caraclerzando wm meca-
nizmo conheczido por tolerfinzia imuncldgica. Alzuns tumo-
res poclem ambém mduzr um estads de anergia =m linfici-
tpa T especificos', Mo mamenta do reconbecimento do an-
tigeno tumaral pala céluln T, vin interagio TCE-AMHC, o lin-
fbcitn T depends de sindis co-edtinmlatdnne expreting pela
céluln apresentndom pam ser atvedo, Um mecansmo de es-
Lipes I'Te-:||1=nl=rr|=nl;e ancanirado em fumores & discudicdo an-
tetormente 8 a inducdio da diminoicho destas meléculas co-
sdirrmlattnizs nas APCS, Assim, ndo ooome o stivasss de lin-
fcitos T especificns contra os peplidecs (imorsais, comgrro-
merenidn 8 moatagem da resposta antitumoral, Todos gsee
recanismns de regulacdo inringoss ao sisema imuncligi-
co previnem o deganvolvimento de dosndas auto-imunes. A
anergia, a ignorincia imunoligica = a delecio de clones de lin-
fdcitos T aube-reativos slo mecanbsmes necessfirios para 3
tolerdncin imunoldgica normal em um individuo, mas podem
gstar implicadas oa faléocia do recembasimenta & 2liminagio
e celilas timaras,

CONCLUSOES

O chneer & wm isportante problema de sadds em todo o
mundo 2 apresenin umn alta than de morialidads. As células
recplisicas se camcierizam por spresenterem wma desregu-
laghio na man de proliferacdo e morte celalar que ooome de-
vido a evenias muiacionais em vias que regulam sstes pro-
cessos, Estas muotagdes levam a céluln ransformads o pender
o conteode e divisio e difsrecclacio celular. Entretanio, para
gerar doenga, as oflulns tumorais devem escapar dos meca-
nizsmos de defesa do organismo, moluindo & respesa imane.
0 glatema imunoldgico exid em constante "vigilincia™, sen-
iy capaz, de reconhecer & destmir células morais. Contuclo,
o desenvolvimenio do fumor pade acontecer por falbas do
sistema imunoldgico ng reconheciments deslasg ofulas, nor-
malmienle pelod mecanismoed de escape que ss cflulas amo-
ris podem desenvolvar oo por uma imuned=ficiéncia do or-
gamismo, A afi uuﬁ;ﬁ oo sislema imunalogico envolve 4 pr-
ticipagio de diferentes pos celulares @ mecanismes efeto-
res. Estn respostn £ caracierizada por uma primeim defess -
pida = inespecifica, chamnda de imunidaede inata, onde grane-
I6citos, mecrdfagos @ cflulas NE sio as principais células
eferoras; saguida de wind resposta especifica ao antfgena,
denominmda de imunidads adapdativa, ond= as APCs = o5 Tin-
fdciios B e T desempenham as suaz atividades princignis:
Wirins maléculas, como cibgoinas e modSculas co-ativadarag,
abbm dio processo inflamarinie loeal, desempenham um poped
central no deservalvimento da resposta imune. Deve ser res-
saltado que o mecantamo efetor maks impartants na raspas-
tn antitumoral & a citotoxicidade. sendo as células NE = as
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Linfdehos T CDE* a3 principais célules eferoras envalvidas
neste processo, O grands desafio atual na drea de imunologia
tumeral € o des=nvolvimento de terpias antitumenmis basea-
das na fmunciernpin & wacing. Estas terapias tBm como obje-
tive principal estimular o resposta imune do organisme, levan-
diat a uma ativagho da vigilfincia imunaldgiea & 2 ume queba
dia eecape fumoral, & qus tenham powces efelios adversos. A
imunoterapia se basein na ativecio de mecanismoes efetores
da mesposta imune, sendn empregedo no iratamentn de turme-
ras j& eatbbelecides, Por outro [ado, a vacine antitarnaoral 4
empregada na prevenglo de mmerea. Analmende, viras es-
tratfpins estio sendo utilizades para o dessnvolvimenio ds
vacinas antitimoraid, comds & utibizagis de diferentes fammas
de anifgenos fumaorais associzdos a citoeinas, adfuvanies ou
células dendriticas, s grandes avangos recentss no aprimo-
mement de Ecnicas em genéticn, biologia malecular @ biogui-
mica m impulsicnads & aguisigde de conhacimento em
imurlagio tumoml. Estas técnicas estio camcienzanda dife-
renles antigEnos fomomis em largs sscals, come nas firens de
gandimica & proledmica, peasibiliande o dessnvolvimento de
novas abordagens em lmunctiesapa ol io datenvolviemenio
che vacinas antitumoris. Estudos recentes demanstraram oues
a desanvalvimento de vacimag utilizadag na prafilaxia de -
mores deve ser o camuinho g ser seguido pam o dessnvolvi-
mesnta de vovas terapias pars as doengas neaplisica.
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