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RBBP Proteina de ligacdo ao retinoblastoma (Retinoblastoma-Binding Protein) *

RIN Numero de integridade de RNA (RNA integrity number)

RNA-seq  sequenciamento em larga escala de RNA

RORC Receptor 6rfdo C relacionado a RAR (RAR-Related Orphan Receptor C)

rRNA RNA ribossomal (ribosomal RNA)

RUNX fator de transcrigéo relacionado ao Runt ( Runt-Related Transcription Factor) *

scaRNA pequenos RNAs especificos de corpos de cajal (small cajal body-specific RNA)

SDHA Subunidade A da flavoproteina do complexo succinato desidrogenase
(Succinate Dehydrogenase Complex Flavoprotein Subunit A)

SELL L selectina (selectin L)

SFB soro fetal bovino

SLC2A1l Membro 1 da familia 2 de portadores de soluto (Solute Carrier Family 2
Member 1)

SMAC clusters de ativagdo supramolecular (supramolecular activation clusters)

SMAD Mées contra 0 homologo de decapentaplégico (Mothers Against
Decapentaplegic Homolog) *

SNP polimorfismo de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism)

SNRNA pequenos RNAs nucleares (small nuclear RNA)

STAT Transdutor de sinal e ativador de transcri¢do (Signal transducer and activator of
transcription) *

STR repeticdes curtas em tandem (Short Tandem Repeat)
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processos de ativacgao e diferenciacéo

RESUMO

TESE DE DOUTORADO
Jodo Ramalho Ortigao Farias

As integrinas sdo moléculas de adesdo celular cruciais para o funcionamento do sistema imunoldgico.
Entre elas, a integrina VLA-4 (04p1) desempenha relevante papel no processo de extravasamento dos
linfocitos T nos locais de inflamagdo ou lesdo e na comunicacdo entre a célula T e as células
apresentadoras de antigeno. O bloqueio de VLA-4 tem sido testado e utilizado para o tratamento de
doencas autoimunes com consequente reducdo da localizagdo tecidual dessas células por seu efeito
inibitorio sobre a migragdo de células T. Entretanto, a intervengdo farmacologica sobre as integrinas
tem se mostrado um grande desafio devido ao seu complexo mecanismo de sinalizacdo, perfil de
expressao distribuido por quase todas as células do corpo e composi¢do com subunidades comuns a
diferentes integrinas com funcionalidades bastantes distintas. Nesse contexto, esse projeto visa
aprofundar o conhecimento sobre o papel de VLA-4 no funcionamento das células T através da
inativacdo do gene ITGA4 como forma de estudo da participacdo deste gene nos processos de ativagéo,
adesdo e migracdo. O gene ITGA4 (codificante para a subunidade a4 de integrina) foi inativado por
CRISPR/Cas9 em células Jurkat, uma linhagem linfobl&stica de células T. A caracterizacdo funcional
das células ITGA4-KO revelou um aumento da transmigracao in vitro frente a fibronectina, enquanto
gue a motilidade sobre uma superficie plana coberta com esta proteina foi prejudicada. As células
mutantes apresentaram um padrdo de crescimento diferente das células ndo mutantes quando ambos 0s
cultivos estavam em alta concentragdo. Curiosamente, as células ITGA4-KO apresentaram menor
mobilizacdo de célcio em relacdo as células Jurkat ndo mutantes. Para melhor compreendermos as
alteragdes moleculares que poderiam estar associadas a essas alteragdes fenotipicas, foi realizado um
sequenciamento massivo de RNA para comparar o perfil de transcricdo das células mutantes e ndo
mutantes sob as condi¢des de ativacao e ndo ativacdo via TCR. As células mutantes possuem um padréo
de transcrigdo génica compativel com um perfil de ativagéo celular e diferencia¢éo para o subtipo Th1.
Entretanto, quando submetemos as duas linhagens a tratamento com anticorpos ativadores da via de
sinalizacdo pelo TCR, as células ndo mutantes apresentaram indices de expressao mais elevados para
genes relacionados a ativacao celular. A inativacdo de ITGA4 em células Jurkat indicou um mecanismo
de regulagéo negativa da via do TCR, pois promoveu a elevacao de transcri¢cdo de moléculas envolvidas
na ativacdo linfocitaria como os marcadores CD69 e Nur77 (NR4A1). Embora o LFA-1 tenha funcéao
bem definida sobre a coestimulagdo da via do TCR, o papel de VLA-4 ainda ndo esta bem estabelecido.
Assim, nossos resultados trazem novas perspectivas para fun¢des de VLA-4 na biologia da célula T e
novas implicacdes em abordagens que visam a essa integrina como alvo terapéutico. Até entdo, as
integrinas nunca haviam sido relacionadas a tal funcdo e apenas a importancia de LFA-1 para a
coestimulacéo da via do TCR havia sido reportada. Este resultado traz uma nova perspectiva para
abordagens que visam o ITGA4 como alvo para terapia génica.
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Integrins are cell adhesion molecules crucial for the functioning of the immune system. Among
them, the integrin VLA-4 (a4B1) plays an important role in the extravasation process of T lymphocytes
at the sites of inflammation or injury and in the communication between the T cell and the antigen
presenting cells. VLA-4 blockade has been tested and used for the treatment of autoimmune diseases,
with a consequent reduction in the tissue localization of these cells due to its inhibitory effect on the
migration of T cells. However, pharmacological intervention on integrins has proved to be a major
challenge due to its complex signaling mechanism, expression profile distributed by almost all cells of
the body and composition with subunits common to different integrins with quite different
functionalities. In this context, this project aims to deepen the knowledge about the role of VLA-4 in
the functioning of T cells through the inactivation of the ITGA4 gene as a way of studying the
participation of this gene in the processes of activation, adhesion and migration, in addition to evaluating
the possibility of use this gene as a target for gene therapy. The ITGA4 gene (coding for the 04 subunit
of integrin) was inactivated by CRISPR / Cas9 in Jurkat cells, a lymphoblastic lineage of T cells. The
functional characterization of ITGA4-KO cells revealed an increase in transmigration in vitro against
fibronectin, while the motility on a flat surface covered with this protein was impaired. The mutant cells
showed a different growth pattern than non-mutant cells when both cultures were in high concentration.
Interestingly, ITGA4-KO cells showed less calcium mobility compared to non-mutant Jurkat cells. To
better understand the molecular changes that could be associated with these phenotypic changes,
massive RNA sequencing was performed to compare the transcriptional profile of mutant and non-
mutant cells under the conditions of activation and non-activation via TCR. The mutant cells have a
gene transcription pattern compatible with a cell activation profile and differentiation for the Thl
subtype. However, when we submitted both strains to treatment with antibodies that activate the
signaling pathway by TCR, non-mutant cells showed higher expression rates for genes related to cell
activation. The inactivation of ITGA4 in Jurkat cells indicated a mechanism of negative regulation of
the TCR pathway, as it promoted the elevation of transcription of molecules involved in lymphocyte
activation such as the CD69 and Nur77 markers (NR4A1l). Although LFA-1 has a well-defined
function on the TCR costimulation, the role of VLA-4 is not yet well established. Thus, our
results bring new perspectives for VLA-4 functions in T-cell biology and new implications in
approaches aimed at this integrin as a therapeutic target. Until then, integrins had never been
related to this function and only the importance of LFA-1 for the co-stimulation of the TCR pathway
had been reported. This result brings a new perspective to approaches that target ITGA4 as a target for
gene therapy.
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1.1) A homeostasia e o sistema imune: papel das células T

O sistema imune contribui para a homeostasia do organismo através da interacdo com
moléculas exdgenas, como as derivadas de alimentos e microrganismos, e também endogenas,
como as moléculas derivadas das proprias células e de componentes da microbiota. A interacdo
e 0 reconhecimento desses componentes permitem a eliminacao de patégenos e o combate as
células cancerosas, assim como a auséncia de processos inflamatdrios exacerbados ou de
resposta imune contra padrdes de moléculas enddgenas normais ou necessarias para 0 N0sso
organismo. A resposta a esses eventuais riscos a homeostase é finamente regulada e, além
disso, as células do sistema imune se adaptam a diferentes condi¢des bioldgicas através da
integracdo e interpretacdao de diferentes sinais que chegam de forma simultanea ou em uma
sequéncia temporal (1). Particularmente, os linfécitos T sdo agentes crucias para esse processo,
contribuindo para uma fina e a0 mesmo tempo ampla regulacéo da atividade do sistema imune.
Nesse contexto, a presente tese busca compreender a importancia da integrina VLA-4 (04p1
ou CD49d/CD29) na atividade das células T, usando como modelo de analise um mutante nulo
para o gene codificante da subunidade a4 de integrina (ITGA4) em uma linhagem de linfocito
T.

1.2) O desenvolvimento das células T no timo

A descoberta da funcdo do timo possui uma historia interessante e cheia de mistérios até
1961, quando o pesquisador Jacques Miller associou o seu papel ao sistema imune (2). O timo
foi o tltimo 6rgédo do ser humano a ter sua funcdo completamente compreendida, e as hipdteses
a respeito dessa questdo acompanharam a evolucdo da medicina como ciéncia. Desde a
antiguidade os mistérios da atividade timica circundam o imaginario do ser humano e as
especulacOes a respeito da sua serventia perpassaram coisas como um possivel papel para o
assento da alma ou uma atividade no desenvolvimento dos membros inferiores (3). Na primeira
metade do século XX, ja se conhecia a existéncia dos linfocitos, mas sua origem ainda era
desconhecida. Nesse momento, acreditava-se que o timo havia perdido sua funcao ao longo da
evolucdo e que atualmente servia apenas para 0 deposito de linfocitos mortos. No final da
década de 1950, os imunologistas enfatizavam que importantes elementos da resposta imune
conhecida até entdo, como 0s centros germinativos e as células plasmaticas, ndo eram vistos
neste 6rgdo. Apenas na década de 1960 & que um conjunto de artigos revelaram sua funcéo na
producdo de linfocitos em associa¢do com a medula 0ssea (4).
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O timo é o orgdo linfoide primario que fornece as condi¢des necessarias para O
desenvolvimento das células T. Este 6rgao € composto por dois lobos simétricos localizados
no mediastino superior anterior, na frente do coragdo e atras do externo. Cada lobo é revestido
por tecido conjuntivo denso que adentra o 6rgdo, forma septos e divide o parénquima em
I6bulos (Figura 1). Por sua vez, cada lébulo pode ser subdividido em regides subcapsular,

cortical externa, cortical interna e medular (5).

(A) (B)

Lobo direito  Lobo esquerdo

Timo

Figura 1) Anatomia e histologia do timo

A) ilustracdo’ da posicdo anatdmica do timo e representacdo ampliada do 6rgdo com a nomenclatura de
suas subdivistes; B) fotografia? de corte histolégico do timo de um bebé humano corado com
hematoxilina e eosina.

1 — A ilustragdo foi adaptada do atlas online Anatomy Medicine acessado em julho de 2019 (https://anatomy-
medicine.com/endocrine-system/96-the-thymus-gland.html).

2 — A imagem foi adaptada do atlas histolégico do Dartmouth College acessado em julho de 2019
(https://www.dartmouth.edu/~anatomy/Histo/lab_6/lymphoid/DMS117/popup.html).

Essa organizacdo anatdmica do timo representa uma dinamica histofuncional que revela
uma rica rede de interacdes celulares governadas por maltiplos fatores moleculares (soltveis e
membranares) que definem o desenvolvimento intratimico das células T. A diferenciacdo de
uma célula precursora oriunda da medula 6ssea em um linfdcito T especializado ocorre ao
longo da sua migracdo para o interior do l6bulo, desde a entrada via vasos na regido cortico-
medular, caminhando em direcdo ao cOrtex subcapsular e retornando até a regido medular. Ao
percorrer essa trajetoria, as células em diferenciacdo recebem inUmeros sinais do
microambiente timico que é composto por células ndo linfoides, matriz extracelular (ECM, do
inglés extracellular matrix), citocinas e hormdnios timicos como timulina, timopoietina e
timosinas (6). De fato, nichos de diferenciacdo podem ser observados no timo, com papeis de

distintas moléculas e grupos celulares em diferentes etapas do desenvolvimento das células T

(7).
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Compondo o complexo repertorio de redes celulares do microambiente timico temos
varios tipos de células residentes como as células epiteliais timicas (TEC), células vasculares
e células mesenquimais. Entretanto, mais de 99% das células do timo de um jovem adulto
correspondem a timocitos em desenvolvimento. As TEC e as células mesenquimais
compartimentalizam diferentes microambientes necessarios para a diferenciacdo apropriada
dos timocitos. As TEC possuem o repertério molecular apropriado para definir o destino de
diferenciacdo ou morte do timdcito como veremos mais adiante no tépico de diferenciacéo de
celulas T. Também estdo presentes no timo outros tipos celulares de origem hematopoiética
como células dendriticas, macrofagos e linfdcitos B (8).

Em humanos, o timo atinge seu tamanho maximo ja no primeiro ano de vida e em
neonatos chega a tocar a glandula tireoide (9) (3). Com o passar do tempo esse 6rgdo tende a
involuir, sendo substituido por tecido adiposo com consequente diminui¢do de tecido linfoide.
A involucdo timica relacionada a idade resulta em timopoiese ineficiente devido a um conjunto
de fatores, tais como menor nimero de células progenitoras hematopoiéticas, alteracGes nos
niveis de hormonios sexuais e mudangas estruturais e funcionais no microambiente timico (10).
Essas ultimas alteracBes parecem ser as mais importantes, que incluem a expressdo reduzida
de Foxnl (Forkhead Box N1), importante regulador transcricional da funcionalidade das TEC,
associado a danos estruturais e apoptose de TEC, além da perda da juncdo cortico-medular e
aumento no numero de fibroblastos. A saida deficiente de timdcitos influencia a expansao
oligoclonal de células T de memodria, contribuindo para uma menor amplitude do repertério de
moléculas de TCR e a consequente resposta prejudicada a patdgenos e tumores (10). De fato,
além da deficiéncia numérica, a involucdo timica relacionada ao envelhecimento também se
associa a uma menor qualidade de resposta a estimulacdo antigénica, como reportado que
células T recém-emigrantes do timo produzem baixos niveis de interleucina 2 (IL-2) e
proliferam menos (11). Essa perda da capacidade funcional timica, associada a uma tolerancia
central ineficaz, estd intimamente envolvida no quadro geral de imunosenescéncia com reducao
da responsividade a novos antigenos e aos eventos de inflamacao associada ao envelhecimento
e autoimunidade.

Ainda que progressivamente deficitaria, a continua diferenciacdo intratimica de células
T é influenciada pelos grupos celulares do microambiente timico, que promovem a formacéao
do repertorio de TCR gerados durante a recombinacdo somatica, eliminando células
potencialmente autorreativas e selecionando positivamente aquelas com propriedades de
tolerancia a antigenos préprios (7). Em conjunto, essa complexa rede de eventos celulares e

moleculares resulta na consequente geracdo de pelo menos cinco subpopulagdes relevantes e
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funcionalmente distintas: i) células T helper (Th); ii) células T citotoxicas; iii) células T

regulatorias (Treg); iv) células NKT; e células T 3.

1.3) Os linfocitos T

As células T possuem a funcdo de controlar a ativacao de outras células imunes, induzir
a apoptose de células que apresentam padrées moleculares estranhos ao corpo e suprimir uma
resposta imune exacerbada (12). Sua atividade é exercida por meio do reconhecimento de
peptideos realizado por um receptor especifico de células T descoberto em 1984, 0 TCR (T cell
receptor) (13). Esta classe de receptor é formada por duas cadeias de proteinas denominadas
de a-B ou y-4 e as células T sdo nomeadas de acordo com o tipo de TCR que produzem (linfocito
T of ou T vd). Outros receptores precisam ser acionados em paralelo ao TCR para que ocorra
a devida ativacdo da célula T como veremos a seguir. O TCR e os receptores coestimuladores
de célula T fazem com que os linfocitos T virgens se ativem e diferenciem em células maduras.
As diferencas na natureza desse processo de ativacdo ddo origem a distintas formas de

diferenciacdo celular aumentando ainda mais o repertério de células T maduras.

1.3.1) Linfocito T yd

As células T do tipo yd correspondem de 0,5 a 10% dos linfocitos T encontrados no
sangue periférico, mas constituem a maior parte dos linfocitos T em tecidos epiteliais de 6rgaos
como a pele, pulmdes e intestinos (14,15). O numero de antigenos que podem ser reconhecidos
por linfocitos T yo € reduzido quando comparado as possibilidades de reconhecimento pelas
células T aff. O TCR yo possui afinidade por padrdes moleculares especificos como antigenos
prenilicos fosforilados, lipidios apresentados por proteinas da familia CD1 e moléculas de
estresse celular que podem indicar dano ao DNA, infec¢do viral ou transformacdo maligna
(15). Desta forma, os linfocitos T y6 podem ser considerados como parte da resposta imune
inata especializada em reconhecer células que estdo em condicdo de estresse por infec¢do ou
neoplasia (14). Este tipo de linfocito também pode detectar fosfoantigenos presentes na
superficie de bactérias e induzir sua lise (15). As células T yd também sdo ativadas durante o
processo de combate a infecgdes causadas por protozoarios (14).

Para a devida ativagao dos linfocitos T y0 € necessario a coestimulacdo de moléculas
independentes do TCR, como a integrina LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen-1) e
CD2, que sdo os receptores para as moléculas de ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1)
(CD54) e LFA-3 (CD58), respectivamente. O homodimero a-o da proteina CD8 também é um

importante receptor para a interagdo do linfocito T y6 com células infectadas por virus (15).
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1.3.2) Linfécito T af

As células T af constituem o “centro de processamento de dados” da imunidade
adaptativa e essencial indutor das células fagociticas. Sdo capazes de aumentar a resposta
imune e a0 mesmo tempo impedir que o corpo reaja contra moléculas proprias ou de forma
exacerbada a ponto de gerar maleficios para a saude. Estes linfécitos também séo capazes de
induzir a apoptose ou lise de células com padrdes de moléculas de superficie estranhos ao
corpo.

O TCR af consegue reconhecer apenas antigenos que estejam associados a moléculas de
MHC (major histocompatibility complex) e apresentados na superficie da célula apresentadora
de antigenos. Para que ocorra a devida interagdo do TCR com a molécula de MHC, € necessario
a presenca das glicoproteinas CD4 ou CD8. Estas moléculas atuam como correceptores e se
ligam ao MHC por um sitio diferente ao reconhecido pelo TCR. Os linfocitos T aff podem ser
classificados em dois grandes grupos de acordo com a presenca destes correceptores. As células
T que expressam CD8 séo capazes de reconhecer antigenos apresentados via MHC de classe |
(MHC-1) e as que possuem o correceptor CD4 sdo capazes de reconhecer antigenos
apresentados via MHC de classe Il (MHC-II) (16,17). Dentro de cada um desses grandes
grupos existem subpopulac@es de linfocitos efetores, reguladores ou de memdria.

As células efetoras exercem seu papel e entram em apoptose apds eliminacdo do agente
que originou a resposta imune. As células de memdria podem perdurar por anos, ou mesmo
toda a vida, e sdo mais rapidas que as células imaturas para estabelecerem uma resposta imune.
Algumas células T efetoras podem se tornar células de memoria apds o término do processo

inflamatorio (17).

1.3.2.1) Linfécito T citotdxico

As células T CD8 efetoras sdo denominadas funcionalmente de linfécitos T citotoxicos
e induzem a morte celular ou lise das células que apresentam, via MHC-I, peptideos alterados
devido a mutacdes no seu DNA ou provenientes de patdgenos intracelulares. Todas as células
nucleadas do corpo enviam constantemente para a membrana plasmatica fragmentos peptidicos
de proteinas degradadas pela via ubiquitina-proteassoma. Os peptideos resultantes da acdo do
proteassoma sdo importados do citosol para o reticulo endoplasmatico rugoso pelas proteinas
TAP (transporter associated with antigen processing). Dentro do reticulo, os fragmentos
proteicos sdo associados a moléculas MHC-I recém-formadas e transportados até a membrana

via reticulo de Golgi (19). Os linfdcitos T citotoxicos estdo constantemente monitorando estes
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fragmentos apresentados e se ativam caso seu TCR possua alta afinidade pelo complexo
peptideo-MHC.

Caso haja ativacdo, o linfocito T citotdxico exocita em direcdo a celula alvo, nas regides
de interacdo sinaptica, os granulos citoliticos contendo moléculas como perforina, granzima e
granulisina. As perforinas sdo capazes de se ligar a membrana plasmatica e torna-la permeéavel
as moléculas de granzima e granulisina. A granzima possui atividade de serino-protease e, uma
vez no citoplasma da célula alvo, pode ativar a via das caspases e induzir o processo de
apoptose. A granulisina em altas concentracGes, na ordem de micromolar, pode perturbar
estruturas lipidicas causando danos na membrana celular, lipossomos e mitocondria; esta
molécula também pode interagir com a caspase 9 e 0 processo de apoptose. Em baixas
concentragdes, na ordem de 10 nanomolar, a granulisina atua como um potente atrator e
ativador de células do sistema imune como monacitos, células dendriticas, NK e T (20).

A liberacdo de granulos de perforina, granzima e granulisina também é o mecanismo
utilizado pelas células NK para eliminar células que ndo possuem moléculas de MHC-1 em sua
superficie. A molécula de MHC-I tem acdo inibitdria sobre as células NK, o que garante a
sobrevivéncia das células saudaveis e com a habilidade de apresentar antigenos via MHC-I
@an.

1.3.2.2) Linfécito T auxiliar

As células T helper CD4" (Th) sdo centrais para a homeostasia e orquestram a
imunoprotecdo do hospedeiro, embora estejam também diretamente implicadas no
desenvolvimento de diversos eventos de imunodesregulacdo, como nas doencas autoimunes.
Essa classe de linfocitos pode ser subdividida em subpopulagdes com capacidade de secretar
diferentes moléculas imunomoduladoras, e dentre as principais estdo as assim definidas células
Thi, Th2, Thl7, Th22, Th9 e Tfh (T helper folicular). Particularmente, as células efetoras Th1l,
Th2 e Th17 tém acdo efetora direta nos eventos de resposta a patdgenos e tumores e de
imunodesregulacdo, enquanto células Tfh contribuem para a montagem da resposta humoral
efetora e as células Treg e Trl sdo importantes para a atividade anti-inflamatoria e para a
manutencdo do estado de toleréncia imunolégica (21).

Essas subpopulagdes surgem a partir da diferenciagdo de linfécitos T CD4 virgens que
podem receber diferentes estimulos das células apresentadoras de antigeno (APC) durante o
processo de ativacdo dentro dos drgdos linfoides secundarios. Fatores transcricionais e
citocinas efetoras estdo imbricadas na geracéo e atividade dessas células Th, mas outros fatores

também exercem papel preponderante nas suas vias de diferenciacdo, tais como o seu estado

29



1) INTRODUCAO

metabolico, a presenca de microbiota e outros componentes do microambiente tecidual
particular de acdo dessas células (21).

As APC profissionais, células dendriticas e macrdfagos, séo capazes de fagocitar células
ou particulas e apresentar os antigenos provenientes do fagolisossoma atraves de moléculas de
MHC-II. Essas células fazem a fagocitose no local onde ocorre a inflamacgédo e migram até os
orgdos linfoides secundarios, onde apresentam os antigenos a células T CD4 virgens. O
contexto no qual ocorre a apresentacdo do antigeno é crucial para determinar o
desenvolvimento do subtipo de célula T CD4 efetora. Essa fase de diferenciagdo final de uma
célula T pode ser referida como polarizacdo e é dividida em trés etapas: inducéo,
comprometimento e amplificacdo. Na fase de inducdo, a célula T recebe sinais da APC via
TCR (apresentacdo do antigeno) e coestimuladores resultando na expressdo de genes de
citocinas que sdo especificos de cada grupo. A medida que as células T de um determinado
nicho passam a receber estimulo constantes para se diferenciarem em um subtipo, elas entram
na fase de comprometimento e sofrem alteracGes epigenéticas que moldam seu genoma,
passando a expressar majoritariamente as citocinas relativas ao subgrupo especifico. Por
altimo, as células ja& comprometidas vao construindo a fase de amplificacdo, na qual suas
citocinas estimulam a diferenciacdo das demais células T virgens no seu subtipo e inibem a
diferenciacdo em outros subtipos.

As células T auxiliares do tipo Thl sdo responsaveis, particularmente, por promover a
resposta imune contra virus e outros patdgenos intracelulares, assim como a imunidade anti-
tumoral. Através da liberacdo de INF-y em grandes quantidades, estas células sao capazes de
ativar macrdfagos e induzir as células B a produzirem anticorpos que facilitam a opsonizacao
e fixacdo do complemento. As células Th1 também podem secretar outras citocinas, como por
exemplo o TNF e a quimiocina CXCL10, contribuindo para recrutar mais leucécitos e ampliar
o0 processo inflamatorio. Os sinais iniciais para a diferenciacdo em células Th1l sdo mediados
pelo estimulo do TCR e pela interacdo da citocina IL-12 com seu receptor em presenca de INF-
y. A sinalizacdo pelo TCR e pela IL-12 levam a ativacdo da via JAK/STAT, induzem a
expressdo do gene Thx21 (que codifica o T-bet, o fator de transcricdo principal para a
diferenciacdo em Th1l) e a consequente producéo de IFN-y. A IL-12 induz a ativacdo de STAT4
e 0 INF-y promove a atividade de STATI, convergindo sinergicamente no aumento da
expressdo de T-bet, que por sua vez aumenta a expressdo INF-y, contribuindo para uma
retroalimentacdo positiva da diferenciacdo Thl (22) Dessa forma, o programa transcricional

das células Thl é estabelecido pela regulacdo integrada dos fatores de transcricdo T-bet,
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STAT4 e STAT1, além da participacdo de Runx3. E importante ressaltar que, paralelamente,
essa programacéo transcricional inibe diferenciacao das células Th2, através do silenciamento
da expressao de IL-4 e Gata3 (21).

As células Th2 sdo responsaveis por promover a defesa contra helmintos que produzem
uma leve e continua estimulacdo do sistema imune. A resposta por linfocitos Th2 também pode
ser ativada por uma vasta quantidade de alergenos. O sinal necessario para induzir a polarizagédo
para Th2 é a IL-4 produzida por diversas células do sistema imune inato, que age sobre o
linfocito T naive, levando a sua diferenciacdo. As primeiras células T a produzirem IL-4 séo
estimuladas através da via de Notch pelo contato com células dendriticas que expressam o
ligante JAG1 (Jagged-1). No tubo digestivo de animais infestados por vermes, uma fonte
alternativa inicial para IL-4 pode ser células com o fenétipo ndo-T, ndo-B, kitl*, FceR1"
estimuladas por IL-25 produzida por macréfagos ou mastacitos (22).

O principal papel de células Th17 é o combate a patdgenos como fungos e bactérias
extracelulares por recrutamento e ativacao de neutréfilos, podendo estar associada a inducao
de inflamacdo monocitica. Mas é preciso ressaltar que as células Th17 tém papel importante
na homeostasia de tecidos epiteliais, particularmente em regides de mucosa, além de apresentar
relevante acdo imunopatogénica em vérios processos de inflamacgéo tecidual desregulada.
Assim, postula-se a existéncia de duas subpopulagdes de células Th1l7: uma ndo patogénica,
que regula a funcdo de barreira e controle de potencial invasor da microbiota; outra patogénica,
que promove a inflamacéo tecidual e a autoimunidade (21). Essa diversidade funcional pode
ser observada pela diferenciacdo in vitro seguida de transferéncia adotiva das células Thl7,
sendo as ndo patogénicas polarizadas com TGF-B1+IL-6 e as patogénicas polarizadas com IL-

1B+IL-6+IL-23. Além disso, essas células podem ser distinguidas por assinaturas

transcricionais, onde as células Thl7 patogénicas co-expressam T-bet/IFN-y e GM-CSF,

enquanto as células Th17 ndo patogénicas expressam IL-10 e IL-1RN (23).

1.4) A migracéo celular no desenvolvimento de linfocitos T

A jornada de desenvolvimento de uma célula T comeca na medula 6ssea ou no figado
fetal quando uma célula progenitora pré-timica expressando o receptor CD117 (c-KIT) inicia
seu processo de migragdo até o timo (Figura 2). Ap6s chegarem no timo, as células precursoras
se convertem em células progenitoras timicas e passam por uma fase de multiplicacdo que é
fundamental para manter o numero adequado de timacitos (24). A grande maioria das células

T em desenvolvimento é eliminada durante 0s processos seletivos intratimicos. Assim, as fases

31



1) INTRODUCAO

de multiplicacdo sdo essenciais em diversos estagios da diferenciacdo da célula T, com um
conjunto de fatores transcricionais regulando outros inimeros fatores intratimicos que irdo, por

fim, definir a identidade da linhagem de células T e suas subpopulacées (25).
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Figura 2) Esquema® de desenvolvimento de células T
1 — A ilustragdo foi adaptada do artigo Thymocyte publicado na enciclopédia online Wikipedia e acessado em
julho de 2019 (https://en.wikipedia.org/wiki/Thymocyte).

As células progenitoras timicas se convertem em timdcitos duplo-negativos (DN), com
expressao ausente das glicoproteinas CD4 e CD8. Os timdcitos DN podem ser divididos em 4
tipos denominados DN1, DN2, DN3 e DN4, que ocorrem no cortex timico. Durante 0s
primeiros estagios de diferenciacdo, o evento central se refere aos rearranjos dos genes Trb,
Trg e Trd do receptor de células T (TCR). Na fase de célula pré-T (DN3), ocorre a
recombinagdo da cadeia B do TCR que unida a uma cadeia a substituta e invariavel forma o
pré-TCR, essencial na selecé@o das células com capacidade de expressar uma cadeia [ completa.
Aquelas células cujo o processo de recombina¢do gerou uma quebra da janela de leitura,
impossibilitando a produgdo de uma proteina B completa, sdo eliminadas por apoptose, e
paralelamente uma maior forga de sinalizacdo do TCR direciona os timacitos para células T yo
(26). Ja a selecdo bem-sucedida da cadeia B leva a transicdo da fase DN3 para a fase DN4 e

desencadeia uma sequéncia significativa de rodadas de proliferacéo.
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Conforme estes timdcitos iniciam a recombinacao do TCR a e aumentam a expressao
dos co-receptores CD4 e CD8, tornando-se células duplo-positivas (DP), dois eventos celulares
relevantes ocorrem: a selecdo positiva de timdcitos e a migracdo direcional para a medula
timica (27). Os co-receptores CD4 e CD8 dos timdcitos DP reconhecem, respectivamente, 0s
complexos de MHC-IlI e MHC-I associados a peptideos. Aqueles que apresentarem baixa
afinidade contra antigenos proprios apresentados pelas TEC corticais (CTEC) sdo selecionados
positivamente e originam, respectivamente, células T CD4" e CD8" simples-positivas (SP). A
migracao continua em dire¢do & medula permite o encontro com TEC medulares (mTEC), além
de células dendriticas e macrofagos, que facilitardo a selecdo negativa dos timocitos que
exibirem alta afinidade para os complexos MHC-peptideos proprios, resultando em eliminacao
celular medida pela estimulacio excessiva do TCR (25). E importante ressaltar que, nessa
ultima etapa seletiva, as células T reguladoras timicas séo selecionadas positivamente (28,29).

Toda essa capacidade de diferenciacdo intratimica de progenitores hematopoiéticos é
impactada pelo fato de o timo ndo conter células-tronco ou células progenitoras auto-
renovaveis de longa duracdo. Embora haja evidéncias de que timos de camundongos neonatos
(transplantados em animais com precursores hematopoiéticos da medula 6ssea irresponssivos
a IL-7) sejam capazes de manter a diferenciacdo intratimica por periodos prolongados (30,31),
0 timo pos-natal parece depender fortemente do recrutamento semicontinuo de progenitores
provindos da circula¢do sanguinea (32).

A entrada no 6rgdo ocorre a partir da producdo de quimiocinas por células endoteliais
e pelas TEC presentes na juncdo cortico-medular e com a adeséo ao endotélio mediada por P-
selectina e por ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) e VCAM-1 (vascular cell
adhesion molecule-1) (33). Subsequentemente a entrada no timo, o0s progenitores
hematopoiéticos multipotentes dependem diretamente dos multiplos sinais especificos
provenientes do microambiente timico (7) que permitem o comprometimento com a linhagem
linfoide de células T. Nesse contexto, o conjunto de relevantes eventos interativos entre as
células T em desenvolvimento e as células do microambiente timico esta intimamente
relacionado aos concomitantes processos de proliferacdo assincrona e de migracao intratimica
desses timocitos. A resposta desses timdcitos aos sinais indutores de adesdo e motilidade
parecem ser 0 evento critico na orquestracdo do trdfego celular entre os distintos
microambientes timicos (7,34). Esses sinais parecem interferir diretamente nos estagios de
desenvolvimento de células T, com papel no controle das adequadas interagdes espaciais e
temporais entre 0 TCR dos timécitos e os complexos MHC-peptideos apresentados pelas

distintas células do microambiente timo (35,36). Dessa forma, a migracdo de células T em
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desenvolvimento no timo é central para a regulacdo dos processos seletivos intratimicos,
contribuindo diretamente para o paradigma de formacdo de um repertorio com potencial de
resposta a uma ampla gama de antigenos estranhos paralelamente a ndo-responsividade a

antigenos proprios.

1.5) A migracao celular na ativacéo e na resposta efetora de linfocitos T

Padrdes adesivos e migratorios tém sido amplamente estudados nos processos de
ativacdo de células T e na consequente efetuacdo da resposta imune efetora. Por exemplo, uma
condicdo fundamental para a montagem de resposta imune protetora é a rapidez no
reconhecimento de perigos antigénicos, de forma a eliminar patdgenos e células tumorais
eficientemente. Assim, a ativacdo da célula T requer um monitoramento rapido do maior
numero possivel de APC (fenbmeno definido como T-cell scanning), mas com uma regulacao
fina entre os processos de velocidade da motilidade celular e a permanéncia de contato intimo
com APC em determinado tecido por tempo suficiente para que a interacdo TCR/-MHC-
peptideo seja eficaz (37). Nesse contexto, estudos de imageamento por microscopia também
revelam a participacdo de moléculas de adesdo, quimiocinas e outros fatores inflamatérios na
dindmica de motilidade de células T na interacdo com células endoteliais, regulando o trafego
para diversos compartimentos teciduais periféricos, assim como na interagéo inicial com APC
(38,39). Nesses eventos, a regulacdo da remodelagem do citoesqueleto de actina parece ser um
mecanismo central na inducdo da migracdo transendotelial das células T e na subsequente
interacdo com a rede de matriz extracelular (ECM) e células-alvo no sitio de resposta efetora
(40).

Um dos mais relevantes exemplos da importancia da adesdo celular e da migragéo de
células do sistema imune para uma resposta imunoprotetora eficiente envolve o extravasamento
da circulagdo sanguinea em dire¢do ao local da resposta efetora, em um sitio infeccioso ou
tumorigénico. Esse processo tem inicio a partir da ativacdo local do endotélio mediada pela
produgdo de citocinas pelo tecido inflamado. O endotélio ativado passa a expressar
significantemente as moléculas de adeséo E- e P-selectina, que medeiam o rolamento inicial e
diminuem a velocidade dos leucdcitos. Isso permite que, subsequentemente, moléculas de
adesdo do tipo integrinas, particularmente o LFA-1 e o VLA-4 (com alta expressdo na
superficie das células T ativadas), possam interagir respectivamente com as moléculas ICAM-
1 e VCAM-1 presentes no endotélio, e entdo mediar uma forte adeséo entre esses diferentes

tipos celulares (41). Assim, a adesdo célula-célula é um pré-requisito essencial para que 0s
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leucdcitos (em particular, os linfécitos T) consigam abandonar a circulagao sanguinea e migrar
pela matriz extracelular no tecido que abriga o estimulo inflamatdrio.

E importante salientar que os mecanismos moleculares dos eventos de migracdo de
células efetoras, assim como de células reguladoras, também ocorrem em resposta a outros
eventos inflamatorios, como em respostas autoimunes, alérgicas e rejeicdo a transplantes.
Alteracdes no nivel de expressao ou ativacdo das integrinas podem levar tanto a fenotipos de
autoimunidade como de imunodeficiéncia. De fato, a relevancia desses processos pode ser
vislumbrada pelo fato de as integrinas compreenderem alvos moleculares centrais na

terapéutica de diversas condi¢es clinicas inflamatorias (42).

1.6) Integrinas

1.6.1) Historia e funcéo das integrinas

As integrinas foram descobertas durante a década de 1970 enquanto pesquisadores
buscavam por proteinas transmembranares envolvidas no controle de crescimento celular.
Logo no inicio da caracterizacdo dessa classe de moléculas, foi evidenciada a sua importancia
para 0s processos bioldgicos de adesdo, morfologia e motilidade celular. Entretanto, somente
anos mais tarde ficou claro que essas proteinas interagiam com fibronectina e também
possuiam um importante papel no controle da proliferacdo e morte celular. J& nos anos 70, foi
cunhado o conceito de que deveriam existir proteinas de membrana integrando a organizacao
dos filamentos extracelulares de fibronectina com a estrutura dos filamentos intracelulares de
actina. Somente em meados da década de 1980 é que as integrinas foram responsabilizadas por
tal mecanismo de ajuste entre o citoesqueleto e a ECM. Com a descoberta de um receptor de
fibronectina. O nome integrina foi dado a esta familia de proteinas justamente pela as
capacidade de “integrar” o meio extracelular e intracelular (43).

Com o avanco da obtencdo de sequéncias gendmicas verificou-se que as integrinas sdo
encontradas em todos metazoarios e apenas neste filo. Este fato levou a hipotese de que as
integrinas sdo necessarias para a organizacdo de tecidos e 6rgdos e que seu aparecimento
antecede a explosdo cambriana. Um processo de evolugéo divergente gerou em vertebrados 18
subunidades a e 8 subunidades B. Essas subunidades podem combinar-se em 24 heterodimeros
que possuem afinidade a mais de um ligante, assim como, alguns ligantes podem ligar-se a
mais de uma integrina (Figura 3) (43).

Atualmente, é sabido que as integrinas estdo envolvidas em adesdo célula-célula e
celula-ECM, além de atuarem na transducdo de sinais importante para processos biolégicos

como sobrevivéncia celular, diferenciacdo, organogénese e cicatrizacdo. Mutaches em
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integrinas ou em importantes componentes da sua via de sinalizacdo podem acarretar em
problemas como desenvolvimento de 6rgdos defeituosos, imunodeficiéncia, cancer e doencas
autoimunes (44).

Como apresentado anteriormente, as integrinas sdo fundamentais para a formagéo da
sinapse imunoldgica e estabilizacdo do contato da célula T com a célula apresentadora de
antigeno facilitando os processos de ativacao, proliferacdo e secre¢do de citocinas como, por
exemplo, IL-2 e INF-y (44). Ja para a motilidade das celulas T apds sairem do timo, as
integrinas LFA-1 e VLA-4 sdo cruciais para o processo de adesdo as células endoteliais e
migracdo contra o fluxo sanguineo até chegarem ao ponto apropriado para as células T fazerem
diapedese (45,46).

Integrinas

Ligantes

.Laminina .(‘ol:igeno .Fibronectina Osteopontina .\’('.-L\I-l .I('.-L\I

lFibriuogénio \'itronectiun.L—\P-TGF-II l._‘E-(‘aderina Trombospondina ~ VEGF

Figura 3) Familias das a e B integrinas e suas possiveis interacdes proteina-proteina
Fonte: https://resources.rndsystems.com/images/site/bb_spring07_17wide_2360.png

1.6.2) Estrutura e sinalizagdo das integrinas
A sinalizacdo mediada por integrinas ocorre por intermédio de alteracdes alostéricas

capazes de recrutar e ativar proteinas citoplamaticas, além de aumentar a afinidade da integrina
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pelo seu ligante. As fitas a e B possuem uma longa cadeia para fora da célula, que se dobra na
direcdo da membrana plasmatica quando a integrina estd no estado inativo. A ponta desse
ectodominio, denominada de cabeca e responsavel pela afinidade ao ligante, € mantida proxima
a membrana celular quando a integrina esta no estado inativo. Uma ponte salina entre 0s
dominios intracelulares das fitas o ¢  ajuda na estabilizagdo da conformacao inativa (47).

Durante a ativacao, o ectodominio passa por um processo denominado de extensdo, a
cabeca é desprotegida e a afinidade pelo ligante aumenta (Figura 4) (44). Nesse momento, as
curtas caldas intracelulares das fitas a e P se distanciam, a ponte salina ¢ desfeita ¢ uma
molécula de talina se liga no dominio intracelular da fita B ajudando na estabilizagdao da
conformacao ativada (47,48). Os dominios transmembranares funcionam como condutores das
transformagdes conformacionais entre as regides intracelulares e extracelulares de cada fita.
Dessa forma, as modificacdes alostéricas iniciadas em qualquer uma das duas porcdes das fitas
a e P sdo transmitidas através da membrana possibilitando a condugdo de sinais (48).

A medida que as moléculas de integrinas vao se ativando, ocorre um processo chamado
de clusterizacdo com formacdo de complexos de adesdo de integrinas. Nestes complexos,
alguns milhares de moléculas de integrinas se aglomeram em uma pequena regido da
membrana celular aumentado a sua capacidade adesiva e sinalizadora (49). O processo de
ativacdo da integrina pode ocorrer de dentro da célula para fora (inside-out), por meio de uma
cascata de sinalizacdo que se inicia em um receptor celular de outra natureza, ou de fora para
dentro (outside-in), através do estimulo do ligante direto sobre a interina (44).

A ativacdo de dentro para fora em linfocitos T se inicia pela inducéo de receptores de
quimiocinas ou por estimulo direto sobre o TCR. Esse processo foi extensamente estudado com
a ativacdo de LFA-1 na fenda sinéptica durante o cometimento da célula T com a ativacao via
TCR. Quando o linfécito é estimulado pelo complexo MHC-peptideo presente na célula
apresentadora de antigeno, LCK (lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) € ativada por
fosforilag&o e, por conseguinte, atua sobre ZAP70 ({ chain of T cell receptor associated protein
kinase 70) promovendo sua ativacdo também por fosforilacdo. ZAP70 pode fosforilar e ativar
diversas proteinas envolvidas no processo de ativacdo da célula T, incluindo LAT (linker for
activation of T cells) e SLP-76 (src homology 2 domain-containing leucocyte protein of
molecular weight 76.000) (44). Em ceélulas Jurkat, a perda de funcdo de LCK, ZAP70 ou LAT
impossibilita a ativacdo inside-out demonstrando a importancia destes genes para este processo
(50,51).

SLP-76 é uma importante proteina adaptadora capaz de ligar-se a Vav, NcK, Itk, IcK,

PLCy1, Gads, ADAP, HPK-1 e que foi isolada em 1995 por uma estratégia com o objetivo de
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encontrar proteinas fosforiladas apos a ativacdo via TCR (52) (Figura 4). Camundongos
deficientes em SLP-76 apresentam problemas no desenvolvimento de células T e insuficiéncia
na ativagdo de integrinas, tanto inside-out como outside-in (53). O estudo de camundongos
com mutacGes em diferentes regides de SLP-76 demonstrou a importancia dessa proteina em
eventos de sinalizacdo durante a maturacdo dos timdcitos. Mutagéneses em diferentes pontos
dessa proteina podem gerar aumento ou diminui¢do da expressao de TCRB e CD69 nos
timdcitos transgénicos, em comparacdo com os WT (54). Estes estudos de mutagéneses
pontuais também revelaram uma importante relagdo estrutural entre os dominios de SLP-76,
pois 0 comprometimento da sequéncia em uma regido conhecida por ligar-se a uma proteina
especifica pode interferir na estabilizacdo de proteinas que se ligam a outras partes da molécula
(44).

Estado

Estimulo: altvado

quimiocinas, Estado

antigenos : nao ativado

Integrina _
Extensao
TCR
Receptor de
quimiocina ¥ ' beca
Ty = ‘ } X8
B a B
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Talin SKAP-55
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Citoesqueleto de actina
Figura 4) Esquema mostrando a estrutura das moléculas de integrina e a organizacao de outras

proteinas importantes para sua ativacao e sinalizacao.
Adaptado de Zhang et al 2012 (44).

A associacao de SLP-76 a ADAP, apos fosforilagdo de ambas, possibilita a formagéo

de um complexo fundamental para a ativacé@o de integrinas, ativacdo da célula T e motilidade
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(44). Estudos com perda de funcdo de ADAP em camundongos demonstraram que sem essa
proteina as células T possuem problemas na producdo de CD25, CD69 e IL-2 apds a
estimulacdo via TCR. A ativacdo inside-out de LFA-1 e VLA-4 via TCR é impedida na
auséncia de ADAP (52). Por outro lado, a coestimulacdo de LFA-1 para a producdo de IL-2
apos a inducdo do TCR com anti-CD3 é impedida na auséncia da ligacdo de SLP-76 a ADAP,
demonstrando a importancia da formacdo desse complexo para a sinalizacdo outside-in. A
remocgdo de ADAP reduziu a motilidade de células T e reduziu a clusterizacdo de F-actina
frente & estimulacdo de LFA-1 com ICAM-1. A associacdo de SLP-76 a ADAP também se
mostrou importante para a polarizagéo de linfocitos T induzida por LFA-1 (55).

No sentido outside-in, o0 complexo SLP-76-ADAP pode sinalizar independentemente
do complexo LAT—Gads. Para este sentido da sinalizag&o, a ligagdo de ADAP a SKAP-55 (src
kinase-associated protein of molecular weight 55.000 ou SKAP1) é imprescindivel. A delecdo
do dominio SH3 de SKAP-55, responsavel pela interacdo com ADAP, impede a adesdo
mediada por LFA-1 e impossibilita a formacdo dos conjugado da célula T com a célula
apresentadora de antigenos (44). ADAP e SKAP-55 interagem com a calda intracelular da fita
a da integrina através do complexo Rapl-RapL, que se forma na presenca de GTP apos a
estimulacdo do TCR (44,56) (Figura 4). A ligacdo SKAP-55 a RapL também ¢é crucial para a
sinalizacdo inside-out e a perturbacdo desse complexo, por mutagdes na regido N-terminal de
SKAP-55, impede a ativacdo de LFA-1 mediada por estimulo sobre o0 TCR e gera reducédo
temporal nas interagdes celulares dentro dos linfonodos (57).

Recentemente, verificou-se que SKAP55 pode ligar-se a LAT por intermédio de GRB2.
Ap0s a estimulacdo de LFA-1, FAK1 e FAK2 sdo recrutadas e fosforilam LAT exclusivamente
na lisina 171, possibilitando a formacdo do complexo LAT-GRB2-SKAP-55. Esse processo é
mais um elo de ligacdo na coestimulacgéo da sinalizagdo de LFA-1 sobre a via do TCR (58).

Outro importante complexo proteico para a funcdo das integrinas é formado ao redor
da molécula de talina quando esta esta ligada a fita B através do sitio NXXY proximal a
membrana. Talina também se liga aos filamentos de actina e atua como um componente-chave
na interacdo do citoesqueleto com a matriz extracelular. A ligacdo de talina a integrina é
estabilizada pela presenca de FERMTS3 (fermitin family homolog 3 ou kindlin 3) que se liga &
fita B pelo sitio NXXY distal a membrana (44).

1.7) Importancia das integrinas em processos bioldgicos envolvendo células T maduras
Apbs a saida do timo as células T precisam chegar até os 6rgdos linféides secundarios

onde se ativam apds o reconhecimento de um peptideo apresentado na superficie de uma APC.
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Durante essa jornada as integrinas LFA-1 e VLA-4 sdo se suma importancia para 0S processos
de diapedese (Figura 5) e interacdo do linfocito T com a APC (Figura 6).

Durante muitos anos foi controversa a importancia das integrinas para o processo de
migracdo de uma célula T apds sua saida do vaso sanguineo até a chegada nos linfonodos. Em
2008, foi demonstrado que leucdcitos podem migrar por tecidos periféricos e vasos linfaticos
sem a presenca de integrinas através de protusées do citoesqueleto de actina (59). A partir desse
momento, ficou mais claro que as células do sistema imune podem migrar por dentro dos
tecidos de forma independente da agdo das integrinas, porém estas proteinas sdo cruciais para
a saida dos linfocitos de dentro dos vasos sanguineos e para o reconhecimento de peptideos

exogenos na superficie de APC.

1.7.1) A importancia de integrinas para o processo de diapedese

Por meio da ligacédo a selectinas, as células T fazem uma adeséo leve a superficie dos
vasos sanguineos e iniciam um processo de rolamento que permite a deteccdo de citocinas
apresentadas pelas células endoteliais (60) (Figura 5). A sinalizagdo dessas citocinas € capaz
de iniciar a ativacédo inside-out das integrinas LFA-1 e VLA-4, que se ligam respectivamente a
ICAM-1 e VCAM-1 nas células do endotélio ativado. Essa interacdo mediada por integrinas é
mais forte e permite que a células T se fixem a parede do vaso sanguineo e migrem para o
tecido alvo. Ao estabelecerem uma firme adesdo, os linfocitos podem entrar em contato com
citocinas presentes em regides basolaterais e intracelulares das células endoteliais, o que induz
0 processo de diapedese no tecido inflamado (61).

Uma vez tendo atingido uma firme adeséo ao endotélio, as células T tendem a migrar
contra o fluxo sanguineo até encontrarem os sinais adequados que a induzem a atravessar 0
vaso do sitio de resposta efetora. Essa migracdo contra fluxo € estimulada pela interacdo de
LFA-1 com ICAM via mecanismos intracelulares que diferem da cascata de sinalizacdo
induzida por VLA-4 (62). Os linfocitos nocautes para o gene Crk (CRK Proto-Oncogene,
Adaptor Protein) perdem a capacidade de engajamento na motilidade contra fluxo com perda
da ativacédo da via PI3K e da ativacdo da proteina ubiquitina ligase cChbl. Ja os linfocitos WT
estimulados apenas com VCAM-1 apresentam menor fosforilagdo de AKT e cChl, possuem o
mesmo formato dos linfdcitos nocautes para o gene Crk e ndo sdo capazes de realizar migracao
contra fluxo (62).

Atualmente, apesar de o LFA-1 ser apontado como o principal responsavel pela adesédo
firme e migracdo contra fluxo, VLA-4 é visto como um coparticipante da adesdo firme e

rolamento através da sua interacdo com VCAM-1. Somado a isso, VLA-4 também interage
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com JAM-B (Junctional adhesion molecule B) na superficie das células endoteliais
contribuindo para os processos de rolamento, adesdo e diapedese (63). Somado a esse
complexo sistema de interacdes de integrinas com moléculas expostas por células endoteliais,
podemos citar JAM-A, que é realocada para a superficie do vaso sanguineo durante o processo

inflamatdrio e contribui para o recrutamento de leucdcitos por interacdo com LFA-1 (64).
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Figura 5) Principais etapas do processo de migracdo de um linfocito circulante para o tecido
inflamado
Imagem adaptada do trabalho de Wang e Rudd, 2008 (65).

1.7.2) A importéancia de integrinas na formacéo da sinapse imunoldgica

O processo de andlise realizado por uma célula T no peptideo apresentado através de
uma molécula de MHC ocorre dentro de uma zona especifica da superficie celular chamada de
sinapse imunoldgica. Este local de contato é dindmico e controlado por continuos eventos de
remodelamento do citoesqueleto associados a sinaliza¢do por LFA-1 (66). Ja em meados dos
anos 80, foi observado que a interagdo entre a célula T e uma APC ocorria por uma regido
especifica da membrana onde havia acimulo do TCR e moléculas acessorias. Entretanto,
somente no final dos anos 90, a sinapse imunologica foi definida como uma estrutura celular
especializada na apresentacdo de antigenos e com caracteristicas especificas de adesdo,
sinalizacdo, composicdo e cinética, todas guiadas e mantidas pelo processo de ativacdo da
celulaT (67).
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Dentro da sinapse imunoldgica ha subdivisbes espaciais que delimitam regifes
especializadas com diferencas de composicdo e funcdo (Figura 6). Essa disposicédo ja foi
comparada a aparéncia de um “olho de boi” com estruturas concéntricas chamadas de SMAC
(supramolecular activation clusters). A apresentacdo do antigeno propriamente dita ocorre na
regido central ou cSMAC (central SMAC) que é especializada no processo de sinalizagédo e
onde concentram-se as moléculas do TCR e seus correceptores. Esta zona é cercada por uma
regido especializada na ligacdo célula-célula, chamada pSMAC (peripheral SMAC), onde
concentram-se moléculas de adesdo e LFA-1. Na regido mais periférica existe um denso anel
de filamento de actina que constitui a regido denominada de dSMAC (distal SMAC) (66).

Embora os dados sobre a participacdo do VLA-4 na formacéo da sinapse imunoldgica
ndo estar bem elucidada como a funcdo da B2 integrina LFA-1, aquela molécula parece
modular o processo interativo de células T com APCs. O uso in vitro de anticorpos dirigidos
contra diferentes epitopos da cadeia a4 em ensaios de conjugacdo de células T com APCs
levaram a alteracdo do posicionamento de VLA-4, que deixa a colocalizacdo com LFA-1 no
PSMAC e passa a estar associado a cadeia CD3-C no cluster central da sinapse imunoldgica
(cSMAC). Além disso, essa conjugacdo in vitro em presenca de anti-a4, associado a ativacao
com anti-CD3 e anti-CD28, resultou em polarizacdo Th1l (68).

1.8) Aintegrina VLA-4

A integrina VLA-4 (04B1 ou CD49d/CD29) apresenta uma extensa distribui¢ao
tecidual, sendo expressa em leucdcitos e em diversos outros tipos celulares, tais como células
do musculo liso (37), mioblastos e miotubos do musculo esquelético (38) e células epiteliais
timicas (39). Contudo, células T e mondcitos parecem ser as células com expressao funcional
relevante de VLA-4 para a adesdo/migracdo endotelial em eventos inflamatérios (69).

Os principais ligantes dessa integrina na promogéo de processos adesivos /migratérios
sdo as moléculas de adesdo VCAM-1 e JAM-B (Junctional Adhesion Molecule-B), em nivel
da interacdo com células endoteliais, e a molécula de ECM fibronectina, em nivel intratecidual
(63). Mas, diversos outros ligantes tém sido relatados, tais como ICAM-4 (Intercellular
Adhesion Molecule 4), MAd-CAM-1 (Mucosal vascular addressin Cell Adhesion Molecule 1),
ADAM-28 (A Disintegrin And Metalloproteinase-28), trombospondina e osteopontina (69,70).
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Figura 6) Sinapse imunolégica

(A) esquema mostrando as regides c-SMAC, p-SMAC e d-SMAC! (B) esquema mostrando 0s
principais componentes proteicos? envolvidos na sinalizacéo realizada através da sinapse imunoldgica.
1 — Adaptado do trabalho de Basu e Huse publicado em 2017 (66)

2 — Adaptado do trabalho de Yokosuka e Saito publicado em 2010 (67)
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Conforme discutido previamente, a integrina VLA-4 tem papel funcional em processos
relevantes na biologia da célula T. Na maturacdo intratimica, as interacfes celulares entre os
timdcitos e componentes microambientais, como as TEC e a ECM, tém a participacao
respectiva das interacbes moleculares VLA-4 com VCAM-1 e VLA-4 com fibronectina
(71,72). Ja na periferia, as células T maduras também empregam interacdes mediadas por
VLA-4 nos processos de ativagdo pelas APC e na adesdo endotelial e transmigracdo para 0s
sitios de resposta imune efetora (69).

Tendo em vista o grande numero de estudos sobre 0os mecanismos de regulacdo da
expressao e da funcdo de VLA-4 em células T no contexto de eventos inflamatorios no sistema
nervoso central, discutiremos as implicacdes desses mecanismos e a utilizagdo dessa integrina

como alvo terapéutico nessa condi¢do patoldgica.

1.8.1) O papel de VLA-4 e seu bloqueio terapéutico na neuroinflamacao

Apesar da chegada de células inflamatorias no sistema nervoso central ser regulada pela
barreira hemato-encefélica (73), a neuroinflamacdo, associada a infeccbes e doencas
autoimunes, € um importante processo patoldgico. Esse tem sido objeto de estudos
experimentais e clinicos relacionados a desordem autoimune denominada esclerose maultipla
(EM). Essa € uma desordem neuroinflamatdria que ocasiona um quadro desmielinizante
progressivo, com participacdo central de células Thl e Th17 que invadem o sistema nervoso
central, juntamente com células dendriticas e células B, em processo de migracdo trans-
endotelial mediado por VLA-4 (74-76).

Esses dados revelam que a intervencédo terapéutica sobre o VLA-4 pode claramente
modular a migracdo de leucécitos durante a progressdo da EM. Esse postulado foi demonstrado
com o uso de anti-VLA-4 em estudos pré-clinicos com a inibi¢do da neuroinflamacéo e sinais
patoldgicos de desmielinizacdo no modelo de encefalomielite alérgica experimental (EAE)
(77). Posteriormente, o blogueio de lesdes neuroldgicas e da forma remitente-recidivante da
EM foi bem-sucedida também em ensaios clinicos com a utilizacdo de natalizumabe, um
anticorpo monoclonal humanizado, no tratamento dessa doenga (78,79).

O sucesso da imunoterapia anti-VLA-4 foi também testado em outras doengas
inflamatodrias relevantes, como doenca de Crohn e artrite reumatoide, com relativo sucesso.
Entretanto, seu uso ndo é preconizado nessas doencas pela presenca de terapias mais eficazes
e pelo achado de efeito colateral de desenvolvimento de neuroinfec¢do oportunista por virus

John-Cunningham, que resulta em quadro de leucoencefalopatia multifocal progressiva. Nao
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obstante, o tratamento com natalizumabe poderia ser também estendido para doencas onde o
custo-beneficio fosse relevante. Esse parece ser o caso da distrofia muscular de Duchenne
(DMD), uma doenca sem tratamento curativo e onde o VLA-4 parece ter papel patoldgico
relevante, com altos niveis da integrina em células T CD4" e CD8" circulantes correlacionando

com a progressao mais rapida da doenca (80).

1.8.2) A integrina VLA-4 na modulacéo funcional de células T

Além do papel central na transmigracdo endotelial, a integrina VLA-4 parece ser
relevante para a organizacao da sinapse imunologica na interacdo com APC durante o processo
de ativacdo no érgdo linfoide secundario (68). A modulacdo da imunosinapse pela ativacao
concomitante do TCR e do VLA-4 (com anti-CD3, anti-CD28 e anti-CD49d) pode estar
associada a inducdo da polarizacao in vitro para Thl. Mais interessante, essa diferenciagéo foi
também observada com o tratamento in vivo com anti-a4, o0 que resultou em melhora da
glomerulonefrite autoimune experimental de perfil Th2 (68). J& em estudo de inativacao
condicional da cadeia o4 de integrinas em células T (ltga4-KO condicional), aplicada ao
modelo de EAE, revelou atraso no desenvolvimento da neuroinflamagdo, e que essa
compreendia uma maior frequéncia de células Th17 em relacdo a células Thl (81). Outra
abordagem genética similar demonstrou que células T deficientes em a4 tiveram expressao
aumentada de Foxp3 e expressao diminuida dos fatores de transcricdo T-bet, Gata3 e RORyt,
apos ativacdo alorreativa in vitro, e com a melhora significativa de doenca do enxerto versus
hospedeiro experimental (82). Em conjunto, esses dados sugerem que atividades funcionais da
integrina VLA-4 podem estar seletivamente associadas a distintos subgrupos de células T, por
exemplo, com acdo mais relevante para a transmigracdo de células Thl e a modulacdo da
estabilidade de determinados programas transcricionais da célula T em diferenciacao.

Esse postulado, ao associar o papel da integrina VVLA-4 nos eventos de adesdo/migracao
com a modulacéo de fungbes efetoras e reguladoras da célula T, pode ter implicacdes relevantes

para o uso terapéutico de bloqueadores de VLA-4 em determinadas condi¢des patoldgicas.
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2) JUSTIFICATIVA

Em linfdcitos T, as integrinas participam dos processos de coestimulacéo da viado TCR
na sinapse imunoldgica e na migracdo sobre o endotélio e diapedese, com importante atividade
de remodelamento do citoesqueleto. Constituem, portanto, um grupo de proteinas centrais para
0 sistema imune, onde desregulacbes na atividade dessas podem resultar em desordens
inflamatorias clinicamente relevantes.

Nesse contexto, embora a participacdo especifica da integrina VLA-4 nos eventos de
migracdo transendotelial seja objeto de diversos estudos, incluso como alvo terapéutico
importante em doencas inflamatorias, seu envolvimento em outros processos, como ativacdo e
diferenciacdo da célula T, foi menos explorado do ponto de vista molecular. Dessa forma, a
partir de abordagem genética de inativacao do gene ITGA4 na linhagem de células Jurkat, uma
linhagem linfoblastica de células T bastante utilizada como modelo para estudos moleculares
e celulares, buscamos investigar o potencial impacto da auséncia da integrina VLA-4 sobre a
funcionalidade de células T. Esperamos que estes estudos possam contribuir para um melhor
entendimento sobre o papel funcional dessa molécula em eventos imunolégicos, tanto em

condicdes fisioldgicas como patoldgicas.

47



I11) OBJETIVOS

3) OBJETIVOS
3.1) Objetivo geral
O objetivo geral desta tese € investigar o papel da integrina VLA-4 na ativacdo, adesao
e migracao de linfocitos T.
3.2) Objetivos especificos

1. Caracterizar os fenétipos celulares associados a inativacdo de ITGA4.

2. Estudar os fendtipos moleculares gerados pela inativacdo de ITGAA4.
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4) MATERIAL E METODOS

4.1) Células Jurkat, genotipagem e nomenclatura das células selvagens e mutantes

A linhagem de celulas Jurkat foi estabelecida na segunda metade da década da década
de 70 a partir do sangue periférico de um paciente do sexo masculino, com 14 anos de idade, e
diagnosticado com leucemia linfoblastica aguda (83). Inicialmente, esta linhagem celular foi
denominada de JM, e atualmente é conhecida como Jurkat clone E6.1. Estas células sdo
produtoras de IL-2, mas precisam de estimulacdo com ésteres de forbol e lectinas (84) ou
estimulacdo pelo TCR para produzirem grandes quantidades dessa citocina (85). Em maio de
2017, a linhagem de células Jurkat mantida pelo Laboratdrio de Pesquisas sobre o Timo (LPT)
foi testada pelo servico de autenticacdo celular do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ).
Através da metodologia de amplificacdo por PCR de STR (Short Tandem Repeat) foi feita a
genotipagem de 22 loci presentes nesta linhagem. A comparacdo do padrdo obtido por esta
genotipagem com outros trés padroes de referéncia é mostrada no ANEXO 1 (TABELA 3)
evidenciando a autenticidade das células Jurkat utilizadas neste trabalho. Para o
desenvolvimento do presente trabalho, foram utilizadas as células Jurkat originais e uma
linhagem de células Jurkat mutantes para o gene ITGA4 geradas no LPT (vide se¢do 5.2). As
células Jurkat originais foram denominadas de células ndo mutantes WT (wild-type). As células
Jurkat modificadas geneticamente foram referidas como células mutantes ITGA4-KO
(knockout).

4.1.1) Rotina de cultivo celular

As células Jurkat foram mantidas em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, cat# R8758)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Econolab, cat# F063), penicilina a
100 mg/L e estreptomicina a 50 mg/L. A incubacdo das células foi feita a temperatura de 37°C,
em atmosfera controlada com 5% de CO, e em uma contracgéo de 10° a 2x10° células/mL. Os
cultivos foram descartados apds a passagem 25 a contar do momento em que foi feito a diluicéo
clonal para isolar o mutante nulo. Todos os experimentos foram realizados com cultivos de

células mutantes e selvagens em quantidades préximas de passagens.
4.1.2) Congelamento

As celulas Jurkat foram congeladas em solucdo de SFB com 10% de DMSO. Lotes de

107 células suspensas em 1 mL de solucdo de congelamento foram transferidas para tubos de
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criopreservacao e congeladas em caixas com isopropanol em um freezer a -70°C. Apos 24 h,

0s tubos foram transferidos e armazenados em nitrogénio liquido.

4.1.3) Descongelamento

Os tubos de criopreservacdo contendo as células congeladas foram transferidos dos
contéineres de nitrogénio liquido para um recipiente com gelo seco e, em seguida, banhados
em agua a 37° C para um processo de descongelamento rapido. Em seguida, as células foram
transferidas tubo contendo 5 mL de meio de cultivo e centrifugadas a 400 g por 5 min. O
precipitado celular foi entdo ressuspendido em meio de cultivo e as células foram cultivadas

de acordo com o protocolo descrito para a rotina de cultivo celular.

4.2) Construcao de célula mutante ITGA4"

4.2.1) Mutagénese sitio dirigida por CRISPR/Cas9

O gene ITGAA4 foi editado de acordo com o protocolo proposto por Ran et al. (86) para
a geracdo de mutantes nulos para a integrina a4. Mais especificamente, optou-se pela técnica
de edicdo por inducdo da via de unido terminal ndo homologa (nonhomologous end joining -
NHEJ), na qual sdo isolados mutantes por erros aleatérios de insercdo ou delecdo (indel)
durante o reparo da ruptura cromossomal gerada por Cas9. Este tipo de mutagénese, dirigida
para 0 comeco do gene, visou gerar mutantes nulos para nosso modelo de estudo pela perda de
funcdo do gene alvo e da proteina por ele codificada. A ferramenta on-line CRISPR Design
(http://tools.genome-engineering.org/) e a versdo GRCh38 do genoma humano foram
empregadas para desenhar o RNA guia (JRNA) utilizado para editar o locus do ITGA4. O
gRNA de sequéncia 5’-GACCGGCCGCCCCTACACG-3’ foi escolhido por clivar dentro do
primeiro éxon do gene alvo e possuir baixa probabilidade de editar erroneamente outras regides
do genoma. Os oligonucleotideos pX330-Igtad_For#l e pX330-Igtad Rev#1l (TABELA 1)
foram encomendados para, quando hibridizados, reconstituirem a sequéncia do gRNA
escolhido e permitirem a sua clonagem dentro do sitio Bbsl no plasmideo pSpCas9(BB)-2A-
GFP (Addgene, cat# 48138) (). A clonagem foi feita em E. coli DHS5a ¢ o DNA plasmidial foi
preparado com o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, cat# 27104). A confirmacao de inser¢ao
do gRNA no vetor de expressdo de Cas9 foi feita por sequenciamento através da plataforma de
sequenciamento capilar (SANGER) do Instituto Oswaldo Cruz (P01-001) utilizando os
oligonucleotideos U6_seq (TABELA 1). Em seguida, foi feita uma preparacdo de DNA em
larga escala com o Nucleo Bond Xtra Midi kit (Macherey-Nagel, cat# 740410), conforme
recomendac0es do fabricante, e 4 g de DNA plasmidial foram eletroporados em células Jurkat

50



IV) MATERIAL E METODOS

utilizando o sistema Nucleofector 2b (Lonza, cat# AAB-1001). Foram utilizadas 2x10° células
suspensas em 100 pL do tampéo 3P e a eletroporacdo foi feita de acordo com o protocolo
proposto por Chicaybam et al (87). Apos a eletroporacéo, as células foram incubadas por 24
horas em garrafa de cultivo com 5 mL de meio, a 37°C e atmosfera com 5% de CO». No dia
seguinte, as celulas que expressavam GFP foram isoladas no citdmetro de fluxo e cell sorter
FACSARIA Il da plataforma de citometria da Fiocruz (RPTO8A).

As células recuperadas foram incubadas novamente em garrafa com 5 mL de meio de
cultivo e, apds breve expansdo, uma amostra de 2,5 mL de células purificadas foi testada pela
técnica da nuclease Surveyor (88) com o Kit Surveyor Mutation Detection (IDT, cat# 706025),
enquanto os outros 2,5 mL foram deixados em cultivo para continuar o processo de expansao.
O DNA genbmico da amostra coletada foi extraido com o kit Wizard Genomic DNA
Purification (Promega, cat# A1620), conforme especificacdes do fabricante. Para amplificar a
regido mutada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), aproximadamente 50 ng de DNA
genémico foram utilizados juntos com os oligonucleotideos tgt-hltga4 For e gt-hltgad Rev
(TABELA 1) e a enzima Platinum Taq HiFi (Invitrogem 11304011). Esta PCR foi realizada
em 35 ciclos com incubagdo para desnaturacdo da dupla-fita de DNA a 94°C por 15 segundos,
incubacdo para anelamento dos oligonucleotideos a 60° C por 30 segundos e incubacdo para
extensdo das novas fitas de DNA a 68°C por 1 min. O produto da PCR foi digerido com a
enzima T7 endonuclease e analisado em gel de agarose para confirmacdo da existéncia de
mutacdes que promoviam a perda de paridade na dupla hélice de DNA.

TABELA 1) Oligonucleotideos utilizados na mutagénese e confirmacéo

Nome Sequéncia (5’-3’)
pX330-Igtad_For#l caccGACCGGCCGCCCCTACAACG
pX330-Igtad_Rev#1 2aacCGTTGTAGGGGCGGCCGGTC
U6_seq ACTATCATATGCTTACCGTAAC
gt-hltgad_For ATgaattcCCGTGCAACTTTGGGGTAGTG
gt-hltga4d Rev ATggatccCACGACCGAGTAGCCGAACAG

Clones da populacdo celular que ficou em expansdo foram isolados por diluicdo
limitante em uma placa de 96 pocos. As células foram diluidas para a concentragdo de 2 x 10*
células/mL e uma aliquota de 200 uL foi adicionada ao po¢co Al de uma placa de 96 pogos.
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Em seguida, foi feita uma primeira diluicdo serial na proporcao 1:2 por toda a 12 coluna da
placa, do poco B1 até o poco H1. Com uma pipeta de 8 canais, 100 pL da primeira coluna de
pogos foram diluidos serialmente, também na proporcédo de 1:2, até a 122 coluna de pocos. Os
clones que cresceram nas ultimas colunas foram analisados por sequenciamento e citometria

de fluxo.

4.2.2) Confirmacao de mutante nulo para ITGA4

Para confirmar a mutacdo no genoma dos clones isolados por diluicdo limitante, a
regido alvo da mutacdo dirigida foi amplificada por PCR da mesma forma que na técnica de
Surveyor. O fragmento amplificado foi sequenciado pelo método Sanger, empregando 0s
mesmos oligonucleotideos usados na PCR, na plataforma de sequenciamento capilar do
Instituto Oswaldo Cruz (P01-001). A confirmag&o de que a mutacgdo eliminava a expressdo da
proteina na populacdo clonal foi feita por citometria de fluxo com o anticorpo anti-o4 (Mouse
Anti-Human CD49d-PE, clone 9F10, BD Biosciences, cat# 555503, diluido 1:10). As
marcagdes foram feitas em placas de 96 pogos de fundo em “U” (Corning, cat# 3798) com
1x10° células por pogo. As células foram centrifugadas a 400g, por 5 min, a 4°C e lavadas com
100 puL de PBS. Para marcacdo de membrana, as ceélulas foram incubadas por 30 minutos a 4-
8°C com 10 uL de solucdo contendo o anticorpo em PBS, lavadas duas vezes com 100 pL de
PBS e fixadas com paraformaldeido a 4% por 30 min a 4-8°C. Para marcacdo intracelular, as
células foram tratadas com o0s reagentes do kit FIX & PER Cell Permeabilization
(ThermoFisher, cat# GAS003), e o anticorpo foi diluido na solucdo de permeabilizacdo. Ao
término dos processos de marcacao as células foram lavadas duas vezes com 100 pL de tampdo
de permeabilizacdo, uma vez com 100 uL de PBS e ressuspensas em PBS para serem analisadas
em um citbmetro FACSCanto Il (BD Biosciences). As analises dos resultados de citometria

foram feitas com o programa FlowJo (versédo 10).

4.3) Caracterizacdo funcional de células Jurkat mutantes para ITGA4

4.3.1) Mobilizagéo de calcio intracelular

A mobilizacdo intracelular de célcio foi testada nas células mutantes e WT por
citometria de fluxo, usando o marcador eFluor 514 (Invitrogen, cat# 65-0859), e em leitor de
microplaca FlexStation 111, utilizando o marcador Fluo-3AM (Sigma-Aldrich, cat# 73881).
Estes dois marcadores fluorescentes de calcio possuem propriedades apolares e atravessam a
membrana celular, e sob acdo de esterases citoplasmaticas e ndo podem mais atravessar

passivamente a bicamada lipidica.
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Para as analises com citometria de fluxo, 10° células por tubo foram lavadas 1 vez com
DPBS™ (Dulbecco's phosphate-buffered saline sem calcio e magnésio, Gibco, cat# 14190144)
e ressuspendidas em solucéo de eFluor 514 a 2,5 pM em DPBS™". Em seguida, as células foram
incubadas por 30 min a 37°C e lavadas mais uma vez com DPBS™. Por ultimo, as amostras
foram ressuspendidas em 300 pL de DPBS™ e levadas ao citdmetro FACSCanto |1 para serem
lidas com o laser de 488 nm. Apo6s alguns segundos do inicio da leitura, o citbmetro foi pausado,
adicionou-se 1 uL de ionomicina 5 mM e, imediatamente, deu-se continuidade a aquisigdo das
amostras.

Os experimentos feitos em placas de 96 pocos (Corning, cat# CLS3603-48EA) e
analisados no leitor de microplaca FlexStation foram realizados com uma quantidade inicial de
2x10° células por pogo. De acordo com o desenho experimental, o nimero apropriado de
células WT ou mutantes foi transferido para tubos de 1,5 mL e lavados 1 vez com PBS. As
células foram ressuspendidas em uma solucédo de Fluo-3AM a 2 uM em DPBS (Dulbecco's
phosphate-buffered saline, Merck/Sigma-Aldrich, cat# D8662) e incubadas a 37°C por 60 min.
Ap0s esse periodo, as células foram lavadas 3 vezes com DPBS, aliquotadas nos pocos da placa
de 96 pocos e analisadas no leitor FlexStation frente a diferentes estimulos. As leituras foram
feitas em 90 segundos/pogo com um A de excitagdo de 485 nm, um A de emissdo de 525 nm e
um limite de 515 nm. Antes da aplicacdo do estimulo, foi realizada uma leitura da fluorescéncia
de base das células por 20 segundos e, apés a aplicacdo do estimulo, foi feita a leitura da
fluorescéncia durante a resposta por 70 segundos. Os valores da variagdo de unidade de
fluorescéncia (AFU) foram calculados pelo maior valor medido apds a adi¢cdo do estimulo
menos a média dos valores de base medidos para 0 mesmo poco. As células foram submetidas
a estimulos com solucdo salina, ionomicina e ATP em diferentes concentracdes. Os dados de
AFU foram analisados no programa GraphPad Prism (versdo 6.01).

Nos dois protocolos descritos acima, foram utilizados dois tipos DBPS que diferem em
sua composicdo. O DPBS™ possui 0s seguintes sais inorganicos: 2,66 mM de cloreto de
potéssio (KCI), 1,47 mM de fosfato de potassio monobasico (KH2PO4), 137,93 mM de cloreto
de sodio (NaCl) e 8,06 mM de fosfato de sodio dibasico heptahidratado (NazHPO4-7H20); em
uma solucdo com faixa de pH entre 7,0 e 7,3. J4 0 DBPS usado possui uma composicao salina
com 136 mM de cloreto de sédio (NaCl), 2,68 mM de cloreto de potassio (KCI), 8 mM de
fosfato de sddio dibasico anidro (NazHPO4), 1,46 mM de fosfato de potassio monobasico
anidro (KH2PQOg4), 0,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl2), 0,9 mM de cloreto de calcio
(CaCly) e foi adicionado 2,5 mM de probenecida. A faixa de pH desta solucéo é de 7,0 a 7,4.

A probenecida inibe transportadores do tipo ABC (ATP-binding cassette) que podem expulsar
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os marcadores de calcio de dentro da célula durante a execucdo do experimento. Foi feito uma
solucdo fresca de probenecida a 10x em DPBS e diluida para a concentracdo de uso a cada
experimento. A solucdo estoque de probenecida foi mantida no laboratério por um periodo de
no maximo uma semana.

Nos experimentos feitos em placa de 96 pocos, foi utilizada a linhagem de macrofagos
J774.G8 como controle positivo da inducdo da liberacdo de célcio. No dia anterior a cada
experimento, 2 x 10° células foram plaqueadas por poco e incubadas a 37°C por um periodo de
uma noite para aderirem a placa. O processo de marcacao dos macréfagos com sensor de calcio
foi semelhante ao processo das células Jurkat, entretanto foi feito individualmente para cada
replicata experimental direto na placa de 96 pocos. As lavagens foram feitas com 200 pL de

DPBS e o tratamento com Fluo-3AM foi feito com 150 pL da solu¢do de marcagéo.

4.3.2) Ensaios de transmigracao em cameras Transwell

Os ensaios de transmigracao foram realizados em camaras Transwell com poros de 8
MM (Corning Costar) e em meio sem SFB. As células foram incubadas previamente por 2
horas, em meio RPMI sem SFB, a 37° C e em atmosfera com 5% de CO». Em seguida, 2 x 10°
células foram transferidas para 100 pL de meio RPMI contendo 0,01% (p/v) de BSA e
colocadas na parte superior da camara Transwell repousada em poco contendo 600 pL do
mesmo meio de cultivo (Figura 7). As membranas das camaras Transwell foram previamente
tratadas por 45 minutos a 37° C com uma solucéo de 0,1% (p/v) de fibronectina humana (FNh)
(Sigma-Aldrich, cat# F2518) ou albumina sérica bovina (BSA). Em algumas condi¢bes
experimentais foi adicionada, ao meio de cultivo da cdmara inferior, a quimiocina CXCL12 em
diferentes concentragdes. As células que atravessaram a membrana foram contadas em camara

de Neubauer apds um periodo de 4 horas de migracdo a 37° C e em atmosfera com 5% de CO..
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Figura 7) Representacdo esquematica do sistema de transmigracao em camara Transwell

As estruturas azuis representam células Jurkat WT ou mutantes; a linha tracejada preta representa a
membrana porosa que foi recoberta com FNh ou BSA,; as circunferéncias vermelhas representam as
moléculas da quimiocina CXCL12 adicionadas & parte inferior da cAmara.

4.3.3) Ensaios de motilidade em superficie plana

Os ensaios de motilidade foram realizados sobre laminulas de vidro tratadas com FNh
(Sigma, F2518). A superficie de vidro da placa de Petri de 35 mm com laminula prépria para
microscopia (Thermo Fisher, cat# 150680) foi tratada com 200 pL de solucdo 0,1% de FNh
em PBS por uma hora a temperatura ambiente. Apos o tratamento, 2 mL de meio RPMI com
10% de SFB contendo 3 x 10° células foram vertidos uniformemente sobre toda a area da placa.
As células ja plaqueadas foram incubadas por 30 minutos, a 37° C e em atmosfera com 5% de
CO.. Em seguida, os movimentos celulares foram filmados por contraste de fase em um
microscopio Leica TCS SP8, por 1 hora, utilizando uma objetiva de 20X (HC PL APO CS2
20x/0.75 DRY, cat# 15506517), e foram realizados um total de 595 frames. Posteriormente, as
imagens foram analisadas com o plugin TrackMate do software Fiji (versao Life-Line, Java 8)
(89).

4.3.4) Medicao e andlise de crescimento celular

4.3.4.1) Medicao e analise de crescimento celular em meio novo

Para verificar se havia diferenca na taxa de crescimento entre as células Jurkat WT e
KO para o gene ITGA4, as duas linhagens celulares foram incubadas em 2 mL de meio de
cultivo, em placa de 6 pogos e com concentragdes iniciais de 1 x 10° células/mL e 5 x 10°
células/mL. A cada 24 horas, cada cultivo foi cuidadosamente misturado com uma pipeta de
1.000 pL e uma aliquota de 10 pL era separada para contagem em camara de Neubauer.
Somente celulas com morfologia e refringéncia compativeis com células vidveis foram
contabilizadas e o experimento foi interrompido quando o cultivo comegou a entrar em colapso
com um aumento abrupto do nimero de células mortas. Cada condicéo ensaiada foi testada em
triplicata experimental e duplicata biol6gica. Os dados de cada duplicata bioldgica foram

analisados no programa GraphPad Prism (verséo 6.01) pelo método estatistico two-way anova
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para verificar se as medias das concentracGes celulares eram significantemente diferentes entre
os dois tipos celulares e ao longo dos dias para uma mesma linhagem celular.

Para melhor evidenciar as métricas da curva de crescimento, cada replicata
experimental foi analisada com o pacote do ambiente de programagdo R chamado
Growthcurver (versdo 0.3.0) (90). As medidas de crescimento celular em ndmero de células
por mL foram ajustadas ao modelo da equacao logistica dado pelo nimero de células “N¢” no
tempo “t” e representado na Equacdo 1. O nimero mé&ximo de células (ou concentracdo
maxima em células por mL) em um dado meio ¢ expresso pelo valor de “K”, que representa a
capacidade de carga. A taxa de crescimento intrinseco da populacdo, ou seja, a taxa de
crescimento caso ndo houvesse restricdes impostas ao tamanho total da populacéo, é dada pelo

€6
T

valor de “r”. O niimero inicial de células ajustado (ou concentracdo inicial em células por mL)
é dado pelo valor de “Ng”. O algoritmo do Growthcurver ajusta os valores de K, r e No
utilizando uma implementacdo em R do algoritmo de minimos quadrados ndo lineares de

Levenberg-Marquardt (91).

Equacao 1) Equacao logistica que representa o nimero de células Nt no tempo t (90)
K

1+ (—KNjVO) e

Nt:

4.3.4.2) Medigdo e analise de crescimento celular em meio condicionado

Para checar se algum fator secretado no meio de cultivo poderia influenciar na
proliferacdo de células WT ou mutantes, ambos os tipos celulares foram postos para crescer
em meio de cultivo novo ou em uma mistura 1:1 (v/v) de meio novo com meio condicionado.
Dois tipos de meio condicionado foram preparados deixando os dois tipos celulares crescerem
por 48h em meio de cultivo tradicional. Ao término desse periodo de incubacdo, as células
foram removidas por dois processos de centrifugacdo a 400g por 10 min, com o sobrenadante
transferido para um novo tudo e utilizado como meio condicionado. O ensaio foi feito em placa
de 24 pogos com 500 pL de meio e em triplicata experimental. Foram ensaiadas todas as
possibilidades de combinacéo de meio condicionado e tipo celular: 1) WT x meio condicionado
pela WT; 2) WT x meio condicionado pala KO; 3) KO x meio condicionado pela WT; 4) KO
X meio condicionado pala KO. Em paralelo, foi feito um controle de ambos os tipos celulares
com 500 pL de meio novo sem meio condicionado. A significancia das diferengas entre as

médias de cada triplicata experimental foi testada no GraphPad Prism (verséo 6.01), pelo
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método two-way anova, fazendo comparacdes entre os dois tipos celulares e, ao longo dos dias,

para uma mesma linhagem celular.

4.3.5) Medicgéo e andlise de tamanho celular

As células WT e ITGA4-KO foram fotografadas em suspensdo em meio de cultura com
0 emprego de um microscopio Axio Imager A.2 (Zeiss, Alemanha). Foram coladas 4 gotas de
esmalte de unha em uma Iamina de microscopia para servirem de apoio para uma laminula,
como mostrado na figura 4.2. Um volume de aproximadamente 10 pL de cultivo foi adicionado
a lateral da laminula e deixado que se espalhasse entre a 1dmina e a laminula por capilaridade
(Figura 8). Essas preparac6es foram fotografadas e a circunferéncia das células foi medida de
forma semi-automatizada com o programa AxioVision 4.8. Foram fotografados cultivos de
ambas as células em duas concentracdes denominadas de alta e baixa. As células em baixa
concentracdo provavelmente estavam no final da fase de crescimento exponencial e entrando
em desaceleracdo com uma concentracéo inferior a 1,8 x 10° células/mL e as células em alta
concentragdo ja deveriam se encontrar na fase de platd com concentragdo de 2.2 x 10°
células/mL. Uma camara de Neubauer foi fotografada e suas medidas internas foram utilizadas
para confirmar que o sistema de medicdo de tamanho a partir das imagens tiradas estava

acurado.

(A)

(B)

Figura 8) Representa¢do esquematica mostrando a forma de preparo do material para fotografar
as células com o proposito de medir o tamanho celular

(A) Foram depositadas 4 gotas de esmalte de unha na superficie da lamina de microscopia para servirem
de apoio para a laminula ap6s polimerizado. (B) O cultivo celular foi adicionado na lateral da laminula
para que se espalhasse por capilaridade entre a [amina e a laminula.

4.4) Caracterizacdo do perfil de expressdo de células Jurkat ITGA4-KO
4.4.1) Caracterizacgado do perfil de expressao por citometria de fluxo
A caracterizagéo do perfil de expressdo membranar de subunidades o de integrinas 1

foi realizada por citometria com os anticorpos anti-a5 (Mouse Anti-Human CD49e-PE, Clone
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I1A1, BD Biosciences, cat# 555617, diluido 1:10) e anti-a6 (Rat Anti-Human CD49f-FITC,
Clone GoH3, BD Biosciences, cat# 555735, diluido 1:10). O protocolo de marcacdo dessas

proteinas esta descrito na segdo 4.2.2.

4.5) Ativacao de celulas Jurkat

A mimetizacgdo da ativagdo via TCR foi induzida com os anticorpos anti-CD3 (clone
OKTS3, Invitrogen, cat# 16-0037-85) e anti-CD28 (clone CD28.2, eBioscience, cat# 16-0289-
81), simulando respectivamente as interaces TCR-MHC-peptideo e CD28-B7. Uma solucéo
com anti-CD3 a 1 pg/mL em PBS foi incubada em placa de 96 pocos (20 pL/pogo) por 16 h a
4°C para adsorcdo das imunoglobulinas a superficie da placa. Apos esse periodo, cada poco foi
lavado uma vez com meio de cultivo e 10° células foram colocadas por pogo suspensas em
meio com anti-CD28 a 1 pg/mL. A ativacao das células foi realizada por um periodo de 4 h

nas condicdes descritas para o cultivo de rotina.

4.6) Sequenciamento de RNA em larga escala

Foi realizado um sequenciamento em larga escala de RNA (RNA-Seq) para comparar
o perfil de expressdo de células mutantes e ndo mutantes nas condi¢des de ativacdo e ndo
ativacdo com anticorpos. As etapas de preparo das bibliotecas e sequenciamento foram feitas
no Laboratdrio Nacional de Computacéo Cientifica (LNCC). Todos esses procedimentos foram
realizados seguindo as recomendacdes dos fabricantes.

Ao término do protocolo de ativacédo, as células foram transferidas para tubos de 1,5
mL, centrifugadas por 5 min a 400 g e ressuspendidas em TRIzol (Thermo Fisher, cat# 15596-
018) para extracdo do RNA total segundo recomendac6es do fabricante. As amostras de RNA
foram tratadas com DNase (TURBO DNA-free Kit; Invitrogen, cat# AM1907) para remogao
de possivel contaminacdo por DNA genémico. A qualidade do RNA foi analisada utilizando
um equipamento Agilent 2100 Bionalyzer junto com o reagente RNA 6000 Pico Kit (cat#
5067-1513). Apds a confirmacdo da alta qualidade das amostras, 0 RNA total foi dividido em
duas aliquotas para sequenciamento dos RNAs longos (ou RNA total). Para o preparo das
bibliotecas de RNA total, foram empregados 0.2 ug de RNA e os reagentes do TruSeq Stranded
Total RNA Library Prep Kit with Ribo-Zero Gold Set A (48 samples, 12 indexes) (cat# RS-
122-2301). Este kit de preparo de biblioteca faz inicialmente uma deple¢do do RNA ribossomal
utilizando oligonucletideos biotinilados especificos para esse tipo de RNA e que sdo carreados
por microesferas e centrifugacdo. Em seguida, é realizada uma fragmentacdo do RNA com o

emprego de cations divalentes sob altas temperaturas e a transcri¢éo reversa dos fragmentos de
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RNA em cDNA ¢ feita com o emprego de iniciadores aleatérios (random primers).
Posteriormente, a fita remanescente de RNA é removida com RNase H e a segunda fita de
cDNA é sintetizada usando-se uma DNA polimerase | que deixa uma adenina extra ndo pareada
na terminacdo 3’ da nova fita. Esse nucleotideo extra ndo pareado é utilizado para fazer uma
ligacdo das moléculas de cDNA de forma orientada no adaptador. Esse protocolo de preparo
de biblioteca permite o sequenciamento com informacdo sobre a orientacdo da fita do RNA
original e processa tanto RNAs codificantes como ndo-codificantes. A informagdo da
orientacdo da fita é de extrema importancia para aumento da acuracia na quantificagdo da
expressao génica durante o processo de analise de um transcriptoma (92).

A qualidade das bibliotecas foi analisada ho mesmo Bionalyzer com o emprego dos
reagentes do High Sensitivity DNA Kit (cat# 5067-4627). O sequenciamento pareado dos RNAs
longos foi feito em um equipamento Illumina NextSeq 500 com o emprego dos reagentes
NextSeq 500/550 High Output v2 kit (150 cycles) (FC-404-2002). Este sequenciamento foi
realizado em duas etapas de 75 ciclos de leitura para cada extremidade da molécula sequenciada
(Figura 9).

Sequenciamento de terminacdo pareada
orientado com o padrao fr-firststrand

RNA
5 ’ : 1 1 1 1 ‘ 3 ’
! Fragmento | | Fragmento |
 sequenciado, ' seiuenciadol
75 nucleotideos 75 nucleotideos
leitura \2 leitura \1
(senso) (antissenso)

Figura 9) Representacdo esquematica mostrando o sequenciamento pareado e orientado das
extremidades de um fragmento de RNA

No sequenciamento dos RNAs longos, foram feitos 75 ciclos de sequenciamento para revelar os 75
nucleotideos das extremidades de cada molécula sequenciada. O kit de preparo das bibliotecas gerou
fragmentos a serem sequenciados com orientacdo no padrao fr-firststrand. Desta forma, a leitura 1
corresponde a sequéncia antissenso e leitura 2 corresponde a sequéncia senso do RNA sequenciado.

4.7) Analise do sequenciamento do RNA total

As analises do sequenciamento de RNAs longos foram realizadas por duas metodologias
distintas para aumentar a sensibilidade e confiabilidade na deteccdo de genes diferencialmente
expressos (DE) (Figura 10). As leituras de alta qualidade foram processadas por dois pipelines

cuja analise de expressao diferencial foi feita com o pacote Cufflinks ou com o pacote DESeq2
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do bioconductor (93). Ao longo deste trabalho, os nomes destes dois pacotes foram utilizados
para referenciar os resultados obtidos pelos dois pipelines. A seguir, cada etapa de
processamento é descrita com maiores detalhes. As analises de expressdo diferencial foram
feitas sempre nas 6 possibilidades de comparacdo entre as quatro condigdes bioldgicas

estudadas como exemplificado na Figura 11.

(A)
TPM
-—____/___
genes DE
M~ A (-
RSEM/STAR, analise )
dados brutos HTseq, DEseq? grifica graficos
I interpretagio
fastq
HISAT2, Cufflinks analise
funcional
N~
(B)
. - Filtro de qualidade
visualizagdo
dados brutos da qualidade FLEXBAR
1 3.03
0 | Frastac (v3.03)
fastq | (v0.11.7) . . 0
2 Trimmomatic
(v0.38)
genoma alinhamento
GRCh38 2, STAR . 2 FastQC visualiz.agéo
(v2.7.3) (v0.11.7) |da qualidade
J
expressao ajuste do 2 4
génica alinhamento 2 anotacdo , alinhamento genoma
TPM 3 RSEM - 2 GTFS83 HISAT2 1 GRCh38
(v1.3.0) (v2.1.0)
J
2 1 "
2 1| anotacio/contagem/
contagem § expressdo diferencial expressao diferencial
HTSeq 2 | DESeq2 Cufflinks
(v0.11.2) T (vi.22.2) (v2.2.1)
2J /
S—
resultado
enes DE
y \E___/& interpretavel

3 andlise | 0 analise . I
grafica ) funcional graficos
I 0 t

Figura 10) Fluxograma de processamento do RNA-Seq com os pipelines do Cufflinks e DESeq?2

(A) Construcdo de um conjunto de dados composto pelo resultado das anélises feitas com os dois
pipelines. As setas representam os processamentos diferenciados realizados por esses pipelines, o que
inclui diferentes estratégias para alinhar as leituras contra o genoma, fazer a contagem das leituras
alinhadas, normalizar as contagens e fazer o célculo dos genes DE. (B) Representacdo detalhada do
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fluxo de processamento e programas utilizados. As setas pretas marcadas com o nimero 0 pertencem
as etapas comuns as analises feitas com ambos os pipelines, as setas verdes marcadas com o nimero 1
representam o fluxo de informag&o das analises com o Cufflinks, as setas azuis marcadas com o nimero
2 representam o fluxo de informacdo das analises com o DESeq2 e as setas laranjas marcadas com o
naumero 3 indicam o fluxo da informacéo utilizada para construir os graficos de expressao génica. Os
retangulos representam etapas de processamento, os cilindros simbolizam conjuntos de dados e os
guadrilateros com uma borda curva indicam arquivos de entrada ou saida.

6 possibilidade de comparagdo pareada

WT KO
——
WT4h KO4h

Figura 11) Esquema mostrando as 6 possibilidades de comparagéo pareada para identificagdo de
genes diferencialmente expressos

As linhas azuis representam as comparacges: 1) KO vs WT; 2) WT4h vs WT; 3) KO4h vs KO; 4) KO4h
vs WT4h; 5) KO4h x vs WT; 6) WT4h vs KO. WT representa as amostras de células Jurkat selvagens,
KO indica as amostras com células ITGA4-KO e 4h assinala as células que passaram por tratamento
com anticorpos ativadores por um periodo de 4 horas.

4.7.1) Analises de expressdo diferencial feitas com o pacote de programas Cufflinks

As analises de expressdo com o pipeline Cufflinks foram feitas nos servidores do
servico de bioinformatica do Max Planck Institute for Biology of Ageing (Col6nia, Alemanha).
Foi utilizada a versdo 3 do pipeline intitulado de tuxedo e disponivel na pagina:
https://github.com/mpg-age-bioinformatics/htseg-tools. Pelo pipeline tuxedo, a remocgéo de
adaptadores e leituras de baixa qualidade foi realizada com o programa FLEXBAR (versdo
3.0.3) com a parametrizacdo padrdo (94). A qualidade das leituras foi inspecionada antes e
depois do tratamento com o FLEXBAR através do programa FastQC (versdo 0.11.7)
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) As leituras pareadas e nao
pareadas de boa qualidade foram alinhadas ao genoma humano com o programa HISAT2
(versdo 2.1.0) (95), ajustado para fazer um alinhamento com orientacdo de fita no padrao fr-
firststrand. Um banco de dados de referéncia para este alinhador foi criado com a montagem
GRCh38 (versdo 83) do genoma humano disponibilizada pelo projeto Ensembl.

Os arquivos de alinhamento no formato bam foram processados com a ferramenta
samtools (versdo 1.8) (96) para remover as leituras ndo alinhadas ao genoma, ordenar as
leituras por posicdo do alinhamento e criar um arquivo de index que otimiza o0 acesso da
informag&o no arquivo bam ordenado. Cada arquivo de alinhamento foi ent&o processado com

0 programa StringTie (versdo 1.3.3) (97) para reconstrugéo dos transcritos que foram anotados
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em arquivos GTF (General Feature Format) separados (Figura 12). O programa Cuffmerge
(versdo 2.2.1) (98) foi utilizado para unir os arquivos GTF criados para cada alinhamento e
associar os transcritos identificados pelo StringTie com a anotagdo génica presente no arquivo
de anotacdo do genoma GTF versdo 83 (Homo_sapiens.GRCh38.83.gtf) disponibilizado pelo
projeto Ensembl (https://www.ensembl.org/). Esse procedimento gerou um Unico arquivo GTF
que foi utilizado pelo programa Cuffquant (versdo 2.2.1) (98) para contar, nos arquivos bam,
quantas leituras foram alinhadas dentro da regido correspondente a cada transcrito. O arquivo
de saida do Cuffquant foi analisado com o Cuffdiff (versdo 2.2.1) (99) para identificacdo de
genes diferencialmente expressos nas 6 possibilidades de comparacao possiveis. Apos a etapa
de analise de expressao diferencial, o resultado obtido com a analise do Cufflinks foi acessado,
visualizado e exportado com o auxilio do pacote para R chamado CummeRbund (versdo
2.30.0) (100).

Os loci génicos anotados pelo StringTie sdo indexados por identificadores internos da
analise do Cufflinks (ex.: XLOC 045533) que ndo possuem relacdo com outros bancos de
dados associados ao genoma humano. O programa cuffmerge utiliza as posi¢des anotadas pelo
StringTie para relacionar os transcritos identificados com os loci génicos descritos no arquivo
oficial de anotacdo do genoma GTF e faz a relacdo dos identificadores génicos internos do
Cufflinks com o nome do gene (ex.: XLOC 045533 — HLA-DRB1). Utilizando a ferramenta
biomaRt (versdo 2.44.1) (101), os nomes génicos foram convertidos a identificadores do
Ensembl (ex.: XLOC_045533 — HLA-DRB1 — ENSG00000196126/ ENSG00000229074/
ENSG00000228080/ ENSG00000206240/ ENSG00000236884/ ENSG00000206306). Um
Gnico gene pode possuir mais de um identificador no Ensembl e nesses casos todos 0s
identificadores foram mantidos para evitar perda de correspondéncia nas analises funcionais
subsequentes.

O StringTie pode ndo conseguir resolver loci génicos proximos e que possuem leituras
erroneamente mapeadas entre eles. Quando isso ocorre, mais de um locus € associado a um
unico identificador do Cufflinks e consequentemente o cuffmerge associa mais de um nome de
gene a um locus anotado pelo StringTie. Para filtrar os erros de anotacdo do Cufflinks, os loci
com anotacdo divergente da anotacdo presente no GTF83 foram removidos do resultado. O
resultado final do Cufflinks foi indexado pelo identificador do gene no Ensembl e pelo codigo
das condices biologicas que foi feita a comparacdo pareada. Estas 3 caracteristicas passaram
a constituir elemento de analise (ou feature) que foi utilizado para relacionar o resultado do

Cufflinks como o resultado do DESeq2.
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alinhamento integracdo
feito com o HISAT2 montagem (GTF) dos GTF e anotacdo
II StringTie cuffmerge
(v1.3.3) (v2.2.1)
analise de
expressao diferencial contagem anotagdo

cuffdiff cuffquant GTFS3
(v2.2.1) (v2.2.1)

Anotagdao com StringTie
corresponde ao anotado no GTF83?

converter nome

para ID do
ensembl biomaRt sim resultado
(v2.44.1) cufflinks
ve-as filtro
anotacdo

3
[ 1]
IO

GTF83 descartado

Figura 12) Fluxograma detalhado do processamento de dados utilizando o protocolo adaptado do
Cufflinks

Os retdngulos representam etapas de processamento, os quadrilateros com uma borda curva indicam
arquivos de entrada ou saida e o triangulo indica a etapa de decis&o.

4.7.2) Andlises de expressdo diferencial feitas com o DESeq?2

Em paralelo as analises feitas com o Cufflinks, as leituras pareadas e de alta qualidade
foram analisadas com outro pipline cuja analise de expressdo diferencial foi feita com o pacote
para 0 R denominado DESeq?2 (versdo 1.24.0) (Figura 10). Estas andlises foram realizadas nos
servidores do Laboratério de Bioinformética e Biologia Computacional do Instituto Nacional
do Céancer.

Sequéncias de baixa qualidade ou correspondentes a adaptadores Illumina foram
retiradas com o programa Trimmomatic (versdo 0.36) (102). Para remover pedacos de
sequéncias correspondentes a adaptadores, foi utilizado o padrdo TruSegAdapters, com uma
tolerancia para perda de pareamento de até 2 nucleotideos (seed mismatches), um limite de até
30 nucleotideos para um pareamento palindrome e um pareamento minimo de 10 nucleotideo.
A qualidade das leituras foi analisada com uma janela de 4 nucleotideos e o descarte foi feito
quando a media da qualidade desses nucleotideos era menor que 20 na escala Phred (99% de
chance de a base estar correta). As leituras remanescentes com menos de 36 nucleotideos e as
leituras sem o respectivo par também foram descartadas. A qualidade das sequéncias foi
analisada e visualizada com o programa FastQC, antes e depois do tratamento com o
Trimommatic.

Um banco de dados de referéncia para o alinhador STAR (versao 2.7.3) (103) foi criado

com as mesmas versdes do genoma e arquivo de anotacdo GTF empregados nas analises com
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o Cufflinks. O programa STAR possui alta precisao e exatiddo para mapear leituras dentro de
um locus génico, entretanto, possui menor exatidao para mapear as leituras entre os transcritos
de um mesmo gene. Para contornar essa limitagéo, os alinhamentos oriundos do processamento
com o STAR foram analisados com 0 RSEM (versdo 1.3.0) (104), de forma a corrigir possiveis
erros mapeamento entre transcritos de um mesmo gene.

Os arquivos bam, apds serem processados com 0 STAR/RSEM, foram ordenados com
0 programa samtools, indexados em um arquivo a parte com extensdo “.bai” e inspecionados
manualmente com o programa Integrative Genomics Viewer (versdo 2.6.3) (105). Os arquivos
de indexacdo do alinhamento do formato bam permitem o acesso de uma informacdo de
maneira rapida pela posicdo das leituras no genoma de referéncia. Apés a visualizacdo, 0s
alinhamentos foram submetidos a contagem de leituras mapeadas por gene e transcrito
utilizando a ferramenta htseq-count (versdo 0.11.2) (106). Este programa foi ajustado para
somente considerar os alinhamentos que estivessem na posicao reversa (padréo fr-firststrand)
com mostrado na Figura 9.

Neste trabalho, foi dado prioridade as analises de expressdo diferencial por gene, em
detrimento da analise por transcritos. As contagens de leituras mapeadas por gene foram
importadas para o ambiente de programacdo R versdo 4.0.0 e analisadas com o protocolo
padrdo do DESeq2 para identificacdo de genes diferencialmente expressos
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/vignettes/DESeq2/inst/doc/DESeq2.htmi#diff
erential-expression-analysis). Nessas andlises, foram adicionados apenas 0s genes em que 0
somatorio das contagens para todas as amostras era superior a 10. As 4 condicdes bioldgicas
foram contrastadas, par a par nas 6 comparac6es possiveis, utilizando o método de ponderacéo
independente da hipotese (independent hypothesis weighting - IHW) (107). Este é uma
derivacdo do método Benjamini and Hochberg (BH) (108), que utiliza uma abordagem baseada
no dado para o calculo do peso empregado na correcéo do p-valor e calculo do p-valor ajustado.
Em anélises de expressdo diferencial com dados de RNA-Seq é recomendavel ajustar o p-valor
para cada gene, pois aqueles com menor nimero de leituras mapeadas possuem maior
probabilidade de erro de quantificacdo quando comparados a genes com um alto niumero de
leituras mapeadas. Com esse intuito, 0 método IHW utiliza as contagens normalizadas com o
DE-seq2 como covariante para ajustar o peso empregado na correcdo do p-valor. Dessa forma,
este método utiliza o0 mesmo valor de peso para ajustar o p-valor de genes com indices de
expressdo parecidos. Empiricamente, esse método possui maior sensibilidade e poder
estatistico que o método BH classico, no qual o mesmo valor de peso é utilizado para corrigir

0 p-valor de todos os genes detectados (107).
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4.7.3) Construcdo de um conjunto de dados com os resultados do Cufflinks e

DESeq2

Os resultados das analises de expressdo diferencial com os pipelines do Cufflinks e
DESeq?2 foram agrupados e indexados pelo identificador do gene no Ensembl e pelos codigos
das duas amostras contrastadas, o que passou a ser o elemento de analise (ou feature). Os
elementos que possuiam validacdo estatistica pelo método do Cufflinks e do DESeq2 foram
tratados de forma especial, pois possuiam dois valores de fold change (FC) e p-valor (um
proveniente de cada método). Aqueles elementos em que a discrepancia dos valores de log na
base 2 do FC (LFC) era superior a 2 vezes foram descartados. Para 0s elementos remanescentes,
passou-se a considerar a média aritmética dos dois valores de LFC como valor representativo
dessa variavel. Para esses elementos, também se passou a considerar o maior p-valor ajustado
como o representante do p-valor.

O nome do gene para cada elemento foi composto pelo simbolo do gene, presente no
arquivo oficial de anotacdo do genoma GTF83, e um codigo indicando o método que que
detectou a expressdo diferencial daquele gene em uma dada comparacdo. Os codigos
indicativos do método foram “cuff”, “des” e “both”/*“ambos” para indicar elementos validados
pelo Cufflinks, DESeq2 e ambos os pipelines, respectivamente.

Por altimo, atraves da ferramenta biomaRt (verséo 2.44.1), o identificador do Ensembl
de cada gene diferencialmente expresso foi utilizado para coletar as informac6es dos codigos
do Gene Ontology (GO) (ex: GO:0005096) e classificar o biotipo de transcrito (transcript
biotype) (ex: protein_coding). Os codigos do GO foram ainda convertidos nos seus respectivos
termos (ex: GO:0005096 - "GTPase activator activity") com o emprego da biblioteca GO.db
(versdo 3.11.4) (109).

4.7.4) Analise da distancia entre amostras

Para identificar a proximidade entre as amostras, inicialmente, foi calculado a
correlacdo de Pearson entre elas utilizando os valores de contagem de leituras normalizados
pelo método do DESeq2. Esse calculo foi feito com a funcdo cor do pacote stats (versédo 3.6.2)
da linguagem de programacdo R. Em seguida, foi feita um agrupamento (“clusterizacdo”)
utilizando a funcdo clusterboot do pacote fpc (versdo 2.2.7) e com base nas distancias
calculadas por 1 menos a correlagéo. Os clusters foram formados com base no indice de Jaccard

e a confiabilidade foi calculada com um teste de bootstrap de 10.000 repeti¢des (110).

65



IV) MATERIAL E METODOS

4.7.5) Graficos para visualizacdo de expressdo génica

Os indices de expressdo de todos os genes DE, de acordo com o método do Cufflinks
e/ou DESeq2, foram plotados utilizando o pacote do R ggplot2 (versédo 3.3.2). Os valores
utilizados na plotagem foram as médias aritméticas dos indices em TPM (transcripts per
kilobase million), calculados com o0 RSEM logo apds o alinhamento com 0 STAR/RSEM. As
barras de desvio ao redor da média correspondem ao erro padrdo e 0s pontos sdo a
representacdo dos valores medidos em TMP. As diferencas entre as médias suportadas por um
p-valor menor ou igual a 0.05 estdo destacadas pelas barras de erro com anotacdo do método
associado ao teste estatistico que indicou a diferenca entre as médias. No caso das diferencas
com suporte estatistico por ambos os métodos, o maior p-valor foi escolhido para exibicéo.

Para visualizar o nivel de expressdo dos genes DE, detectados com as andlises do
Cufflinks e/ou DESeq2, para as comparagdes WT4h vs WT e KO4h vs KO, os valores de TPM
foram plotados em um mapa de calor (heatmap) ap0s clusterizacdo. Inicialmente, as distancias
entre as amostras foram calculadas com o inverso da correlacdo de Spearman com os valores
de TPM e as funcBes cor e dist do pacote do R stats (versdao 3.6.2). De forma analoga, as
distancias entre os genes foram calculadas com base no inverso da correlagéo de Pearson. Com
base no calculo das distancias, foi feita uma clusterizacdo para as amostras e outra para 0S
genes diferencilmente expressos utilizando a funcédo hclust do pacote do R fastcluster (versao
1.1.25). A altura de corte para separar os clusters génicos e construir uma barra de anotacéo foi
calculada como o valor correspondente a 2/3 da maior altura encontrada com o hclust. O
dendrograma foi cortado com a funcéo cutree do fastcluster e uma linha azul foi adicionada ao

grafico para marcar a posicao aproximada da altura utilizada para o corte.

4.7.6) Analises de enriquecimento de funcéo

As andlises de enriguecimento e graficos foram feitos com o pacote do R clusterprofiler
(versdo 3.16.1), com o catalogo de anotacdo do consércio GO (111) e do banco de dados KEGG
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; KEGG) (112). As analises realizadas contra as
anotacdes do KEGG permitem identificar o enriquecimento de funcéo dentro de vias biologicas
com a possibilidade de estabelecer uma hierarquia entre os genes pertencentes a um mesmo
processo bioldgico. Ja as andlises de enriquecimento de funcéo realizadas contra 0 GO s0
permitem a hierarquizacdo entre genes classificados em diferentes categorias, mas nao
possibilita a identificacdo da relacdo funcional de genes classificados dentro de um mesmo

termo.
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Para identificar os termos do GO enriquecidos, a lista com identificadores do Ensembl
correspondentes a genes diferencialmente expressos nas comparacdes KO vs WT foi
contrastada contra o total de genes detectados com pelo menos um dos dois métodos utilizados
(Cufflinks e/ou DESeq?2). As analises foram feitas sempre duas vezes para considerar somente
0s genes validados por ambos os metodos ou todos os genes diferencialmente expressos. Foram
considerados como genes com expressdo detectada com o Cufflinks aqueles que apresentaram
a média do FPKM entre as triplicatas superior a zero em pelo menos uma condi¢éo bioldgica.
Por outro lado, foram considerados como genes com expressdo detectada pelo DESeq2 aqueles
gue continham uma média de 10 leituras alinhadas entre todas as replicatas, independente da
condicdo bioldgica. As analises de enriquecimento de termos tiveram o p-valor ajustado pelo
método BH e os cortes de p-valor e p-valor ajustado foram feitos em 0,01 e 0,05,
respectivamente.

Para avaliar funcGes ativadas ou suprimidas, realizamos uma analise de enriquecimento
de conjuntos génicos (GSEA) considerando todos 0s genes do genoma como grupo de fundo.
Essas analises foram feitas com as funcdes gseKEGG e gseGO com um numero de
permutacdes igual a 10.000, um tamanho minimo do grupo génico igual a 3, um tamanho
maximo de grupo génico igual a 800 e um valor de corte para o p-valor igual a 0,05. As analises
com o gseKEGG foram feitas sem ajuste do p-valor e 0 com os identificadores génicos do
NCBI (ncbi-geneid). As analises com o gseGO foram feitas com os identificadores do Ensembl
e 0 p-valor ajustado foi calculado com o método BH.

A visualizacdo dos termos enriquecidos, o grau de enriquecimento, niUmero de genes
enriquecidos e p-valor associado a analise foram realizadas com a funcdo dotplot. A
visualizagdo de grupos génicos associados com fungdes enriquecidas foi feita com redes
construidas com a funcdo cnetplot. A biblioteca pathview (versdo 1.28.1) foi utilizada para
integrar e visualizar os resultados de expressdo génica com base nos mapas de vias

disponibilizados na cole¢do do KEGG.

4.7.7) Busca por elementos-chaves na regulacédo de transcricdo génica

Os genes diferencialmente expressos nas comparacdes KO vs WT, WT4h vs WT e
KO4h vs KO foram analisados na plataforma RegulatorTrail (versdao 1.1) (113) para
identificarmos possiveis mecanismos de regulagcdo de transcricdo. Uma matriz contendo o0s
indices de expressdo medidos em TPM para os genes DE foi empregada em uma analise com
0 método Regulator-gene associated enritchment analysis (REGGAE) (114). Esta anélise foi

feita utilizando a relagdo presente no banco de dados de RTIs (regulator-target interactions)
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(versédo 2 - 2017) para calcular a correlacdo de Spearman entre reguladores de transcri¢do (RT)
e seus genes-alvo. Inicialmente, a importancia do aumento de expressdo de cada gene foi
avaliada com o teste estatistico Willcoxon Rank Sum e, em seguida, o filtro das entidades que
deveriam ser selecionadas foi feito por treshhold com a opcéo smaller selecionada. As anélises
de enriquecimento de pares regulador-alvo com correlacdo foram avaliadas com o teste
Kolmorov-Smirnov e o p-valor ajustado foi calculado pelo método Benjamini and Yekutieli. A
consisténcia das analises foi avaliada em um teste de bootstrap com 10.000 repeticoes.

A lista de genes classificados como reguladores de transcricdo foi submetida a uma
analise com a plataforma STRING (versdo 11.0) (115) para identificacdo de clusters formados
por interacdes proteina-proteina. As redes formadas foram importadas no Cytoscape (versao
3.8.2) (116) e seus nos foram coloridos de acordo com a variagdo de expressdo medida em LFC
para gene representado. Em paralelo, as listas de entrada no STRING foram submetidas a uma
analise de enriquecimento de funcdo e os nos das redes formadas foram coloridos de acordo
com a associacdo da proteina representada a um termo enriquecido. Por ultimo, as redes
construidas com o STRING tiveram seus nos coloridos de acordo com a média aritmética dos
valores de TPM obtidos com 0 RSEM para cada replicata.

4.7.8) Analise de IncRNA
Os genes codificantes para RNA que ndo sdo traduzidos em proteina foram
identificados pela anotacdo de biotipo no Ensembl versdo 100. Possiveis RNAs antissense

foram testados contra seus alvos através da versao online da ferramenta LncTar (117).
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5) RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE 1: A CONSTRUCAO DE UM MUTANTE
NULO PARA ITGA4 E OBSERVACAO DE FENOTIPOS IN VITRO

A primeira parte dos resultados e discusséo foi dedicada aos dados que descrevem e
confirmam a mutagénese no gene ITGA4. Também sdo abordadas as observacgdes de alteracdes
fenotipicas no cultivo das células mutantes, o que indicou que ndo houve acao compensatéria

de outro gene na auséncia de ITGA4.

5.1) Mutagénese dirigida por CRISPR/Cas9 e isolamento de um mutante ITGA4"

O sistema CRISPR/Cas9 foi utilizado para clivar o primeiro éxon do gene ITGA4 na
linhagem de células Jurkat. O emprego da técnica de Surveyor permitiu a confirmacéo de que
a populacdo de células tratadas possuia mutacdes na regido alvo do RNA guia (JRNA). Apds
o isolamento clonal por duas rodadas de diluicdo limitante, cinco linhas mutantes para o gene
ITGA4 foram congeladas. Um dos clones, intitulado de E8H4EDS, foi isolado por mais uma
rodada de diluicdo limitante. A regido adjacente ao sitio reconhecido pelo gRNA foi
amplificada por PCR a partir deste clone e sequenciada. Foi identificada uma insercao de 7
nucleotideos (Figura 13) por erro espontaneo durante o reparo da clivagem cromossémica
induzida por Cas9. Assim, o clone EBH4ES passou a ser definido como célula mutante ITGA4-
KO, e as células Jurkat parentais utilizadas para fazer a transgénese, e que foram mantidas em
numero de passagens similares as passagens das células mutantes, sao referidas como células
ndo mutantes WT.

A insercdo nas células mutantes (NG_050623.1:9.5866_5867insGGGTCTT) promove
uma quebra na fase de leitura aberta (open reading frame; ORF) com consequente terminacgao
prematura da traducdo da proteina. Na Figura 13 A, é apresentada a traducdo dos codons dessa
sequéncia e podemos ver que o 41° codon sinaliza para o término da traducdo da proteina
codificada pelo gene mutante. De acordo com o registro do gene ITGA4 no interpor (que pode
ser acessado através do seu codigo no  UniProt  pelo  endereco
https://www.ebi.ac.uk/interpro/protein/UniProt/P13612), os 33 primeiros aminoacidos da
proteina correspondem a sequéncia do peptideo sinal. O produto do gene mutante, formado
pelos 40 primeiros aminoacidos deste gene, ndo pode exercer o papel da subunidade a4 por

ndo conter 0s dominios necessarios para a sua fungéo.
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(A)
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(B8)
Homo sapiens integrin subunit alpha 4 (ITGA4), RefSeqGene on chromosome 2
Sequence ID: NG_050623.1 Length: 89037 Number of Matches: 1

Range 1: 5764 to 5959 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

329 bits(178) le-86 196/203(97%) 7/203(3%) Plus/Plus
Query 1 ATGGCTTGGGAAGCGAGGCGCGAACCCGGCCCCCGAAGGGCCGCCGTCCGGGAGACGGTG 60

It e
coer se20. ACHOCHLLHOA O TEY o

Query 121 AGAGCGCGCTGCTTTACCAGGGCCCCCACAACACGCTGTTCGGCTACTCGGTCGTGCT 180

it e

sojct 5937 GUMALUALLAEMLEN 5050

Figura 13) Sequéncia obtida a partir da PCR para amplificar o éxon 1 da linhagem mutante para
0 gene ITGA4

(A) Tradugdo da sequéncia correspondente ao fragmento amplificado. A insercdo de 7 nucleotideos
(letras sublinhadas) acarretou uma quebra na fase de leitura aberta e o aparecimento do c6don de parada
marcado em vermelho. (B) Alinhamento da sequéncia amplificada por PCR a sequéncia do gene ITGA4.
A sequéncia obtida foi alinhada por BLASTn a sequéncia do gene ITGA4 no cromossoma 2 do genoma
humano, evidenciando uma insercdo de 7 nucleotideos na linhagem mutante.

A auséncia da cadeia a4 de integrina (ou CD49d; codificada pelo gene ITGA4) nas
células mutantes foi verificada por citometria de fluxo e a populacdo de células do clone
E8H4ES mostrou-se incapaz de expressar a proteina, o que é indicador de um mutante nulo
ITGA4". Na Figura 14, é exposto o resultado da citometria de fluxo para verificar a presenca
de CD49d na superficie celular. Um resultado semelhante foi encontrado na citometria de fluxo
com as células permeabilizadas antes da adicdo do anticorpo anti-CD49d, demostrando que a
proteina ndo esta presente nem mesmo no interior da célula. Como a integrina VLA-4 esta
acumulada majoritariamente na membrana da célula, a analise com e sem permeabilizacéo de
membrana deram resultados muito parecidos e optamos por mostrar apenas o resultado da

analise de expressdao membranar.
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Figura 14) Analise por citometria da expressio membranar da integrina a4 (CD49d) em ceélulas
mutantes (clone EBH4ES5) e ndo mutantes para o gene ITGA4

(A) histograma mostrando a auséncia da marcagao do anticorpo anti-o4 em células mutantes. (B) média
da intensidade de fluorescéncia (MFI) mostrando a abundancia de a4 na superficie das células

5.2) Alterac6es no cultivo
No manuseio do cultivo das células mutantes foi possivel observar alteragcdes de
velocidade de crescimento e tamanho celular. Estas diferencas foram mensuradas como

descrito a seguir.

5.2.1) Curva de crescimento das células mutantes e ndo mutantes

As células Jurkat WT e ITGA4-KO possuem a mesma taxa de crescimento quando as
condicdes do meio de cultivo sdo ideais. Entretanto, em experimentos de contagem celular, as
células mutantes atingiram a fase de desaceleracdo com pelo menos 24 horas de atraso e com
uma concentragdo superior ao observado para as células ndo mutantes (Figura 15).

Para quantificar os parametros da curva de crescimento, os dados de concentragédo
celular obtidos foram ajustados com o modelo de crescimento celular exposto na Equacao 1.
As curvas de crescimento com os dados ajustados estdo dispostas na Figura 56 do ANEXO 2.
Para a curva de crescimento de cada triplicata experimental, foram calculadas as métricas:
sigma, concentracdo inicial ajustada (n0), tempo para a populacdo atingir a metade da
densidade méxima populacional (t_mid), area sob a curva calculada pela integral da equacéo
logistica (auc_I), area empirica sob a curva (auc_e), capacidade de carga (k), taxa de
crescimento intrinseca da populacéo (r) e tempo de duplicacdo (t_gen). Sigma € a soma dos
quadrados dos residuos para o ajuste da curva e, quanto maior o seu valor, pior os dados se
encaixam no modelo de equacdo logistica. Das 18 amostras analisadas, entre WT e KO, apenas

duas triplicatas foram consideradas pontos isolados e com pior ajuste ao modelo (Figura 16).
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Figura 15) Comparagéo do crescimento das células ITGA4-KO e WT

(A) Curva de crescimento celular iniciada com a concentracdo de 10° células/mL. (B) Curva de
crescimento celular iniciada com a concentragdo de 5 x 10° células/mL. Os experimentos foram feitos
em duplicata biolégica com triplicata experimental e analisados pelo método estatistico two-way
ANOVA. **** indica p < 0,0001, *** indica p < 0,001, ** indica p < 0,01 ¢ * indica p < 0,05 para a
comparacdo das meédias dos dois cultivos em um mesmo dia. Houve diferenca estatisticamente
significativa entre as médias de um mesmo cultivo do dia 0 ao penultimo dia. As diferencas entre as
médias entre o penultimo e Gltimo dia para um mesmo cultivo ndo foram significativas.

As Unicas métricas que apresentaram significancia estatistica na diferenca entre as
médias encontradas para as células WT e KO foram k, auc_| e auc_e. A capacidade de carga,
ou a populacdo maxima suportada em um dado meio, é maior para as células ITGA4-KO.
Apesar de ndo termos quantificado a ocorréncia de morte celular durante a realizagdo destes
ensaios, foi possivel observar um elevado nimero de células mortas para 0s experimentos
inicializados com 5,0 x 10° células/mL. Nestes casos, 0s cultivos com células mutantes
apresentaram um numero elevado de células mortas um dia antes do término do experimento,
isto é, dia 5 para a replicata 1 e dia 4 para a replicata 2. Ja as células WT desaceleraram o
crescimento antes das células ITGA4-KO e s6 apresentaram alta mortandade no dia em que o
experimento foi interrompido. Levando em consideracdo que a capacidade de carga calculada

para as células ITGA4-KO é maior e que estas células comecam a morrer ates das WT, nos
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postulamos que as células mutantes apresentam uma desregulacdo do ajuste da sua taxa de
crescimento as modificacdes ocorridas no meio de cultivo, como acimulo de metabdlitos e

escassez de nutrientes.
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Figura 16) Métricas calculadas a partir das curvas de crescimento ajustadas

As curvas de crescimento foram ajustadas com o emprego do modelo matematico exposto na Equacéo
1. A diferenga entre as médias foi testada pelo método de Wilcoxon e 0s asteriscos representam a
confiabilidade de acordo com o p-valor: **** indica um p-valor < 0,0001; * indica um p-valor < 0,05.
Sao representadas as métricas: soma dos quadrados dos residuos para o ajuste da curva (sigma),
concentracdo inicial ajustada (n0), tempo para a populacdo atingir a metade da densidade méxima
populacional (t_mid), area sob a curva calculada pela integral da equacdo logistica (auc_l), area
empirica sob a curva (auc_e), capacidade de carga (k), taxa de crescimento intrinseca da populacéo (r)
e tempo de duplicacéo (t_gen)

Considerando essa possivel desregulacdo na sensibilidade as alteracdes do meio pelas
células ITGA4-KO, decidimos testar se estas linhagens secretam alguma molécula que pudesse
interferir no crescimento da cultura utilizando o meio condicionado pelo cultivo de células
mutantes e ndo mutantes. As células ITGA4-KO continuaram a crescer mais que as células
WT, independentemente do tipo de meio condicionado, e ndo observamos nenhuma variagdo
entre as medias com significancia estatistica para o0 mesmo tipo celular nos diferentes tipos de
meio (Figura 17). Esse resultado indica que as diferencas observadas entre o crescimento das

duas linhagens ndo sdo devido a um fator especifico secretado no meio de cultura.
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Figura 17) Curva de crescimento com meio condicionado

Os meios 1 e 2 sdo compostos por 50% de meio novo e 50% de meio de um cultivo anterior de células
mutantes e ndo mutantes, respectivamente. O asterisco indica que a hipotese nula de diferengas entre as
médias foi refutada com suporte de um p-valor menor ou igual a 0.05 (ANOVA).

5.2.3) Analise de tamanho de células mutantes e ndo mutantes

A érea das células ITGA4-KO e WT foi medida em duas concentracfes denominadas
de alta e baixa. A concentragio baixa é inferior a 1,8 x 10° células/mL e a concentrago alta foi
de 2,2 x 10° células/mL. As células ndo mutantes apresentam uma média de tamanho superior
a média obtida para as células mutantes em ambas as concentracdes. As células WT cultivadas
em concentragdes mais baixas apresentam um tamanho maior do que todas as outras condic¢oes
avaliadas. De forma interessante, n6s observamos que, a partir de uma densidade de
aproximadamente 2,0 x 10° células/mL, a cultura nio mutante muda o seu tamanho médio,
enquanto as células ITGA4-KO ndo apresentaram variacao de tamanho entre as populacdes de
baixa e alta concentracdo (Figura 18).

Nas interacdes intercelulares e com a ECM, as integrinas tém papel central como pontos
de ancoragem dos filamentos de actina na membrana plasmatica, além de influenciarem na
dindmica de polimerizagdo do citoesqueleto. Por causa dessas caracteristicas, essa classe de
proteinas estaria intimamente relacionada ao controle do tamanho celular. Embora nédo haja
evidéncias claras sobre o papel da ativagdo de integrinas e a mudanca de volume celular, essas
moléculas tém sido implicadas como sensores de volume celular regulado por canais i6nicos
(118,119). Assim, podemos postular que a perda de funcdo do gene ITGA4 poderia gerar
fenotipos com alteracdo do formato e volume celular. Nesse sentido, foi reportado que a
delecdo da cadeia B1 de integrinas em hepatocitos de camundongos promove um fenotipo de
hipertrofia celular in vivo (120). Em 2003, foi reportada uma comparagdo dos niveis de

expressdo da integrina Bl em duas populagdes de adipocitos com tamanhos diferentes e
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extraidas de uma mesma regido tecidual. O grupo de adipécitos com maior volume expressava
maores niveis de integrina B1, assim como maiores niveis de ativagdo de ERK (extracellular

signal-regulated kinase) (121).
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Figura 18) Medida de tamanho celular de células mutantes e ndo mutantes em condicdes de alta
e baixa concentracéo celular

(A) Fotografia mostrando o tamanho do raio medido para células ITGA4-KO em baixa concentragao.
(B) Gréfico mostrando a média e o desvio padrdo medido para as células ITGA4-KO e WT em alta e
baixa concentracdo. A denominagdo concentragdo baixa indica < 1,8 x 10° células/mL e a denominacéo
concentracdo alta equivale a 2,2 x 108 células/mL). Trés asteriscos indicam que a diferenca entre as
médias possui significancia estatistica com p < 0,001, enquanto que quatro asteriscos sinalizam para
uma significancia estatistica suportada por p < 0,0001. A hip6tese nula de diferenca entre as médias foi
refutada pelo método ANOVA.

5.3) Concluséo parcial da primeira parte dos resultados e discussao

A mutagénese dirigida por CRISPR/Cas9 possibilitou a criacdo de uma linhagem de
células Jurkat que ndo sdo capazes de produzir a cadeia a4 de integrina. De imediato, através
da observacdo de alteracGes fenotipicas no cultivo de célula ITGA4-KO, foi possivel
determinar que ndo houve compensacao funcional do ITGA4 pela atividade de outro gene.

A alteracdo de tamanho para uma célula que perdeu uma proteina com capacidade de
controlar e remodelar o citoesqueleto de actina é um fenotipo esperado. Entretanto, a aparente
perda de capacidade de ajuste do crescimento as condi¢es do meio, observada nos cultivos de

células ITGA4-KO, ndo era esperada.
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6) RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE 2: RNA-SEQ COMO FERRAMENTA DE
CARACTERIZACAO MOLECULAR

A segunda parte dos resultados e discussdo apresenta os dados obtidos durante a
realizacdo do RNA-Seq, quantificacdo da expressdo génica e identificacdo dos genes DE.
Como optamos pela utilizacdo de dois protocolos distintos para a analise dos dados
transcriptoma, foi possivel observar diferencas nos resultados obtidos com cada um dos
métodos. Este capitulo aborda estas diferencas e aponta como trabalhamos para indexar todos
os resultados de expressdao diferencial em um dnico conjunto de dados para as analises

subsequentes.

6.1) Producéo de RNA de alta qualidade e sequenciamento

Para melhor entender as modificacGes geradas nas células Jurkat pela delecdo da
integrina o4 e suas possiveis interferéncias no processo de ativacdo das células T, foi realizado
um sequenciamento massivo de RNA total.

Foram gerados aproximadamente 30 pug de RNA total para 12 amostras em triplicata
de células mutantes e ndo mutantes nas condicdes de ativacdo e ndo ativacdo: as amostras 1, 2
e 3 sdo provenientes de células ndo mutantes e ndo ativadas; as amostras 4, 5 e 6 foram geradas
a partir de células mutantes e nao ativadas; as amostras 7, 8 e 9 sdo de células ndo mutantes e
com 4 horas de ativacdo; as amostras 10, 11 e 12 foram extraidas de células mutantes ativadas
por 4 horas. O resultado do teste feito com o bioanalyzer indicou que o material estava em boas
condigOes para sequenciar como mostrado na Figura 19. O RIN (RNA integrity number) foi
superior a 8,5 para todas as amostras exceto a de nimero 9 (células ndo mutantes com 4 horas
de ativacdo) que ficou igual a 7,5. A amostra numero 12 (células mutantes com 4 horas de
ativacdo) ndo foi medida em Bioanalyzer por falta de espaco no chip de corrida.

Todas as amostras apresentaram picos bem definidos e proeminentes (acima ou arredor
de 100 FU) e com peso molecular compativel com moléculas de aproximadamente 200, 2000
e 4000 nt. O primeiro deles corresponde a moléculas de tRNA 5S e 5.8S abundantes em
amostras de RNA obtidas por extragdo com Trizol. Os dois picos subsequentes correspondem
a moléculas de tRNA 18S e 28S respectivamente. A amostra 9 (WT4h#2) apresentou uma
pequena elevacgdo da linha de base ao redor dos picos referentes aos tRNA 18S e 28S, o que
refletiu na reducdo do seu valor de RIN, mas que ndo comprometeu a qualidade do seu

sequenciamento.
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Figura 19) Resultado Gréfico do bioanalyzer
O simbolo 4H indica o tempo de 4 horas que as células foram tratadas com os anticorpos anti-CD3 e
anti-CD28. No eixo Y é apresentada a massa relativa medida através da intensidade de fluorescéncia
FU (fluorescent units) e no eixo X é apresentado o tamanho molecular medido em nucleotideos (nt).

As preparacdes de RNA total foram sequenciadas gerando leituras pareadas com 75

nucleotideos de cada lado do fragmento de RNA. O numero de leituras pareadas obtidas por

amostra ficou entre 22,7 a 28,3 milhdes. No ANEXO 3 (Figura 57 e Figura 58), sdo mostrados

exemplos de relatérios obtidos com o programa FastQC para a qualidade média por base e 0

percentual de contaminacdo de adaptador por base. Todos os relatérios obtidos indicaram uma

excelente qualidade do dado gerado. Os nimeros do total e percentual de leituras pareadas

remanescentes ao tratamento com os filtros de qualidade do programa Trimommatic sdo
expostos na TABELA 2.

Apenas a amostra WT#0 apresentou uma contaminacdo por rRNA (ribosomal RNA)

superior ao limite de 10%, entretanto ndo foi possivel detectar comprometimento das analises

subsequentes com essa amostra. Os nimeros referentes a esses resultados estdo apresentados

na TABELA 2. Cada uma das triplicatas para essas amostras bioldgicas foi nomeada com

ndmeros de 0 a 2.

77



V1) RESULTADOS E DISCUSSAO — PARTE I

TABELA 2) resultado do sequenciamento de RNA

. N° de leituras %o de leituras
N° de leituras , , %
Amostra T pareadas ap0s pareadas apos
inicial rRNA
tratamento tratamento
WT#0 26.799.337 24.995.971 93,27 23,69
WT#1 24.274.505 22.708.435 93,55 5,87
WT#2 23.579.715 22.124.141 93,83 3,12
WT4h#0 27.275.956 25.743.380 94,38 0,67
WT4h#1 27.185.826 25.715.832 94,59 0,58
WT4h#2 27.103.945 25.297.606 93,34 0,66
KO#0 23.520.708 22.211.021 94,43 2,73
KO#1 26.830.604 25.389.862 94,63 4,19
KO#2 24.774.868 22.996.685 92.82 2,82
KO4h#0 28.278.224 26.237.413 92,78 0,42
KO4h#1 22.667.755 21.290.319 93,92 0,21
KO4h#2 23.149.359 21.608.050 93,34 0,31

6.2) Quantificacdo de expressao génica

As leituras pareadas de boa qualidade foram processadas por dois protocolos distintos
para aumentar a confiabilidade e sensibilidade das andlises. Neste trabalho, estes dois
protocolos séo referenciados como Cufflinks e DESeq2, salientando que todos 0s programas
empregados, desde o alinhamento ao genoma até a identificacdo dos genes diferencialmente
expressos, foram distintos (Figura 10 e Figura 12).

Os resultados da quantificacdo das amostras foram visualizados através de graficos
MDS (multi-dimensional scaling) ou PCA (principal component analysis) para confirmarmos
que as diferencas entre as amostras decorrentes dos tratamentos/intervengées é maior do que
as diferencas refletindo variacGes experimentais (intra-grupo). A reducdo dimensional obtida
para os dados analisados com o Cufflinks e DESeq?2 ficaram bastante semelhantes e o gréafico
obtido com os dados processados pelo primeiro estd exposto na Figura 20. Quatro grupos
contendo as triplicatas de cada condicdo bioldgica foram facilmente identificados em ambos

os graficos.
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Figura 20) MDS (multi-dimensional scaling) plote com resultado do Cufflinks
Grupos formados por triplicatas de uma mesma condicdo bioldgica estdo marcados por elipses.

0.000
M1

6.3) Analise de expressao diferencial

6.3.1) Resultados obtidos com o pipeline do Cufflinks e DESeq2

Foram identificados um total de 3.411 e 3.765 genes diferencialmente expressos (DE)
pelas analises com os pipelines do Cufflinks e do DESeq2, respectivamente. Na Figura 21, sdo
apresentados os nimeros de genes DE com FDR (False Discovery Ratio) menor ou igual a 5%
para as 6 possiveis comparacdes (Figura 11) entre as 4 amostras sequenciadas. Os genes DE
entre as amostras WT e KO ultrapassam o numero de genes DE entre as amostras WT e WT4h
em mais de 5 vezes. Esse resultado indica que a delecdo do gene ITGA4 afetou mais
profundamente o estado funcional das células Jurkat do que o processo de mimetizacdo da
ativacdo via TCR.
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Figura 21) Numero de genes diferencialmente expressos por cada comparagao entre amostras
(A) resultados obtidos com o Cufflinks (B) resultados obtidos com o DESeq2. A contagem de genes
DE foi feita pela ID do cufflinks para a imagem A e pela ID do ensembl para a imagem B.

Em concordéncia com essa observagdo, a analise de dispersdo comparando os valores
de FPKM, obtidos com o protocolo do Cufflinks, indica que a amplitude das variacGes
observadas nas comparacdes entres as células ITGA4-KO e WT sdo maiores que as amplitudes
observadas nas compara¢Ges com 0 mesmo tipo celular antes e ap6s o processo de ativacao
(Figura 22). Em um gréfico de dispersdo comparando valores de expressdo entre duas
condicBes experimentais, genes que possuem exatamente 0 mesmo indice de expressao nas
duas condicdes sdo representados em uma diagonal perfeita, cuja representacdo na Figura 22
é feita por uma linha tracejada. Quanto mais para a esquerda um ponto esta, mais expresso ele
é na condic¢do controle, e quanto mais divergentes forem os valores de expressao entre duas
condig¢Bes para um mesmo gene, mais o ponto se distancia da linha diagonal. Este resultado
corrobora a observacdo de que a delecdo génica do ITGA4 impactou de forma mais significativa
o perfil de expressdo das células Jurkat em comparagdo com o processo de ativacdo com
antiCD3/CD28.
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Figura 22) Grafico de disperséao evidenciando a diferenca de expressdo entre amostras

O célculo do FPKM foi feito com o protocolo do Cufflinks. A linha tracejada diagonal ¢é a posi¢&o onde
0s genes que ndo possuem diferenca de expressdo estariam posicionados. Quanto mais um gene se
diferencia dessa linha, maior é a amplitude da diferencga de expresséo entre as duas amostras.

As analises com o Cufflinks foram baseadas em uma anotacdo de novo feita com
programa StringTie que as vezes erra ao resolver loci génicos muito proximos. Através da
comparacdo da anotacdo de novo com a anotagdo do Ensembl verséo 83, foi possivel remover
todos os loci com problemas de resolucdo na analise com o StringTie. Apo6s a remogédo dos
genes com anotacdo divergente, as andlises com o Cufflinks ficaram com 3166 genes
diferencialmente expressos nas 6 possiveis comparacoes.

Por entendermos que os dois métodos de analise adotados possuem suas vantagens e
desvantagens, optamos por juntar todos os resultados de expressdo diferencial em um dnico
conjunto de dados e classificar os genes como: i) diferencialmente expressos para ambos (a
intersecdo entre os dois resultados); ii) apenas para 0 método do Cufflinks; iii) apenas para o
método do DESeq2. Dessa forma, foi possivel trabalhar com um conjunto de resultados com
maior confiabilidade, por serem genes detectados por ambos 0s métodos, sem excluir os genes
detectados por apenas um deles. A juncdo dos resultados das analises de expressao diferencial
foi feita por gene em uma dada comparacdo, o que foi denominado de atributo. Os genes DE
detectados por ambos os métodos que divergiam demasiadamente nos valores de LFC foram
descartados. Além destes, outros quatorze atributos foram removidos por possuirem resultados
antagbnicos entre 0 DESeq2 e o Cufflinks, ou seja, enquanto um dos métodos indicava um
aumento de expressdo, o outro sinalizava para uma reducdo. Na Figura 23 A, é representado
um histograma com o nimero de atributos agrupados pela diferenca de LFC obtida entre os

dois métodos. Os atributos com valores de LFC com discrepancia superior a 2 vezes foram
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descartados. O Cufflinks considera o valor de LFC para 0s genes com auséncia de expressao
em umas das duas condicdes como o limite tendendo ao infinito positivo ou negativo. Os
atributos da intersecdo em que o resultado do Cufflinks tendia ao infinito também foram
descartados e ndo estdo representados na Figura 23 A. O numero de genes DE na intersecéao

dos dois métodos ¢ apresentado na Figura 23 B.

(A) (B)
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4 1
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Figura 23) Atributos compostos por genes diferencialmente expressos de acordo com as analises
feitas com o Cufflinks e DESeq2

(A) Histograma de atributos agrupados pelo valor do log na base 2 da razdo entre o LFC do Cufflinks
sobre o LFC do DESeqg2. As linhas azuis descontinuas representam o ponto de corte para a diferenca
entre estes valores para um mesmo atributo (-1 e 1). Um atributo corresponde a um gene DE em uma
das 6 comparacOes possiveis (Figura 11). (B) Numero de genes diferencialmente expressos detectados
por ambos 0s métodos e que constituem o conjunto de dados de maior confiabilidade. A contagem de
genes DE foi feita pelas IDs do ensembl.

Apbs juntar os resultados de expressdo diferencial e filtrar todos os atributos
divergentes acima de duas vezes e 0s genes com problemas na anotacdo feita pelo StringTie,
sobraram 3.166 genes DE validados pelo Cufflinks, 3697 validados pelo DESeqz2 e total de
5246 genes DE. Como pode ser observado na Figura 24, menos da metade do total de genes
diferencialmente expressos possuiam validacao estatistica por ambos os protocolos adotados.
O método do DESeq? identificou um maior numero de genes DE nas comparagdes entre células
ITGA4-KO e células WT, enquanto que o método do Cufflinks detectou um maior nimero de
genes DE nas comparacdes entre um mesmo tipo celular antes e depois do processo de ativacao

com anticorpos.
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Figura 24) Diagramas de venn comparando nomes de genes diferencialmente expressos
detectados com os protocolos do Cufflinks e DESeq?2

(A) todas as 6 comparacdes possiveis (B) KO vs WT; (C) KO vs WT4h; (D) KO4h x WT; (E) WT4h
vs WT; (F) KO4h vs WT; (G) KO4h vs KO.

Na Figura 25, sdo apresentadas as 10 maiores variacfes de expressdo negativas e
positivas para ambos os métodos. E possivel observar que o DESeq2 detectou uma menor
amplitude de variacdo durante o processo de ativacdo celular, principalmente para os genes
regulados negativamente. Foi justamente nestas comparacfes que o numero de genes DE
detectados pelo Cufflinks foi maior que o nimero de genes DE detectados pelo DESeq2
(Figura 24).
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Figura 25) Grafico de barra mostrando o LFC obtido para as 10 maiores varia¢0es de expressao
negativas e positivas para cada um dos métodos utilizados

(A) (B) comparagdo KO vs WT; (B) (C) comparagdo WT vs WT4h. (D) (E) comparagéo KO vs KO4h.
As imagens A, C e E correspondem as analises feitas com o Cufflinks e as imagens B, D e F
correspondem as analises feitas com 0 DESeqg2. Os genes marcados com asteriscos foram classificados
como diferencialmente expressos por ambos os métodos. As variagdes do método do Cufflinks que
tendem ao infinito ndo foram consideradas para a cria¢do destes gréaficos.

6.3.2) Genes DE ndo codificantes para proteina
Dentre as 6 comparagOes possiveis, foram identificados 449 genes diferencialmente
expressos que sdo codificantes de RNA ndo traduzidos em proteina. Na Figura 59 do ANEXO
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4, é exposta uma quantificacdo destes genes de acordo com o biotipo do RNA. A categoria de
genes que ddo origem a RNA longos ndo codificantes (INCRNA) contém 416 destes genes DE.

Os IncRNA constituem o maior grupo de RNA n&o codificantes produzidos pelo
genoma e sdo definidos como os transcritos com mais de 200 nucleotideos que ndo séo
traduzidos em proteina. Esse tipo de RNA atua por interacdo com proteinas, RNA, DNA ou
uma combinacdo dessas classes moleculares. Suas fun¢des podem ser determinadas por sua
localizacdo, sequéncia e/ou estrutura secundéria e apenas aproximadamente 3% dos InNCRNA
anotados possuem funcdo atribuida. Apesar dos avancos no conhecimento sobre essa classe de
RNA na ultima década, este ainda permanece um campo pouco explorado na imunologia (122).
Nesta tese é abordada a possivel funcdo do IncRNA CACNA1C-AS1 nas células ITGA4-KO
como serd visto mais adiante, na quinta parte dos resultados e discussdo, na se¢do sobre a

mobilizag&o intracelular de célcio.

6.4) Conclusédo parcial da segunda parte dos resultados e discussao

Foi produzido um RNA de alta qualidade para células Jurkat ITGA4-KO e WT, tratadas
e ndo tratadas com anticorpos ativadores (anti-CD3 e anti-CD28). Este material foi sequenciado
com excelente performance atingindo alta profundidade e reprodutibilidades entre as
replicatas, otimizando a caracterizacdo molecular dos efeitos gerados pela inativagédo do
ITGAA4. Este dado foi analisado em paralelo com dois pipelines distintos (Cufflinks e DESeq?2)
que apresentaram divergéncias esperadas na quantificacdo de expressao e detec¢do de genes
DE. Nao nos aprofundamos nas diferencas entre os métodos porque o objetivo deste trabalho
é a interpretacdo bioldgica das variacOes fenotipicas encontradas nas células mutantes. Ambos
0s métodos sdao amplamente aceitos pela comunidade cientifica e os genes DE detectados por
apenas um deles foram considerados. Além disso, possuimos um conjunto de genes DE com
maior confiabilidade por terem expressao diferencial validada por ambos os métodos.

Os dois métodos indicaram com bastante nitidez que o nimero de genes DE entre as
comparacdes que avaliam o efeito da mimetizagdo da ativagdo via TCR é muito menor que o
numero de genes DE nas comparag@es entre as células ITGA4-KO e WT. Isto significa que a
inativacdo de ITGA4 teve um impacto muito maior sobre a atividade do genoma das células

Jurkat do que aquela atividade observada apds o tratamento com anticorpos ativadores.
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7) RESULTADOS E DISCUSSAO — PARTE 3: A ANALISE DE ENRIQUECIMENTO
DE FUNCAO INDICOU UM AUMENTO DE EXPRESSAO DE GENES
ASSOCIADOS A ATIVACAO E A REGULACAO DA ATIVACAO NAS CELULAS
ITGA4-KO

A terceira parte dos resultados e discusséo € dedicada as analises funcionais do RNA-
Seq que indicaram um perfil transcricional compativel com o processo de ativacdo de uma
celula T. As andlises funcionais também apontaram para a variacdo de moléculas de adeséao
que sdo abordadas mais adiante na quinta parte dos resultados e discussdo, onde sao descritas

as alteracOes de expressao de moléculas de membrana e os fenotipos celulares associados.

7.1) Enriquecimento de fung¢éo na comparagdo ITGA4-KO vs WT

7.1.1) Andlise funcional frente as anotac6es do GO

Com o intuito de identificarmos as fun¢des bioldgicas que estavam alteradas nas células
mutantes, analisamos o enriquecimento de funcdes, com base nas anotagdes do GO e do
KEGG, para a comparacdo KO vs WT. Ao analisarmos todos os genes diferencialmente
expressos na comparacao KO vs WT frente a todos 0s genes detectados por ambos os métodos,
obtivemos apenas o enriquecimento de 10 termos do GO com um p-valor ajustado menor ou
igual a 0,05 (Figura 26 A). A mesma analise foi repetida utilizando apenas os genes detectados
como diferencialmente expressos por ambos os métodos e contrastados novamente contra todos
genes detectados. Com um menor numero de genes de entrada, o p-valor ajustado foi menos
penalizado e um nimero maior de termos foram classificados como enriquecidos (Figura 26
B). E relevante notar que ambas as analises mostram enriquecimento de termos associados a
ativacdo celular, incluindo regulacéo da ativacao celular. Assim, esses estudos iniciais revelam
que a inativacdo do gene ITGA4 parece alterar o estado de ativacdo das células T, achados esses

que serdo abordados de forma particular mais adiante.
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Figura 26) Analise de enriquecimento de termos com base na anotagdo de GO para comparagao
KO vs WT

O corte de p-valor e p-valor ajustado foi feito em 0,05 e as analises consideraram todos o0s termos do
GO que incluem as categorias funcdo molecular, componente celular e processo bioldgico. (A) Analise
realizada com todos os genes DE pelos métodos do Cufflinks e/ou DESeq2 (Cufflinks U DESeq2). A
descrigdo completa do termo mencionado como ‘“‘somatic recombination of immune receptors” é
“adaptive immune response based on somatic recombination of immune receptors built from
immunoglobulin superfamily domains”. (B) Anélise realizada com genes diferencialmente expressos de
acordo com as analises feitas com ambos 0s métodos (Cufflinks N DESeq?2).

Para melhor compreendermos como estava a modulacdo de expressdao dentro dos
termos de GO enriquecidos, fizemos uma analise de enriquecimento de conjuntos génicos
(GSEA). Essa analise considera a diferenca de expressao representada pelo valor de LFC para
calcular se o enriquecimento de uma determinada via € associada a sua ativacao ou supressao.
De 27 termos enriquecidos na comparagdo KO vs WT (p-valor < 0,05), 26 estdo ativados nas
células mutantes (Figura 27). De forma interessante, observamos que além de termos ligados
a ativacdo celular, essa analise destaca as categorias associadas aos processos de adesao celular

e regulacdo da resposta imune.
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Figura 27) Gréfico de pontos mostrando termos ativados ou suprimidos de acordo com a analise
GSEA para anotagdo do GO dos genes DE na comparacédo KO vs WT

O tamanho dos pontos é proporcional ao nimero de genes associados ao termo, a cor representa o valor
do p-valor ajustado e a posi¢do no eixo x demonstra a intensidade do enriquecimento. O p-valor foi
ajustado pelo método BH e s6 foram considerados o enrigquecimento de termos suportados por um p-
valor ajustado maior ou igual 0,05.

Além disso, utilizamos a ferramenta cnetplot para construir uma rede de associacéo
funcional que possibilita a identificacdo dos genes regulados positivamente e unidos pelos 5
termos com enriquecimento suportado pelos menores p-valores (Figura 28). Ndés observamos
que os 20 termos com associacdo funcional suportada por um p-valor < 0,05 (Figura 28 A)
estdo diretamente relacionados a ativacao linfocitaria, regulacdo do sistema imune e adesao
celular. Ao exibirmos a amplitude da modulagdo dos genes associados aos 5 termos do GO
com maior confiabilidade de enriquecimento na comparacdo KO vs WT (Figura 28 B), foi
possivel observar que os genes TBX21 (T-bet), IL10, HCK e IGLL1 destacam-se por apresentar
uma tonalidade de vermelho mais distante do roxo (em uma escala de cor correspondente ao
LFC) e possuir conexdo com pelo menos 3 dos 5 termos selecionados. Particularmente, o
destaque desses genes aponta para um efeito da inativacdo de ITGA4 na regulacdo de genes
associados a relevantes sinais mediados por citocinas durante o desenvolvimento da resposta
imune.

Nesse sentido, observamos que as células ITGA4-KO apresentam maior expressao de

T-bet (codificado por TBX21), que € o fator de transcri¢cdo determinante para a diferenciacéo e
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ativacdo das células T no subtipo Th1l. A hipdtese de que as células mutantes possuem um
perfil de ativacdo é corroborada pelo aumento de expressdo do receptor B1 de IL-12 (IL12RB1)
e do elemento responsivo a interferon IRF1 (Interferon Regulatory Factor 1). Observamos
também a modulacdo positiva de IL-10, um supressor pleiotropico da resposta imunitéria,
expresso por leucocitos, incluindo linfocitos T e B, macréfagos e mastdcitos, apos ativacao
(74). Assim, a expressdo aumentada desta citocina imunorreguladora nas células mutantes pode
ser um efeito reflexo ao padrdo de ativacdo observado. J& o gene HCK (hematopoietic cell
kinase) ndo estd comumente ativo em células T, e é principalmente expresso em células
mieloides, linhagens de células B, além de células tumorais, onde ativacdes aberrantes estéo
associadas a leucemias e canceres sélidos (123). E importante ressaltar que, apds ativacao,
HCK se associa a diversas vias de sinalizacdo que medeiam varios processos relevantes da
resposta imune, como adesdo, migracao e diferenciagdo. Além disso, tumores com alta
expressdo de HCK apresentam modulacdo positiva de moléculas como o receptor de IL-7
(IL7Ra ou CD127) (77), também superexpresso nas células ITGA4-KO (Figura 28 B). A
sinalizacdo via IL-7 estd associada a regulacdo negativa de apoptose em linfécitos e a
sobrevivéncia de células T maduras (77).

7.1.1) Andlise funcional frente as anotacdes do KEGG

A anélise GSEA com base na anotacdo do KEGG para os genes modulados na
comparagdo KO vs WT, indicou o enriquecimento de 15 vias, das quais 12 estavam moduladas
positivamente nas células ITGA4-KO (Figura 29 A). A via de sinalizacdo por JAK-STAT
(hsa04630) e de interacdo citocina-receptor de citocina (hsa04060) se destacam pelo nimero
de genes modulados positivamente (maior ou igual a 13) e pelo p-valor associado (menor ou
igual a 0,01). Para melhor visualizar quais genes estavam associados a ativacao destas duas
vias, a ferramenta cnetplot foi utilizada para construir uma rede com as 5 vias mais enriquecidas
(Figura 29 B). Os genes codificantes para os receptores das citocinas IFN-y (IFNGR2), IL-2
(IL2RB), IL-7 (IL7R), IL-9 (IL9R) e IL-12 (IL12RB1) e da propria citocina IL-10 estdo
modulados positivamente. IL-2, IL-7 e IL-9 fazem parte da classe | de citocinas, tambem
conhecida como familia y-chain (yc) por compartilharem a cadeia y comum de receptores
(CD132; gene IL2RG) (124). IFN-y e IL-10 s&o citocinas de classe Il também conhecidas como
citocinas da familia da IL-10 que, apesar de terem baixa similaridade na sequéncia primaria,
derivaram de um mesmo ancestral comum (125). Os receptores de citocinas de classe Il
também podem compartilhar sequéncias comuns como o IL10R2 e possuem uma cisteina

conservada que é caracteristica de inclusdo na classe (126).
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Figura 28) Visualizacio em rede do resultado da GSEA com genes DE na comparac¢do KO vs WT
(A) Maior rede de termos do GO com associacao funcional e enriquecimento na comparagdo KO vs
WT (p-valor < 0,05). (B) Rede de termos do GO enriquecidos da comparacdo KO x WT mostrando
genes associados a cada termo. A cor dos nos referentes a genes representa o LFC, o tamanho dos nos
correspondentes a termos do GO é proporcional ao nimero de genes associados a ele e a cor das ligaces
indica o termo que ela faz associacdo. Os valores de LFC utilizados neste grafico para os genes
classificados como DE por ambos os métodos (Cufflinks e DESeq2) correspondem a média aritmética
dos valores de LFC obtidos por cada um desses protocolos.
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Essas analises iniciais demonstram que as células ITGA4-KO apresentaram modulacéo
positiva dos genes codificantes para subunidades dos receptores de IFN-y e IL-12, e do proprio
T-BET (TBX21), mas ndo apresentaram aumento de transcricdo de IFNG (Figura 29). A
diferenciacéo no subtipo Thl é principalmente definida pela IL-12, produzida principalmente
por macréfagos e células dendriticas, levando a fosforilagdo de STAT4 que, em associacao
com T-BET, induz a expressdo de IFN-y. Esses sinais em conjunto, além de estimularem a
polarizagdo em células Th1l, inibe indiretamente a expressdo de moléculas necessarias para o
perfil Th2 (84). Dessa forma, esses dados ressaltam que a perda de ITGA4 poderia interferir na
modulacdo do braco de diferenciagdo Thil.

Os receptores das citocinas das classes | e Il utilizam a via de JAK-STAT (Janus kinase-
signal transducer and activator of transcription) e constituem um dos principais mecanismos
de transducdo de sinal na comunicagdo entre células do sistema imune. Estes receptores podem
desencadear um amplo espectro de resposta, apesar das semelhancas estruturais e de
compartilharem subunidades comuns. Nesse sentido, citocinas como IFN-y e IL-10 possuem
efeitos totalmente opostos na resposta imune. IFN-y ¢ um dos principais ativadores do sistema
imune atuando, por exemplo, sobre macrdfagos, ativando efeitos microbicidas centrais para o
controle de infeccgdes, e sobre células T virgens, desencadeando a diferenciacéo no subtipo Thl
(127). Em contrapartida, 1L-10 € liberada por diversos tipos celulares e atua de forma critica
na regulagéo da resposta imune, evitando uma reacao exacerbada (128). De fato, polimorfismos
no gene IL10 estdo associados a maior risco para retocolite ulcerativa e doenca de Crohn e
defeitos na sinalizacdo via IL-10 impacta no desenvolvimento precoce de forma clinica grave
de doenca inflamatoria intestinal (129). Um importante aspecto da a¢do anti-inflamatoria da
IL-10 esta no controle do programa metabdlico em macréfagos, com inibicdo da glicolise e
inducdo da fosforilacdo oxidativa, além de supressao da atividade de mTOR com consequente
acdo mitofagica. Esse ultimo efeito corrobora o achado central de mitocéndrias disfuncionais
em doenca inflamatdria intestinal relacionada a auséncia de sinalizacédo de 1L-10 (130).

A via JAK-STAT é regulada por um conjunto de proteinas, incluindo os supressores de
sinalizacdo por citocinas (Suppressors of Cytokine Signaling - SOCS), as proteinas inibidoras
de STAT ativada (Protein Inhibitors of Activated STATs - PIAS) e as proteina-tirosina
fosfatases (Protein Tyrosine Phosphatases - PTPs) (131). Nas células ITGA4-KO, observamos
uma modulacdo positiva de genes codificantes para proteinas reguladoras como SOCSS5,
PIAS4, PTPN2 (TC-PTP) e PTPN6 (SHP1), além de uma modulacdo negativa do gene
codificante para STAT5A (Figura 30). E importante notar que STATS5, produto dos paralogos
STAT5A e STAT5B (132), tem sua ativagdo associada a atividade de JAK3 que é 2 vezes mais
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expresso nas celulas ITGA4-KO (Figura 30). Por sua vez, JAK3 € a quinase central para a
transducdo do sinal dos receptores yc, € a sua auséncia provoca imunodeficiéncia combinada e
grave (124), além de ser crucial para a polarizagdo para o subtipo Thl devido a sua acdo de
remodelamento de cromatina junto ao locus de IFNG (133). Além disso, sabendo-se que 0
receptor de IL-7 depende da acdo de JAK3 e STATS para suprimir a apoptose subsequente a
ativacdo de células T (134), nossos resultados sugerem que o aumento de atividade de IL7R e
JAKS, com a distinta reducdo de STAT5, resultam no controle do processo de morte celular nas
celulas mutantes, indicado pelo aumento de quase 2 vezes na atividade BCL2 (Figura 30), um
dos principais elementos de sobrevivéncia de linfocitos T (135). Em conjunto, esses estudos
sugerem que este processo de regulacdo da via JAK-STAT atua como um eixo modulador da
ativacdo de células T. Nesse contexto, uma alca de retroalimentacdo negativa poderia ser a
diminuigdo de transcrigdo de IL1ORB como resposta ao aumento de atividade de IL-10. Um
panorama geral da via de interacdo de citocinas e receptores de citocinas é apresentada na
Figura 31.

Outro fator de sobrevivéncia importante para as células T é a coestimulacao do receptor
OX40 por OX40L e, como € possivel ver nas Figura 29 B e Figura 31, as células mutantes
possuem maior atividade para os genes TNFSF4 (codificante para OX40L ou CD252) e
TNFRSF4 (codificante para OX40 ou CD134). OX40L ¢ inicialmente expresso nas células
apresentadoras de antigeno a age como molécula coestimuladora da ativacao via TCR gerando
um importante sinal de expansdo e sobrevivéncia das células T ativadas por antigenos. Em
seguida, as células T ativadas passam a expressar OX40L de forma transiente que,
diferentemente de outras moléculas coestimuladora, ndo esta presente em células de memoria
(136).

A observacdo do LFC de genes associados ao mapa das interacdes citocinas-receptores
de citocinas revelou ainda que genes codificantes para importantes receptores e ligantes da
familia de TGF-p estdo suprimidos nas células ITGA4-KO (Figura 31). Os elementos da via
de TGF-B modulados na comparacédo KO vs WT podem ser vistos no ANEXO 5 (Figura 60 e
Figura 61).
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Figura 29) GSEA com base na anotacdo de KEGG para os genes DE na comparacao KO vs WT
(A) Gréfico de pontos mostrando termos ativados ou suprimidos. (B) Rede de termos relacionados e
enriquecidos mostrando genes associados a cada termo. A cor dos nds referentes a genes representa o
LFC e o tamanho dos nés correspondentes a termos do KEGG é proporcional ao nimero de genes
associados a ele. Os valores de LFC utilizados neste grafico para os genes classificados como DE por
ambos os métodos (Cufflinks e DESeq2) correspondem a média aritmética dos valores de LFC obtidos
por cada um desses protocolos. Para a analise de GSEA com base na anotacdo do KEGG, nao foi
aplicado nenhuma corre¢do de multiplas hipoteses e apenas 0s termos com enriquecimento suportado

por um p-valor menor ou igual a 0,05 foram considerados.
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Figura 30) Via de sinalizacdo de JAK-STAT

(A) Diagrama adaptado do banco de dados do KEGG correspondente a genes associados ao termo "
JAK-STAT signaling pathway" (hsa04630). Os retangulos foram coloridos de acordo com o valor de
LFC para o respectivo gene DE na comparacdo KO vs WT. Os retangulos brancos representam genes
gue ndo foram detectados como DE na comparacdo KO vs WT. A descri¢cdo da notacdo utilizada no
mapa do KEGG é exposta na Figura 70 no ANEXO 9. (B) Gréafico de barra mostrando os valores de
LFC para genes da via de JAK-STAT diferencialmente expressos na comparagdo KO vs WT. As siglas
“des”, “cuff” e “ambos” indicam os genes cuja expressdo diferencial foi detectada pelo protocolo do
Cufflinks, DESeq2 ou ambos, respectivamente. Os valores de LFC utilizados nestes gréficos para 0s
genes classificados como DE por ambos os métodos (Cufflinks e DESeq2) correspondem a média
aritmética dos valores de LFC obtidos por cada um desses protocolos.
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Figura 31) Via de interagdes de citocinas e receptores de citocinas

Diagrama adaptado do banco de dados do KEGG correspondente a genes associados ao termo
"Cytokine-cytokine receptor interaction"(hsa04060). Os retangulos foram coloridos de acordo com o
valor de LFC para o respectivo gene DE na comparacdo KO vs WT. Os retdngulos brancos representam
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genes que ndo foram detectados como DE na comparacdo KO vs WT. Os valores de LFC utilizados
neste grafico para os genes classificados como DE por ambos os métodos (Cufflinks e DESeq?2)
correspondem a média aritmética dos valores de LFC obtidos por cada um desses protocolos. A
descricdo da notacado utilizada no mapa do KEGG é exposta na Figura 70 no ANEXO 9.

7.2) Concluséo parcial da terceira parte dos resultados e discussao

O conjunto de resultados obtidos com as analises de enriquecimento de funcéo entre as
células Jurkat WT e mutantes indica que a remocdo da cadeia a4 promoveu um fendtipo
compativel com os processos de ativacao e regulacao da ativacédo de células T. Nesse sentido,
sabe-se que a molécula VLA-4 é recrutada para a formacdo da sinapse imunoldgica,
colocalizando-se com as cadeias { do TCR, e que 0 engajamento de anticorpos nessa integrina
promove a diferenciagdo in vitro para o subtipo Thl (68). De fato, VLA-4 ja foi apontado como
um coestimulador da sinalizacdo via TCR por desencadear um padrdo de fosforilacdo em
residuos de tirosina que contribui para a ativacdo linfocitaria (70). Entretanto, ndo esta descrito
que a auséncia desta integrina poderia resultar em um fen6tipo de ativacéo celular, o que indica
que VLA-4 também pode desempenhar um distinto papel de modulacéo negativa da ativacao
de células T.

As andlises funcionais do RNA-Seq utilizando as anotacdes do GO e do KEGG
indicaram um aumento de expressdo de genes associados a termos relacionados a ativacao,
regulacdo da ativacdo e adesd@o celular. Olhando mais especificamente para estes genes,
podemos observar que a célula mutante aumentou a transcricdo de genes relacionados a
interleucinas e receptores normalmente aumentados em células T durante o processo de
ativacgdo e diferenciacdo em células efetoras. Estas analises também indicaram o aumento de
transcricdo de TBX21 que codifica para o importante regulador transcricional T-bet, que sera

abordado na quarta parte dos resultados.
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8) RESULTADOS E DISCUSSAO — PARTE 4: ANALISE DE REGULADORES
TRANSCRICIONAIS ENVOLVIDOS NA ATIVACAO E DIFERENCIACAO DE
CELULAST

A quarta parte dos resultados e discussdo é dedicada as analises de reguladores
transcricionais que poderiam participar das grandes variacGes de expressao observadas nas
celulas ITGA4-KO. Genes codificantes para importantes reguladores transcricionais
associados a diferenciacdo de linfocitos T foram modulados positivamente nas células

mutantes, como T-bet e componentes do complexo proteico associado a TRIM28.

8.1) Reguladores transcricionais centrais nas células ITGA4-KO

Para desvendar possiveis mecanismos de regulacdo de transcricdo, 3.124 genes
diferencialmente expressos na comparacdo KO vs WT foram submetidos a analise com a
plataforma RegulatorTrail. O total de 2.917 nomes génicos foram identificados dentro do banco
de dados utilizado como referéncia para estabelecer os pares de reguladores transcricionais e
genes-alvo. Foram identificados 200 reguladores e, utilizando a plataforma STRING, foram
construidas 7 redes de interacdo proteina-proteina com um total de 104 nos e 163 conexdes. As
redes foram ajustadas no Cytoscape para que nenhum conector passasse em linha reta por baixo
de um nd e os nos foram coloridos de acordo com os valores de LFC para a comparacdo KO
vs WT (Figura 32). Para visualizar os niveis de transcricao nas células mutantes, os nds destas
mesmas redes apresentadas na Figura 32 foram coloridos de acordo com os valores de TPM
encontrados para essas células (Figura 62, ANEXO 6).

A maior sub-rede com interacdo molecular proteina-proteina € modulacdo génica
positiva é composta por 15 nds representantes de proteinas dedo de zinco, TRIM28 (Tripartite
Motif Containing 28), CBX3, TFDP1 e SMAD2 (Figura 33). ZNF202 e ZNF766 sdo regulados
negativamente, mas foram incluidos por serem codificantes para ZNF que se ligam a TRIM28
(também conhecido como KAP1 ou TIF1B). O gene que codifica a histona deacetilase HDAC1
também é modulado negativamente, mas foi incluido nesta sub-rede por conter dominios
relacionados a funcdo de TRIM28 (Figura 63, ANEXO 6) e por ser transcrito nas células
mutantes em quantidades equiparaveis aos seus vizinhos (Figura 33). Os nos pertencentes a
esta sub-rede estdo marcados por hexagonos na Figura 32.

A sub-rede de coexpressdo contendo TBX21 foi destacada com losangos devido ao seu
importante papel na diferenciacdo de células T. Ambas as redes destacadas sdo abordadas em

maiores detalhes nos subtdpicos adiante.
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Figura 32) Redes de interacdo proteina-proteina entre reguladores transcricionais na
comparacéo WT x KO

Uma escala que vai do azul ao vermelho foi montada com os valores de LFC para colorir 0s nds. Redes
montadas por um sé n6 foram omitidas. A posi¢cdo dos nds foi ajustada para que nenhum conector
passasse por tras de um nd. O tipo de fonte da informacdo sobre as interacGes pode ser visto nos
conectores da Figura 63 no ANEXO 6. Os valores de LFC utilizados neste grafico para os genes
classificados como DE por ambos os métodos (Cufflinks e DESeq?2) correspondem a média aritmética
dos valores de LFC obtidos por cada um desses protocolos. Os nds da sub-rede de proteinas associadas
a TRIM28 estéo representados com retangulos. Os nds da sub-rede de proteinas associadas a T-bet estdo
representados com losangos.

8.2) O regulador epigenético TRIM28

A expressdo dos genes codificantes para as proteinas pertencentes a sub-rede contendo
TRIM28 é abordada na Figura 33. TRIM28 pode ligar-se a diferentes proteinas de dedo de
zinco (ZNF) contendo o dominio KRAB (Kriippel associated box) e isso Ihe confere afinidade
a diferentes regides do genoma. As funcbes de TRIM28 incluem desenvolvimento,

diferenciacdo, ativacdo e transformacdo neoplasica. TRIM28 também se liga a histona
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metiltransferases e deacetilases funcionando como arcabougo para a maquinaria de

transformacdes epigenéticas (141).
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Figura 33) Sub-rede de reguladores de transcri¢do associados a proteina TRIM28

(A) Rede de interacdes proteina-proteina construida com a plataforma STRING e colorida com o
Cytoscape utilizando a média dos valores de TPM das células KO para calcular a escala colorimétrica.
(B) Gréfico de barra mostrando os valores de LFC obtidos na comparagdo KO vs WT: “des”, “cuff” e
“ambos” indicam os genes cuja expressao diferencial foi indicada pelos protocolos do Cufflinks,
DESeq2 ou ambos 0s métodos, respectivamente. Os valores de LFC utilizados neste grafico para os
genes classificados como DE por ambos os métodos (Cufflinks e DESeq2) correspondem a média
aritmética dos valores de LFC obtidos por cada um desses protocolos.

Em células T, TRIM28 é um importante regulador capaz de silenciar genes associados
a caracteristicas de uma célula Treg e garantir o sucesso da expansdo e diferenciacdo dos
fendtipos de células T auxiliares e reguladoras (142). Apdés a ativacdo via TCR, TRIM28 é
fosforilado e estudos com camundongos nocautes mostraram que as células T expressam maior
quantidade de TGF-p na auséncia desta proteina. Os camundongos deficientes em TRIM28
também desenvolveram preferencialmente os fenétipos Th17 e Foxp3™, além de apresentarem
células T com baixa expressdo e resposta a IL-2 (143). Os linfocitos T TRIM287 possuiam
capacidades limitadas em expressar as citocinas efetoras para os fenétipos Thl, Th2 e Th17
por problemas na diferenciacdo celular, e ndo porque a atividade de TRIM28 fosse diretamente
relacionada a regulacdo de expressdo dessas citocinas. As células do feno6tipo Treg em
camundongos nocautes ndo foram capazes de evitar autoimunidade in vivo devido a uma
dificuldade proliferativa (142).

Os nocautes simultaneos para CBX1 (Chromobox 1 ou Heterochromatin Protein 1 -
HP1B) e CBX3 (HPly) apresentaram fenotipos similares aos camundongos TRIM287,
indicando que estes genes sdo fundamentais para a diferenciacéo e expansao clonal de células
T (142). CBX3 é mais expresso nas células ITGA4-KO e, apesar do pequeno aumento do seu

LFC (Figura 59 B), os valores de TMP para este gene equiparam-se aos valores obtidos para
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TRIM28 (Figura 34). Ja os valores de TPM para os genes codificantes para as ZNF estdo em
outra ordem de grandeza, com apenas 2 genes ultrapassando a casa dos 20 TPM e com apenas
ZNF664 chegando a 32 TPM. As ZNF podem direcionar as modificaces epigenéticas feitas
pelo complexo de proteinas que se forma ao redor de TRIM28 para diferentes regies do
genoma, determinando assim quais genes sdo ativados ou reprimidos. Adquirir mais
conhecimentos sobre quais ZNF agem em conjunto com TRIM28, durante a conversao
metabdlica associada a ativacdo de linfdcitos T, € de grande importancia para a compreensao
dos mecanismos que regem a especificidade de tal processo.

Para identificar reguladores transcricionais que pudessem estar relacionados a funcédo
de TRIM28, as redes montadas na plataforma STRING foram submetidas a uma andlise de
enriquecimento de funcéo e os genes foram coloridos de acordo com sua associagdo aos termos:
histone H3 deacetylation (GO:0070932), DNA damage response (GO:0006977), regulation of
H3-K9 methylation (GO:0051570), histone H4 deacetylation (G0O:0070933), positive
regulation of histone H3-K4 methylation (GO:0051571), KRAB box (PF01352), histone
deacetylase domain (PF00850) (Figura 63 no ANEXO 6). HDACL é a proteina mais proxima
de TRIM28 relacionada com a funcéo de inibicdo de transcricdo génica por modificacdo
epigenética sobre a histona 3. Além disso, HDAC1 possui niveis de transcri¢do nas células
ITGA4-KO que se assemelham aos genes TFDP1, CBX3 e TRIM28, podendo, portanto,
fornecer proteina em abundancia suficiente para formar um complexo com o produto destes
genes. Para identificar outros genes expressos nas células ITGA4-KO que pudessem fornecer
proteina para este complexo, utilizamos os nomes das proteinas expostas na sub-rede da Figura
32 para construir uma nova rede com duas rodadas de amplificacdo na plataforma STRING; a
nova rede foi formada com 24 nds e 57 conexdes. As proteinas encontradas foram avaliadas de
acordo com a sua associa¢do a termos enriquecidos e a atividade do seu gene codificante
(Figura 63 no ANEXO 6). Essa abordagem chamou nossa aten¢do para os genes MTA2, RB1,
RBBP4 e RBBP7. O possivel complexo envolvendo TRIM28, CBX3 e TFDP1 poderia ter
outros componentes nas células mutantes alem de HDACL1. Enquanto que novos
conhecimentos sobre as ZNF associadas a TRIM28 ajudardo na compreensdo das interacoes
deste complexo com o DNA, adquirir mais informacdes sobre as enzimas que se acoplam a ele
nos revelard os mecanismos moleculares associados a modificages epigenéticas realizadas
durante a conversdo metabolica em linfdcitos T.

Uma importante etapa do processo de ativacao das célula T é a conversdo metabdlica
que prioriza a glicolise, mantém ativa a fosforilagdo oxidativa e reduz a -oxidacgao (144,145).

Nesse sentido, os linfocitos deficientes em TRIM287 possuem uma conversdo metabodlica
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limitada (142). Por outro lado, as celulas Jurkat ITGA4-KO, apesar de terem uma expressao
aumentada de TRIM28, parecem ndo apresentar fendtipo compativel com uma conversédo
metabdlica padrdo. As analises de expressdo génicas relativas ao metabolismo energético estéo
descritas no ANEXO 7.

8.3) Sub-rede contendo TBX21

Com 6 componentes e em terceiro lugar em ordem de tamanho, temos uma sub-rede de
interacdo proteina-proteina formada pelos reguladores transcricionais ARRB1, DTX1,
NOTCH1, RUNXS3, ZFHX3 e TBX21 (Figura 35). Todos os genes codificantes para essas
proteinas sdo modulados positivamente nas células mutantes.

ZFHX3 (ou ATBF1) é uma proteina, do tipo dedo de zinco da familia das homeobox,
que interage fisicamente com RUNX3 formando um complexo que se desloca para o nucleo
em modelo de tumor gastrico (147). J4 em linhagem celular de hepatocito, foi visto que esta
proteina pode regular a sinalizacdo mediada por STAT3 atuando em sinergia com PIAS3 (148).
Foi também reportado que pacientes com fibrilacdo atrial paroxistica que carreiam o SNP
rs2106261 do gene ZFHX3 possuem menor razao de neutrdfilos/linfécitos e menores niveis de
proteina C reativa e IL-6, associando esses menores niveis de marcadores de inflamacéo basal
com menores taxas de recorréncia da doenca (149).

As proteinas da familia RUNX séo fatores de transcricdo que atuam em complexas
redes de regulacdo capazes de determinar o destino de linhagens de células T (150). Runx3 é
altamente expresso em células CD8* e NK, e desempenha um importante papel na
diferenciacdo de células T CD4" para o subtipo Th1. A auséncia de Runx3 resulta em perda da
inibicdo do locus de 1I-4 e consequente diferenciacdo para o subtipo Th2 (151). Runx3 é quase
inativo em células T CD4" ndo ativadas, aumenta sua expressdo de acordo com a ativacdo de
TBX21 e ambos atuam em sinergia para induzir a expressdo de Ifng (152). O aumento de
expressdo de RUNX3 nas células ITGA4-KO ocorre em concordancia com o aumento de
atividade de genes importantes para a diferenciacdo em Thl, como TBX21 e IFNGR2 (Figura
36). Em contrapartida, importantes genes para a diferenciacdo em Th2 e Th17, como GATA3,
ILAR, RORC e IL17RD, apresentam uma reducdo de atividade. Apesar da diferenca entre as
médias dos indices de expressdo entre células WT e KO para o gene IL4R ndo ser

estatisticamente significativa, este gene apresenta uma diminuicdo de atividade.
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Figura 34) Niveis de expressdo dos genes codificantes para proteinas que podem ligar-se a
elementos do complexo regulador epigenéticos envolvendo TRIM28

(A) TRIM28; (B) CBX3; (C) TFDP1;(D) HDAC1; (E) SMAD2; (F) ZNF. Os gréficos de A a E exibem
os niveis de expressdo em TPM + 1 na escala log na base 2. As tabelas abaixo destes gréaficos expdem
os resultados dos testes estatisticos. A coluna “métodos” indica o protocolo que validou a expressao
diferencial e é utilizado o termo “cuff” para indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq?2 e

“ambos” para fazer mencéao aos dois métodos. O LFC e p-valor ajustado (padj) sdo exibidos para cada
um dos métodos.
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Figura 35) Sub-rede de reguladores de transcri¢ao associados a ativagao

(A) Rede de interacdo proteina-proteina com nés coloridos de acordo com o nivel de expressao génica
(TPM). Tons de azul indicam um valor de TPM menor ou igual a 10. (B) Grafico de barra mostrando a
variagdo de expressdo em LFC. Os termos “des”, “cuff” e “ambos” indicam que a expressdo diferencial
foi detectada pelo protocolo do Cufflinks, DESeq2 ou ambos, respectivamente. Os valores de LFC para
genes DE de acordo com o Cufflinks e DESeg2 (ambos) correspondem a média aritmética dos valores
de LFC obtidos por com cada um destes métodos.

As células ITGA4-KO apresentaram também um aumento de expressdo de NOTCH1,
simultaneamente com dois dos seus genes alvos que sdo DTX1 e TBX21. De fato, a inibi¢cdo da
sinalizacdo de Notch em células T CD4" reduz a polarizagdo para Thl por impedir a formacéo
de um complexo no promotor de Thx21 e consequente diminuicao de expressao de T-bet (153).
A sinalizacdo via Notch também apresenta papel crucial na diferenciacéo para outras diferentes
subpopulacdes de células T (110, 111) e esta associada ao aumento de producdo de IL-2 e
CD25 em células T CD4* (154). E importante salientar que observamos um aumento da
atividade de IL2RB nas células ITGA4-KO, mas sem alteracGes significativas na expressao de
IL2RA (Figura 31). Além disso, essas células apresentam reducdo de expressao do gene HES1
(Figura 32), necessario para a a¢ao de Notch na diferenciagdo de células T yd secretoras de
IL-17, mas ndo na ativacdo de células T CD8" (155) (156). Esse achado sugere que, na auséncia
de VLA-4, a possivel atividade de NOTCH1 ocorra independente da presenca de HESL.
Ressaltamos ainda que os processos de ativacdo mediados por Notch podem ter uma alca de
regulacdo negativa nas células mutantes através do aumento de atividade de ARRB1. O produto
deste gene em células hematopoiéticas pode associar-se a ubiquitina ligase NEDD4 e marcar
NOTCH1 para degradacéo (157).
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Figura 36) Indice de transcricdo de importantes genes na diferenciacdo dos subtipos Thl, Th2 e
Thl7

(A) (B) (C) genes codificantes fatores de transcri¢cdo que atuam como reguladores centrais no processo
de diferenciagdo (D) (E) (F) genes codificantes para os receptores das principais interleucinas para
definicdo de cada subgrupo. Os niveis de expressdo estdo expostos em TPM + 1 e os graficos de Aa F
estdo em escala log na base 2. As tabelas abaixo dos graficos de expressdo expdem os resultados dos
testes estatisticos. A coluna “métodos” indica o protocolo que validou a expressdo diferencial e é
utilizado o termo “cuff” para indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq?2 e “ambos” para fazer
mencao aos dois métodos. O LFC e p-valor ajustado (padj) sdo exibidos para cada um dos métodos.

Em conjunto, nossas analises de expressao génica diferencial e de vias enriquecidas
apontaram para modulagdes em genes envolvidos nas interagdes citocina-receptor e em genes
reguladores transcricionais fundamentais para a via de diferenciacéo de linfécitos T. De fato,
conforme discutido previamente, a adicdo de anticorpo monoclonal anti-a4 em processo de
ativacdo in vitro de células T naive via estimulagdo com anti-CD3 e anti-CD28 ou com células
dendriticas, além de alterar a localizagéo da integrina VLA-4 na sinapse imunoldgica, resulta
em polarizacdo para um perfil Th1. Além disso, tratamento in vivo com o anti-a4 também gerou

um desvio para resposta Thl em modelo experimental de glomerulonefrite autoimune de
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padrdo Th2 (68). Destacamos ainda abordagem genética em camundongo nocaute condicional,
com inativacao seletiva de Itga4 em células T, que demonstrou o desenvolvimento atrasado de
neuroinflamacdo em modelo de encefalomieliete autoimune experimental, com maior
infiltracdo de linfdcitos Th17 em relagdo a linfdcitos Thl (81). Em concluséo, nossos achados
e os estudos aqui discutidos apontam para um relevante papel mediado pela integrina VLA-4

na regulacao da diferenciacdo de células T.

8.4) Concluséo parcial da quarta parte dos resultados e discussdo

As analises dos reguladores transcricionais diferencialmente expressos nas células
ITGA4-KO revelou dois grupos génicos codificantes para importantes proteinas na ativacdo e
diferenciacdo de células T. O primeiro grupo génico abordado codifica para possiveis
componentes do complexo regulador epigenético associado a TRIM28 e responsavel pela
conversao metabolica durante a ativacdo de linfdcitos T. Apesar do modelo das células ITGA4-
KO ter mostrado limitacGes para analise da funcdo deste complexo por ndo realizar uma
conversdo metabolica como esperado, foram identificados novos genes com possivel
associacdo funcional a TRIM28. Estudos posteriores de silenciamento génico podem averiguar
a importancia destes candidatos na conversdao metabdlica do cultivo primario de células T.

O segundo grupo génico analisado estd associado a funcdo de T-bet e corrobora a
hipotese de que as células mutantes ganharam caracteristicas de linfocitos T ativados com
possivel inicio de diferenciacdo em Thl. A reducdo de transcricdo de genes associados a

diferenciacdo nos subtipos Th2 e Th17 reforcam essa hipotese.
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9) RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE 5: A INATIVACAO DE ITGA4
PROMOVEU ALTERACOES NO PERFIL DE MOLECULAS DE SUPERFICIE
COM IMPLICACOES FUNCIONAIS EM ADESAO, MIGRACAO E SINALIZACAO

A quinta parte dos resultados e discussao é dedicada as analises de genes associados a
producdo de proteinas que sdo transportadas para a membrana celular e estdo associadas com
as fungdes de adesdo, migracdo e sinalizacdo. Foram realizados experimentos com os cultivos
de células ITGA4-KO e WT com a finalidade de avaliarmos possiveis variagdes referentes a

tais funcoes.

9.1) Moléculas de adesdo e de interacdo célula-célula diferencialmente expressas em
células ITGA4-KO

A andlise por GSEA para a comparacdo KO vs WT frente a anotacdo com GO (Figura
26), indicou uma importante modulacdo positiva de genes associados aos termos cell-cell
adhesion (G0O:0098609), cell adhesion (GO:0007155) e biological adhesion (GO:0022610).
Para termos uma melhor visualizacdo das possiveis alteracdes moleculares na superficie das
células mutantes, os genes diferencialmente expressos na comparagdo WT vs KO foram
visualizados no mapa da via cell adhesion molecules (hsa04514), com coloracdo de acordo
com a modulacéo de expressdo (Figura 37).

Dentre os produtos dos genes modulados positivamente nas células ITGA4-KO, temos
moléculas importantes para a adesao e migracao linfocitaria, tais como PECAM-1 (CD31), L-
selectina (CD62L), CD58 (LFA3), CD28 e ICAM-2. Os genes codificantes para moléculas de
MHC HLA-A, HLA-B, HLA-E e HLA-DRB1 também estdo todos modulados positivamente
nas células ITGA4-KO (Figura 38). As diferencas de expressao encontradas para HLA-C e
HLA-DQB1 ndo possuiam suporte estatistico na comparacdo KO vs WT. Anteriormente, n0sso
Laborat6rio demonstrou que, em cultivos de células epiteliais timicas, tanto o silenciamento de
ITGA5 como o silenciamento de ITGA6 modificaram o padrdo de expressdo dos ligantes dessas
integrinas, respectivamente as moléculas de ECM fibronectina e laminina, juntamente com
outras moléculas envolvidas em adesdo e migracdo (158,159). A modificagdo de expressao de
genes codificantes para moléculas envolvidas em adesdo, migracédo e sinalizacdo via sinapse
imunoldgica ajuda a cunhar o conceito de que existe um mecanismo regulado por integrinas no
controle de expressao das moléculas envolvidas em vias de sinalizacdo associadas as proprias

integrinas.
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No microambiente timico, um complexo sistema multi-vetorial guia e seleciona os
linfécitos de acordo com suas interacdes com as células epiteliais e a ECM (7,34,160) As
integrinas desempenham um importante papel na formagdo e manutencdo das caracteristicas
desse microambiente e ha um mecanismo de controle de expressdo de lamininas baseado na
atividade de seus receptores. Os sinais presentes no microambiente timico incluem moléculas
de superficie celular e moléculas solGveis como, por exemplo, ligantes de Notch, ligantes de c-
Kit, moléculas de MHC e IL-7 (160). Fora do timo, os linfocitos T continuam sua jornada de
desenvolvimento que inclui os processos de diferenciagdo e ativagdo. Os mecanismos de
regulacao da expressdo de moléculas de superficie que ja haviam sido reportados para células
epiteliais timicas também podem existir em células linfocitérias.

CD2, LFA-1 e CD28 sdo importantes receptores de células T que emitem sinal de
coestimulacdo para a ativacdo via TCR. Estes receptores ligam-se, respectivamente, a CD58,
ICAM-1 e B7.1 (CD80)/B7.2 (CD86), presentes nas APCs profissionais (161). A remocdo de
VLA-4 nas células Jurkat promoveu uma pequena reducdo de transcricdo de CD2 (sem
significancia estatistica na comparacdao WT vs KO) e um aumento superior a duas vezes para
a transcricdo de CD28 (Figura 39). Em células T, CD28 tende a ser menos expresso apos
ativacdo e em situacdes de inflamacao cronica (162). Isto estd em contraste com o fenétipo de
ativacdo observado para as células mutantes, que ocorre em concomitancia com o aumento de
atividade de CD28. De forma similar, CD58 teve um aumento de expressdo o0 que poderia
conferir as células mutantes a capacidade de se autoestimularem via CD2. Linhagens de células
T infectadas com 0 HTLV1 séo capazes de induzir a atividade de IL2 em células Jurkat por um
mecanismo que envolve o aumento de expressdo de CD58 e estimulo do correceptor CD2
(163).
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Figura 37) Variacéo de expressédo de genes associados a adeséo celular

(A) Diagrama adaptado do banco de dados do KEGG correspondente a genes associados ao termo "Cell
adhesion molecules"(hsa04514). Os retangulos foram coloridos de acordo com o valor de LFC para o
respectivo gene DE na comparacao KO vs WT. Os retangulos brancos representam genes que nao foram
detectados como DE na comparagdo KO vs WT. A descri¢éo da notacdo utilizada no mapa do KEGG
é exposta na Figura 70 no ANEXO 9. (B) Grafico de barra mostrando valores de LFC para genes
diferencialmente expressos na comparacdo KO vs WT. As siglas “des”, “cuff” e “ambos” indicam os
genes cuja expressdo diferencial foi detectada pelo protocolo do Cufflinks, DESeq2 ou ambos,
respectivamente. Os valores de LFC utilizados nestes graficos para os genes classificados como DE por
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ambos os métodos (Cufflinks e DESeq2) correspondem a média aritmética dos valores de LFC obtidos
por cada um desses protocolos.
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Figura 38) Nivel de expressao de genes codificantes para moléculas de (A) (B) (C) MHC de classe
I e (D) (E) (F) MHC de classe 11

Os niveis de expressao estdo expostos em TPM + 1 e os graficos de A a F estdo em escala log na base
2. As tabelas abaixo dos graficos de expressdo expdem os resultados dos testes estatisticos. A coluna
“métodos” indica o protocolo que validou a expressdo diferencial e é utilizado o termo “cuff” para
indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq2 e “ambos” para fazer mengao aos dois métodos. O
LFC e p-valor ajustado (padj) sdo exibidos para cada um dos métodos.
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Figura 39) Nivel de expressao medido em TPM para os genes (A) CD2, (B) CD58 e (C) CD28

Os niveis de expressao estdo expostos em TPM + 1 e os graficos de A a C estdo em escala log na base
2. As tabelas abaixo dos graficos de expressao expdem os resultados dos testes estatisticos. A coluna
“métodos” indica o protocolo que validou a expressdo diferencial e é utilizado o termo “cuff” para
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indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq2 ¢ “ambos” para fazer men¢do aos dois métodos. O
LFC e p-valor ajustado (padj) sdo exibidos para cada um dos métodos.

PECAM-1 (Platelet endothelial cell adhesion molecule-1) é expressa em todas as
células pertencentes ao compartimento vascular, mas esta mais presente nas células endoteliais.
As moléculas de PECAML nos leuctcitos podem interagir com PECAML das células
endoteliais, contribuindo para o processo de transmigracdo para o tecido inflamado. Outras
moléculas presentes nas junc¢des das células endoteliais como ICAM-2, JAM-1, JAM-3, ESAM
e CD99 também estdo implicadas no processo de diapedese (63,164,165). As células mutantes
apresentaram um aumento de atividade para PECAML1 e ICAM2 e uma reducéo de transcricao
para CD99 e JAM3. ICAM-2 geralmente ndo é expresso em células T e esta presente por todo
o endotélio. ICAM-1 e ICAM-2 possuem redundancia no processo de recirculacio de linfocitos
atraves de linfonodos, entretanto, apenas ICAM-1 esta envolvido na migracédo para o local de
inflamacGes de pele e captura de linfocitos nos pulmdes (166). CD99 possui uma expressao
difusa por muitos tecidos e participa do recrutamento de células T para inflamagdes de pele.
Esta molécula participa de diversos processos biologicos, que incluem adesdo celular,
migracdo, diferenciacdo, diapedese, inflamacédo e cancer (167). JAM-3 (junctional adhesion
molecule 3) se associa a proteina de polaridade celular PARD3 para formar um complexo que
atua na formacdo de junc@es oclusivas (168). Nas células ITGA4-KO, PARD3 também esta

modulado negativamente, assim como JAM3 (Figura 40).
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Figura 40) Nivel de expressdo medido em TPM para os genes (A) JAM-3 e (B) PARD3.

Os niveis de expressao estdo expostos em TPM + 1 e os gréaficos de A e B estdo em escala log na base
2. As tabelas abaixo dos graficos expdem os resultados dos testes estatisticos. A coluna “métodos”
indica o protocolo que validou a expressdo diferencial e ¢ utilizado o termo “cuff” para indicar o
Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq2 e “ambos” para fazer mengdo aos dois métodos. O LFC e p-
valor ajustado (padj) séo exibidos para cada um dos métodos.
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A L-selectina (CD62L; codificada pelo gene SELL) é importante para a interacéo inicial
de leucdocitos com células endoteliais, controlando assim o processo de rolamento, adesédo e
diapedese. Essa molécula controla a entrada de células T naive e de memoria central em
linfonodos, através da ligacdo as vénulas de endotélio alto (HEVs; high endothelial venules),
enquanto as P- e E-selectinas tém papel no rolamento de células T ativadas sobre o endotélio
vascular inflamado (169). Ap6s o comprometimento da célula T com a ativacédo via TCR, SELL
é regulado negativamente, podendo a deteccdo de sua perda ser utilizada inclusive como um
marcador de ativacdo (170). Entretanto, € importante salientar que estudos com anticorpos
bloqueadores e com camundongos CD62L-KO também demonstraram um papel importante
para a L-selectina na mediacdo da inflamacéo cutanea. Nesse contexto, as células ITGA4-KO,
além de apresentarem um fendtipo compativel com ativacdo e com possivel desvio para

diferenciacdo Thi, revelaram um aumento transcricional de SELL.

9.2) Perfil de expressdo de integrinas

De acordo com o perfil de transcrigdo de integrinas analisado, VLA-4 aparece como a
integrina com maior transcricdo em células Jurkat WT (Figura 41). A mutacdo em ITGA4
promoveu um aumento de aproximadamente 2 vezes na expressdo de ITGAL; entretanto, 0s
niveis de expressao para este gene sdo muito inferiores aos da integrina a4 (Figura 41). O gene
ITGAG6 e o proprio ITGA4 apresentaram quantidades reduzidas de RNA nas células mutantes.
Dos genes codificantes para cadeias § de integrinas, apenas o ITGB5 apresentou variagdo de
expressdo com suporte estatistico. Mas, mesmo com o aumento de transcricdo nas células
ITGA4-KO, a média dos indices de expressdo por condi¢do nao superaram o valor de 1 TPM.

Para testar o efeito da inativacdo génica de ITGA4 sobre a producéo de outras cadeias
que se associam a cadeia B1 de integrina, foi realizada uma anélise da expressdo membranar
de a5. Nas células mutantes para o gene ITGA4, o nivel da proteina a5 esta pelo menos 2 vezes
maior que em céluas Jurkat ndo mutantes (Figura 42). O aumento da quantidade desta proteina
na superficie das células mutantes ndo é acompanhado por um acréscimo similar de atividade
do gene ITGA5, o que nos leva a postular um possivel ganho de estabilidade da proteina. Na
auséncia da cadeia 04 e frente a um consequente aumento de disponibilidade de subunidades
B1, mais moléculas a5 poderiam ser mantidas na superficie das celulas ITGA4-KO na forma
de VLA-5.
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Figura 41) Grafico de barra mostrando os valores de TPM que representam o perfil de
transcricdo de integrinas nas celulas WT e KO

(A) cadeias a (B) cadeias B. Os asteriscos indicam que a diferenca de expressdo possui um suporte
estatistico com p-valor ajustado menor ou igual a 0,0001 (****), 0,001 (***) ou 0,01 (**). Os termos
“cuff”, “des” ou “both” indicam que a diferenga de expressao foi classificada como significativa pelos
métodos do Cufflinks, DESeg2 ou ambos, respectivamente. Os testes estatisticos sobre as diferencas de
expressdo foram realizados com os valores normalizados pelo Cufflinks e/ou DESeq2 e ndo baseados
nos valores de TPM exibidos nos graficos.

De forma interessante, o silenciamento de ITGA6 em linhagem de células epiteliais
timicas resultou na reducdo de expressao membranar das cadeias a2, o3 e a4, que formam as
integrinas VLA-2, VLA-3 e VLA-4 em associac¢do a cadeia B1 (159). Em contrapartida, o
silenciamneto de ITGAS5, também em células epiteliais timicas, ndo resultou em um aumento
de expressao da subunidade a4 (171). Esses achados suportaram o conceito de crosstalk entre
as vias de expressédo de integrinas no epitélio timico, com efeitos compensatorios da remocao
de uma determinada integrina (159). Nesse sentido, o silenciamento de ITGA6 em
queratinocitos também gerou uma redugdo de expressdo membranar das integrinas o3 e 4 sem
alteracdes significativas na producdo dos mRNA codificantes para essas proteinas (172). Este

achado aponta para a importancia de mecanismos de controle pds-transcricionais regulando a
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quantidade de integrinas na membrana da célula. Em conjunto, esses dados apontam para a
existéncia de complexos mecanismos de controle de expresséo entre integrinas em linfocitos
T, justificando a utilizacdo da células Jurkat ITGA4-KO como interessante modelo para

abordar, em futuros estudos, as bases mecanisticas dessa corregulacdo de integrinas.
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Figura 42) Analise da expressdo da subunidade a5 (CD49¢)

(A) Expressdo do gene ITGAS. Os niveis de expressdo estdo expressos em TPM + 1 e o graficos esta
em escala log na base 2. A tabela abaixo do gréafico expdem os resultados dos testes estatisticos. A
coluna “métodos” indica o protocolo que validou a expressdo diferencial e ¢ utilizado o termo “cuff”
para indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq2 e “ambos” para fazer mencdo aos dois
métodos. O LFC e p-valor ajustado (padj) sdo exibidos para cada um dos métodos. (B) Quantificacdo
por citometria de fluxo da proteina a5 na membrana de células Jurkat ndo-mutantes e mutantes para
ITGA4. A mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) é mostrada em um grafico de barra. Dados
representativos de 3 experimentos distintos. (C) Histograma de células marcadas com anti-a5-PE por
intensidade de fluorescéncia. O controle ndo marcado (unstained) corresponde a células WT in natura
sem tratamento com anticorpos.

9.3) Ensaios de mobilidade celular

A modulacdo da expressdo de integrinas sugere a modulacdo concomitante das
atividades de motilidade e migratdrias consequentes a perda da subunidade 04 de integrinas.
Assim, a fim de avaliar a mobilidade das células ITGA4-KO frente a fibronectina e outros
estimulos, foram realizados ensaios de mobilidade em superficie plana e em camaras de
transwell. Em um ensaio para medir a motilidade das duas linhagens celulares sobre uma
superficie de vidro recoberta com fibronectina, as células ITGA4-KO apresentaram uma
velocidade média reduzida comparativamente aquela medida para as células WT (Figura 43).
A perda de motilidade pelas células ITGA4-KO frente a fibronectina era um resultado esperado
e este experimento foi realizado apenas uma vez com a filmagem de 5 campos por placa. Os
resultados expostos na Figura 43 representam as medi¢cOes de todas as trajetdrias rastreadas

nos 5 campos.
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Figura 43) Ensaio de motilidade sobre superficie recoberta com fibronectina

(A) Imagem representativa da analise de rastreamento do movimento celular. A técnica foi utilizada
para medir a trajetoria e velocidade de locomogao de cada célula. A trajetéria da célula esté colorida de
acordo com a velocidade média e as tonalidades de cor mais quente representam as velocidades mais
altas. (B) Grafico representativo das velocidades médias obtidas para as células Jurkat WT e ITGA4-
KO. Os asteriscos indicam que a diferenca entre as médias possui significancia estatistica com p-valor
<0,0001 pelo método de t-student.

Para avaliar a habilidade das células ITGA4-KO em realizar transmigracdo, foram feitos
ensaios em camaras de transwell. A linhagem celular mutante apresentou maior atividade de
transmigracdo frente a fibronectina quando comparada as células ndo mutantes (Figura 44).
Este resultado, aparentemente incongruente com o obtido para a observacdo da motilidade
sobre uma superficie plana, pode estar relacionado a um processo de migracéo independente
de integrinas. As integrinas, apesar de muito importantes para interaces com a EMC, sdo
dispensaveis para o processo de migracdo de diversas células do sistema imune em diferentes
contextos (173). Os leucécitos murinos, mesmo com todos os genes de integrina deletados,
migram em igual velocidade dentro de modelos 3D ou em tecidos inflamados (59). Em
contrapartida, para linfocitos T, as integrinas sdo indispensaveis para o processo de adesdo ao
endotélio, migracdo contra o fluxo sanguineo e diapedese (174). Os ensaios de transmigracao
em camaras transwell podem ser semelhantes a um modelo de migracdo 3D e outras moléculas
de adesdo, a maquinaria de remodelamento do citoesqueleto e o tamanho celular podem
influenciar bastante na motilidade observada. Por outro lado, o aumento de VLA-5 nas células
mutantes poderia facilitar a migracdo dessas células através da camara transwell. Em
experimentos com camundongos NOD (non-obese diabetic) comparados a camundongos
BALB/c, as células T e os timocitos NOD apresentam dificuldades para atravessar a pelicula

da camara transwell recoberta com fibronectina ao mesmo tempo que possuem uma reducéao
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na expressdo de VLA-5, indicando a importancia dessa integrina para este modelo de migracao
(175).
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Figura 44) Transmigracao frente a fibronectina (FN) e estimulo com CXCL12

A) numero total de células que transmigraram B) razdo das médias de transmigracdo (FN mais estimulo
com CXCL12 em duas concentracfes versus FN somente). O experimento foi repetido 3 vezes e a
analise estatistica foi feita pelo método ANOVA ou t-student (* indica que a diferenca entre as médias
possui significancia estatistica com p-valor < 0,05 e **** indica um p-valor < 0,0001). A média
aritmética e o intervalo de confianca de 95% sdo por linhas pretas.

Ambas as linhagens celulares responderam positivamente ao estimulo com CXCL12
colocada na camara inferior (para a qual as células devem migrar). O estimulo com o fator
quimiotatico teve maior efeito sobre a transmigracéo das células ndo mutantes. As células ndo
mutantes migraram 7 vezes mais frente a fibronectina e estimulo com CXCL12 a 50 ng/mL do
que frente a fibronectina somente. A mesma concentragcdo de CXCL12 gerou um aumento de
apenas 4,6 vezes na transmigracdo das células ITGA4-KO. Ambas as células possuem uma
resposta dependente da dose e o estimulo com 50 ng/mL gerou uma quimioatracdo maior que
0 estimulo com 200 ng/mL de CXCL12. Nas duas condi¢cBes experimentais a resposta
proporcional das células WT foi maior que a das células ITGA4-KO.

E interessante notar que o receptor CXCR4, capaz de reconhecer especificamente a
quimiociona CXCL12, é menos transcrito em células mutantes do que em células WT (Figura
45). Em contrapartida, 0 ACKR3 (atypical chemokine receptor 3), também conhecido como o
gene codificante para CXCR7 (C-X-C chemokine receptor type 7), outro receptor especifico
para CXCL12, possui atividade aumentada nas células mutantes. Entretanto, ACKR3 é dezenas
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de vezes menos expresso que CXCR4 e, mesmo com aumento de atividade, poderia ndo ser

capaz de suprir a deficiéncia de CXCR?7.
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Figura 45) Perfil de transcrigdo de receptores de CXCL12

(A) CXCR4; (B) ACKR3 (CXCRY7). Os niveis de expressdo estdo expostos em TPM + 1 e os graficos
de A e B estdo em escala log na base 2. As tabelas abaixo dos gréficos de expressdo expdem 0s
resultados dos testes estatisticos. A coluna “métodos” indica o protocolo que validou a expressao
diferencial e ¢ utilizado o termo “cuff” para indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq2 e
“ambos” para fazer mengdo aos dois métodos. O LFC e p-valor ajustado (padj) séo exibidos para cada
um dos métodos.

Jé foi reportada a atividade cooperativa de estimulo adesivo e quimiotatico em células
T, mediados respectivamente por fibronectina e CXCL12. Ambos os sinais resultam em efeito
sinergético na fosforilacdo de VAV1 e ativacdo de WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein,
resultando em um eficiente processo de migracao de células T humanas (176,177). A reducdo
de expressdao de CXCR?7 na auséncia de VLA-4, pode ser um indicativo de um mecanismo de
retroalimentacdo da sinalizacdo por estimulo adesivo e quimiotatico que foi perturbado na
remocdo de ITGAA4.

9.4) Mobilizacdo intracelular de calcio

Durante os testes preliminares de ativacdo das células para preparar as amostras para o
RNA-Seq, nos deparamos com o surpreendente achado de que as células ITGA4-KO possuiam
menor mobilizacdo de célcio intracelular que as células Jurkat WT. A mobilizacéo de calcio
foi medida por citometria de fluxo, através do sensor de calcio eFluor 514, ap6s a adicéo de
ionomicina (Figura 46). A ionomicina é um ionoforo utilizado para mimetizar parte da
sinalizacdo deflagrada pela ativacdo via TCR, por permitir um influxo de célcio na célula em
estudo. O influxo inicial de célcio produzido por ionomicina, que atuando como um ionoforo,

permite o transporte membranar de calcio do meio extracelular para o intracelular, além de
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induzir canais de célcio ativados pela deplecéo dos estoques intracelulares de calcio (178). Essa
mobilizacdo de calcio para o citoplasma foi observada nas células WT, mas nao foi visualizada
nas células ITGA4-KO.

Para quantificar a mobilizacdo de célcio mediada somente por canais de célcio, 0
deslocamento deste ion foi medido por fluorimetria com células estimuladas por ATP (Figura
47). Nestes experimentos, o efluxo do sensor de Ca?* Fluo-3 por meio de transportadores ABC
foi bloqueado através de um tratamento com probenicida. Apos estimulos com ATP, as células
mutantes apresentaram um deslocamento de célcio aproximadamente 2,5 vezes menor que as
células WT. Como controle positivo do sensor de calcio foi utilizado a linhagem celular de
macrofagos J774-G8 (179) e como controle negativo do estimulo foi utilizada uma solucdo
salina (PBS). O sinal basal de fluorescéncia foi medido por 20 segundos, quando entéo foi
aplicado a dose do estimulo. Ambas as linhagens celulares responderam com a mesma
velocidade, entretanto com intensidades diferentes.

Em conjunto, esses experimentos indicam que as células ITGA4-KO apresentam uma
mobilizacdo de calcio menos eficiente que as células Jurkat WT. Em paralelo a esses achados,
verificamos que as células mutantes possuem uma reducdo de atividade dos genes CACNB3
(Voltage-Dependent L-Type Calcium Channel Subunit 5-3) e CACNB4 (Voltage-Dependent L-
Type Calcium Channel Subunit $-4), que codificam para subunidades p do canal de calcio
voltagem-dependente tipo L (Cavl) (Figura 48). Somado a isso, 0 gene codificante para o
RNA CACNA1C-AS1 (CACNALC antisense RNA 1) esta regulado positivamente. Este
IncRNA ¢ anotado como regulador negativo da tradugao da cadeia a1 do canal de célcio Cav1.2
e, de acordo com andlises utilizando a plataforma LncTar, ele pode ligar-se a0 mRNA
codificante para CACNA1C com um AG na ordem de -420 kcal/mol. Embora ndo haja
validacdo estatistica da diferenca entre as médias dos indices de expressdo para todos esses
genes na comparacdo KO vs WT, as andlises apontam para uma reducdo de expressao dos
mRNA codificantes para as cadeias § e aumento de transcricdo de CACNA1C-AS1 nas células
mutantes, sugerindo um amplo efeito da inativacdo de ITGA4 sobre genes envolvidos na

mobilizagdo de célcio em células T.
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Figura 46) Medida do deslocamento intracelular de célcio por citometria de fluxo

(A) (D) Estratégia para selecdo de células; (B) (E) histograma de células por intensidade de
fluorescéncia apos a adi¢do de ionomicina; (C) (F) intensidade de fluorescéncia detectada ao longo do
tempo. Dados representativos de 2 experimentos distintos.

Nesse contexto, ressaltamos também que, dos quatro genes codificantes para fitas al
de canais calcio voltagem dependente do tipo L, apenas CACNALC (Cavl.2) e CACNALD
(Cav1.3) apresentaram expressdo detectavel nas células Jurkat e ambos sdo menos transcritos
nas células mutantes. O canal de calcio Cav1.4, formado ao redor da fita a1l CACNALF, ja foi
implicado no desenvolvimento e sobrevivéncia de células T imaturas (180); entretanto, 0s
dados do transcriptoma apontam para restrigdes de expressdo dos canais Cav1.2 e Cav1.3 nas
células ITGA4-KO. Ainda é necessario fazer experimentos funcionais para melhor
entendermos a natureza da diferenca entre as linhagens WT e KO quanto a mobilizacdo de
calcio. Dentre estes experimentos, podemos citar o teste da mobilidade e célcio apds o
tratamento com inibidores seletivos de canais de célcio, como as dihidropiridinas ou o

diltiazem (Figura 48 E), e apds o silenciamento de genes como CACNA1C e CACNALD.
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Figura 47) Medida do deslocamento de calcio feita em leitor de microplaca FlexStation 111

(A) Gréfico exibindo a emissdo de unidades fluorescéncia (UF) pelo sensor de Ca?* Fluo-3 ao longo do
tempo. Figura representativa de 3 experimentos. (B) Grafico de barra mostrando a variacdo total de
fluorescéncia por tipo celular e estimulo. A hipdtese nula de diferenca entre as médias foi testada pelo
método t-test. O desvio padrdo esta representado pela linha acima da barra e o experimento foi realizado
3 vezes com triplicata experimental.
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Figura 48) Nivel de expressdo medido em TPM para genes envolvidos no influxo de calcio
mediado por canais voltagem dependentes do tipo L

(A) (B) Genes codificantes para fitas p (C) RNA antisenso com capacidade de ligar-se a0 mMRNA de
CACNALC (Cavl.2). Os niveis de expressao estdo expostos em TPM + 1 e os graficos de A a C estdo
em escala log na base 2. As tabelas abaixo dos graficos de expressao expdem os resultados dos testes
estatisticos. A coluna “métodos” indica o protocolo que validou a expressao diferencial e ¢é utilizado o
termo “cuff” para indicar o Cufflinks e “des” para se referir ao DESeq2. O LFC e p-valor ajustado
(padj) sdo exibidos para cada um dos métodos. (D) Genes codificantes para as fitas al de canais Cav1l.
(E) Estrutura dos canais CaV1 e sitios de ligacdo de bloqueadores de canais de calcio com diferentes
niveis de seletividade (fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Calcium_channel).

CACNA1C
ACNA1D
ACNA1F

CACNA1S

[of

9.5) Concluséo parcial da quinta parte dos resultados e discussao

A inativacdo de ITGA4 promoveu uma acentuada modificacdo do perfil de expressédo
de moléculas de membrana, com alteracdo de atividade de genes codificantes para outras
integrinas, componentes do MHC, selectinas, proteoglicanos e canais ibnicos. Nesse sentido,
as células ITGA4-KO apresentaram uma perda de velocidade média no deslocamento sobre
uma superficie recoberta com fibronectina. Contudo, estas células apresentaram maior taxa de
transmigracdo em experimentos em camaras de Transwell recobertas com fibronectina.

As ceélulas mutantes também apresentaram uma reducdo de atividade dos genes
codificantes para canais de calcio voltagem dependente com correspondente perda de
mobilizagdo de célcio intracelular.
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10) RESULTADOS E DISCUSSAO - PARTE 6: MIMETIZACAO DA ATIVACAO
VIATCR COM ANTICORPOS ATIVADORES

A sexta e ultima parte dos resultados é dedicada as andlises referentes ao experimento
de mimetizacdo da ativacdo via TCR utilizando células ITGA4-KO e WT tratadas com
anticorpos ativadores. Até o momento ja foi descrito que as células mutantes ganharam um
perfil de expressdo génica compativel com a ativagdo e regulacdo da ativacdo por alcas de
retroalimentacdo negativa. Sera dado foco em como ficou o transcriptoma dessas células ap6s

induzi-las a ativacdo com anticorpos.

10.1) Expressédo de marcadores de ativagio

As células ITGA4-KO apresentaram um fendtipo indicativo de ativacado linfocitaria com
uma tendéncia para a diferenciacdo em Thl. Entretanto, quando essas células foram ativadas
por 4 horas com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28, apresentaram uma ativacdo mais branda
que as células Jurkat WT, de acordo com o perfil transcricional de CD69 e Nur77 (proteina
codificada pelo gene NR4Al), marcadores de ativacdo recente de células T expressos,
respectivamente, na membrana e no nucleo da célula. De fato, as células mutantes apresentam
um aumento de atividade de CD69 e NR4AL e, ap0s a estimulacdo, as células WT atingiram

niveis mais altos de transcri¢do para 0s mesmos genes.
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Figura 49) Nivel de expressdo de genes codificantes para marcadores de ativacao linfocitaria

(A) CD69 - marcador de expressdo membranar e (B) Nur77 - marcador de expressao nuclear. Os niveis
de expressédo estdo expostos em TPM + 1 e os gréaficos de A e B estdo em escala log na base 2. As
tabelas abaixo dos graficos de expressdo expdem os resultados dos testes estatisticos. A coluna
“métodos” indica o protocolo que validou a expressdo diferencial e é utilizado o termo “cuff” para
indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq?2 e “ambos” para fazer mencao aos dois métodos. O
LFC e p-valor ajustado (padj) sdo exibidos para cada um dos métodos.
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E importante salientar que CD69 é um receptor transmembranar da familia das C-
lectinas do tipo Il e sinaliza por intermédio das moléculas de JAK3 e STATS. Sua expressdo é
aumentada logo apos a estimulagdo de leucdcitos e, em linfocitos T, sua fungdo esté associada
a modulacdo da resposta emigratoria dirigida por esfingosina-1-fosfato (S1P) de oOrgdos
linfoides periféricos. Ao redor do promotor de CD69 ha sitios de ligacdo para os fatores de
transcricdo NFKB1, EGR1 e JUN (181). Nossos resultados revelam que as células ITGA4-KO
possuem um aumento de transcricdo de NFKB1, mas menor atividade dos genes ERG1 e JUN,
mesmo apds ativacao (Figura 50). A menor expressdo de CD69 nas células mutantes ativadas

pode estar associada a reduzida atividade de ERG1 e JUN em comparacdo com as células WT.
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Figura 50) Nivel de expressdo de genes codificantes para fatores de transcrigdo possivelmente
envolvidos na regulacéo de expressao de CD69

(A) NFKB1 (B) EGR1 (C) JUN. Os niveis de expressdo estdo expostos em TPM + 1 e os graficos de
A a C estdo em escala log na base 2. As tabelas abaixo dos graficos de expressao expdem os resultados
dos testes estatisticos. A coluna “métodos” indica o protocolo que validou a expressdo diferencial e é
utilizado o termo “cuff” para indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq2 e “ambos” para fazer
mencao aos dois métodos. O LFC e p-valor ajustado (padj) sdo exibidos para cada um dos métodos.

Nur77 é um fator de transcricdo capaz controlar a expressdo de diversos genes
associados ao metabolismo energético sendo um elemento-chave para a transicdo metabdlica
observada durante a ativacdo de células T. Além disso, a perda de funcdo de NR4A1 esta
associada a fenétipos de maior susceptibilidade a ativacdo celular e autoimunidade, o que
indica seu papel no aumento da toleréncia aos sinais de ativacdo (182). As celulas ITGA4-KO
além de apresentarem um aumento de transcricdo de Nur77, também possuem alteracdes
transcricionais compativeis com uma modificacdo do perfil metabdlico, como abordado na
secdo 8.2, e apresentaram um aumento de toleréncia de ativacdo por responderem com menor

eficiéncia quando tratadas com anticorpos ativadores.
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10.2) Avaliacéo da intensidade do efeito do tratamento com anticorpos ativadores sobre
as células mutantes

Para avaliarmos o impacto da mimetizacdo da ativacdo via TCR nas células ITGA4-
KO e WT, foi realizado uma anéalise de proximidade entre as amostras sequenciadas por
clusterizacdo com base na distancia de Jaccard (Figura 51). A clusterizacdo utilizando os
indices de expressao de todos os genes diferencialmente expressos pelo método do DESeq2,
agrupou as amostras por tipo celular e distinguiu os grupos tratados e ndo tratados com
anticorpos anti-CD3/CD28. A distancia de Jaccard entre as células WT antes e depois do
processo de ativagdo € maior que a distancia entre as células mutantes antes e apds 0 mesmo
tratamento. Para melhor observar essa diferenca nas distancias de Jaccard, a mesma analise de
clusterizacdo foi realizada considerando-se somente 0s 78 genes DE durante a ativacdo das
células WT e ITGA4-KO. Esses resultados indicam que a amplitude da variacdo de expressao
dos genes modulados com a ativacdo via com anticorpos € menor nas células ITGA4-KO. Em
ambas as anélises, todos os clados referentes as 4 amostras biologicas agruparam em mais de
94% dos cladogramas construidos com um teste de bootstrap de 10 mil replicatas.

Para visualizar as diferencas de expressdo relacionadas ao processo de ativacdo, foi
montado um mapa de calor com os indices de expressdo medidos em TPM para os genes DE
durante a ativacdo das células WT e ITGA4-KO (Figura 69, ANEXO 8). Um grupo de 161
genes DE (FC > 2) para as comparagdes WT4h vs WT ¢ KO4h vs KO, conforme anélise com
0s métodos do Cufflinks e/ou DESeq2, foram visualizados ap0s clusteriza¢do. O maior grupo
de genes coexpressos estdo anotados no cladograma com a barra de cor vermelha e corresponde
a genes regulados positivamente durante a ativagcdo de ambos os tipos celulares. Este cluster
pode ser visualizado em maior aumento na Figura 52 e possui duas caracteristicas marcantes:
é possivel observar niveis de expressdo mais atenuados no subgrupo KO4h em comparacao
com o subgrupo WT4h e ha uma maior homogeneidade nos padrbes de expressao entre 0s
genes deste cluster do que entre 0s genes pertencentes aos demais clusters. Dentre 0s genes
pertencentes ao cluster destacado na Figura 52, encontramos importantes reguladores de
ativacdo como EGR1, FOS e JUNB que fazem parte dos chamados genes imediatos e

participam da primeira resposta a estimulos de proliferacédo celular.
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Figura 51) Clusterizagéo das amostras com base nos genes diferencialmente expressos de acordo
com o método do DESeq?2

(A) todos os genes DE em qualquer uma das 6 comparacGes possiveis (B) diagrama de venn mostrando
0 nimero de genes na interse¢do dos grupos génicos modulados durante a ativacéo das células WT e
KO (C) somente genes DE para a intersecdo entre as compara¢fes WT4h vs WT e KO4h vs KO. A
significancia do teste de Bootstrap é indicada na origem do clado correspondente a cada amostra
biolégica.

EGR-1 e FOS sdo proteinas do tipo dedo de zinco capazes de se ligarem ao promotor
de IL-2, desempenhando um papel crucial para a ativacao linfocitaria (183). Durante a ativacao
das células ITGA4-KO, foi observado uma menor ativacdo de IL2 em comparacdo as células
WT (Figura 53). NAB2, que atua junto EGR-1 na ativagdo de IL2, também possui perfil de
expressdo semelhante e pode ser um corresponsavel pela reduzida atividade de IL2 nas células
mutantes (184). Outro gene alvo de EGR-1 é CD40LG que também esta alocado no mesmo
cluster anotado com a cor vermelha na Figura 52. Os membros 2 a 4 da familia dos EGR séo
modulados de forma semelhante ao EGR1 (Figura 54). Estes genes EGR sdo modulados

independentemente da sintese de proteina, o que sugere sua participa¢do na resposta imediata

aos sinais percebidos na membrana da célula. Além disso, EGR-2 e -3 ja foram apontados como
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reguladores negativos da resposta imune e responsaveis pelo estado de anergia da célula em
repouso (184). Apesar das células ITGA4-KO apresentarem um perfil de expressao compativel
com a ativacdo celular, foi observado no seu transcriptoma uma supressdo da resposta de
importantes genes imediatos com consequente expressdo atenuada dos seus genes alvos.

Associado a reducdo de expressdo de genes imediatos nas células ITGA4-KO, hd um
aumento de expressdo de reguladores da via canonica do TCR como PTPN2, PTPN6 e CSK
(C-Terminal Src Kinase) (Figura 55). Ambas modificag¢fes presentes nestas células podem ser
componentes de algas de regulacdo negativa resultante do fenétipo de ativacdo. PTPN6 é um
elemento classico de uma alca de regulacdo negativa da via do TCR (185) e responde ao
tratamento com anticorpos ativadores, em ambas as linhagens celulares, com acentuado
aumento de expressdo. Os niveis de transcricdo de PTPNG nas células ITGA4-KO ndo ativada
sdo equivalentes aos indices de transcricdo deste gene nas células WT apds 4 h de ativacéo.
Nas células mutantes, os niveis de transcricdo de PTPN6 sobem ainda mais, levando-nos a crer
que a acdo das alcas reguladoras negativas, ja ativadas nas células ITGA-KO néo tratadas,
contribuem para o processo de ativacdo mais atenuado ap6s mimetizagdo da ativacao da via do
TCR com anticorpos.

10.3) Concluséo parcial da sexta parte dos resultados e discussao

As células ITGA4-KO apresentaram aumento de expressao de marcadores de ativagdo
de um linfécito T, mas quando submetidas ao tratamento com anticorpos ativadores
apresentaram menor amplitude de variacdo de genes associados a ativacao. Esses resultados
provavelmente sdo devido a expressao nas células mutantes de genes reguladores da ativacao
como SHP1 e reguladores da via JAK-STAT (que foi abordado na parte 3 dos resultados). A
menor mobilizacdo de calcio das células ITGA4-KO (que foi abordado na parte 5 dos

resultados) também pode ter contribuido para uma ativacdo menos proeminente.
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C estdo em escala log na base 2. As tabelas abaixo dos graficos de expressdo expdem os resultados dos
testes estatisticos. A coluna “métodos” indica o protocolo que validou a expressdo diferencial e é
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(A) PTPN2, (B) PTPNG6 e (C) CSK. Os niveis de expressdo estdo expostos em TPM + 1 e os graficos
A a C estdo em escala log na base 2. As tabelas abaixo dos graficos de expressao expdem os resultados
dos testes estatisticos. A coluna “métodos” indica o protocolo que validou a expressdo diferencial e é
utilizado o termo “cuff” para indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq?2 e “ambos” para fazer
mencao aos dois métodos. O LFC e p-valor ajustado (padj) s&o exibidos para cada um dos métodos.
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11) CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A mutacdo gerada por CRISPR/Cas9 no clone EBH4ES5 bloqueou a possibilidade de
producdo de uma proteina funcional a partir do gene ITGA4. Embora ndo tenhamos realizado
experimentos de resgate de fenétipo, os resultados encontrados na caracterizacao funcional da
linhagem ITGA4-KO mostraram fendtipos com alteracfes bastante surpreendentes. Dentre eles
podemos citar a perda de volume celular, perda de capacidade para ajustar a taxa de
crescimento celular as condi¢des do meio de cultivo, maior capacidade transmigratoria frente
a fibronectina em experimentos com camaras transwell e menor mobilizacéo de célcio.

Além disso, a caracterizacdo molecular feita por RNA-Seq sugere que a perda da
subunidade 04 de integrinas promoveu um feno6tipo compativel com a ativacdo e polarizacao
em lifécitos de fendtipo Thl.

Por outro lado, as células ITGA4-KO responderam com menor intesidade ao tratamento
com anticorpos para mimetizar a ativacdo via TCR. Até entdo, as integrinas nunca haviam sido
relacionadas a uma funcdo supressora da ativacdo e apenas a importancia de LFA-1 para a
coestimulagdo da via do TCR tinha sido reportada. A remocdo de VLA-4 com consequente
perfil transcricional compativel a ativacdo linfocitaria traz uma nova perspectiva sobre o papel
dessa integrina para o sistema imune. Esses resultados sdo de suma importancia para
abordagens que visavam o ITGA4 como potencial alvo para terapia génica, pois, até entdo, ndo
se considerava que sua inativacdo poderia modular a ativacao de células T.

Do ponto de vista técnico, é preciso ponderar que estas observacdes foram feitas com
apenas uma linhagem ITGA4-KO e é necessario confirmar esses achados em outros clones
também mutantes nulos para a integrina o4. Também temos como perspectiva, avaliar o
silenciamento génico de ITGA4 em cultivos priméarios de células T humanas para observar o

efeito da perda de funcdo de VLA-4 sobre a ativacdo e diferenciacdo dessas células.

11.1) Proliferagéo celular

As células Jurkat ITGA4-KO apresentam igual velocidade de crescimento que as
celulas WT nas fases iniciais de crescimento, entretanto elas retardam a entrada na fase de
desaceleragéo. Ja foi visto que a delecdo da integrina f1 na linhagem MDA-MB-231, de cancer
de mama, gerou um aumento da proliferacdo das células mutantes em comparagdo com as nao
mutantes (186), mas em baixas concentragdes celulares, a mutagéo no gene ITGB1 gerou uma
diminuigdo da taxa de crescimento das células MDA-MB-23 em comparagdo com as células
WT.
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11.2) Motilidade e quimiotaxia

Era esperado que a inativagdo do ITGA4 reduzisse a motilidade das células mutantes
frente a fibronectina. Entretanto, isso s foi observado na migragdo em um modelo 2D onde as
células ITGA4-KO possuiam menor velocidade de locomocédo frente ao observado para as
celulas WT. Surpreendentemente, as células mutantes apresentaram uma frequéncia de
transmigracdo maior que as ndo mutantes. Esse efeito pode estar relacionado a expressao
compensatdria da subunidade a5 de intergina ou modificacdes em processos bioldgicos que
aumentam a capacidade da célula mutante em remodelar o citoesqueleto. E reportado que a
migracdo em modelos 2D ou 3D séo processos distintos e que as integrinas parecem ser
essescialmente fundamentais para a migragcdo em modelos 2D (173).

Os ensaios de transmigracdo com estimulo de CXCL12 confirmaram dados da literatura
que indicam o efeito sinérrgico dos estimulos por fibronectina e quimiocina. Além disso, as
células ITGA4-KO possuem menor expressao do receptor CXCR4 e respondem com menor
eficiéncia ao estimulo de CXCL12.

11.3) Controle de expressao de moléculas relacionadas a adeséo celular

Os niveis de RNA proveniente do ITGA5 ndo estdo significativamente aumentados nas
células ITGA4-KO; entretanto, hd uma grande elevacdo na detecgdo, por citometria de fluxo,
da expressdo membranar da integrina a5. Suspeitamos que, na auséncia da cadeia a4, exista
maior disponibilidade da integrina 1 com consequente estabilizacdo da subunidade a5 na
membrana da célula na forma de VLA-5. Para testar essa hipdtese, vamos superexpressar a
integrina B1 em células Jurkat WT e ITGA4-KO e observar os niveis das integrinas a4, a5 e
a6 na membrana das células.

Um conjunto de moléculas de adesdo e interacdo célula-célula sdo modulados
positivamente na linhagem ITGA4-KO. Resultados semelhantes j& haviam sido reportados
com c¢lulas epiteliais timicas tratadas com RNAi contra a5 e a6. Assim, nosso achados
demonstram gue mecanismos de controle de expressdo de moléculas de superficie controlados

por integrinas também ocrorrem em células T.

11.4) Efeitos da inativacdo de ITGA4 sobre a ativacao e a diferenciacgéo celular
A inativacdo do gene ITGA4 promoveu um fenotipo compativel com a ativagéo via
TCR e diferenciacgdo para o subtipo Thl. Enquanto a participacdo de LFA-1 ja havia sido bem

descrita para o processo de formag&o da sinapse imunoldgica e ativacdo das células T, pouco
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se sabe sobre a relacdo de VLA-4 com a ativacdo via TCR. A perda de funcéo de ITGA4 com
subsequente formacdo de um fendtipo transcricional semelhante a ativacdo linfocitaria, nos
leva a postular a existéncia de um mecanismo de regulagéo da ativagdo via TCR pela integrina
VLA-4. De fato, as células ITGA4-KO possuem também a ativacdo de algas de regulacdo
negativa da via do TCR como o aumento de expressao do gene PTPNG, que codifica a proteina
tirosina-fosfatase SHP1, um importante fator regulador da ativacdo de células T. A via de
ativacdo do TCR depende da ativagdo de LCK (Leukocyte C-Terminal Src Kinase) e a acdo
regulatoria exercida por SHP1 é crucial para o fino ajuste do processo de ativacdo nas etapas
proximais ao receptor (185). Outros reguladores da via também estdo mais transcritos nas
células ITGA4-KO como PTPN2 e CSK. Aléem disso, os niveis de mobilizacdo de calcio
intracelular sdo menores para as células Jurkat mutantes. Isso, somado a ativacdo de al¢as de
regulacdo negativa, pode ser a causa para a ativacdo mais branda ap6s o tratamento com
anticorpos para mimetizar a ativacdo via TCR. A mobilizacdo intracelular de célcio é de
extrema importancia para o inicio do processo de ativacdo, podendo ser um limitante para a
transducdo do sinal nas células mutantes. Nesse sentido, a confirmacao dessas observagdes em
outros modelos — por exemplo, através do silenciamento de ITGA4 em células T primarias —

serd uma etapa relevante de futuros experimentos para a verificacdo desse postulado.

11.5) Sumario dos achados mais significativos em relacéo aos objetivos iniciais do projeto
1) Caracterizar o efeito da inativacdo génica de ITGA4 por CRISPR/Cas9 sobre 0s processos
de ativacdo, adesdo e migracdo de linfocitos T. Nesse sentido, vimos que as células
mutantes:
i) apresentaram diminuicdo na mobilizacdo intracelular de Ca?*, o que pode interferir na
sua ativacédo via TCR;
i) mostraram menor mobilidade sobre fibronectina;
iii) mostraram maior capacidade de transmigracdo dirigida por fibronectina;
iv) exibiram menor resposta quimiotatica a CXCL12.
2) Investigar mecanismos moleculares dependentes de inativagdo de ITGA4 por meio de
fenotipagem molecular:
i) a inativacdo génica de ITGA4 promoveu aumento da quantidade da cadeia a5 de
integrina (CD49e) na superficie das células ITGA4-KO.
i) ainativacdo génica de ITGA4 impactou o perfil de transcri¢do génica das células Jurkat

mais do que a mimetizagédo do processo de ativacao via TCR feita com anticorpos;
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iii) as células mutantes exibiram um perfil de transcricdo que indica com um processo de
modulacdo da ativacdo celular e polarizagdo para células Thil;
iv) a ativacdo das células ITGA4-KO com anticorpos (anti-CD3 e anti-CD28) é mais

branda que a ativacao das células ndo mutantes.
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13) ANEXOS
ANEXO 1

13.1) Genotipagem das células Jurkat

Na TABELA 3, é apresentada a genotipagem da linhagem de células Jurkat Clone E6.1
utilizada no Laboratdrio de Pesquisas sobre o Timo (LPT). Na primeira coluna sdo exibidos 0s
22 loci testados através do método STR, pelo BCRJ, em maio de 2017 (relatdrio de ensaio n°
STR/006/17, ordem de servigo: OS.S.0306.17). Na segunda coluna é apresentado o resultado
obtido com a amostra de Jurkat do LPT. Na terceira, € mostrado o padréo de genotipagem por
STR da linhagem de células Jurkat E6.1 (cat# 88042803) do European Collection of
Authenticated Cell Cultures (ECACC). Na quarta coluna, é exposto o padréo de genotipagem
por STR para a linhagem Jurkat Clone E6.1 (TIB-152) do American Type Culture Collection
(ATCC). Na quinta coluna, esta representado o padrdo de genotipagem por STR encontrado
Parson W. et al para sua linhagem de células Jurkat selvagem ou inicial como mencionado
pelos autores (188). A similaridade do resultado de genotipagem da linhagem do LPT, com 0s
padrdes de referéncia, demonstra a autenticidade das células Jurkat utilizadas no presente
projeto.

TABELA 3) Resultado da genotipagem da linhagem Jurkat Clone E6.1 do LPT

locus Amostra Amostra Amostra Amostra Parson W.
LPT ECACC ATCC et al, 2005

1)  Amelogenin XY XY XY X
2) CSF1PO 11;12 11;12 11;12 11;12
3) D10S1237 19;23
4) D13S317 8;12 8;12 8;12 8:11
5) D16S539 11 11 11 10:11
6) D18S51 13;21 13;22
7) D19S433 14:15.2
8) D1S1656 16;16.3
9) D21S11 31.2;33.2 31.2;33.2
10) D22S1045 14:17
11) D2S1338 19;23
12) D3S1358 15:17 15;17
13) D5S818 9 9 9 9
14) D7S820 8;12 8;10 8;12 8:9.3
15) D8S1179 13:14 12:14
16) F13B 8:1
17) FGA 20:21 19:22
18) PentaD 11;13;15 11
19) PentaE 10;12 10;12
20) THO1 6:9.3 6:9.3 6;9.3 6:9.3
21) TPOX 8;10 8;10 8;10 8;10
22) VWA 18 18 18 17:18
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13.2) Ajuste da curva de crescimento com modelo matematico

Na Figura 56, sdo exibidos os graficos das curvas de crescimento para os cultivos de
celulas Jurkat WT e ITGA4-KO apo6s o ajuste com 0 modelo de regressao logistica exposto na

Equacéo 1.
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=
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____________________________________________________________

Curva de crescimento (5x10°)
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Triplicata experimental
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____________________

___________________

Figura 56) Curvas de crescimento ajustadas
(A) Experimentos iniciados com cultivos a 1 x 10°. (B) Experimentos iniciados com cultivos a 5 x 10°
celulas/mL. Cada ponto representa a concentragdo celular estimada apds ajuste com o modelo. Os dados
de entrada foram contagens do nimero de células/mL em intervalos de 24 h. A linha tracejada representa

a concentracdo de 1 x 106 células/mL.
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ANEXO 3

13.3) Analise de qualidade do RNA-seq com o programa FastQC

Abaixo sdo apresentados dois relatorios de qualidade de sequéncia obtidos com o
programa FastQC apds o tratamento com o programa Trimommatic (Figura 57 e Figura 58).
Os gréaficos foram obtidos a partir de leituras da amostra WT#0 e séo representativos para as
demais amostras.
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Figura 57) Gréfico da qualidade média por base
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Figura 58) Grafico do percentual de contaminacgéo de adaptador por base
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ANEXO 4

13.4) Biotipos de RNA néo codificantes de proteina

Os 449 genes diferencialmente expressos, que sdo codificantes de RNA néo traduzidos
em proteina, foram divididos de acordo com a classificacdo do biotipo do RNA codificado
descrita na anotacdo do genoma fornecida pelo Ensembl (Figura 59). A maior parte destes
genes séo codificantes para RNA longos ndo codificantes (IncCRNA) e os demais incluem RNA
ribossomal mitocondrial (mtrRNA), pequenos RNA nucleolares (sSnoRNA), pequenos RNA
especificos de corpos de cajal (scaRNA), pequenos RNA nucleares (ShRNA).
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Figura 59) Gréfico de barra mostrando numero de genes DE codificantes para RNA que néo séo
traduzidos em proteina

Foram considerados todos os genes DE em qualquer uma das 6 comparacdes possiveis (Figura 11).
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ANEXO 5

13.5) Via de sinalizagdo das TGFp

SMADG6, um importante regulador negativo das vias canonica e nao canénica de
sinalizacdo por TGF-p (137,138), esta 2 vezes mais transcrito, enquanto que SMAD1 possui
uma modulacao negativa de mais de 2 vezes nas células mutantes (Figura 60 e Figura 61). A
via de TGF-B tem uma importante agdo imunossupressora e, em tumores, pode gerar um
processo chamado de excluséo de células T, capaz reduzir a eficiéncia do sistema imune dentro
do ambiente tumoral (139). De uma forma geral, os sinais intermediados por TGF-f em
linfécitos sdo imunossupressores e a reducdo de atividade de genes associados a esta via pode
indicar uma perda de regulagdo com consequente transi¢ao para um estado de ativacao celular.
TGF-B1 inibe a prolifera¢io e secre¢io de citocinas em células T CD4" em repouso, mas tem
menor efeito sobre células T ativadas, devido a reducdo de expressao do seu receptor do tipo
I1. Por outro lado, ja foi reportado que IL-10, outra citocina imunossupressora com modulacéo
positiva nas células ITGA4-KO (Figura 28), pode recuperar a responsividade de célula T
ativada por aumentar os niveis de expressao de TGFBR2 (140). Nesse contexto, uma possivel
desregulacédo na via de sinalizacdo de TGF-p, apos a inativagdo de ITGA4, poderia modular o
estado de ativacdo das células Jurkat, com o desligamento dessa via podendo facilitar o
aparecimento de um fen6tipo compativel com o estado ativado.
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Figura 60) Diagrama adaptado do banco de dados do KEGG correspondente a genes associados
ao termo “TGF-beta signaling pathway” (hsa04350)

Os retangulos foram coloridos de acordo com o valor de LFC para o respectivo gene DE na comparacdo
KO vs WT. Os retangulos brancos representam genes que ndo foram detectados como DE na
comparagdo KO vs WT. Os valores de LFC utilizados nestes gréaficos para os genes classificados como
DE por ambos os métodos (Cufflinks e DESeq2) correspondem a média aritmética dos valores de LFC

obtidos por cada um desses protocolos. A descri¢do da notacdo utilizada no mapa do KEGG é exposta
na Figura 70 no ANEXO 9.
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Figura 61) Grafico de barra mostrando os valores de LFC para genes da via de TGF-
diferencialmente expressos na comparagéo KO vs WT

As siglas “des”, “cuff” e “ambos” indicam os genes cuja expressdo diferencial foi detectada pelo
protocolo do Cufflinks, DESeg2 ou ambos, respectivamente. Os valores de LFC utilizados nestes
graficos para os genes classificados como DE por ambos os métodos (Cufflinks e DESeq2)
correspondem a média aritmética dos valores de LFC obtidos por cada um desses protocolos.
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ANEXO 6

13.6) Rede de reguladores transcricionais
Para visualizar a atividade dos genes codificantes para proteinas pertencentes a rede de

interagdes proteina-proteina construida com reguladores transcricionais, 0s nddulos dessa rede
foram coloridos com os valores de TPM encontrados para as células ITGA4-KO (Figura 62).
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Figura 62) Rede de interacdo proteina-proteina para reguladores de transcricao diferencialmente
expressos na comparagdo KO vs WT
Os nos foram coloridos de acordo com os valores de TPM para as células ITGA4-KO. Tonalidades

esverdeadas ou azuladas representam valores de TPM inferiores a 10.
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Para identificar genes possivelmente envolvidos na atividade de TRIM28 nas células
mutantes, a rede de interacdes proteina-proteina construida com reguladores transcricionais foi
colorida de acordo com a associagdo da proteina representada a termos enriquecidos em uma
andlise de enriquecimento de funcgdo feita na plataforma do STRING (Figura 63). HDAC1 esta
associado a termos que indicam a funcdo de deacetilacdo de histona.
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ID Descrigao Contagem Enriquecimento FDR
G0:0070932 histone H3 deacetylation 4 of 20 1.29 0.00074 [
G0:0006977 DNA damage response, signal transduction by p53 class m... 5 of 59 0.92 0.0027 &
G0:0051570 regulation of histone H3-K9 methylation 3of 21 1.15 0.0082 @&
G0:0070933 histone H4 deacetylation 20f9 1.34 00199 @
G0:0051571 positive regulation of histone H3-K4 methylation 20of16 1.09 0.0440 .
PF01352 KRAB box 10 of 382 0.41 0.0430 &
PF00850 Histone deacetylase domain 20f11 1.25 0.0455 @

Figura 63) Redes de interagdo proteina-proteina entre reguladores de transcrigédo

NOs que correspondem a proteinas associadas a fun¢Bes de TRIM28 estdo destacados pelo fundo
colorido em azul. A cor das conexdes corresponde a fonte da informacdo. Os dados referentes ao
enriquecimento dos termos selecionados estdo tabelados. A posicdo dos nés foi ajustada manualmente
para que nenhuma conexdo passasse exatamente abaixo de um nd. Ndés sem conexdes ndo estéo
exibidos.
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O nome das 14 proteinas possivelmente associadas a funcdo de TRIM28 (ver noés
destacados em fundo azul na Figura 63) foram utilizados para a coleta de mais proteinas que
poderiam se associar a este complexo. Apos duas rodadas de amplificacdo de rede com a
plataforma STRING, foi construida uma rede com 24 nés mostradas na Figura 64.
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Figura 64) Rede de interacdo proteina-proteina montada por crescimento da sub-rede contendo

TRIM28

(A) Os ndés foram coloridos de acordo com a associa¢do das proteinas representadas com termos
enriquecidos e relacionados a funcdo de TRIM28. (B) Os n6s foram coloridos de acordo com os valores
de TPM para o gene codificante da proteina representada.
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ANEXO 7

13.7) Variac6es metabdlicas nas células ITGA4-KO

Nas células ITGA4-KO, diversos genes associados ao metabolismo energético tiveram
sua expressdo aumentada ou diminuida ao mesmo tempo que genes codificantes para proteinas
do complexo associado a TRIM28. Este complexo atua como regulador epigenético importante
para o processo de conversdo metabdlica durante a ativacéo de células T. Durante este processo
as células ativadas passam a gerar energia por glicdlise e respiracdo oxidativa ao mesmo tempo.
No entanto, as células ITGA4-KO apresentaram um perfil de expressdo que sugere a reducéo
da glicolise e aumento da degradacao de acidos graxos.

Se observarmos, na comparacdo KO vs WT, a variacdo de expressdo de genes
associados a vias do KEGG relacionadas a degradacéo de aclcares, como a via do metabolismo
de frutose e manose (hsa00051) e do metabolismo da glicose (hsa00010), observamos uma
reducdo de atividade que sugere uma opcdo das células mutantes por fontes de energia nao
glicidicas (Figura 65). Para obtermos uma melhor observacdo das modificaces do
metabolismo energético das células mutantes a partir de agUcares, a via central de metabolismo
do carbono em cancer (hsa05230) foi empregada para visualizarmos os genes diferencialmente
expressos na comparacdo WT vs KO (Figura 66). SLC2A1 (GLUT1) possui uma diminuicéo
de transcri¢do superior a duas vezes o que poderia ocasionar uma redugdo do importe de glicose
nas células mutantes. O gene codificante da hexoquinase 2 (HK2), enzima que catalisa a
conversdo de glicose em glicose-6-fosfato, também estd menos expresso nas células ITGA4-
KO, o que é outro indicativo da reducdo da glicolise como fonte principal de energia nesta
linhagem. AKT3, que é capaz de controlar o metabolismo energético através da ativacéo da via
de mTOR (146), esta suprimido e reguladores do metabolismo energético a jusantes de mTOR,
como HK2 e PDK1, também estdo modulados negativamente nas células mutantes. PDK1
codifica para a enzima piruvato desidrogenase complexo quinase (PDC quinase ou PDK), que
é capaz de suprimir por fosforilacdo a atividade do complexo piruvato desidrogenase e inibir a
fosforilacdo oxidativa em uma importante entrada de substrato para ciclo do citrato. A reducéo
de transcricdo do inibidor codificado por PDK1, associada ao aumento de atividade de genes
codificantes para importantes enzimas da producédo de energia por fosforilacao oxidativa, como
SDHA (EC 1.3.5.1) e as subunidades 1, 2 e 3 da NADH-ubiquinona oxidoredutase (MT-ND)
(EC 7.1.1.2), indicam que as células ITGA4-KO possuem o ciclo do citrato em um estado mais
ativo que as células WT.

As células T ativadas e muitos tipos de células cancerosas optam pela producdo de
energia través da glicolise por um mecanismo de ajuste metabdlico conhecido como efeito de
Warburg (145). As células Jurkat mutantes apresentaram um comportamento diferente do
esperado para uma célula linfocitaria ativada, ou para uma célula tumoral, e reduziram a
transcricdo de importantes genes para 0 metabolismo energético suportado pela glicélise. Por
outro lado, h& um aumento de atividade de genes codificantes para enzimas envolvidas na
degradacéo de &cidos graxos, como ACSL6 (EC 6.1.2.3), CPT1A, CPT2, HADH (EC 1.1.35)
e ACADS (EC 1.3.8.1) (Figura 68), sugerindo que a B-oxidacdo € uma importante fonte de
carbono para fosforilagdo oxidativa nessas células.

As divergéncias metabdlicas entre 0 observado para as células mutantes e o esperado
para a ativacao de células T efetoras pode ser devido a diferencas nos fatores ZNF corregulados
com TRIM28 e problemas de sinalizagéo da celula KO na via de AKT. Contudo, ndo podemos
descartar outras carateristicas de fundo das células Jurkat que constituem uma limitacao desse
modelo de estudo.
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Figura 65) Metabolismo energético de agucares

Gréfico de barra mostrando o LFC, obtido na comparacdo KO vs WT, para 0s genes pertencentes as
vias de: (A) metabolismo de frutose e manose (hsa00051) (B) glicolise (hsa00010). Os termos “des”,
“cuff” e “ambos” indicam que a expressdo diferencial foi detectada pelo protocolo do Cufflinks,
DESeq2 ou ambos, respectivamente. Os valores de LFC utilizados nestes graficos para os genes
classificados como DE por ambos os métodos (Cufflinks e DESeq2) correspondem a média aritmética
dos valores de LFC obtidos por cada um desses protocolos. O numero EC (Enzyme Commission
Number) de cada enzima é indicado ao lado do método que validou a expressdo diferencial.
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Figura 66) Modulacao negativa da glicolise com possivel ativagdo do ciclo do citrato

(A) Diagrama adaptado do banco de dados do KEGG correspondente a genes associados ao termo
"central carbon metabolism in cancer" (hsa05230) Os retangulos foram coloridos de acordo com o
valor de LFC para o respectivo gene DE na comparacdo KO vs WT. Os retangulos brancos representam
genes que ndo foram detectados como DE na comparagdo KO vs WT. Os valores de LFC utilizados
neste grafico para os genes classificados como DE por ambos os métodos (Cufflinks e DESeq?2)
correspondem a média aritmética dos valores de LFC obtidos por cada um desses protocolos. A
descrigdo da notacdo utilizada no mapa do KEGG é exposta na Figura 70 no ANEXO 9. Niveis de
expressdo dos genes codificantes para o (B) receptor de glicose SLC2A1 (GLUTL), (C) AKT3e (D) a
quinase supressora do ciclo do citrato PDK1. Os graficos de B a D mostram os niveis de expressao em
TPM + 1 e na escala log na base 2. As tabelas abaixo destes graficos expdem os resultados dos testes
estatisticos. A coluna “métodos” indica o protocolo que validou a expressao diferencial e ¢ utilizado o
termo “cuff” para indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq2 e “ambos” para fazer mengdo
aos dois métodos. O LFC e p-valor ajustado (padj) sdo exibidos para cada um dos métodos.
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Figura 67) Alteracdo do metabolismo energético com favorecimento do ciclo do citrato nas células
mutantes

Niveis de expressdo medidos em TPM dos de importantes enzimas para o ciclo do citrato: (A) MT-ND2
(aumento parecido foi identificado para MT-ND1), (B) MT-ND3 e (C) SDHA. Os gréficos de Aa C
mostram os niveis de expressdo em TPM + 1 e na escala log na base 2. As tabelas abaixo destes graficos
expdem os resultados dos testes estatisticos. A coluna “métodos” indica o protocolo que validou a
expressdo diferencial e é utilizado o termo “cuff” para indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao
DESeq2 e “ambos” para fazer mencéao aos dois métodos. O LFC e p-valor ajustado (padj) sdo exibidos
para cada um dos métodos. (D) Diagrama adaptado do banco de dados do KEGG correspondente a
genes associados ao termo "oxidative phosphorylation" hsa00190). Os retangulos foram coloridos de
acordo com o valor de LFC para o respectivo gene DE ha comparacdo KO vs WT. Os retangulos brancos
representam genes que ndo foram detectados como DE na comparagdo KO vs WT. Os valores de LFC
utilizados neste grafico para os genes classificados como DE por ambos os métodos (Cufflinks e
DESeq2) correspondem a média aritmética dos valores de LFC obtidos por cada um desses protocolos.
Foi possivel detectar a modulagcdo positiva de genes associados as funcbes enzimaticas com
classificagdo EC1.3.5.1 (SDHA) e EC7.1.2.2 (MT-ND1, MT-ND2, MT-ND3) para a comparagdo WT vs
KO. Retangulos que representam enzimas sdo identificados com o respectivo nimero EC (Enzyme

Commission Number). A descricdo da notacdo utilizada no mapa do KEGG é exposta na Figura 70 no
ANEXO 9.
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Figura 68) AlteracGes metabdlicas das células mutantes condizem com uma alimentacgéo baseada
em B-oxidacéo

(A) Diagrama adaptado do banco de dados do KEGG correspondente a genes associados ao termo
"Fatty acid degradation” (hsa00071). Os retangulos foram coloridos de acordo com o valor de LFC
para o respectivo gene DE na comparacdo KO vs WT. Os retangulos brancos representam genes que
ndo foram detectados como DE na comparagdo KO vs WT. Os valores de LFC utilizados nestes graficos
para os genes classificados como DE por ambos os métodos (Cufflinks e DESeq2) correspondem a
média aritmética dos valores de LFC obtidos por cada um desses protocolos. Retangulos que
representam enzimas sdo identificados com o respectivo nimero EC (Enzyme Commission Number). A
descrigdo da notacdo utilizada no mapa do KEGG ¢é exposta na Figura 70 no ANEXO 9. (B) (C) (D)
Nivel de expressdo das enzimas que catalisam o inicio da degradacéo dos acidos graxos e importe das
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cadeias carbonicas para a mitocondria. Os graficos de B a D mostram os niveis de expressdo em TPM
+ 1 e na escala log na base 2. As tabelas abaixo destes graficos expdem os resultados dos testes
estatisticos. A coluna “métodos” indica o protocolo que validou a expressao diferencial e ¢é utilizado o
termo “cuff” para indicar o Cufflinks, “des” para se referir ao DESeq2 e “ambos” para fazer mengao
aos dois métodos. O LFC e p-valor ajustado (padj) sdo exibidos para cada um dos métodos.
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13.8) genes DE entre as amostras WT4h vs WT ou KO4h vs KO
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Na Figura 69 é exposto um mapa de calor feito a partir dos niveis de expressdo medidos
em TPM para os genes DE entre as amostras WT4h vs WT e/ou KO4h vs KO (conjunto uniéo).
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Figura 69) Mapa de calor para genes DE entre as amostras WT4h vs WT ou KO4h vs KO.
A linha azul indica o ponto limite usado para separar os clusters anotados por cores.
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ANEXO 9

XI1I) ANEXOS - ANEXO IX

13.9) Legenda de simbolos utilizados nos mapas do KEGG

Na figura 70 é apresentado um esquema com 0s codigos de simbolos utilizados nos

mapas de vias feitos com os modelos oferecidos pela Enciclopédia de Kyoto de Genes e
Genomas (KEGG).
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| |- | desubiquitinagdo
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| e | metilacdo
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| |- ——»f | efeito indireto
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[ dissociacio

complexo

Objetos
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ou outra molécula

Setas

o

— interacio ou relagdo molecular
—> ligacdo de ou para outro mapa

———p ligagdo indireta ou reacio
desconhecida

Figura 70) Diagrama® identificando os simbolos utilizados nos mapas de vias do KEGG
1 — O diagrama foi adaptado da documentacéo sobre as nota¢Ges utilizadas para construir os modelos de mapas

de

vias disponibilizados pelo

KEGG,

acessado em marco de 2021

(https://lwww.genome.jp/kegg/document/help_pathway.html).
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