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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Catarina Bastos Trigo de Negreiros

Os linfocitos T yd constituem um subtipo de linfécitos T ndo convencional, capazes de
reconhecer antigenos de forma independente de MHC, que apresentam uma importante
atividade citotoxica. Os linfocitos T yo humanos sao altamente ativados pelo reconhecimento
direto de metabolitos fosforilados, tal como o isopentenil pirofosfato (IPP), produzidos por
ceélulas tumorais e infectadas. Além disso, mediadores inflamatorios, como eicosanodides, sao
capazes de modular a resposta destes linfocitos. Dados prévios do nosso laboratério
demonstram que o acumulo tecidual de linfdcitos T yd em diferentes modelos experimentais
murinos é coordenado pelo mediador lipidico leucotrieno B, (LTB,), cuja producdo aumenta
no tecido durante a resposta inflamatoria, o que ocorre em paralelo a expressdo do seu contra-
receptor BLT1 na membrana dos linfdcitos T yd. Em adigdo, dados da literatura demonstram
que a prostaglandina E, (PGE_) inibe a atividade citotdxica de linfocitos T yd contra tumores.
Desta forma, considerando que LTB, é capaz de estimular linfdcitos T, enquanto a PGE; e 0
mediador pré-resolutivo lipoxin A, (LXA,) sdo capazes de inibir a ativacdo de linfécitos, o
objetivo deste projeto foi estudar o papel dos mediadores lipidicos LTB4, PGE; e LXA; na
ativacdo de linfocitos T yd. Nos observamos que linfocitos T yd expressam receptores BLT1,
EP4 e FPR2/ALX funcionais e que tém sua expressdo aumentada apos estimulo com IPP.
Além disso, o LTB, levou a ativagdo dos linfocitos T yé induzindo: i) a quimiotaxia in vitro,
i) reduzindo a expressdo de L-selectina (CD62L) e iii) a polarizagéo para a producéo de IFN-
vy (aumento da populagio TCR y8/CD27%). O estimulo com LTB, também potencializou a
liberacdo de granzima B e expressdo do marcador de degranulagdo CD107a induzido por IPP
em linfocitos T y3. Por outro lado, a PGE; inibiu 0 aumento da expressdo de CD25 e a
diminuigdo da expressdo de L-selectina induzida por IPP, e induziu um aumento na
populacdo de linfocitos TCR y8/CCR6" (produtores de 1L-17). Ainda, o tratamento de
linfécitos T yd com PGE; foi capaz de inibir a degranulacdo destas células (liberacdo de
granzima B e expressdo de CD107a). Os efeitos induzidos pela LXA, sobre os linfocitos T yd
foram ténues, sendo mais evidentes sobre a ativagdo induzida por LTB,4 (e ndo por IPP),
incluindo a inibicdo da migracdo e da degranulacdo induzida pelo LTB,4, assim como a
expressdo de CD25. De forma interessante, observamos que camundongos deficientes de 5-
lipoxigenase (5-LO; que ndo produzem LXA, e LTB,) submetidos ao modelo de metastase
tumoral induzida pela injecdo intravenosa da linhagem tumoral de melanoma B16F10
apresentaram mais IL-17 e menos IFN-y nos pulmodes metastaticos do que camundongos
selvagens. Este fendbmeno ocorreu em paralelo ao maior nimero de granulos tumorais. Nossos
dados indicam que o LTB, potencializa e a PGE; inibe a ativagdo de linfocitos T v,
sugerindo um papel destes mediadores na atividade destas células.
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role of leukotriene By, prostaglandin E, and lipoxin
ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Catarina Bastos Trigo de Negreiros

vd T lymphocytes constitute an unconventional subtype of T lymphocytes that are capable to
recognize antigens independently of MHC and present an important cytotoxic activity. Human yo
T lymphocytes are highly activated by direct recognition of phosphorylated metabolites such as
isopentenyl pyrophosphate (IPP) produced by tumors and infected cells. In addition, these
lymphocytes can be modulated by inflammatory mediators, such as eicosanoids. Previous data
from our laboratory show that, in different experimental models, yo T cell accumulation in
inflamed tissue is coordinated by the lipid mediator leukotriene B, (LTBj), which levels increase
in parallel to the expression of its counter-receptor BLT1 by y& T lymphocytes. In addition,
published data show that prostaglandin E, (PGE;) inhibits y& T lymphocyte cytotoxic activity
against tumor cells. Considering that LTB, is known to stimulate T lymphocyte functions, whereas
PGE; and the pro-resolving lipid mediator lipoxin A; (LXA;) downmodulate T lymphocyte
activation, the aim of the present study was to investigate the role of these lipid mediators on yd T
lymphocyte activation. We observed that yo T lymphocyte express functional BLT1, EP4 and
FPR2/ALX receptors, which in turn are upregulated by IPP stimulation. Furthermore, LTB,
induced vyo T cell activation, by triggering i) in vitro chemotaxis, ii) downmodulation of L-selectin
(CD62L) and iii) polarization of IFN-y production (increase of y3/CD27" population). LTB,
stimulation also enhanced IPP-induced release of granzyme B and expression of the degranulation
marker CD107a by yd T lymphocytes. Furthermore, PGE, inhibited IPP (and LTB,)-induced
CD25 expression and L-selectin shedding, as well as increased of y8/CCR6" population (IL-17
producers). Moreover, PGE; inhibited yo T cell CD107a expression and release of granzyme B
through degranulation. The effect of LXA4 on y6 T lymphocyte activation was mild, being more
prominent on LTB, (but not IPP)-induced activation. LXA, impaired LTB,4-induced migration and
degranulation, as well as CD25 expression. Interestingly, intravenous injection of the melanoma
tumor cell line B16F10 in 5-lipoxigenase (5-LO) deficient mice (which do not produce LXA, and
LTB,) induced higher levels of IL-17 and lower levels of IFN-y in metastatic lungs compared to
wild type mice. This phenomenon occurred in tanden with the increased number of tumor
granules. Our data indicate that LTB4 enhances, whereas PGE; inhibits, the activation of yo T
cells, suggesting a role for these mediators in the modulation of their activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Desenvolvimento e Distribuicao dos linfocitos T yo

A descoberta da existéncia de quatro subunidades para o receptor de células T (TCR)
por Saito e colaboradores (Saito et al., 1984a; b) possibilitou a classificacdo dos linfocitos T
de acordo com as subunidades de TCR expressas na superficie dessas células. O receptor de
células T pode ser constituido por uma cadeia o (alfa) e outra B (beta) ou de uma cadeia vy
(gama) e outra & (delta), expressando assim os heterodimeros of3 (caracterizando os linfocitos
T ap) ou o yo (caracterizando os linfécitos T yd). Os linfocitos T yd representam apenas 1 a
5% dos linfécitos T presentes nos linfonodos e sangue periférico (Groh et al., 1989),
entretanto estas células sdo encontradas em maior frequéncia em tecidos epiteliais e mucosas
(Haas, Pereira e Tonegawa, 1993). A distribuicédo tecidual dos linfécitos T yo favorece o seu
contato direto com antigenos, sendo proposto um papel importante destas células na primeira
linha de defesa contra patdgenos e células transformadas (Allison e Havran, 1991). Além
disso, os linfocitos T yd tém a capacidade de reconhecer o antigeno de forma independente da
apresentacdo via complexo maior de histocompatibilidade (MHC) (Chien, Jores e Crowley,
1996; Born e O'Brien, 2009; Sutton et al., 2009) e, assim, desempenham uma resposta rapida
a infecgdes virais e bacterianas (Ohga et al., 1990; Ferrick et al., 1995).

Os diferentes TCRs sdo formados através do rearranjo génico que ocorre durante o
desenvolvimento dos linfécitos T. O receptor af de célula T sofre um rearranjo génico que
Ihe atribui uma grande especificidade a antigenos, ligando-se mais restritamente a
determinados complexos MHC-peptideo. O TCR vd apresenta uma menor especificidade a
complexos MHC-peptideo (Rock et al., 1994; Villarrubia, Leon e Bootello, 2002). Além de
antigenos de natureza protéica (tais como os reconhecidos por linfécitos T af), os linfocitos T
yd podem reconhecer antigenos de diversas naturezas, tais como peptideos, aminas,
pirofosfatos e fosfolipidios (Hayday, 2000). Acredita-se que a capacidade do TCR v& de
reconhecer antigenos de diferentes naturezas esti relacionada & sua homologia com as
imunoglobulinas dos linfécitos B (O'Brien et al., 2007). Como dito acima, os linfécitos T yd
sdo capazes de reconhecer antigenos de forma tanto dependente quanto independente da
apresentacdo pelo MHC. Este processo pode ocorrer diretamente via TCR ou através do
reconhecimento de moléculas da familia do MHC I, como MIC-A (MHC class | chain-related
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gene A), MIC-B (MHC class | chain-related gene B) e CD1 (cluster of differentiation 1)
(Villarrubia, Ledn e Bootello, 2002).

1.1.1 Subtipos de linfocitos T yo

Os linfocitos T yo expressam diferentes subtipos de cadeias y e de cadeias 6 do TCR, 0
que permite sua classificacdo de acordo com os genes que utilizam para formar as cadeias y e
d. Acredita-se que o pareamento das cadeias y e & ndo ocorre de forma aleatoria, e 0s subtipos
de linfocitos T apresentam ligacGes preferenciais de cadeias y com cadeias & especificas
(Carding e Egan, 2002; O'Brien et al., 2007). Dentre os subtipos de linfécitos T yé murinos
incluem-se os linfocitos T Vy4, os linfécitos T Vo4 e os linfocitos T V66.3, nos quais V
significa a regido varidvel da cadeia y ou 6 no rearranjo V(D)J (Grigoriadou, Boucontet e
Pereira, 2002; Chien e Konigshofer, 2007). Existem trés diferentes sistemas de nomenclaturas
para as cadeias de TCR murinas: a nomenclatura de Heilig e Tonegawa (Heilig e Tonegawa,
1986), a de Garman (Garman, Doherty e Raulet, 1986) e a da WHO-IUIS (Nomenclature for
T-cell receptor (TCR) gene segments of the immune system. WHO-IUIS Nomenclature Sub-
Committee on TCR Designation, 1995). Para humanos, existem quarto nomenclaturas
propostas: a de Porcelli (Porcelli, Brenner e Band, 1991), LeFranc (Lefranc, 2001), WHO-
IUIS (World Health Organization - International Union of Immunological Society)
(Nomenclature for T-cell receptor (TCR) gene segments of the immune system. WHO-IUIS
Nomenclature Sub-Committee on TCR Designation, 1995) e HUGO (Human Genome

Organization, em http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/375). Nesta

dissertacdo, utilizamos a nomenclatura de Heilig e Tonegawa para subtipos murinos e de

Porcelli para os humanos (Tabela 1. 1).


http://en.wikipedia.org/wiki/Human_Genome_Organisation
http://en.wikipedia.org/wiki/Human_Genome_Organisation
http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/375

Tabela 1. 1: Nomenclatura de linfécitos T yé murinos e humanos

Segmentos Vy murinos

Designagdo proposta por Designagdo proposta por

Porcelli etal. German et al. Designagéo de WHO-UIS
Vys Vy3 GV151
Vy6 Vyd GV251
Vy4 Vy2 GV3s1
W7 Vy5 GV451
Wiyl Vy1.1 GV551
WVy2 Vy1.2 GV552
Vy3 Vy1.3 GV5583

Segmentos Vy expressos em humanos

Designagdo proposta por Designagdo proposta por Nomenclatura
Porcelli et al. LeFrancetal. Designagdo de WHO-IUIS HUGO=
Wy2 Vyi.2 GV132 TRGV2
Vy3 Vy1.3 GV183 TRGV3
Vy4 Vyi.4 GV1s4 TRGV4
Vy5 Vy1.5 GV185 TRGVS
Vy8 Vyi.8 GV138 TRGVE
Vy9 Vy2 GV2s1 TRGV9

& Nomenclarura HUGO: http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature

Adaptado de Kabelitz & Wesch 2003. WHO-IUIS: World Health Organization - International
Union of Immunological Society; HUGO: Human Genome Organization.

O pareamento das cadeias y e & determina a localizacdo e a funcéo destes linfdcitos no
organismo (Carding e Egan, 2002; O'Brien et al., 2007). A Figura 1. 1 demonstra a
localizacdo preferencial de diferentes subtipos de linfocitos T yd durante o desenvolvimento
embrionario de camundongos. Os linfocitos T Vy4 sdo encontrados preferencialmente no
pulmdo e em 6rgdos linfoides, os linfocitos T Vy1/V56.3 sdo encontrados preferencialmente
no figado e no baco, os linfocitos T Vy5 sdo distribuidos na pele de camundongos enquanto o
subtipo Vy7, que apresentam desenvolvimento extra-timico, sdo encontrados principalmente

no intestino (Grigoriadou, Boucontet e Pereira, 2002).
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Figura 1. 1: Desenvolvimento embrionario dos subtipos de linfocitos T yé e sua localizacdo
tecidual em camundongos. Figura adaptada de Carding & Egan, 2002.

Em humanos, sdo descritos apenas dois subtipos de linfocitos T y5. O primeiro subtipo
de linfdcito T v a surgir no timo durante o desenvolvimento embrionario expressa a cadeia
V351, pareada com diferentes cadeias Vy. Os linfocitos T V1™ populam preferencialmente
tecidos epiteliais, tais como o intestino e a pele. Essas células estdo presentes também no
sangue periférico, porém em frequéncias minoritarias dentre os linfocitos T yé (Hayday et al.,
2001). Além disso, ja foi demonstrado que os linfocitos T V81" encontram-se associadas a
diversos tumores epiteliais, dentre eles pulmonar, renal, carcinoma do célon intestinal e
linfomas (Fisch et al., 1997; Zocchi e Poggi, 2004).

Os linfocitos T Vy9V62 (também denominados Vy2V62 (Lefranc, 2001), constituem o
subtipo de linfocitos T yd majoritarios no sangue periférico humano (Kabelitz e Wesch,
2003). Esse subtipo, diferente dos linfocitos T V&1, expandem continuamente em 6rgaos
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linféides secundarios e adquirem um fendtipo de células de memoria durante a infancia, ao
longo das recorrentes exposicfes a antigenos externos (Dieli et al., 2003). Os linfocitos T
Vy9V42 sdo entdo capazes de migrar para o sitio inflamado e reconhecer diferentes antigenos,
0 que leva a uma intensa expansao destas células. Uma vez no sitio inflamado, os linfécitos T
Vy9V62 liberaram citocinas e exercercem atividade citotdxica. Este subtipo constitui
aproximadamente de 80-90% dos linfécitos T yd do sangue de um adulto normal (Morita,

Mariuzza e Brenner, 2000).

1.2 Reconhecimento de antigenos e atividade citotoxica de linfocitos T y6

Uma vez no sitio inflamatério, os linfécitos T yd sdo capazes de reconhecer uma grande
variedade de antigenos de diferentes naturezas e origens. Durante uma situacdo de estresse,
como uma infeccdo ou uma transformacdo tumoral, algumas moléculas sdo altamente
expressas e reconhecidas pelos linfécitos T yé. A Figura 1. 2 exemplifica o reconhecimento
de moléculas expressas por celulas tumorais pelos linfocitos T v, dentre as quais destacam-se
ULBP (UL-16 binding protein), MIC-A e MIC-B (Kong et al., 2009; de Kruijf et al., 2012).
O reconhecimento das moléculas MIC-A, MIC-B e ULBP pelos linfécitos T yd ocorre
principalmente pelo receptor NKG2D (natural killer group 2, member D), mas também pode
ocorrer através do TCR (Das, Groh, et al., 2001; Nedellec et al., 2010). Por outro lado,
fosfoantigenos (tais como o isopentenil pirofosfato, IPP), alquilaminas, proteinas de choque
térmico (HSP), apolipoproteina A-1 (APO-ALl) e aminobisfosfonatos (NBP) sdo diretamente
reconhecidos pelo TCR yd (Kunzmann et al., 2000; Das, Groh, et al., 2001; Scotet et al.,
2005; Kong et al., 2009; Mookerjee-Basu et al., 2010; Nedellec et al., 2010). A APO-Al e as
HSP sdo importantes potencializadoras da resposta citotoxica dos linfocitos T yd (Scotet et
al., 2005; Hirsh et al., 2006). Os bifosfonatos, especialmente os nitrogenados (NBP, nitrogen
containing bisphosphonates) sdo conhecidos inibidores da reabsorcdo 0ssea, entretanto,
relatos da literatura sugerem um efeito antitumoral desse composto. Kunzmann e
colaboradores (2000) demonstraram que 0os NBPs aumentam o contetdo endogeno do
fosfoantigeno IPP na célula tumoral, consequentemente induzindo a expansdo seletiva de
linfocitos T yd humanos, a producdo de citocinas, a expressdo de moléculas de ativacdo e,

ainda, a atividade citotdxica e antitumoral (Kunzmann et al., 2000; Das, Wang, et al., 2001).
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Figura 1. 2: Mecanismos de reconhecimento de célula tumoral por linfdcitos T 8. O isopentenil
pirofosfato (IPP) gerado pela via do mevalonato em células tumorais é reconhecido pelo TCR do
linfocito T v4. Linfocitos T yé reconhecem heat shock proteins (HSPs), MICA/B (MHC class | chain-
related molecules) e ULBP (UL-16 binding protein) expressas pela célula tumoral através do TCR e
do receptor NKG2D (natural killer group 2, member D), respectivamente. A perforina liberada pelo
linfocito T yd ativado leva a lise da célula tumoral através de morte celular mediada por anticorpo
(ADCC, antibody dependent cellular cytotoxicity). Linfocitos y§ T CD16" (FCyRIII) interagem com
antigenos associados ao tumor (TAA) via anticorpos monoclonais que mediam ADCC. A ativagdo de
linfocitos T yd leva a producgdo de citocinas tais como IFN-y (interferon-y) e TNF-a (fator de necrose
tumoral-a). Intermediarios da via de biossintese de isoprendides: NBP (nitrogen containing
bisphosphonates); DMAPP (dimethyl allyl diphosphate); FPPS (farnesyl diphosphate synthase); GPP
(geranyl pyrophosphate); FPP (farnesyl diphosphate). Figura adaptada de Gogoi & Chiplunkar, 2013.

O efeito citotdxico dos linfécitos T yd (em adicdo a producédo de IFN-y, que serd melhor
apresentado a seguir) é mediado por uma familia de moléculas conhecidas como TRAILS
(TNF-related apoptosis-inducing ligand) e por ligante de Fas (FasL) expressas na membrana
dessas células (Ponomarev e Dittel, 2005). O reconhecimento dos ligantes presentes na
superficie de células estressadas ou infectadas leva a inducdo de apoptose da célula alvo.
DNAX Accessory Molecule-1 (DNAM-1) também é expressa na superficie de linfocitos T o e
esta molécula medeia a morte de linhagens tumorais (Toutirais et al., 2009). A DNAM-1
interage com Necl-5 (também chamado de receptor de poliovirus ou CD155) e Nectina-2
(também chamado de receptor relacionado ao poliovirus 2 ou CD112) expressos em células
tumorais. O reconhecimento dos ligantes de DNAM-1 induz a degranulacdo (e liberacdo de
granzimas e perforinas) e a producdo de IFN-y pelos linfocitos T yé (Bonneville e Scotet,
2006; Toutirais et al., 2009). A liberacéo de perforinas e granzimas € um mecanismo crucial
para mediar a lise de células alvo (Bonneville e Scotet, 2006). Essas proteinas encontram-se
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no interior de granulos citotdxicos presentes no citoplasma dos linfocitos T y3. Quando essas
células encontram o alvo, os granulos se aproximam das sinapses entre a propria célula e a

célula alvo (Lieberman, 2003).

A sinapse formada pela célula citotdxica e a célula alvo ¢ dividida em dois dominios: o
dominio de sinalizacdo, estruturalmente semelhante as sinapses formadas por células nao
citotoxicas e o dominio secretor, no qual a membrana dos granulos se funde com a membrana
plasmatica para levar o contelido até o local de sinapse (Lieberman, 2003). Essa sinapse
forma uma adesdo forte que permite o direcionamento das moléculas citotdxicas para as
células alvo, evitando o extravasamento para células vizinhas evitando assim danos
indesejaveis. Quando a perforina encontra a células alvo, permite a entrada das granzimas A e
B no interior da celula. Tanto a granzima A quanto a granzima B - uma vez no interior da
célula alvo - levam a interrupcdo do potencial de membrana mitocondrial, iniciando assim o
processo de apoptose (Lieberman, 2003). Vale destacar que a molécula CD107a (LAMP-1) é
expressa na superficie da célula efetora quando os grénulos citotdxicos sdo conduzidos até a
superficie celular e liberados durante o processo de degranulacdo. Apds esse processo, a
proteina CD107a, expressa na membrana do granulo é exposta na superficie da célula,
permitindo assim o uso desta molécula como um marcador de degranulacdo celular (Cohnen
et al., 2013). Alguns linfocitos T yd que expressam FcyRIIl (CD16) também possuem uma
atividade citotoxica mediada por anticorpos (Angelini et al., 2004; Tokuyama et al., 2008).

Vale ressaltar que, devido a sua reconhecida atividade citotoxica contra diferentes
tipos de tumor, o potencial terapéutico dos linfocitos T yd tem sido explorado e tem
demonstrado eficcia e seguranca em diferentes estudos clinicos (Chiplunkar et al., 2009).
Atualmente, duas estratégias sdo utilizadas na clinica: transferéncia autéloga de linfocitos T
v expandidos ex vivo (por estimulo com fosfoantigenos e 1L-2) e administracdo in vivo de
fosfoantigenos ou aminofosfatados com baixas doses de I1L-2 (Wilhelm et al., 2003; Dieli et
al., 2007; Godder et al., 2007; Bennouna et al., 2008; Kobayashi et al., 2010; Meraviglia et
al., 2010; Nakajima et al., 2010).



1.3 Linfécitos T y0 e a resposta inflamatoria

Um grande numero de dados demonstra a importancia dos linfécitos T yd em
processos inflamatorios de diferentes origens (Penido et al., 1997; Penido et al., 2003; Roark
et al., 2007; Flierl et al., 2008; Costa et al., 2009; Xu et al., 2010; Li et al., 2015; Raffray et
al., 2015; Zarin et al., 2015). Estes linfécitos migram para o tecido inflamado em direcéo a
um gradiente de mediadores quimiotaticos (Langa et al., 2013; Hammerich et al., 2014) e,
ainda, séo capazes de proliferar no tecido (Shen et al., 2002). Uma vez no tecido inflamado,
os linfocitos T yo ativados produzem diferentes citocinas, sendo consideradas as principais
células produtoras de IFN-y e IL-17 em diferentes modelos animais (Shibata, 2012; Murdoch,
Gregory e Lloyd, 2014; Shibata et al., 2014); (Uezu et al., 2004; Lockhart, Green e Flynn,
2006; Flierl et al., 2008; Romani et al., 2008; Xu et al., 2010). Como exemplo de respostas
inflamatdrias nas quais os linfocitos T yd desempenham papéis tanto deletérios quanto
protetores, podemos citar a resposta associada a: i. tumores (Zocchi e Poggi, 2004); ii.
infeccdes virais (Carding, 1990); iii. infec¢Bes bacterianas (Chung et al., 2006; Flierl et al.,
2008; Tschop et al., 2008; Xu et al., 2010); iv. infeccBes fungicas (Steele et al., 2002; Uezu et
al., 2004); v. e ainda durante a resposta alérgica de vias respiratorias (Zuany-Amorim et al.,
1998; Costa et al., 2009).

Em pacientes, diversos estudos tém demonstrado uma intensa expanséo de linfdcitos T
vd no sangue durante infec¢des sistémicas, dentre elas lepra, tuberculose, maléria, salmonela,
meningites bacterianas, entre outras (Chen e Letvin, 2003). Este fato pode ser resultado da
estimulagdo dos linfocitos T yd por antigenos ndo peptidicos, tais como as alquilaminas
(substancias ndo fosfatadas encontradas em plantas e bactérias) e o intermediario da via do
mevalonato, o IPP (Holtmeier e Kabelitz, 2005). E importante destacar que as células
tumorais (em adicdo aos microrganismos) expressam fosfoantigenos provavelmente como
reflexo do estado avancado de estresse metabdlico dessas células (Bonneville e Fournié,
2005). Como exposto anteriormente, o reconhecimento de fosfoantigenos por linfocitos T yd
leva a ativacdo destas células. Desta forma, a exposicdo a células mortas, estressadas,
transformadas e infectadas induz a liberacdo de citocinas (capazes de modular outras
populacdes celulares) e proteinas citotoxicas (tais como perforina egranzimas) por linfécitos T
vo humanos (Chattopadhyay et al., 2009). Além destas propriedades, foi demonstrado que
linfocitos T Vy9Vé2 podem ainda desempenhar a funcdo de células apresentadoras de

antigenos, sendo capazes de ingerir, processar e apresentar antigenos estimulando tanto
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linfocitos T CD4" quanto linfécitos T CD8" (Brandes, Willimann e Moser, 2005). Vale
ressaltar que diversos estudos estdo sendo desenvolvidos atualmente a fim de identificar
substancias derivadas de fosfoantigenos com potencial estimulatério da resposta imune em
busca de novas terapias contra o cancer (Wilhelm et al., 2003; Lozupone et al., 2004; Liu et
al., 2005; Parente-Pereira et al., 2014; Rei, Pennington e Silva-Santos, 2015; Wu et al., 2015)
e infecgdes (Wang et al., 2001; Poccia et al., 2009).

1.3.1 Migracio e ativagio de linfocitos T yo por mediadores inflamatorios

Durante a resposta imune, os linfécitos T y3 migram para o tecido por um mecanismo
orquestrado por moléculas de adesdo e mediadores quimiotaticos, dentre 0s quais as
qguimiocinas se destacam. Diversas quimiocinas das familias CC e CXC e seus receptores
determinam a migracdo deste subtipo de linfocitos e, além de coordenarem o recrutamento de
linfocitos T yd em diferentes respostas imunes, sdo também capazes de ativar este tipo celular.
Além de induzir quimiotaxia, as quimiocinas funcionam como fatores co-estimulatérios
durante a resposta imune, causando ativacdo de linfécitos, levando a producédo de citocinas, a
proliferacdo e diferenciacdo destas células (Luther e Cyster, 2001; Molon et al., 2005;
Castellino et al., 2006). A ativacdo dos linfocitos T yd leva @ modulacdo (para cima ou para
baixo) da expressdo de receptores para CC ou CXC quimiocinas (Cipriani et al., 2000; Glatzel
etal., 2002).

Foi demonstrado pelo nosso grupo que a migragédo de linfdcitos T yd durante a resposta
inflamatoria induzida por endotoxina bacteriana (LPS), M. bovis ou alérgeno, depende da
quimiocina CCL2/MCP-1 (e de seu contra-receptor CCR2) e das moléculas de adesdo L-
selectina (CD62-L) e a4P7 integrina (Penido et al., 2003; Penido et al., 2008; Costa et al.,
2009). Em adicdo, demonstramos que o mediador lipidico leucotrieno (LT)B, também
desempenha um papel crucial na migracdo in vivo dos linfocitos T yd para o tecido durante a
resposta inflamatéria em diferentes modelos experimentais murinos (Costa et al., 2010). Os
linfocitos T yd murinos expressam o receptor de LTB,4, 0 BLT1, e este mediador lipidico foi
capaz de induzir a quimiotaxia in vitro destas células diretamente. De forma interessante, esse
trabalho demonstrou que quando administrado in vivo, o LTB,4 induziu um aumento nos niveis
de CCL2 no tecido inflamado (pleura), sugerindo que o LTB, é capaz de induzir a migragédo
destas células direta e indiretamente. De fato, dados da literatura demonstram que este

mediador lipidico é capaz de modular a produgdo de CCL2 (e vice versa) em diferentes
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modelos in vivo e in vitro (Matsukawa et al., 1999; Huang et al., 2004; Pacheco et al., 2007;
Cheraim et al., 2008).

Além da expressdo de receptores para mediadores linfotaticos, os linfécitos T yd
ativados também aumentam a expressdo de marcadores de ativacdo, tais como o CD25 e
CD69 (Costa et al., 2009; Sabbione et al., 2014). O CD25 ¢ a cadeia o do receptor da IL-2
(IL-2R) e o aumento na sua expressao estd relacionada a ativacdo e a proliferacdo de
linfocitos T (Hatakeyama et al., 1989). Apesar de sua expressdo aumentar durante a ativacao,
0 CD25 também é expresso por linfécitos T em repouso e, ao se associar com o CD122
(cadeia B do receptor de IL-2), estas moléculas formam um receptor heterodimero, que
reconhece a IL-2 (Doi et al., 1989). A incubacéo de linfocitos T y6 com IL-2 leva ao aumento
de expressdao de CD25 e de outras moléculas de ativacdo, incluindo do CD69 . O CD69
também é uma proteina membranar, expressa como homodimero, composta por subunidades
glicosiladas. O CD69 é conhecido como um marcador de ativacdo aguda de linfécitos T e sua
expressao é transientemente aumentada em infiltrados inflamatorios, ndo sendo expressa por
linfocitos T em repouso (Gonzalez-Amaro et al., 2013). Dados da literatura demonstram um
papel pro-inflamatério do CD69. Especificamente em linfocitos T y3, foi demonstrado que a
expressdo de CD69 esta associada a citotoxicidade dos subtipos humanos V61 e Va2 (0 que
ndo foi observado para linfécitos T af3), contra células tumorais de mastocitoma (Moretta et
al., 1991; Cao e He, 2005). Outra molécula envolvida na ativacdo e migracdo de linfocitos T
v0 é a L-selectina (ou CD62L). O CD62L é uma molécula de adesdo expressa por leucocitos,
incluindo linfécitos T y8, que apresenta um papel fundamental na migracdo celular (Tedder et
al., 1990). Durante o processo de migracdo e ativacdo, a CD62-L se destaca da superficie
celular (shedding), sendo a expressao desta molécula um marcador de ativacdo de linfocitos T
(Palecanda et al., 1992).

1.3.2 Subpopulacgdes de linfocitos T yo: IL-17+ e IFN-y+

Como apresentado anteriormente (item 1.1.1), os linfocitos T yd sdo classificados em
diferentes subtipos de acordo com as cadeias Vy de seu TCR e sua distribuicdo tecidual.
Entretanto, tem sido recentemente proposto que os linfocitos T yd sejam categorizados de
acordo com suas fungOes efetoras, i.e., pela producdo de interferon-y (IFN-y) ou de

interleucina-17 (IL-17) (Prinz, Silva-Santos e Pennington, 2013), que é um fendmeno
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determinado durante o seu desenvolvimento no timo (de forma distinta dos linfocitos T af)
(Schmolka et al., 2013).

De fato, trabalhos publicados demonstram a relacdo das selecdes positiva e negativa
no timo com a producdo de IFN-y e de IL-17 por linfocitos T yd. Quando linfocitos T y6 ndo
reconhecem antigenos no timo, ndo entram em apoptose (como os linfécitos T aff), mas
tornam-se produtores de IL-17 (Jensen et al., 2008; Kreslavsky et al., 2008; Meyer, Zeng e
Chien, 2010; Wong e Zudiga-Pflicker, 2010). J& os linfécitos T yd que se ligam
moderadamente aos antigenos proprios no timo sao diferenciados como células produtoras de
IFN-y (Jensen et al., 2008; Meyer, Zeng e Chien, 2010; Wong e Zuiiga-Pflicker, 2010). Foi
também descrita a existéncia de um terceiro subtipo de linfdcitos T yd, que secreta IL-4 e que
seria selecionado ao se ligar com muita avidez a antigenos proprios durante a sele¢do timica
(Nuniez-Cruz et al., 2003; Meyer, Zeng e Chien, 2010). A polarizacdo e o desenvolvimento da
populacdo TCRy8/IL-17" é direcionada principalmente pelas citocinas TGF-B (transforming
growth factor-f) e IL-7, enquanto a IL-23 e a IL-1p tém um papel importante na expansao e
manutencdo desta populagdo (Figura 1. 3). Esta diferenciagdo é principalmente regulada pelo
fator de transcricio RORyt (retinoic-related orphan receptor yt) (lvanov et al., 2006).
Entretanto outros fatores de transcricdo, tais como Sox13, Sox4, Hes-1, RelB e ETVS5,
também participam da producgdo de IL-17 pelos linfocitos T yd. De forma oposta, os fatores de
transcricdo TCF1 e LEF1 regulam negativamente a produgdo de IL-17 por linfdcitos T vé.
Estes, em conjunto com os fatores de transcricdo T-bet, Eomes e Egr3 induzem a producéo de
IFN-y por linfocitos TCRyd" (Serre e Silva-Santos, 2013), entretanto, os mediadores
envolvidos na polarizacdo deste subtipo ainda estdo caracterizados.

A identificacdo destas populages TCRyS/IFN-y* e TCRyd/IL-17" pode ser realizada
pela expressdo de marcadores expressos na superficie destas células. A expressdo do receptor
co-estimulatério CD27 determina a populagdo produtora de IFN-y (IL-17") em células de
animais naive e ativados (Ribot et al., 2009), enquanto a expressdo do receptor de
quimiocinas CCR6 é expresso exclusivamente por linfocitos T yd CD27 e distinguem
linfocitos TCRy&/IL-17" (Haas et al., 2009) (Figura 1. 3). Vale ressaltar que ja foi descrita
uma populagdo produtora das duas citocinas (TCRy3/CD27/IL-17"/IFN-y"), polarizada in
vitro pela presenga de IL-23 e IL-1B e encontrada in vivo em modelos experimentais de
tumor, autoimunidade e infeccdo, quanto em pacientes com HIV (Serre e Silva-Santos, 2013).

Entretanto, a funcéo destas celulas ainda ndo foi estabelecida.
11



Timo / Periferia

NK1.1
CD62L
CD122

AN INF-y

TCR+++ !

Eomes,
. Thbet, Egr3
 (Lef-1, Tef1)

LS

CCR6, CD150
SCART2, CD44
IL-23R, IL-7-Ra
: IL-1R1
RORyt, ETV5,
Hes-1,RelB, |17
Sox13, Sox4

Figura 1. 3: Linfocitos T y& IFN-y* e IL-17". Diferentes sinais extracelulares regulam a producdo de
IFN-y e de IL-17 por linfécitos T y6 no timo e na periferia. O padrdo da expressdo de marcadores
associados a linfocitos produtores de IFN-y (y527%) e de IL-17 (y827") e os fatores de transcricdo
envolvidos na polarizagdo destas populagbes estd detalhado na figura e apresentados no texto.
Adaptado de Serre & Silva Santos, 2013.

Os linfocitos T yd (murinos e humanos) sdo classicamente conhecidos como
importantes produtores de IFN-y, o que atribui a estas células um importante papel
imunomodulador e anti-tumoral (Ikeda, Old e Schreiber, 2002; Yin et al., 2002; Gomes,
Martins e Silva-Santos, 2010). Esse mediador é capaz de inibir o crescimento tumoral de
forma direta, inibindo a proliferacdo ou induzindo a apoptose de células tumorais (Bromberg
et al., 1996; Chin et al., 1996) ou ainda através da inibicdo da angiogénese (Arenberg et al.,
1996; Sgadari et al., 1996; Sgadari et al., 1997). Alem disso, o IFN-y pode inibir o
crescimento tumoral de forma indireta, atraves da ativacdo da atividade anti-tumoral em
outras populagdes celulares como macréfagos (Schreiber, Celada e Buchmeier, 1986;
MacMicking, Xie e Nathan, 1997) e células NK (Paolini et al., 2015).
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Mais recentemente, os linfocitos T yé foram descritos como uma das principais células
produtoras de IL-17 em diversos modelos experimentais de origem infecciosa, inflamatéria e
autoimune (Bonneville, O'Brien e Born, 2010). Estes modelos incluem sepse induzida por
ligacdo e perfuracdo do ceco (CLP), artrite induzida por colageno, infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis e por Cryptococcus neoformans, nos quais a deplecdo (genética
ou por anticorpos) de linfocitos T yé reduziu a resposta inflamatoria pela baixa producédo de
IL-17, sugerindo que os linfocitos T y6 sdo uma importante fonte desta citocinas no processo
inflamatdrio (Uezu et al., 2004; Lockhart, Green e Flynn, 2006; Flierl et al., 2008; Romani et
al., 2008; Xu et al., 2010). Vale ressaltar que ambas citocinas (IFN- y e 1L-17) apresentam
papéis importantes e controversos no controle de tumores, dependendo do microambiente
tumoral (Rei, Pennington e Silva-Santos, 2015). Desta forma, os linfocitos T yd participam
(em adicdo a resposta imune de tumores) da resposta imune contra virus e patdgenos
intracelulares através da producdo de IFN-y (modulando células NK e linfécitos T aff) e da
resposta contra bactérias extracelulares e fungos através da producéo de IL-17, modulando
principalmente as funcdes de neutrofilos (Bonneville, O'Brien e Born, 2010).

1.4 Leucotrieno By, lipoxina A4 e prostaglandina E,: sistema imune e cancer

Os mediadores lipidicos, tais como prostaglandina (PG), leucotrienos (LT) e lipoxinas
(LX) possuem funcdes importantes em diversos processos fisioldgicos e patoldgicos do
sistema imune. Esses mediadores sdo derivados do metabolismo do acido araquidénico de
membrana e também sdo gerados a partir de corplsculos lipidicos, que sdo organelas
citoplasmaticas dindmicas e multifuncionais, induzidas em células ativadas e que
desempenham um papel central no controle da sintese e da secrecdo de mediadores
inflamatdrios (Bozza et al., 2011).

A geracdo de LTB,4, LXA, e PGE; derivados do acido araquidnico ocorre pela acédo
sequencial de enzimas. Inicialmente, estimulos fisico e quimicos levam a translocacdo da
fosfolipase A2 do citosol (cPLA2) para a membrana do reticulo endoplasmaético e para a
membrana nuclear. Esse processo de translocacdo é dependente do influxo de calcio
intracelular e leva a hidrélise dos fosfolipidios presentes nas membranas, principalmente a
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, liberando assim o &cido araquidénico (Evans et al.,
2001). O écido araquidonico liberado é metabolizado tanto pelo sistema enzimatico das
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ciclooxigenases (COXs) como das lipoxigenases (LOs) (Funk, 2001) e, em seguida, €

reincorporado a membrana da célula (Morrow e Roberts, 2002).

As LOs catalisam a oxigenagédo de acidos graxos em hidroperdxidos lipidicos (Brash,
1999), metabolizando o acido araquidénico em intermediarios instaveis, hidroperoxi-
eicosatetraendico (HPETEs). Os HPETEs, por sua vez, sdo metabolizados em acidos-
hidroxieicosatetraendicos (HETES) e geram LTB, e LXA, por agdo das LOs. As principais
LOs descritas em humanos séo as 5-LO, 12-LO e 15-LO (Brash, 1999).

As COXs, por sua vez, metabolizam o &cido araquidénico no intermediario PGH, que
sofre a agdo da enzima prostaciclina, formando assim a PGE; (Jakobsson et al., 1999; Mancini
et al., 2001). Existem trés isoformas de COXs descritas: a COX-1, a COX-2 e a COX-3. A
COX-1 é responsavel pela sintese basal, constitutiva de prostaglandinas enquanto a COX-2 é
expressa principalmente de forma induzida como durante em processo inflamatoério (Smith,
DeWitt e Garavito, 2000). A COX-3 é expressa no sistema nervoso central (cortex cerebral) e
no tecido cardiaco (Chandrasekharan et al., 2002). Quando acetiladas ou nitrosiladas, as

COXs também podem levar a formacdo enddgena de epimeros de lipoxinas (Serhan, 2005).
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Figura 1. 4: Geragéo de eicosanoides a partir do &cido araquiddnico. O esquema demonstra a
geragdo de eicosanoides, incluindo prostaglandinas (PG), leucotrienos (LT) e lipoxinas (LX) a partir
do &cido araquidénico através da acdo das enzimas ciclooxigenase, 5-lipoxigenase e 15-lipoxigenase.
Adaptado de Goodman e Gilman (1995).

141 LTBs

O LTB4 é um mediador lipidico derivado do metabolismo do &cido araquidonico,
sintetizado pela enzima 5-lipoxigenase (5-LO), com contribuicdo da proteina ativadora de 5-
LO (FLAP). O LTB, exerce suas funcBes via dois receptores associados a proteina G (GPCR)
distintos (Yokomizo et al., 1997; Lynch et al., 1999; Heise et al., 2000; Yokomizo et al.,
2000) — BLT1 e BLT2, sendo o BLT2 o receptor de baixa afinidade. O receptor de alta
afinidade BLT1 é expresso por leucdcitos e reconhece o LTB, em concentra¢bes sub
nanomolares (Sabirsh, Bristulf e Owman, 2004). Dentre as principais funges do LTBy,
destaca-se a sua atividade quimioatraente sobre diversas populacdes celulares como
macrofagos, linfocitos T, neutrofilos, eosindfilos e células dendriticas, em adi¢do a modulagéo
de atividade citotdxica, fagocitose e expressao de moléculas de adesdo (Bailie et al., 1996;
Mancuso et al., 1998; Canetti et al., 2003; Flamand, Tremblay e Borgeat, 2007); (Palmer et
al., 1980; Huang, W. W. et al., 1998; Serhan e Prescott, 2000). Vale ressaltar que, conforme

descrito no item 1.3.1, 0 nosso grupo demonstrou que o LTB, induz a migragao in vitro e in
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vivo de linfocitos T yd murinos, através da ativacdo de BLT1, expresso por estas células
(Costa et al., 2010).

A sintese de LTB, e a expressdo de BLT1 aumentam no tecido durante diversas
condicdes inflamatorias e no tecido tumoral (Tager et al., 2003; Pace et al., 2004; Cheraim et
al., 2008; Mitsopoulos et al., 2008; Rittirsch et al., 2008; Wang e DuBois, 2010; Larré et al.,
2008). E estabelecido que a producio de LTB, recruta diferentes populacdes celulares (de
forma direta ou indireta), tais como linfocitos T CD8", células NK e células dendriticas para o
tecido tumoral e 6rgéos linféides secundarios, resultando na ativacao da resposta imune contra
o0 tumor (Sharma et al., 2013; Del Prete et al., 2007). Entretanto, o papel do LTB,4 na resposta
imune contra tumores ainda é pouco esclarecido e controverso, sendo o seu papel pré-tumoral
mais descrito na literatura. O LTB, presente no ambiente tumoral é um importante indutor da
resposta inflamatdria, o que no modelo de melanoma subcutaneo induzido pela linhagem
celular Tm1, esta associado com a progressdo tumoral (Bachi et al., 2009). Também ja foi
demonstrado que animais KO de BLT1 apresentaram uma resposta anti-tumoral mais robusta
que a observada em animais selvagens, sendo a sinalizagdo do BLT1 induzida por LTB4
implicada na diminuicdo da geracdo e manutencdo de uma resposta anti-tumoral de memaria
por linfécitos T CD4" (Yokota et al., 2012). Além disso, Hennig e colaboradores (2004)
propuseram como uma nova ferramenta terapéutica, a utilizacdo do antagonista de BLT1,
LY293111, em combinacdo com o quimioterapico gemcitabina (Hennig et al., 2004). A ideia
foi proposta ap6s observarem que esta combinacdo reduziu de forma mais potente o
crescimento tumoral e a metastase no modelo heterotopico murino (em camundongos
atimicos) de cancer intestinal induzido por células tumorais humanas HT29 e LoVo (Hennig
et al., 2004). No ano seguinte, o grupo demonstrou que esse efeito foi ainda mais evidente no
modelo ortotépico murino de cancer de pancreas induzido por células tumorais humanas S2-
013 (Hennig et al., 2005). Entretanto, em humanos, essa associacdo de medicamentos ndo
aumentou a sobrevida de pacientes com cancer de pancreas e pulmdo durante a fase 11 do teste
clinico (Adrian et al., 2008).

Apesar do papel pro-tumoral do LTB, ser mais evidente do que o anti-tumoral, as
interacOes celulares no microambiente tumoral, i.e. células do sistema imune (como os tumor
infiltrating lymphocytes [TILs]) e as células tumorais sdo criticas para o estabelecimento para

a resposta anti-tumoral do hospedeiro. Desta forma, o recrutamento e a modulacdo de
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atividade de linfocitos T citotoxicos e de células apresentadoras de antigeno pode favorecer

uma resposta anti-tumoral do hospedeiro (Figura 1. 5).
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Figura 1. 5: Modelo do mecanismo de inducéo da progressdo cancerigena por prostaglandinas e
leucotrienos. Prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs) produzidos por células epiteliais
transformadas induzem a proliferagdo, sobrevivéncia, migracao e invasdo tecidual de forma autécrina
e paracrina. Esses mediadores lipidicos também estimulam células epiteliais e células estromais a
produzir fatores de crescimento, mediadores pré-inflamatérios e fatores angiogénicos, o que altera o
microambiente de normal para pré-tumoral. O microambiente tumoral por sua vez, recruta células do
sistema imune e células endoteliais, que produzem mais mediadores pro-inflamatérios, fatores de
crescimento e fatores angiogénicos. Adaptado de Wang e DuBois (2010).

142 LXA4

Somente alguns tipos celulares possuem a maquinaria enzimatica completa (5-LO e
12-L0) requerida para a producdo de LXA, necessitando de interacGes célula-célula. A
LXA, também € gerada a partir da acdo das LOs sobre o acido araquiddnico, que é catalizado

por leucocitos pela 5-LO, gerando o LTA,, que é secretado e “transferido” para plaquetas e
1/



células endoteliais proximas, que - por acdo de 12-LO e 15-LO respectivamente - o converte
em LXA,. Além deste mecanismo, uma segunda via de biossintese conhecida é iniciada na
superficie mucosa através do metabolismo enzimatico do &cido araquiddnico pela 15-
lipoxigenase (15-LO) de células epiteliais mucosas que geram o intermediario acido 15S-
HETE. O intermediario € liberado e rapidamente captado por neutréfilos que o convertem a
LXAy,, via 5-LO neutrofilica (Scannell e Maderna, 2006).

A LXA, apresenta similaridade estrutural com os leucotrienos e apresentam atividades
bioldgicas por vezes complementares (Levy et al., 2001; Fiore, 2012). A LXA, € reconhecida
por um GPCR pertencente a familia dos receptores FPR (do inglés, formyl peptide receptor).
Em humanos, ha trés receptores codificados por genes distintos: FPR1, FPR2/ALX e FPR3
(Ye et al., 2009; Dufton e Perretti, 2010), sendo FPR2/ALX o receptor que medeia os efeitos
da LXA,, induzindo diferentes vias de sinalizacdo dependendo do tipo celular (Bae et al.,
2003). O reconhecimento da LXA, pode resultar em efeitos inibitorios ou estimulatérios,
através da ativacdo de diferentes vias em cada tipo celular (Migeotte, Communi e Parmentier,
2006). Por exemplo, a LXA, impede a migracdo de neutrofilos sem a mobilizagdo de célcio
intracelular, enquanto que em mondcitos, a interacdo da LXA,; ao seu receptor estimula a
guimiotaxia, induzindo o aumento de calcio intracelular (Fiore e Serhan, 1995; Chiang et al.,
2006). A LXA, promove ainda a fagocitose de células apoptéticas por macrofagos, reduz a
expressdo de moléculas de adesdo em leucdécitos e células endoteliais, impede a migracédo de
eosindfilos para o sitio inflamatdrio, reduz a produgéo de superdxido e citocinas como IL-1p e
IL-6 pelos neutrofilos, estimula o recrutamento de mondcitos, e aumentam a saida de
fagdcitos do local inflamado através do sistema linfatico (Maddox e Serhan, 1996; Maddox et
al., 1997; Filep, Khreiss e Jozsef, 2005; Serhan, Chiang e Van Dyke, 2008; Serhan,
Yacoubian e Yang, 2008). Sendo assim, a LXA, possui acdo anti-inflamatéria e pro-
resolutiva. De forma interessante, também foi demonstrado que a LXA, é capaz de modular
negativamente a expressdo do receptor LTB,4 (BLT1) em linfécitos T de cobaias (Feng et al.,
1996; Lin et al., 1996).

A relacdo da LXA, com o cancer ainda é pouco explorada, entretanto, as lipoxinas séo
consideradas essencialmente anti-tumorigénica, 0 que estd parcialmente associado ao
processo de resolucdo da inflamacéo. De fato, foi proposta uma nova abordagem terapéutica
anti-tumoral baseada na administracdo de mediadores anti-inflamatorios enddgenos, como a
LXA,. Foi observado que esse mediador é capaz de reduzir a proliferacdo celular, inibe a
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invasdo de células tumorais e suprime 0 crescimento de tumores experimentais (Pogodina,
1975; Claria, Lee e Serhan, 1996; Schottelius et al., 2002; Zhou et al., 2009; Chen et al.,
2010).

143 PGE;

A PGE; é gerada por acdo da COX, que converte, por acao enzimatica, o araquidonato
a PGG; e, posteriormente & PGH,. A PGH; é um intermediario instavel, sendo substrato de
diferentes enzimas. Dentre elas estdo as isomerases (ou 9-ceto-redutase, em alguns tecidos)
que levam a geracdo de PGD,, PGE; e PGF,. Os produtos da COX exercem seus efeitos
através de receptores acoplados a proteina G, capazes de induzir diferentes vias de sinalizagédo
intracelular. Os receptores de PGE, descritos sdo: EP;, EP,, EP3 e EP4, expressos por células
do sistema imune, incluindo linfocitos T, linfocitos B e células dendriticas (Narumiya e
FitzGerald, 2001). Os receptores EP, e EP4 levam a sinalizacdo mediada pela proteina G,
aumentando o monofosfato ciclico de adenosina (CAMP), enquanto a sinalizacdo induzida
pelo EP; leva ao aumento de célcio intracelular também dependente da proteina G. J& 0 EP3
estd acoplado a proteina G inibitéria (G;) e inibe a formacdo de cAMP (Narumiya e
FitzGerald, 2001). Sendo assim, a PGE;, é capaz de induzir diversos efeitos em diferentes
populacdes leucocitarias. O perfil de expressdo destes receptores e sua distribuicdo tecidual é
um dos componentes que determina o efeito bioldgico exercido pela PGE,, que pode também

sofrer dessensibilizagdo e internalizag&o.

Na resposta inflamatoria, a PGE, se destaca por apresentar uma importante atividade
vasodilatadora e por mediar a dor inflamatéria. Os seus efeitos anti-inflamatorios incluem a
inibicdo da proliferacdo de linfocitos T, da diferenciacdo de linfécitos B, da ativacdo e da
mobilizacdo de neutréfilos e eosinofilos para o foco inflamatério e a producéo/liberacdo de
mediadores inflamatérios (Fischer, Durandy e Griscelli, 1981; Garrone et al., 1994; Sturm et
al., 2008; Medeiros et al., 2012; Wheeldon e Vardey, 1993; Wise e Jones, 1994; Talpain et
al., 1995; Wise, 1996). Entretanto, em macrdéfagos a PGE, pode exercer papéis opostos. A
PGE; é capaz de inibir a ativacdo dessas células através da sinalizacdo via EP, (Zaslona et al.,
2012), inibindo a producdo de éxido nitrico, a fagocitose e induzindo a migragéo e a producao
de citocinas imunoregulatérias, tais como a IL-10 e IL-17 (Asakrah et al., 2013; Aronoff,
Canetti e Peters-Golden, 2004; Aronoff, 2012; Nakayama et al., 2006; Huang, M. et al.,
1998; Liu et al., 2012). A PGE, também possui efeitos opostos em celulas dendriticas,
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interrompendo a diferenciacdo dessas células em estagios iniciais do desenvolvimento
(Kalinski et al., 1997) e acelerando a sua maturagdo em estdgios mais tardios da
diferenciacdo, na presenca de IL-1p e TNF-a (Rieser et al., 1997; Kalinski et al., 1998). A
PGE, também é capaz de modular células NK diretamente, inibindo a producdo de INF-y
(Mailliard et al., 2005), a migracdo (Dupuy et al., 2012) e a atividade citotoxica, observado
através da reducdo da expressdo de CD107a e da inducdo de morte de células tumorais
(Martinet et al., 2010). De maneira similar, foi observado que a PGE; inibe a atividade
citotoxica de linfécitos T o, inibindo a expressdo de CD107a e do killing de células tumorais
(Martinet et al., 2010).

Dentre os mediadores lipidicos, a PGE, é o que apresenta o papel pro-tumoral mais
proeminente. Ja foi relatado que a PGE; é produzida no tecido tumoral de humanos com
cancer de mama, pulmao, intestino, cabeca e pescoco (McLemore et al., 1988; Rigas,
Goldman e Levine, 1993; Wang e Dubois, 2004; Hambek et al., 2007; Wang e Dubois, 2010).
O aumento na producdo desse mediador é associado a um mau progndstico da doenca
(Hambek et al., 2007). Além disso, diversos estudos demonstram que a PGE, promove a
invasdo e o crescimento do cancer intestinal em diferentes modelos murinos (Wang et al.,
2004; Wang e Dubois, 2006; Cha e DuBois, 2007). Corroborando com esses achados, foi
demonstrado que camundongos deficientes para a producdo desse mediador, ou ainda para 0s
receptores EPy, EP, e EP,4, apresentam um menor desenvolvimento tumoral comparado com
animais selvagens (Watanabe et al., 1999; Meyer et al., 2004; Shoji et al., 2004; Shoji et al.,
2005; Nakanishi et al., 2008; Smyth et al., 2009). Um mecanismo crucial pelo qual a PGE,
exerce sua atividade pré-tumorigénica € via supressdo da resposta imune local, através da
inibicdo da resposta de macrofagos, células NK, linfocitos T af e linfécitos T yd (Walker e
Rotondo, 2004; Dinarello, 2006; Martinet et al., 2010; Rodriguez-Vita e Lawrence, 2010).
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2 OBJETIVOS

Investigar o efeito dos mediadores lipidicos LTB4, PGE; e LXA,; na modulacdo da
atividade de linfdcitos T yo, avaliando o seu impacto na atividade citotoxica contra células

tumorais.

2.1 Obijetivos especificos

1. Padronizar a expansdo de linfocitos T yo a partir de sangue humano periférico, através
da cultura com o fosfoantigeno isopentenil pirofosfato (IPP) para a obtencdo de uma

cultura com pureza maior que 85%.

2. Avaliar a expressdo dos receptores de LTB,; (BLT1), PGE, (EP4) e LXA4
(FPR2/ALX) por linfécitos T yd (em repouso e ativados) e a mobilizagdo de célcio

intracelular apds reconhecimento de seus ligantes.

3. Investigar o papel de LTB,4, PGE,, e LXA4 na ativagao dos linfécitos T yd, avaliando a

expressao do marcador de ativacdo CD25 e L-selectina (CD62L).

4. Investigar o papel de LTB,4, PGE,, e LXA, na producéo das citocinas IFN-y e IL-17 e
dos marcadores de fen6tipo CD27 (IFN-y") e CCR6 (IL-17%).

5. Avaliar o efeito de LTB4, PGE;, e LXA4na expressdo de granzima B e do marcador de
citotoxicidade CD107a e na atividade citotoxica de linfocitos T yd contra células

tumorais de melanoma B16F10 in vitro.

6. Investigar o papel de LTB4 e LXA4 na quimiotaxia in vitro e na migracdo in vivo de
linfocitos T yd para o pulmado de camundongos com metastase pulmonar, avaliando o
seu perfil de producédo de citocinas (IFN-y vs IL-17) e a sua capacidade em inibir o

namero de nddulos tumorais utilizando camundongos 5-LO KO.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Expanséo de linfécitos T yd humanos

Células mononucleares humanas foram obtidas a partir do sangue de doadores
voluntarios saudaveis de ambos 0s sexos, com idade entre 18 e 50 anos e que ndo estavam sob
0 uso de corticoides. Para coleta do sangue, foram obtidas aliquotas (20-30 ml) de sangue
periférico venoso, obtido através de venopunctura (agulha de calibre 23G). As células
mononucleares foram isoladas através da centrifugacdo (400g) em gradiente de Histopaque
1077 (Sigma) e posteriormente plaqueadas (2x10° por pogo) em placas de 96 pocos de fundo
em “U” em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com soro fetal bovino (SFB; 10%;
Sigma), piruvato de sodio (1 mM) e penicilina (100 U/ml)/estreptomicina (100 pg/ml;
Sigma). As células mononucleares foram incubadas com o fosfoantigeno isopentenil
pirofosfato (IPP; 2-10 pg/ml; Sigma) e interleucina-2 (IL-2; 12,2 ng/ml; Sigma) por 7 dias a
37°C, 5% CO,. No sétimo dia, as células foram recolhidas e lavadas com RPMI 1640 a 400g
por 10 minutos. As células foram novamente plaqueadas (2x10° por poco) em meio RPMI
1640 contendo IPP (2-10 pg/ml) e 1L-2 (12,2 ng/ml) e mantidas a 37°C e 5% CO, por mais 7
dias. A pureza da cultura foi avaliada ap6s os 14 dias de cultura, através de citomeria de fluxo
(FACScalibur; Becton & Dickinson), conforme descrito abaixo. Todos os procedimentos
foram aprovados pela licenga do Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Licenca CEP n° 346.627).

3.2 Estimulo de linfécitos T Y6 humanos

Apbs 0 processo de expansdo descrito a cima, os linfocitos T yé humanos foram
plaqueados (1x10° células/pogo) em placa de 96 pogos de fundo em “U” em RPMI 1640
contendo 10% de SFB, penicilina (100 U/ml)/estreptomicina (100 pg/ml; Sigma) e 1 mM de
pituvato de sodio. As células foram mantidas em repouso em estufa a 37°C, 5% CO, por 24
horas e em seguida incubadas com LXA, (100 nM; Cayman), PGE; (1 pM; Cayman) ou LTB,
(10 nM) por 30 minutos. Apos a incubacdo, as células foram estimuladas com 10 pg/ml de
IPP ou com LTB, por diferentes intervalos de tempo. Os grupos controle foram incubados
com meio RPMI 1640. Para analise da expressao de marcadores de superficie (CD25, CD62L,

CD27 e CCR®6), as celulas foram estimuladas por 24 horas. Para avaliar a expressao de
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CD107a na superficie das células e a liberacdo de granzima B, as células foram estimuladas

por 2 horas.
3.3 Analise da viabilidade de linféocitos T yo in vitro por LDH

A viabilidade dos linfocitos T yd na presenca de LTB4, LXA; ou PGE; foi
determinada utilizando o kit Lactate Dehydrogenase Activity Assay Kit (Sigma Aldrich). Os
linfocitos T yd foram plaqueados em placas de 96 pocos em uma densidade de 1x10°
células/pogo e em seguida, as células foram incubadas por 2,5 horas na presenca de LTB,
(100 nM), LXA4 (100 nM) ou PGE; (1 uM). Como controle negativo foi utilizado o RPMI e
como controle positivo foi utilizado Tween-20 (3%). O experimento foi feito em
quadruplicada por grupo em um volume final de 200 pl/pogo. Apos 2,5 horas de incubacéo, a
placa foi centrifugada a 250g durante 4 minutos para sedimentar as células. Em seguida,
aliquotas de 100 pl do sobrenadante foram transferidas para placas de 96 pocos de fundo
plano e foi adicionado 200ul da mistura dos reagentes do kit por pogo, a placa foi coberta com
um material opaco para proteger da luz e incubada a temperatura ambiente durante 20-30
minutos. A reacdo foi interrompida adicionando HCI 1N. A absorbéncia foi mensurada no
Spectra Max 190 (Molecular Devices) no comprimento de onda de 490 nm. A absorbancia do
background foi mensurada a 690 nm e esse valor foi subtraido da medicdo do comprimento de

onda principal (490 nm) conforme as especificagdes do fabricante.
3.4 Animais

Foram utilizados camundongos machos das linhagens isogénicas C57BL/6, sv/129 e
camundongos sv/129-deficientes (5-LO-KO) na expressdo da enzima 5-lipoxigenase (129-
Alox5tm1Fun 5-LO™), pesando entre 20 e 25g, fornecidos pelo Centro de Criacdo de Animais
de Laboratério (CECAL) da Fundacdo Oswaldo Cruz. Os animais foram mantidos em
isoladores ventilados (Gabinete Biotério mod. EB-273, Insight) no biotério do Laboratério de
Farmacologia Aplicada, Fiocruz, até o momento do uso, com livre acesso a agua e racao,
sendo submetidos a um ciclo de 12 horas de claro/escuro. Todos 0s experimentos foram
realizados de acordo com as normas da Comisséo de Etica no Uso de Animais da Fundagio
Oswaldo Cruz (CEUA, FIOCRUZ) sob licengas n° L62/12 e LW52/12.
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3.5 Obtencao de células mononucleares murinas

Bacos de camundongos C57BL/6 eutanasiados foram retirados e macerados em RPMI
1640. Para a separacao das células mononucleares foi realizado um gradiente de histopaque
1083 (2ml do macerado pipetados cuidadosamente sobre 3ml de histopaque 1083) submetido
a centrifugacdo de 400g por 30 minutos, com aceleracdo e desaceleragdo minimas. As células
mononucleares foram recolhidas e apds nova centrifugacao (400g por 30 minutos), o pellet foi

ressuspendido em RPMI 1640 na concentracao de células adequada aos ensaios subsequentes.
3.6 Isolamento magnético de linfocitos T 6

Para isolamento de linfocitos T yd, células mononucleares esplénicas murinas foram
submetidas a uma selecdo negativa de linfocitos T, utilizando-se esferas magnéticas,
recobertas com anticorpos a-CD45B e a-CD11b, concomitantemente realizou-se a marcagao
do TCR yd com anticorpo a-TCR yd biotinilado. Em seguida, as células foram novamente
incubadas com estreptoavidina conjugada a esferas magnéticas e submetidas a selecédo
positiva em uma coluna magnética. Posteriormente, os linfocitos T yd foram removidos da
coluna, conforme o protocolo descrito pelo fabricante (Miltenyi Biotec, CA, EUA), obtendo-

se uma pureza de 90-95%.
3.7 Estimulo de linfocitos T murinos com anticorpo monoclonal a-CD3

Uma solucdo de anticorpo monoclonal a-CD3 murino (50 pl/poco; 500 pg/ml) diluido
em tampdo fosfato (PBS) foi adicionado a placa de 96 pocos de fundo chato por 4 horas
(37°C, 5% CO,) para a adsorcdo. Em seguida, aproximadamente 40ul foram removidos dos
poc¢os para eliminar o excesso de anticorpo ndo adsorvido. As células mononucleares obtidas
de bacos murinos (descrito a cima) foram plaqueadas (1x10% 100 pl/poco) e incubadas por 24
horas a 37°C e 5% CO,. A marcagdo de CD25 e CD69 pelos linfocitos T yé foi analisada por

citometria de fluxo (FACScalibur; Becton Dickinson).

3.8 Imunofenotipagem e analise por citometria de fluxo

As células foram plaqueadas (1x10° células/poco) em uma placa de 96 pocos de fundo
em “U” e centrifugadas por 3 minutos a 964g. Os pellets foram ressuspendidos em 100 ul de
uma solucdo de PBS contendo 0,1% de azida sodica e 10% de SFB (PBS/Azida/SFB) e as
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células foram incubadas por 30 minutos a 4°C para o bloqueio dos sitios inespecificos de
ligagdo a imunoglobulinas. Apds nova centrifugacdo 964g, as células foram ressuspendidas
em uma solucdo de PBS/Azida/SFB contendo os anticorpos monoclonais (a-TCR vd, a-CD3,
a-BLT1, a-EP4, a-FPR2/ALX, 0-CD25, a-CD69, a-CD27, a-CCR6 e a-CD107a) conjugados
a FITC, PE, PerCP ou PE/Cy7 e incubadas por 30 minutos a 4°C. A seguir, as células foram
ressuspendidas em PBS/Azida e transferidas para tubos de citometria de fluxo (Falcon).
Como controle negativo da marcacdo especifica, foram utilizados isotipos de anticorpos IgG
conjugados aos respectivos fluorocromos sem especificidade de ligacdo as proteinas das
células analisadas (BD Pharmingen). Ao menos 10° células foram adquiridas por amostra no
citbmetro de fluxo (FACScalibur, Becton Dickinson). A anélise dos marcadores de superficie
foi realizada utilizando o software FlowJo® (versdo 7.6.5). Os dados foram coletados e
expressos em uma escala log de intensidade de fluorescéncia, apresentados como histogramas
ou dotplots. O percentual da populagio de linfocitos T y5 CD3" foi determinado em uma
regido fisica, de acordo com a granulosidade (SSC-H) e tamanho (FSC-H) da célula. A
avaliacdo da morte celular foi realizada através da marcacdo com iodeto de propideo (PI)

conforme instrugdes do fabricante (BD Pharmingen).
3.9 Western blot

Extratos celulares totais foram obtidos a partir de linfocitos T yé estimulados com IPP
(10 pg/ml) e pré-tratados ou ndo com LXA, (100 nM) em tampdo de lise RIPA (radio-
immunoprecipitation assay) (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5%
desoxicolado de sdédio, 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride - fenilmetilsulfonil
fluoreto) e coquetel de inibidores de protease (Sigma Aldrich). A quantificacdo das proteinas
contidas no extrato celular foi determinado pelo método de Lowry (Sigma Aldrich). Os
lisados celulares foram desnaturados em tampdo de amostra Laemmli (50 mM Tris-HCI, pH
6,8; 1% dodecil sulfato de sodio [SDS]; 5% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol e 0,001% azul de
bromofenol) e aquecidos a 95°C por 3 minutos. Em seguida, as proteinas obtidas dos lisados
totais (20 ou 30 pg/raia) foram submetidos a eletroforese em SDS-PAGE (em gel 12% de
poliacrilamida-SDS — 3,18 ml de acrilamida 30%, 1,59 ml de bis-acrilamida 1,6%, 1,23 ml de
agua deionizada, 100 pl de persulfato de amonia (APS) 10%, 10pul tetrametiletilenodiamina
(TEMED) e 2 ml de tampdo de gel de separacdo (1,5 M de Tris e 0,4% de SDS), e
transferidas para membranas de transferéncia de fluoreto de polivinilidene (PVDF),
previamente umedecida em metanol, utilizando tampéo de transferéncia (25 mM Tris, 192
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mM glicina [pH 8] e 20% metanol em agua Milli-Q). A transferéncia foi realizada a 17V por
1 hora em Sistema semi-seco (Trans-Blot Semi Dry, BioRad). Apo6s a transferéncia, as
membranas foram incubadas com solugdo bloqueadora de albumina sérica bovina (BSA) a
5% em tampdo Tris salino 0,1% Tween-20 (TBST; tris buffered saline tween — 50 mM Tris-
HCI pH 7,4; 150 mM NaCl e 0,1% Tween 20) por 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, as membranas foram incubadas (overnight, a 4°C) com anticorpos primarios
especificos anti-BLT1 e anti-FPR2/ALX; ambos diluidos a 1:5000 em TBST. Em seguida, as
membranas foram lavadas com TBST e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com o
anticorpo secundario a-cabra diluido 1:10000 conjugados a peroxidase (HRP) e diluidos em
TBST. A deteccédo foi feita usando o kit ECL (Enhanced Chemiluminescence, Pierce) e as
membranas expostas a filme de autorradiografia. As bandas foram quantificadas por

densitometria usando o software Image J (dominio publico).
3.10 Ensaio de influxo de célcio

Os ensaios de mensuracdo de calcio intracelular foram realizados através do Kit
“Calcium Assay Kit” (Molecular Devices) nos equipamentos FlexStation-2 e FlexStation-3
(Molecular Devices), de acordo com as instrucdes do fabricante. Linfocitos T yd6 humanos e
murinos (>90% de pureza) foram plagueados (5x10%/pogo) em placa preta e incubados em
RPMI 1640 por 24 horas em estufa a 37°C e 5% de CO,. A placa foi centrifugada a 100g por
4 minutos, sem desaceleracdo, para retirada do meio. Em seguida, as células foram incubadas
com loading buffer contido no kit, para marcacdo do calcio intracelular. Os linfécitos T yd
foram estimulados com LTB4 (10 nM), LXA, (100 nM) ou PGE; (1 uM) em meio Hank’s
balanced salt solution (HBSS) e a leitura (Yex = 485nm; Yem= 525nm; Cut-off= 515nm)
realizada entre 0 e 2.400 segundos, a cada 10-30 segundos no FelxStation.

3.11 Ensaio de quimiotaxia in vitro

Linfocitos T y& humanos (>85% de pureza, 5x10* células/pogo) foram mantidos em
repouso por 24 horas em placa de 96 pocos de fundo em "U" em RPMI 1640 contendo 10%
de SBF, penicilina (100 U/ml)/estreptomicina (100 pg/ml) e ImM de pituvato de sédio em
estufa a 37°C e 5% de CO,. Em seguida, as células foram tratadas com RPMI 1640 ou BOC-1
(40 nM, antagonista de ALX; Genscript) por 30-60 minutos a 37°C e 5% de CO; e em seguida
incubadas com RPMI 1640 ou LXA, (100 nM) por 45-60 minutos a 37°C e 5% de CO,. Apos

as incubagdes, as células (5x10* células/poco) foram adicionadas aos inserts de cultura (5,0
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pum; Corning) em placas de 96 pocos contendo RPMI 1640, LTB4 (100 nM) ou LXA, (100
nM). A placa foi incubada por 2 horas a 37°C e 5% de CO,. As células que migraram para a
parte inferior do poco foram contadas em Cémara de Neubauer (Bright-line), em microscdpio
otico (400x).

3.12 Analise da atividade citotoxica de linfécitos T 6

Linfocitos T y5 humanos (>85% de pureza, 1x10° células/poco) foram plaqueados em
placa de 96 pocos de fundo em “U” 4x10° células por pogo. As células foram mantidas em
repouso por 24 horas em RPMI 1640 contendo 10% de SBF, penicilina (100
U/ml)/estreptomicina (100 pg/ml) e 1 mM de piruvato de sédio em estufa a 37°C e 5% de
CO,. Apos repouso, os linfécitos T yé foram incubados com RPMI, LXA, (100 nM), PGE; (1
MM) ou LTB,4 (100 nM) por 45-60 minutos a 37°C e 5% de CO; e em seguida estimulados
com IPP (10 pg/ml) por 2 horas a 37°C e 5% de CO,. Para avaliar o efeito inibitorio da LXA,,
um dos grupos foi pré-tratado com LXA, (100 nM, 45 minutos) e posteriormente estimulados
com LTB4 e IPP. A placa foi centrifugada a 31g por 5 minutos, o sobrenadante foi retirado
para a dosagem de granzima B e as células foram marcadas com anticorpo a-CD107a humano
para analise por citometria de fluxo conforme descrito acima. A dosagem de granzima B
presente no sobrenadante foi realizada através do kit Granzyme B Activity Fluorometric Assay
Kit (Biovision) conforme especificaces do fabricante. Foram adicionados 50l por pogo do
sobrenadante das amostras em placa de 96 pogos de fundo chato. Como controle positivo,
foram adicionados em um poc¢o 2 ul do controle positivo contido no kit (granzima B humana
recombinante) e 48ul de Granzyme B assay buffer. Em pocos seriados, foram adicionados O,
5, 10, 15, 20 e 25ul do padrdo AFC a 10uM (molécula fluorescente liberada quando a
granzima B degrada o substrato) e os volumes foram ajustados com Granzyme B assay buffer
para 100ul. Em seguida, foram adicionados 50 pl do reaction mix (1 de granzyme B substrate
para 10 de Granzyme B assay buffer) em cada poco contendo as amostras testes e o controle
positivo. A placa foi incubada por 60 minutos a 37°C ao abrigo da luz e a fluorescéncia foi
medida Ex/Em=380/500nm através do Spectramax M5 (Molecular Devices).

3.13 Cultura de células B16F10

Células B16F10 CRL-6475™, livres de contaminacdo por micoplasma, foram
mantidas em meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10% de

soro fetal bovino (SFB), penicilina G sodica (100 U/ml) e sulfato de estreptomicina
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(100ug/ml),  acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etano-sulfonico ~ (HEPES,  3mg/ml),
bicarbonato (2,2mg/ml) e L-glutamina (0,3mg/ml). As células foram repicadas 2 vezes por

semana, até atingirem confluéncia, sendo diluidas 10 vezes em cada passagem.

3.14 Ensaio de morte de células tumorais

As células de melanoma B16F10 (2x10°/poco) foram plagueadas em DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's medium) em placa de 96 pogos de fundo chato e mantidas em
repouso por 24 horas. Linfécitos T y5 humanos (>85% de pureza, 1x10° células/pogo) foram
plaqueados em placa de 96 pogos de fundo em “U”. Os linfécitos foram mantidos em repouso
por 24 horas em RPMI 1640 contendo 10% de SBF, penicilina (100U/ml)/estreptomicina
(100pg/ml) e ImM de piruvato de sédio em estufa a 37°C e 5% de CO,. ApOs repouso, 0S
linfocitos T yd foram pré-tratados com LXA, (100nM) ou PGE; (1uM) por 30 minutos a 37°C
e 5% de CO;e entdo incubados com PGE; ou LTB,4(100nM) por 30 minutos. Em seguida, as
células foram estimuladas com IPP (10ug/ml) e transferidas para a placa contendo células
B16F10. As células foram incubadas por 4 horas a 37°C e 5% de CO,. Apds o tempo de
incubagdo o sobrenadante foi transferido para uma nova placa de 96 pogos de fundo em “U”
para recolher as células que se soltaram apds a morte. As células aderidas foram desaderidas
com tripsina/EDTA 1X (Sigma Aldrich) e transferidas para os pocos contendo o sobrenadante
anteriormente recolhido. Para avaliar o efeito da morte das células tumorais pelos linfdcitos
T yd, foi realizada uma marcacdo com iodeto de propideo (Pl) e anexina V, conforme
instrucdes do fabricante (BD Pharmingen). A analise foi realizada em citdmetro de fluxo
(FACScalibur, Becton Dickinson), separando as células B16F10 dos linfocitos Tyd atraves
do gate realizado no dotplot de granulosidade (SSC-H) versus tamanho (FSC-H) da
célula. Como controle negativo foram utilizadas células B16F10 que ndo foram incubadas
com linfdcitos e como controle positivo de morte as células tumorais foram incubadas por 5

minutos a -20°C e depois submetidas a aquecimento a 100°C por 2 minutos.

3.15 Modelo de metastase in vivo

Células B16F10 (2x10° células) foram injetadas sv/129 (WT) e camundongos sv/129

5-LO-KO, por via intra-venosa (i.v.) em 400 ul em PBS. Apos duas semanas, 0s animais
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foram eutanasiados em cadmara de gas carbonico, suas traquéias foram canuladas e seus
pulmdes inflados com PBS para a contagem dos nddulos tumorais. A contagem dos nodulos
foi realizada com o auxilio de uma lupa e os mesmos foram quantificados em nimero de
nodulos, independente do tamanho. A Figura 3. 1 abaixo demonstra o pulmao de um animal
naive (normal) e um pulméo de um camundongo C57BL/6 injetado com células B16F10, 14

dias apos a injegéo.

Normal B16F10

Figura 3. 1: Exemplo de pulméo obtido de um camundongo C57BL/6 naive e de um injetado com
B16F10 (2 x 105 células i.v.), 14 dias ap0s a injecao.

3.16 Obtencao das células do tecido pulmonar

Apds a eutanasia dos camundongos, os pulmdes foram removidos e cortados em
pequenos pedagos sobre os quais foi adicionada uma solucdo de RPMI 1640 contendo
250U1/ml de colagenase tipo IV (Invitrogen, CA, EUA). Os pulmdes foram submetidos a
duas incubacBes de 20 minutos a 37°C sob leve agitacdo e, entre essas, foi feita uma
homogeneizacdo do macerado com ajuda de uma seringa de 5ml e agulha de 14G. O tecido
digerido pela colagenase do tipo 1V foi filtrado com ajuda de uma rede autoclavada com
trama de 4,0um e a suspensao celular foi centrifugada a 400g por 10 minutos. O sobrenadante
foi recolhido para dosagem de citocinas, o pellet de células foi ressuspendido em 1,5ml de
PBS contendo EDTA (10 mM; PBS-EDTA). As suspensdes celulares foram mantidas a 4°C.
Foi feito um gradiente de concentracdo com Histopaque 1083 (3ml) para separagdo de células
mononucleares (em 1,5ml da suspenséo celular) e centrifugados a 400g por 30 minutos com
aceleracdo e desaceleracdo minimas. As células mononucleares foram recolhidas dos tubos e
contadas em camara de Neubauer. As células foram ressuspensas para a concentracao

adequada para ensaios de citometria de fluxo e ensaios in vitro.
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3.17 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

Foram adicionados & placa de polipropileno de fundo chato com 96 pocos (NUNC®
modelo Maxisorp, EUA) anticorpos de captura a-I1L-17 ou a-IFN-y diluidos em 50 ul de um
tampé&o de cobertura (150mM dihidrogénio fosfato de sodio dihidratado, pH 9,0). Para fixar a
cobertura de anticorpos, a placa foi incubada por aproximadamente 18 horas a 4°C. Apoés a
incubagdo, os pogos foram lavados com uma solucdo de tween 20 a 0,05% diluido em PBS
(PBS Tween). O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com 200ul de PBS contendo 1%
albumina sérica bovina (BSA; Sigma-Aldrich) por 1 hora a 4°C. Posteriormente, a placa foi
lavada e incubada com 100ul das amostras e da curva padrdo indicada pelo fabricante (18
horas, 4° C). Apds nova lavagem a placa foi incubada com 100pul de anticorpos biotinilados
diluidos em PBS contendo 1% de BSA (1 hora, 20°C). A placa foi lavada e incubada com
50ul de estreptoavidina (Sigma-Aldrich) por 30 minutos a 20°C, seguida de 100ul de tampéo
perborato adicionado de 0,5mg/ml de OPD até a revelacdo. A reacdo foi bloqueada com 100pl

de solugédo H,SO,4 2M e a leitura realizada por espectrofotometria a 490nm.
3.18 Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) para comparagéo
intergrupos, com pos-teste de Newman-Keuls para comparacdo multiplas; e teste T-Student.

Foram considerados significativos valores com p<0,05.
3.19 Consideragao sobre Aspectos Eticos

O Laboratorio de Farmacologia Aplicada é certificado como nivel Il pela CTNBio

(CQB 342/12) o que permite trabalhar com organismos geneticamente modificados.
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizacao do protocolo de expansao de linfocitos T y8 humanos induzida por

isopentenil pirofosfato (IPP)

Dentre os antigenos diretamente reconhecidos pelos linfocitos T y3, destacam-se 0s
fosfoantigenos, que levam a ativacao e a proliferacdo dos linfocitos T y6 humanos (Bloom et
al., 1995). Com o intuito de realizar ensaios com uma cultura de linfécitos T yd humanos com
pureza >80%, nds padronizamos o protocolo de expansao in vitro de linfécitos T yd a partir de
células mononucleares de sangue humano, através do estimulo com o fosfoantigeno derivado

da via do mevalonato, o isopentenilpirofosfato (IPP) (Constant et al., 1995; Qin et al., 2009).
4.1.1 Efeito de diferentes concentracoes de IPP

Inicialmente, investigamos o efeito de diferentes concentracfes de IPP sobre o
enriquecimento de linfocitos T yd a partir de cultura de células mononucleares de sangue
humano. A Figura 4. 1 demonstra dotplots representativos da cultura 14 dias apds o estimulo
com IPP, na presenca de IL-2. Podemos observar que aproximadamente 80%, 85% e 88% de
células CD3*/TCRy8" foram obtidas com 2, 5 e 10ug/ml de IPP, respectivamente. A partir
deste resultado escolhemos a concentracdo de 5pg/ml de IPP para 0s experimentos

subsequentes.
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Figura 4. 1: Expanséo de linfécitos T y8 humanos com diferentes concentragdes de IPP. Dotplots
representativos de células mononucleares de sangue humano mantidas em cultura por 14 dias apos
estimulo com diferentes concentragdes de IPP (2, 5 e 10ug/ml) e IL-2 (12,2ng/ml) em estufa a 37°C e
5% de CO2 marcadas com mAbs a-CD3 e a-TCR yd. Analise realizada por FACScalibur (Becton
Dickinson).
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4.1.2 Analise temporal

Em seguida, avaliamos a expansdo de linfocitos T yd a partir da cultura de células
mononucleares 1, 7 e 14 dias apos estimulo com IPP (5ug/ml). A Figura 4. 2 A demonstra
dotplots representativos das caracteristicas fisicas (tamanho [FSC-H] e granulosidade [SSC-
H]) das populacdes celulares em cultura 1, 7 e 14 dias apds incubacdo com IPP. Observamos
que apds 14 dias de cultura, ocorreu uma reducdo quase total da populacdo de mondcitos,
restando uma populacdo majoritaria de linfocitos T (>94%, dados ndo mostrados). Dentre 0s
linfocitos T presentes na cultura, aproximadamente 90% eram linfocitos T v8*, conforme
demonstrado nos dotplots representativos (TCR y8" vs SSC-H) (Figura 4. 2 B) e no gréfico
de porcentagens (Figura 4. 2 C).
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Figura 4. 2: Expansao de linfocitos T y6 humanos com 1, 7 e 14 dias de cultura. (A) Dotplots
representativos de granulosidade (SSC-H) x tamanho (FSC-H) de células mononucleares de sangue
humano (dia 1) estimuladas com IPP (5ug/ml) e IL-2 (12,2 ng/ml) por 7 e 14 dias a 37°C e 5% de
CO,. As porcentagens representam linfocitos T dentro da populagdo total de células. (B) Dotplots
representativos de granulosidade (SSC-H) e TCR y&" dentre o gate fisico de linfécitos 1, 7 e 14 dias
apos estimulo. (C) O gréfico representa o percentual de linfocitos T v3, 1, 7 e 14 dias ap6s estimulo.
Graficos representativos de 3 experimentos independentes realizado em quadruplicatas por grupo.
Agquisicdo realizada por FACScalibur (Becton Dickinson).
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4.1.3 Analise da viabilidade celular de linfdcitos T ¥ ap0s expansao

Para avaliar se 0 estimulo com 5ug/ml de IPP estaria induzindo morte celular, nos
realizamos andlise de viabilidade atraves da incubacdo das células com o marcador nuclear
fluorescente iodeto de propidio (PI). A andlise foi realizada nas células CD3*/y8"
demonstradas na Figura 4. 3 A. Observamos na Figura 4. 3 B que 75% dos linfécitos T yo
estavam vidveis (i.e. ndo apresentaram marcacao para Pl) apds 14 dias de cultura com IPP,
conforme observado por citometria de fluxo. Na Figura 4. 3 C, estd demonstrado um dotplot

de células ndo marcadas (controle negativo).

®) : © Controle negativo

Q2

TCR Y5
PI

75% células viaveis 10° o

CD3 SSC

Figura 4. 3: Viabilidade de linfocitos T y6 humanos 14 dias apos estimulagdo com IPP. (A)
Dotplot representativo da marcacdo de TCRyd x CD3 em células mononucleares mantidas em cultura
por 14 dias na presenca de IPP (5ug/ml) e IL-2 (12,2ng/ml) a 37°C e 5% de CO, (B) Dotplot
representativo da marcagdo de Pl x granulosidade (SSC) da populagéo enriquecida em linfdcitos T yd.
Analise realizada por FACScalibur (Becton Dickinson). (C) Dotplot representativo do controle sem
marcagdo com PI. Resultados representativos de 2 experimentos independentes, em quadriplicata. Para
realizacdo do quadrante das células positivas para PI, foi utilizado um controle negativo no qual as
celulas ndo receberam nenhum tipo de marcagao.

4.2 Linfdcitos T y& humanos expressam os receptores de mediadores lipidicos EP4,

BLT1e FPR2/ALX

A expressao dos receptores dos mediadores lipidicos PGE, (EP4), LTB, (BLT1) e
LXA, (FPR2/ALX) na superficie de linfocitos T y3 humanos foi avaliada inicialmente através
da marcacdo com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos, e a analise realizada
por citometria de fluxo. Podemos observar que linfocitos T y& humanos obtidos por expansdo
na presenca de IPP e IL-2 por 14 dias expressam EP4 (2,97%), BLT1 (0,85%) e FPR2/ALX
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(1,15%), conforme demonstrado nos dotplots representativos (Figura 4. 4 A-C). Na Figura

4. 4 D estd demonstrado um dotplot representativo do controle negativo da marcacéao (IgG).
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Figura 4. 4: Expressdo dos receptores de superficie EP4, BLT1 e FPR2/ALX por linfécitos T v8.
Dotplots representativos da marcacdo de TCR yd x EP4, BLT1 ou FRP2/ALX em linfécitos T vd
obtidos por expansdo em cultura com IPP (5ug/ml) e 1L-2 (12,2ng/ml) a 37°C e 5% de CO, por 14
dias. Anélise realizada por FACScalibur (Becton Dickinson) de 2 experimentos independentes, em
quadriplicata por grupo.

A expressdo dos receptores BLT1 e FPR2/ALX tambem foi avaliada pela técnica de
western blot em extratos celulares de linfocitos T yd humanos (pureza >90%) tanto em
repouso quanto re-estimulados com IPP, afim de verificar se a ativacdo aumenta o sinal de
deteccdo dos receptores. Mais uma vez, a presenca desses receptores foi detectada, tanto em
células em repouso (24h a 37°C e 5% de CO, ap0s expansdo) como em células que receberam
um re-estimulo com IPP (10 pg/ml) por 2 horas (Figura 4. 5 A e B). Observamos que o re-

estimulo com IPP induziu um pequeno aumento na expressao dos receptores, entretanto esse
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experimento sera repetido, pois € representativo de duplicatas de um Gnico experimento. Em
adicdo, também realizaremos a técnica de western blot para a avaliacdo da expressdo de EP4

em linfocitos T yd humanos, para a confirmacgédo dos dados obtidos por citometria de fluxo.
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Figura 4. 5: Expressdo dos receptores BLT1 e FPR2/ALX por linfocitos T y8 humanos por
western blot. Deteccdo dos receptores BLT1 (A) e FPR2 (B) apds 14 dias de estimulo com IPP
(5pg/ml) e IL-2 (12,2ng/ml) seguido por 24 horas de repouso a 37°C e 5% de CO,. As células foram
re-estimuldas com IPP (10pg/ml) por 2 horas. A expressdo dos receptores foi analisada por western
blot, a partir dos extratos celulares. A tubulina foi utilizada como proteina constitutiva controle. A
analise densitométrica da expressdo dos receptores é demonstrada nos graficos (Image J software).

4.3 LTB4, LXA, e PGE; ndo induzem morte de linfdcitos T yd in vitro

Para avaliar os efeitos dos mediadores lipidicos em ensaios com linfocitos T vd
isolados in vitro, nds inicialmente avaliamos a viabilidade destas células apds incubacdo com
as concentracdes que foram utilizadas como estimulo. A Tabela 4. 1 demonstra que a
incubacdo de linfdcitos T yd com LTB4 (100 nM), LXA, (100 nM) e PGE; (1 pum) por 2,5
horas e 24 horas, ndo induziu morte celular, através da técnica de deteccdo de LDH no
sobrenadante da cultura celular, garantindo que os efeitos induzidos por estes mediadores ndo

sdo decorrentes de morte celular.
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Tabela 4. 1: Viabilidade celular de linfécitos T yé ativados.

Estimulo RPMI LTB,(100nM) | LXA,(100nM) | PGE;(1pm)
% de viabilidade (2,5h) 100,00% 100,00% 100,00% 100,00%
% de viabilidade (24h) 100,00% 100,00% 100,00% 95,00%

Os resultados estdo expressos em porcentagem (%) de viabilidade. O ensaio foi realizado em
quadruplicata por grupo contento 1x10° células/pogo incubadas com os mediadores por 2,5 horas
ou 24 horas (37°C, 5% CO2). A porcentagem de células viaveis foi calculada a partir do kit In Vitro
Toxicology Assay, Lactic Dehydrogenase.

4.4 LTB4induz influxo de calcio em linfocitos T ¥ in vitro

Com o intuito de avaliar a funcionalidade do BLT1 expresso por linfocitos T 9,
avaliamos a inducdo de aumento do conteudo de calcio intracelular em linfécitos T o
humanos e murinos, apés estimulo com LTB,4 As concentracdes utilizadas neste ensaio foram
escolhidas a partir de ensaios prévios de dose-resposta realizados com linfocitos T
previamente realizados em nosso laboratério (dados ndo mostrados), sendo 10nM a
concentracdo de escolha para o ensaio de influxo de calcio, realizado através do o Kit
“Calcium Assay Kit” no equipamento FlexStation 2 (Molecular Devices).

Nos observamos que o estimulo com LTB, induziu um rapido acimulo de célcio
intracelular em linfécitos T yd humanos e murinos, como pode ser observado na Figura 4. 6
A e B, respectivamente. Os graficos a esquerda demonstram os valores de unidade relativa de
fluorescéncia (RFU), obtidos de 1 segundo a 5 minutos ap6s estimulo. Os graficos temporais
demonstrados a direita representam a média de RFU de quadruplicata por grupo, de 1 a 60

segundos apds o estimulo.
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Figura 4. 6: Influxo de célcio induzido por LTB4 em linfécitos T y& humanos e murinos. Influxo
intracelular de célcio induzido por LTB, (10nM) em linfécitos T yd humanos (A) e murinos (B). Os
linfocitos T y4 humanos foram obtidos atraves da expansdo de células mononucleares periféricas por
14 dias com IPP (5ug/ml) e IL-2 (12,2ng/ml) e os linfdcitos T yd murinos foram isolados a partir de
esplendcitos de camundongos C57BL/6 por microesferas magnéticas (MiltenyiBiotec). Os ensaios
foram realizados com o “Calcium Assay Kit” como recomenda o fabricante e a leitura foi realizada no
equipamento FlexStation 2 (Molecular Devices). Diferengas estatisticas entre os controles e 0s grupos
estimulados estdo indicadas por (*). Os graficos da esquerda demonstram valores de RFU obtidos
entre 1 segundo-1 minuto ap6s o estimulo e os gréaficos a direita demonstram a média de RFU
realizada entre 0-60 segundos.
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4.5 LXA, induz influxo de célcio em linfécitos T y& humanos in vitro

Apbs observar que os linfocitos T yd expressam FPR2/ALX, avaliamos se a LXA, leva
a estimulacédo celular através do aumento de calcio intracelular em linfocitos T y6 humanos,
Observamos que a incubacdo com LXA, (100nM) induziu um rapido aumento de calcio
intracelular em linfécitos T y3, como demonstra a Figura 4. 7 A e B. O gréfico A demonstra
valores de RFU, obtidos de 1 segundo a 2,5 minutos ap6s estimulo. O grafico temporal
demonstrado em B representa a média de RFU de quadruplicata por grupo, de 1 segundo a

150 segundos apo6s o estimulo.
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Figura 4. 7: Influxo de calcio induzido por LXA4 em linfécitos T y8 humanos.
Mensuracdo do influxo intracelular de calcio induzido por LXA, (100nM) em linfocitos T yo
humanos obtidos ap6s 14 dias em cultura na presenca de IPP (5ug/ml) e 1L-2 (12,2ng/ml). O
ensaio foi realizado com o “Calcium Assay Kit” como recomenda o fabricante e a placa foi
lida no equipamento FlexStation 2 (Molecular Devices). A leitura foi realizada a cada 30
segundos por 2,5 minutos. (A) O gréafico representa os valores de RFU obtido de 1 segundo a
2,5 minutos. Diferencas estatisticas entre o controle e os grupos estimulados estdo indicadas
por (*). (B) O gréfico demonstra a media de RFU realizada entre 0-150 segundos, de
quadruplicata por grupo.

Em conjunto, estes resultados demonstram que os receptores BLT1 e FPR2/ALX séo

funcionais e que seus ligantes induzem uma resposta nos linfocitos T yé.
4.6 PGE; néo induz influxo de calcio em linfécitos T y& humanos in vitro

Apdbs observar que o estimulo com LTB4 e LXA, induziram influxo de calcio em

linfocitos T yd, avaliamos se a PGE; induziria o0 mesmo efeito. Como demonstra a Figura 4.8,
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nos observamos que a PGE; ndo foi capaz de induzir aumento no conteudo de calcio
intracelular em linfocitos T vd, apresentando um perfil semelhante ao observado pela
incubacdo com HBSS. Este resultado estd de acordo com a expressdo de EP,4 por linfocitos T
vd, uma vez que a ligacdo da PGE; leva a um aumento calcio intracelular apenas quando
reconhecido pelo EP;, enquanto que a sinalizagdo induzida através da ligagcdo ao EP,4, aumenta
o monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) sem induzir a mobilizacdo de calcio intracelular
(Narumiya e FitzGerald, 2001). Nosso resultado indica que a PGE; exerce seus efeitos através
do EP, em linfocitos T yd. O gréfico A demonstra valores de RFU, obtidos de 1 — 60
segundos apds estimulo. O grafico temporal demonstrado em B representa a média de RFU de

quadruplicata por grupo, de 1 segundo a 60 segundos ap6s o estimulo.
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Figura 4. 8: Influxo de célcio induzido por PGE2 em linfocitos T y6 humanos. Mensuragéo
do influxo intracelular de célcio induzido por PGE; (1uM) em linf6citos T y6 humanos obtidos ap6s 14
dias em cultura na presenca de IPP (5ug/ml) e IL-2 (12,2ng/ml). O ensaio foi realizado com o
“Calcium Assay Kit” como recomenda o fabricante ¢ a placa foi lida no equipamento FlexStation 3
(Molecular Devices). (A) O gréfico representa os valores de RFU obtido de 1-60 segundos. Diferencas
estatisticas entre o controle e os grupos estimulados estdo indicadas por (*). (B) O grafico demonstra a
média de RFU realizada entre 0-60 segundos, de quadruplicata por grupo.

4.7 PGE;e LXA, inibem a expressdo de CD25 de linfdcitos T yd humanos ativados

com IPP

O CD25 ¢ a cadeia a do receptor da IL-2 (IL-2R) e 0 aumento na sua expressao esta
relacionada com a ativacdo e a proliferacdo de linfocitos T (Hatakeyama et al., 1989). Desta
forma, avaliamos a modulacdo da expressdo deste receptor através de citometria de fluxo e

observamos que o estimulo com IPP (10pg/ml) induziu um aumento na media de intensidade
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de fluorescéncia (MIF) de CD25 nos linfécitos T yd, quando comparado com o grupo nao
estimulado (incubado com RPMI) (Figura 4.9 A-C). O estimulo com LTB,4, PGE; e LXA,
ndo induziu alteracdo na expressédo deste receptor (Figura 4.9 A-C).

De forma interessante, o pré-tratamento com PGE, (Figura 4.9 B) e com LXA,
(Figura 4.9 C), inibiu a expressdo de CD25 induzida pelo IPP, enquanto o LTB, nao
potencializou nem inibiu a expressdo deste receptor (Figura 4.9 A). Vale ressaltar que a
modulacdo da expressdo do marcador de ativagdo CD69 pela LXA, também foi avaliada,
entretanto, ndo foi observada modulacdo na sua expressdo por linfocitos T yd estimulados
(dados ndo mostrados). A Figura 4.9 D-E demonstra histogramas representativos do efeito
dos mediadores lipidicos sobre o aumento de expressdo de CD25 induzido por IPP nos
linfocitos T yo (MIF em FL-2).
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Figura 4. 9: Efeito de LTB4, LXA4 e PGE2 na expressdo de CD25 por linfocitos T yd humanos.
Os gréficos representam a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) da marcagdo de CD25 por
linfocitos T yd (que passaram pelo processo de expansdo) estimulados (IPP 10pg/ml, 24h) e pre-
incubados com LTB, (100nM) (A), PGE, (1 uM) (B) ou LXA, (100nM) (C) por 30 minutos antes do
estimulo. Alguns grupos foram incubados apenas com os mediadores lipidicos por 24 horas. Os
resultados estdo expressos como média + SEM por grupo (n=5). Diferengas estatisticas entre o
controle e o grupo estimulado estdo indicadas por (*) e entre os grupos estimulados pré-incubados com
0s mediadores lipidicos por (#). (D-E) Histogramas representativos da expressdao de CD25 dentro da

populacéo de linfocitos T y.
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4.8 LXA,; modula a expressdo de CD25 em linfocitos T y6 murinos ativados com

anticorpo a-CD3

Neste experimento, nds avaliamos o efeito do LTB, e da LXA, sobre a expressédo de
CD25 e CD69 por linfocitos T yd murinos, através de andlise por citometria de fluxo. De
acordo com o observado em linfocitos T yd humanos, os linfécitos T yd murinos ativados com
mADb o-CD3 apresentaram um aumento nos valores MIF de CD25 (Figura 4. 10 A-B) e de
CD69 (Figura 4. 10 C-D), quando comparados com os valores dos linfocitos T yd ndo
ativados. A incubacdo das células somente com LTB,; e LXA; ndo induziu alteracdo
significativa no MIF quando comparado com o controle, entretanto, a pré-incubacdo com a
LXA, foi capaz de inibir a expressdo das moléculas de ativacdo CD25 e CD69 (Figura 4. 10
B e D), como observado em linfécitos T yd humanos. A modulacdo da expressdo destes
marcadores pela PGE, sera futuramente avaliada em linfocitos T yd murinos para

complementar nossos resultados.
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Figura 4. 10: Efeito de LTB4 e LXA4 na expressdo de CD25 por linfécitos T 6 murinos. Os
graficos representam a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) da marcacdo de CD25 (A-B) e
CD69 (C-D) por linfécitos T yd murinos pré-incubados com LTB, (100nM) ou LXA, (100nM) e
estimulados com mAb o-CD3 (500ug/ml). Alguns grupos foram incubados apenas os mediadores
lipidicos por 24 horas. Os resultados estdo expressos como média + SEM de quadruplicata por grupo.
Diferencas estatisticas entre o controle e o grupo estimulado estdo indicadas por (*) e entre 0s grupos
estimulados e pré-incubados com os mediadores lipidicos por (#).

4.9 PGE; mantém a expressdo de L-selectina na superficie de linfocitos T yé humanos

ativados

A L-selectina (ou CD62L) é uma molécula de adesdo expressa por leucécitos durante
0 processo de ativagdo e migracédo, incluindo linfocitos T y6 (Tedder et al., 1990). Durante o
processo de ativacdo e diferenciacdo de linfocitos T efetores, a CD62-L se destaca da
superficie celular (shedding). Desta forma, avaliamos a modulacdo da expressdo desta
molécula através de citometria de fluxo e observamos que houve uma reducéo significativa na

porcentagem de linfécitos T y8/CD62L" apds re-estimulo in vitro com IPP (10 pg/ml) em
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comparagdo ao grupo controle (ndo re-estimulado, incubado com RPMI), fendbmeno que néo
foi potencializado pelo LTB,4 (Figura 4.11 A e B).

O pré-tratamento com PGE; foi capaz de reverter a redugdo de CD62L induzida pelo
IPP (Figura 4.11 C e D), fenbmeno ndo observado pela pré-incubacdo com LXA, (Figura
4.11 G e H). O estimulo com LTB, também foi capaz de induzir uma reducdo no nimero de
linfocitos T y8/CD62L" na superficie das células, porém em menor propor¢io do que o
estimulo com IPP (Figura 4.11 E e F). O tratamento com a PGE; - de forma diferente do
resultado obtido com o IPP - levou & maior reducéo de linfocitos T y8/CD62L" induzida pelo
LTB, do que a induzida por IPP (Figura 4.11 E e F), o que pode estar relacionado ao possivel
efeito na ativagdo/migracdo da PGE; sobre linfdcitos T (van Epps, 1983), fendbmeno que seré
melhor investigado. Os histogramas demonstrados na figura sdo representativos do efeito dos

mediadores lipidicos sobre a expressdo de CD62L induzida por IPP.
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Figura 4. 11: Efeito de LTB4, LXA4 e PGE2 sobre a expressdo de CD62L por linfécitos T yd
humanos. Os graficos representam a porcentagem de linfocitos T y8/CD62L". As células foram pré-
incubadas com LTB, (100nM) (A-B), PGE2 (3uM) (C-F) ou LXA, (100nM) (G-H), por 30 minutos
antes do estimulo com IPP (10ug/ml) ou LTB,4 (100nM) por 24 horas. Os resultados estdo expressos
como média £ SEM dos grupos (n=5). Diferencas estatisticas entre o controle e o grupo estimulado
estdo indicadas por (*) e entre os grupos e estimulados e pré-tratados por (#). (B, D, F, H)
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4.10 PGE;reverte a polarizacao para o perfil de producéo de IFN-y em linfécitos T yd

humanos ativados

O perfil de expressdo de CD27 e CCR6 pelos linfocitos T yé define o seu fendtipo de
producéo de citocinas. Os linfocitos T y§/CCR6" sdo células produtoras de IL-17, enquanto
que linfocitos T y8/CD27" produzem IFN-y (Ribotet al., 2009; Haas et al., 2009; Martin et al.,
2009 e DeBarroset al., 2011). Observamos, através da anélise por citometria de fluxo, que o
re-estimulo de linfécitos T y6 com 10ug/ml de IPP induziu a reducdo da porcentagem de
linfocitos T y& CCR6'/CD27" produtores de I1L-17 (Figura 4.12 A, C, G) e um aumento de
linfocitos T y8 CCR67/CD27" produtores de INF-y (Figura 4.12 B, D, H), em comparagio
com o grupo ndo estimulado (RPMI). O estimulo com LTB, também foi capaz de induzir uma
polarizacdo semelhante & induzida pelo IPP, porém em menores proporcdes (Figura 4.12 E e
F). Vale ressaltar que ap6s o processo de expansdo, os linfécitos T yd foram deixados em
repouso por 24 horas. De forma interessante, o tratamento com PGE, foi capaz de reverter a
polarizacdo induzida pelo IPP (Figura 4.12 C e D) e pelo LTB,4 (Figura 4.12 E e F)
induzindo um perfil de linfocitos T y8/IL-17", enquanto que o tratamento com LXA4 ndo
induziu nenhum efeito no perfil de citocinas dos linfocitos T y8 (Figura 4.12 G e H). A
Figura 4.13 demonstra dotplots representativos da expressdo de CCR6 e CD27 nos diferentes

grupos experimentais, conforme indicado pelas legendas.
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Figura 4. 12: Efeito de LTB4, LXA4 e PGE2 sobre a expressdo de CD27 e CCR6 por linfécitos T
vd humanos. Os graficos representam a porcentagem de linfcitos T y§ CCR6°/CD27 (A, C, E, G) e
CCR67/CD27" (B, D, F, H). As células foram pré-incubadas com LXA, (100nM) (G, H) ou PGE; (3
HUM) (C-F) por 30 minutos antes do estimulo com IPP (10ug/ml) (A-D e G-H) ou LTB, (100nM) (E,
F) por 24 horas. Os resultados estdo expressos como média + SEM. Diferencas estatisticas entre o
controle e o grupo estimulado estdo indicadas por (*) e entre os grupos e estimulados tratado e ndo
tratado com LXA, por (#).
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Figura 4. 13: Efeito de LTB4, LXA4 e PGE2 sobre a expressdo de CD27 e CCR6 por linfécitos T
yd humanos. Dotplots representativos da dupla marcacdo de CCR6 e CD27, demonstrados na
Figura 4. 12.

4.11 A expressdo de EP4 aumenta de forma dose- e tempo-dependente em linfocitos T

vd humanos ativados

Ap0s observarmos que linfécitos T yd expressam o EP4, avaliamos a expressao deste
receptor em linfdcitos T yd humanos apds ativacdo com diferentes concentracdes de IPP por
14 dias. Através da marcagdo do receptor com o anticorpo monoclonal a-EP4 e analise por
citometria de fluxo, observamos atraves da Figura 4.14 A e B, a modulacdo positiva da
expressdo deste receptor apds estimulo com IPP (2, 5 e 10ug/ml) por 14 dias, de forma dose-

dependente.

Observamos ainda, que a expressao de EP4 por linfécitos T y6 humanos també

aumentou apo6s estimulacédo (IPP, 5ug/ml) de forma tempo-dependente (Figura 4.14 C e D).
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(A) Dotplots representativos da expressdo de EP4 e TCR yd por linfécitos T humanos estimulados
com diferentes concentracdes de IPP (2, 5 e 10ug/ml) por 14 dias. (B) Gréfico da porcentagem de
linfocitos T y8/EP4" 14 dias apds estimulacdo com diferentes concentrages de IPP. (C) Dotplots
representativos da expressao de EP4 e TCR yd por linfocitos T humanos (dia 1) e re-estimulados com
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4.12 A expressdo de BLT1 aumenta em linfocitos T y6 humanos apo6s ativacao de forma

dose- e tempo-dependente

A modulacdo da expressdo de BLT1 por linfocitos T yd humanos também foi avaliada
apos ativacdo com IPP. Através da marcacdo do receptor com o anticorpo monoclonal anti-
BLT1 e analise por citometria de fluxo, observamos através da Figura 4.15 A e B, a
modulacéo positiva na expressdo deste receptor apds estimulacdo com IPP (2, 5 e 10 pg/ml)
por 14 dias, de forma dose-dependente. Observamos ainda, que a expressdo de BLT1 por
linfécitos T yd humanos também aumentou apds estimulagédo (IPP, 5 pg/ml) de forma tempo-
dependente (Figura 4.15 C e D).
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Figura 4. 15: Expressdo de BLT1 por linfocitos T yd humanos apos ativagdo com IPP. (A)
Dotplots representativos da expressao de BLT1 e TCR v5 por linfocitos T humanos estimulados com
diferentes concentracdes de IPP (2, 5 e 10 pg/ml) por 14 dias. (B) Grafico da porcentagem de
linfécitos T y8/BLT1" 14 dias ap6s estimulagdo com diferentes concentragdes de IPP. (C) Dotplots
representativos da expressdo de BLT1 e TCR yd por linfécitos T humanos (dia 1) e re-estimulados
com IPP (5 pg/ml) por 7 e 14 dias a 37°C e 5% de CO2. (D) Gréfico da porcentagem de linfocitos T
y8/BLT1" naive (dia 1) e estimulados com IPP (5 pg/ml) por 7 e 14 dias.
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4.13 A expressdao de BLT1 aumenta em linfocitos T Y6 murinos apés ativacio com a-

CD3 mADb

Ao analisarmos a expressdo do BLT1 nos diferentes subtipos de linfocitos T murinos
obtidos do bacgo, observamos, de forma bastante interessante, que a expressdo de BLT1
prevaleceu em linfdcitos T yd, em comparagdo com 0s outros subtipos de linfécitos T of
(CD4 e CD8) (Figura 4.16 A). Observamos também que ocorreu um aumento na expressao
deste receptor nos linfécitos T 8, quando estas células foram estimuladas com anticorpo

monoclonal a-CD3 (5 pug/ml, 24h) (Figura 4.16 B).
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Figura 4. 16: Expressdo de BLT1 por linfdcitos T y& murinos apos ativagdo. (A) Porcentagem de
expressdo de BLT1 por linfocitos T y5 e af (CD4 e CD8) obtidos de ba¢o de camundongos C57BL/6
naive. (B) Aumento da expressdao de BLT1 por linfocitos T y& ap6s estimulo com a-CD3 mAb (5
pg/ml, 24h) in vitro. Os resultados estdo expressos como média + SEM. Diferengas estatisticas entre o
controle e o grupo estimulado estdo indicadas por (*).

4.14 LTB4induz quimiotaxia de linfocitos T y6 humanos e LXA, inibe a migracéo

induzida por LTB, através da regulacao da expressdo de BLT1

Dados prévios do nosso grupo demonstraram que o LTB, induz a migracdo de
linfocitos T y6 murinos tanto in vitro quanto in vivo (Costa et al., 2010). Realizamos entdo um
ensaio de quimiotaxia in vitro com linfocitos T yd humanos isolados e observamos que o
LTB, também foi capaz de induzir a migracao dessas células (Figura 4. 17 A). Vale ressaltar
que, apos o processo de expansdo, as células foram mantidas em repouso por 24 horas antes
do ensaio. Observamos também que o estimulo com LXA, apresentou uma tendéncia em
induzir a migracgdo de linfocitos T yd humanos, entretanto, o pré-tratamento das células com o
antagonista do receptor de LXA,, BOC-2, inibiu significativamente a quimiotaxia a valores
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inferiores ao meio. De forma interessante, nds observamos que o pré-tratamento com a LXA,
foi capaz de inibir a migracdo dessas células induzida por LTB, (Figura 4. 17 A). Dados
prévios da literatura demonstram que a LXA, é capaz de modular negativamente a expressdo
do receptor de LTB4 em linfocitos T de cobaias (Lin et al., 1996), o que poderia ser uma
explicacdo para a inibicdo pela LXA, do efeito do LTB,. Para testar essa hipotese, realizamos
a técnica de western blot a partir de extratos celulares de linfécitos T yd humanos. Apds
analise das bandas, observamos um aumento na expressdo do receptor BLT1 induzido por
IPP, que foi inibido pelo pré-tratamento com LXA, (Figura 4. 17 B). Entretanto, este

experimento sera repetido para a confirmacdo do fenémeno.
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Figura 4. 17: Efeito de LTB4 e LXA4 na quimiotaxia in vitro de linfocitos T yd e expressdo de
BLTL1. (A) Linfocitos T y6 humanos foram pré-incubadas com RPMI, LXA, ou BOC por 30 minutos a
37°C e 5% de CO,. As células foram adicionadas nos inserts de 5 um e os estimulos adicionados aos
pocos da placa de 96 pocos. A placa foi incubada por 2 horas a 37°C com 5% de CO, e as células que
migraram foram contadas em cdmara de Neubauer, em microscopio 6tico (objetiva 20x ou 40x). Os
resultados estdo expressos como média + SEM. Diferencas estatisticas entre o controle e 0s grupos
estimulados estdo indicadas por (*), entre 0s grupos estimulados com LTB, tratado e ndo tratado com
LXA, por (+) e entre os grupos estimulados com LXA, tratado e ndo tratado com BOC por (#). (B)
Marcacdo de BLT1 em linfdcitos T y8 14 dias ap6s estimulo com IPP (5 pug/ml) seguido por 24 horas
de repouso a 37°C e 5% de CO,. As células foram pré-tratadas com LXA, por 30 minutos e em
seguida re-estimuladas com IPP (10 pg/ml) por 2 horas. A expressdo dos receptores foi analisada
por western blot, a partir dos extratos celulares. A analise densitométrica da expressdo dos receptores é
demonstrada no grafico. Grafico representativo de dois experimentos.

53



4.15 PGE;inibe e LTB, potencializa a degranulacao de linfécitos T y6 humanos

induzida por IPP

Dados da literatura demonstram que os linfdcitos T y6 humanos, ap6s expansdo com
fosfoantigenos, apresentam funcéo citotoxica aumentada (Qin et al., 2009; Chen et al., 2013;
Spencer et al., 2013). Desta forma, resolvemos avaliar a acdo dos mediadores lipidicos LTBy,
PGE;, e LXA, na atividade citotoxica dos linfécitos T yé induzida pelo IPP, avaliando a
expressdo de CD107a na membrana celular e a liberagcdo de granzima B. Observamos que, de
fato, o estimulo com IPP induziu um aumento da liberacdo de granzima B (Figura 4. 18 A)
guanto na expressdao de CD107a na superficie de linfocitos T yo (Figura 4. 18 B). Observamos
que o estimulo com LTB,4 (100nM) ndo foi capaz de induzir a liberacdo de granzima B por
essas células na auséncia de IPP, mas potencializou este fendmeno em conjunto com o
fosfoantigeno (Figura 4. 18 A). Porém, o pré-tratamento com esse mediador lipidico foi capaz
de aumentar a expressdo de CD107a por linfécitos T yd apo6s estimulo com IPP Figura 4. 18
B). O pré-tratamento com PGE; inibiu quase a niveis basais a expressdo de CD107a na
superficie celular (Figura 4. 18 B) e ainda serd avaliada quanto a liberacdo de granzima B. O
pré-tratamento com LXA,4 ndo interferiu na liberacdo de granzima B dos linfécitos T v
induzida por IPP (Figura 4. 18 A), entretanto inibiu o aumento da expressdo de CD107a

induzido pelo LTB,4 na superficie de linfécitos T yé ativados com IPP (Figura 4. 18 B).
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Figura 4. 18: Efeito de LTB4 e LXA4 na liberacdo de granzima B e expressdo membranar de
CD107a por linfécitos T yé. Linfocitos T y6 humanos ap6s o processo de expansdo, foram deixados
de repouso por 24 horas e foram pré-tratados com LXA, por 30 minutos a 37°C com 5% de CO,. Em
seguida as células foram pré-incubadas com RPMI ou PGE, ou LXA, ou LTB, por 30 minutos a 37°C
com 5% de CO, e estimuladas com 10 pg/ml de IPP ou 100 nM de LTB, ou RPMI por duas horas.
Apobs o estimulo, as células foram marcadas com a-CD107a mAb e a andlise foi realizada por
citometria de fluxo (B). A granzima B foi dosada do sobrenadante das células através do “Activity
Fluorometric Assay Kit” e a leitura foi realizada em fluorimetro. Os resultados estdo expressos como
média + SEM. Diferencas estatisticas entre o controle e os grupos estimulados estdo indicadas por (*) e
entre os grupos estimulados com IPP tratado e ndo tratado com LTB, por (#).
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4.16 LTB4induz e PGE; inibe a atividade citotéxica de linfocitos T y6 contra células
tumorais B16F10

Apdbs observarmos o efeito dos mediadores lipidicos na degranulagéo de linfocitos T
vd humanos induzida por IPP, avaliamos o seu efeito sobre a inducdo da morte de células
tumorais de melanoma B16F10 por linfocitos T y38. Os gréficos da Figura 4.19 A e B
demonstram a porcentagem de células B16F10 em apoptose tardia (PI'/Anexina V™),
enquanto os gréficos C e D representam células em apoptose inicial, i.e. células B16F10 PI'
/Anexina V*. Observamos que os linfocitos T v pré-estimulados com LTB, induziram uma
maior apoptose - tanto tardia quanto inicial - de células tumorais, quando comparada a morte
induzida por linfocitos T y6 ndo estimulados (i.e. pré-incubados com RPMI). De forma
interessante, o estimulo com LTB, induziu o aumento da atividade citotoxica de linfocitos T
vd contra células tumorais em niveis semelhantes de apoptose inicial a induzida pelo estimulo
com IPP (Figura 4.19 C). O preé-tratamento com LXA, e PGE; foi capaz de inibir o aumento
da porcentagem de células tumorais em apoptose inicial induzida por linfocitos T v8
estimulados com LTB, na presenca de IPP (Figura 4.19 D). O preé-tratamento dos linfocitos T
vd com PGE; inibiu ainda a apoptose (inicial e tardia) induzida por linfocitos T o
estimulados com LTB,4 sem adi¢do de IPP (Figura 4.19 A e C). Vale ressaltar que, de forma
ndo esperada, o pré-tratamento de linfécitos T yd com a PGE, (sem adicdo de IPP) induziu
maior porcentagem de células em apoptose inicial do que a induzida por linfécitos T nédo
tratados (Figura 4.19 C).

A Figura 4.20 A-E demonstra os dotplots representativos dos grupos apresentados na
Figura 4.19, sendo em A o controle negativo (células tumorais em meio RPMI) e em B

células tumorais submetidas a choque térmico, por 5 min a -20°C seguido de 2 min a 100°C.

56



Z
~
9]
~

o 20 - % 30+
-
I ’; L —_
© S
S 2 154 # S S
+@© - LL + -
b e | = s> %
g X 10 m =
- o =
3 c § é
@ g 2 g 104
~ Q ~
0 = 57 8=
o o
0 0
Tratamento: - - PGE, LXA, PGE, Tratamento: - - - PGE, PGE, LXA,
Estimulo: - LTB, LTB, LTB, Estimulo: - IPP LTB; IPP LTB, LTB,
+ + +
IPP PP IPP
©) (D)
501 60+
—~ * * —
3 &4 + S <
L + % + 404
S > 301 - S >
©
o & o e
8 lg 204 E &
ERg= 2 & 207
© i 3=
© T 10- o
0- 0-
Tratamento: - - PGE, LXA, PGE, Tratamento: - - - PGE, PGE, LXA,
Estimulo: - LTB, LTB, LTB, Estimulo: - IPP LTB, IPP LTB, LTB,
+ + +
IPP PP IPP

Figura 4. 19: Efeito de LTB,4, PGE; e LXA, no killing de células B16F10 in vitro por linfécitos T
vd humanos. Linfécitos T yd humanos, mantidos em repouso por 24 horas apos expanséao, foram pré-
tratados com LXA,; (100nM) ou PGE, (1uM) por 30 minutos (37°C, 5% CO,) e em seguida pré-
estimulados com LTB,4 (100nM) por 30 minutos. Apds o tempo de incubacéo, o estimulo foi removido
e as células foram co-cultivadas com células B16F10 (5:1) por 4 horas na presenga ou nao de IPP
(5pg/ml) (37°C, 5% CO,). A morte celular foi avaliada por citometria de fluxo através da marcacgdo
com anexina V e Pl no gate fisico de células tumorais. Os resultados sdo expressos como média +
SEM de células tumorais PI"/Anexina V' na auséncia (A) e na presenca (B) de IPP; e de células
tumorais PI/Anexina V* na auséncia (C) e na presenca (D) de IPP. Diferencas estatisticas (p<0,05)
entre o controle e os grupos estimulados estdo indicadas por (*), entre 0s grupos estimulados com IPP
tratado e ndo tratado com LTB,; ou PGE, por (#) e entre o grupo estimulado com IPP e tratado com
LTB, e pré-tratados e ndo pré-tratados com LXA, ou PGE; por (+).
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Figura 4. 20: Efeito de LTB4, PGE2 e LXA4 no killing de células B16F10 in vitro por linfocitos T yo

humanos. Dotplots representativos da marcacéo de células B16F10 com Pl e anexina V, demonstrada na
figura 4.19. (A) controle negativo: células tumorais em meio RPMI; (B) células tumorais submetidas a
choque térmico para inducdo de morte (5 min a -20°C seguido de 2 min a 100°C). Células tumorais
B16F10 incubadas com linfdcitos T yd (C), ativados com IPP (D), ativados com LTB, e pré-tratados com
PGE; ou LXA, (E) e ativados com IPP + mediadores lipidicos, conforme indicado acima dos dotplots.
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4.17 Animais deficientes de 5-LO apresentam aumento na producéo de IL-17 e maior

susceptibilidade ao tumor

Utilizamos animais deficientes de 5-LO (5-LO KO), que ndo produzem LTB4 e LXA,,
para observar o efeito da auséncia destes mediadores i) na migracao de linfocitos T yd; ii) na
producdo de IL-17 e INF-y e iii) no controle do crescimento da metastase induzida por células
de linhagem tumoral de melanoma B16F10 no pulm&o dos animais. Nés ndo observamos
diferenca significativa no ndmero de linfécitos T yd nos pulmdes de animais 5-LO KO em
comparacdo com os animais selvagens (WT) 15 dias apds a injecédo i.v. de células B16F10
(Figura 4.21 A). Por outro lado, foi encontrado um numero maior de nédulos tumorais nos
pulmdes dos animais 5-LO KO do que nos em comparagdo com 0s encontrados nos pulmdoes
dos animais selvagens (Figura 4.21 B). Corroborando com nossos resultados anteriores, foi
detectado niveis mais elevados de IL-17, mas ndo de INF-y nos pulmdes de animais KO (que
produzem PGE; e ndo LXA, e LTB,), quando comparado com os animais selvagens (Figura
4.21 C e D). Estes resultados sugerem que a auséncia de LTB4 e de IFN-y pode estar

relacionada a maior susceptibilidade ao tumor neste modelo experimental.
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Figura 4. 21: Animais 5-LO KO sé@o mais susceptiveis ao desenvolvimento de tumor. (A) NiUmero
de linfécitos T 3, (B) nimero de nddulos tumorais, (C) quantificacdo de IFN-y e (D) de IL-17 no
pulméo de camundongos 5-LO KO 15 dias apds a injegéo i.v. de 2x10° células B16F10. Os resultados
estdo expressos como média + SEM. Diferengas estatisticas entre os animais selvagens e os animais
KO para 5-LO estéo indicadas por (*). KO: knockout; WT: wild type.
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5 DISCUSSAO

Os linfocitos T yd sdo capazes de reconhecer uma variedade de antigenos
independente de apresentacdo via MHC (Chien, Jores e Crowley, 1996; Born e O'Brien,
2009). Foi descrito que apenas linfocitos T yd6 humanos sdo capazes de reconhecer
diretamente o isopentenil pirofosfato (IPP), um componente derivado do metabolismo de
micobactéria (Tanaka et al., 1995), que também é produzido em altas concentragcdes por
células tumorais, como consequéncia de uma desregulacdo da via do mevalonato (Gober et
al., 2003; Uchida et al., 2007). O reconhecimento do IPP leva a ativacdo dessas células que,
quando incubadas concomitantemente com a IL-2, leva a uma intensa proliferacdo destes
linfdcitos. Vale ressaltar que fosfoantigenos, tais como o IPP, sdo utilizados como ferramenta
para o enriquecimento de linfécitos T yd em condigdes experimentais e clinicas por induzir a
proliferacdo e, consequentemente, a ativacdo destas células (Tanaka et al., 1995; DeBarros et
al., 2011; Chen et al., 2013). A partir dos nossos resultados, escolnemos a concentracao de
5ug/ml (concentracdo intermediaria testada), que induziu uma pureza maior que 80%, no
intuito de ndo super-estimular e/ou induzir a morte dos linfécitos T yd. O nosso grupo vem
estudando o papel de linfécitos T yd murinos em diferentes modelos in vivo, entretanto,
resultados obtidos com células humanas sdo de extrema relevancia para a pesquisa cientifica.
Uma vez que existem diferengas importantes entre os subtipos de linfocitos T y6 humanos e
murinos, a realizacdo de ensaios complementares realizados com células das duas espécies
torna os dados obtidos ainda mais robustos. E importante ressaltar que é crescente o nimero
de dados da literatura que demonstram a importancia de fosfoantigenos na ativacdo de
linfocitos T yd ex vivo e o uso dessa ferramenta na terapia celular (Pegram, Kershaw e Darcy,
2009; Copier, Bodman-Smith e Dalgleish, 2011; lovino et al., 2011; Ramutton et al., 2014).
A transferéncia aut6loga de linfécitos T yé ativados com fosfoantigenos tém se mostrado uma
promissora terapia contra tumores (Chiplunkar et al., 2009), o que deixa claro que o estudo de
mecanismos de ativagdo e modulagao dos linfocitos T yo é de grande importancia ndo so para
contribuir para o conhecimento cientifico, quanto para otimizar a utilizacdo destas células

para tratamentos de terapia celular.

Existem muito poucos dados publicados sobre o papel de mediadores lipidicos na
ativacdo dos linfécitos T yd. Foi previamente demonstrado pelo nosso grupo (Costa et al.,

2010) que (de forma diferente dos cys-leucotrienos), o LTB, (via BLT1) induz a migracéo de
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linfocitos T y6 murinos in vitro e in vivo, sendo crucial para sua mobilizacdo em diferentes
modelos murinos de inflamacdo. De forma oposta, Prinz e colaboradores (2005)
demonstraram que linfocitos T yd murinos que apresentam mutacdo nos residuos de tirosina
da proteina adaptadora essencial para a ativagao de linfocitos LAT (“linker for activation of T
cells”), mas ndo os camundongos selvagens, expressam altas frequéncias de receptor de cys-
leucotrienos tipo 1 (CysLT1) e que a sua ativacdo induziu influxo de célcio e quimiotaxia in
vitro (Prinz et al., 2005). Em adicdo aos efeitos de leucotrienos, foi demonstrado que as
protaglandinas E, (Martinet et al., 2010) e 15-d-PGJ2 (Li e Pauza, 2009) também apresentam
efeito sobre os linfocitos T yd, inibindo a atividade citotdxica e a proliferacdo induzida por
IPP. Apesar de ndo haver dados na literatura sobre a modulacédo de linfocitos T yé pela LXA,,
foi previamente demonstrado que a LXA, é capaz de induzir quimiotaxia de mondcitos de
sangue humano (Maddox e Serhan, 1996). Sabendo que a PGE; e o LTB, (e seus respectivos
receptores EP4 e BLT1) tém um papel importante na modulacéo de linfocitos T 5, e a LXAy
(e seu receptor FPR2/ALX) em células mononucleares, decidimos avaliar a expressdo dos
receptores de EP4, BLT1 e FPR2/ALX, na superficie de linfocitos T yd6 humanos. Através da
marcagdo dos receptores com anticorpos monoclonais anti-EP4, anti-BLT1 e anti-FPR2/ALX
e analise por citometria de fluxo, detectamos a presenca dos trés receptores na membrana
destas células, mesmo que em uma pequena porcentagem da populacéo de linfdcitos T 8, o
que provavelmente ocorreu devido ao fato de estas células ndo estarem ativadas (i.e., terem
sido somente expandidas e ndo re-estimuladas). Foi possivel também detectar a expressdo dos
receptores BLT1 e FPR2/ALX através da técnica de western blot, entretanto, estes
experimentos serdo posteriormente repetidos para confirmacéo do resultado, em conjunto com

a avaliacdo da expressdo de EP4 por estas células.

Os receptores de LTB, (BLT1) e LXA, (FPR2/ALX) séo receptores transmembranares
associados a proteina G que induzem uma cascata de ativacdo dependente do influxo de célcio
(Toda, Yokomizo e Shimizu, 2002; Parkinson, 2006). De acordo, observamos que o estimulo
com LTB4 e LXA, induziu um aumento do influxo de calcio intracelular em linfocitos T v9,
demonstrando que 0s seus respectivos receptores sdo funcionais. Em adicdo, demonstramos
que a ativacdo dos linfocitos T y6 humanos modula positivamente a expressao de EP4 e BLT1
por essas células de forma dependente do tempo. De acordo, observamos que este fendmeno
ndo se restringe aos linfocitos T yd humanos, uma vez que ativacéo de linfocitos T y6 murinos

com a-CD3 modula positivamente a expressédo de BLT1. De forma interessante, observamos,
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ainda, que os linfécitos T yd murinos séo a populacao de linfocitos T com maior expressao de
BLT1. Os nossos dados que demonstram a modulacdo de receptores em linfocitos T yo
ativador corroboram dados da literatura que demonstram que linfécitos T CD4 e CD8 efetores
expressam BLT1 em maiores quantidades do que linfocitos T naive ou de memdria central
(Goodarzi et al., 2003; Tager et al., 2003). Além disso, linfocitos T BLT1" sdo raros em
sangue de pacientes saudaveis, porém estimulos infecciosos ou alérgicos aumentam de forma
transiente a frequéncia de linfocitos T que expressam o receptor para LTB,4 (Islam et al.,
2006).

De acordo com dados prévios do nosso grupo que demonstram que o LTB, induz a
migracdo in vivo e in vitro de linfécitos T yd6 murinos (Costa et al., 2010), observamos que o
LTB,4 também induziu a migracdo in vitro de linfocitos T yd humanos. De forma interessante,
observamos também que a LXA, foi capaz de inibir a migracdo induzida pelo LTB,. Uma
possivel explicacdo para essa inibicdo pode ser a modulacdo do receptor de LTB,4 pela LXAy,
uma vez que foi observado em linfocitos T de cobaia que a LXA,; modula negativamente a
expressao de BLT1 (Lin et al., 1996). De fato, identificamos uma reducdo da expresséo desse
receptor pelos linfocitos T yd pré-tratados com LXA,, através da analise por western blot,
sugerindo um possivel mecanismo para a inibicao dos efeitos do LTB, pela LXA,. Dados da
literatura indicam que a LXA, possui um papel quimiotatico para mondcitos de sangue
humano (Maddox e Serhan, 1996). NG6s observamos que a LXA, tende a induzir a migracdo
de linfocitos T yd humanos in vitro, porém ndo conseguimos observar uma diferenga
estatistica em relacdo ao grupo controle negativo. Entretanto, nés supomos que isso tenha
ocorrido devido a elevada migracdo observada no gurpo controle negativo (RPMI), uma vez
que o pré-tratamento das células com BOC (antagonista do receptor de LXA,) reduziu
drasticamente a quimiotaxia de linfécitos T yd induzida pela LXAy, a valores inferiores ao
induzido pelo RPMI. Desta forma, experimentos futuros sdo necessarios para esclarecer este

fendmeno.

Quando os linfocitos T sdo ativados, ocorre um aumento da expressao do marcador de
ativacdo CD25, cadeia o do receptor da IL-2 (IL-2R), na membrana dessas células, levando a
proliferacdo (Hatakeyama et al., 1989). Outro marcador de ativacdo destas células é a L-
selectina (ou CD62L) que é expressa em altos niveis por linfocitos T naive ou de memdria
central e, apos ativacdo, tem sua expressdao diminuida em linfocitos T efetores (Tedder et al.,
1990). Observamos que a LXA, e a PGE; apresentam um efeito direto sobre linfocitos T y9,
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modulando negativamente a ativacdo destas células, reduzindo a expressao de CD25 quase a
niveis basais. Em adicdo, a PGE, também inibiu o shedding de CD62L e o aumento na
expressdo de CD27 observado apds o estimulo com IPP. O CD27, além de ser um marcador
de populagdes de linfocitos T yd, € uma molécula co-estimulatoria, também induzida pela
ativacdo de linfocitos T yo via TCR (Ribot et al., 2009; Haas et al., 2012). Estes dados em
conjunto, sugerem que a PGE, é capaz de modular a ativacdo induzida pelo TCR em
linfocitos T v4, o que foi observado parcialmente pela LXA,.

A expressdo das moléculas de superficie CD27 e CCR6 é capaz de definir o fenétipo
de producéo de citocinas em linfocitos T 3. E estabelecido que linfocitos T yd que expressam
CCR6 em sua superficie (porém nao expressam CD27) sdo células produtoras de IL-17,
enquanto que células positivas para CD27 (negativas para CCR6) produzem IFN-y (Haas et
al., 2009; Martin et al., 2009; Ribot et al., 2009; DeBarros et al., 2011). Sabe-se que a
diferenciacdo de linfécitos T yd quanto a producdo de IFN-y ou IL-17 ocorre durante o
desenvolvimento destas células no timo (Shibata et al., 2014), entretanto, mesmo apds esse
comprometimento durante a diferenciacao timica, essas células possuem uma plasticidade e
podem ter a polarizacdo alterada na periferia (Paul et al., 2014; Rani, Zhang e Schwacha,
2014). Ja foi demonstrado que células tumorais humanas sdo capazes apresentar
fosfoantigenos (como o IPP) para os linfocitos T y3, induzindo a producéo de IFN-y por essas
células (Kato et al., 2001), que apresentam um importante papel anti-tumoral (Todaro et al.,
2009; Lanca et al., 2013; Wada et al., 2014). De fato, n6s observamos neste estudo que o
estimulo com IPP induziu a diferenciacdo de linfécitos T y6 para a producdo de IFN-y (TCR
v8/CD27") e que, de forma menos expressiva, 0 LTB,4 induziu um fendmeno semelhante. E
importante ressaltar que dados obtidos no nosso laboratorio demonstram que este mediador
lipidico € produzido no pulméo metastatico de camundongos C57BL/6 injetados com B16F10
(Souza, 2011). Em conjunto com a observacao que o LTB, induz a degranulacdo de linfécitos
T v3, podemos sugerir que este mediador lipidico contribui para o papel anti-tumoral dos
linfocitos T yo, através da ativagdo destas células e inducdo da producdo de IFN-y. Por outro
lado, observamos que esse fendbmeno é parcialmente revertido pela PGE,, que por sua vez
induz uma polarizacgdo oposta, induzindo linfocitos T yé produtores de IL-17. A producdo de
IL-17 por estas células pode favorecer o crescimento tumoral, uma vez que diversos estudos
demonstram o papel pro-tumoral desta citocina (Rei et al., 2014; Rei, Pennington e Silva-

Santos, 2015). Estes dados corroboram os dados obtidos in vivo em camundongos 5-LO KO
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que apresentaram um aumento no nimero de tumores associado a um aumento nos niveis de
IL-17 nos pulm@es metastaticos. Vale ressaltar que os camundongos 5-LO KO ndo sdo
capazes de produzir LTB, nem LXA, (Fahel et al., 2015), sendo ainda possivel que ocorresse
uma maior producdo de mediadores lipidicos para os derivados da COX-2 nestes animais. De
acordo com nossos dados, Hodge e colaboradores (2014) demonstraram uma correlacéo entre
a producdo de PGE; por células tumorais e a reducdo na liberagdo de granzima B, perforina e
IFN-y por linfécitos T do infiltrado tumoral, que pode representar um mecanismo de evasao
tumoral. Além disso, foi demonstrado que a PGE; esté relacionada com a producédo de IL-17
por linfocitos T (Schiffmann et al., 2014) o que contribui ao favorecimento do crescimento
tumoral. Para a melhor compreenséo da relevancia deste fendmeno no modelo experimental
de melanoma in vivo, serd importante avaliar a producdo destes mediadores lipidicos no

ambiente tumoral e correlaciona-los com a ativacéo e o perfil linfocitos T 3.

O CD107a (LAMP-1) ¢é expresso na superficie da célula efetora quando os granulos
citotoxicos sdo conduzidos até a superficie celular e liberados durante o processo de
degranulacdo. Apos esse processo, a proteina ligada a membrana do granulo CD107a é
exposta na superficie da célula e o conteido dos granulos é liberado, dentre eles a granzima B
(Cohnenet al., 2013). Considerando a importante atividade citotoxica dos linfocitos T yd e a
sua modulacdo por fosfoantigenos (Qin et al., 2009; Chen et al., 2013; Spencer et al., 2013),
nos avaliamos a expressdo desta molécula no nosso modelo experimental. N6s demonstramos,
através da observacdo da presenca do marcador de degranulacdo CD107a na superficie dos
linfocitos T yd humanos, que o LTB, foi capaz de aumentar a atividade citotoxica dessas
células, apds estimulo com IPP. Nossos resultados estdo de acordo com Nancey e
colaboradores (2011), que demonstraram que o tratamento in vivo de camundongos C57BL/6
com o antagonista especifico do BLT1 reduziu a agao efetora de linfocitos T CD8 citotoxicos
no modelo de colite (Nancey et al., 2011). Observamos ainda uma inibi¢cdo muito expressiva
da degranulacdo de linfécitos T yé induzida por IPP pelo tratamento com PGE,. Esse dado
também esta de acordo com os achados de Martinet e colaboradores (2010), que demonstram
a reducdo da atividade citotdxica de linfocitos T yd ativados com anticorpos anti-TCR V62
induzida pelo tratamento com a PGE;. Por outro lado, ndo foi possivel observar influéncia do
pré-tratamento dos linfécitos T yd com LXA4 na modulagdo da citotoxidade dessas celulas

induzida por IPP. Entretanto, é interessante o fato de que LXA, reverteu o efeito do LTB,4 ao
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potencializar a citotoxicidade induzida por IPP, assim como observado no ensaio de

guimiotaxia.

A enzima 5-LO ¢é essencial para a producdo dos mediadores lipidicos LXA, e LTB,
(Fahel et al., 2015) e, consequentemente, os camundongos 5-LO KO néo sdo capazes de
produzir esses mediadores (Fahel et al., 2015). NGs observamos que no pulméo de animais
KO para 5-LO com metéstase pulmonar ocorre uma maior producdo de IL-17 e uma menor
producdo de IFN-y, o que pode ser explicado pela polarizacdo pela PGE; (que ainda sera
mensurada no tecido pulmonar destes animais) e pela auséncia de LTB,. Nossos dados estdo
de acordo com os trabalhos publicados que demonstram um papel pré-tumoral da IL-17, e sua
associacdo com a angiogénese, crescimento e invasdo tumoral (Ye, Livergood e Peng, 2013;
Tartour et al., 1999; Numasaki et al., 2003; Numasaki et al., 2005). De fato, em nossos
resultados, observamos que o aumento da IL-17 no pulmédo de animais 5-LO KO com

metastase esta associado a uma maior quantidade de nddulos tumorais no pulmao.

Em conjunto, nossos resultados demonstram que LTB,4, PGE; e LXA; modulam de
formas distintas a ativacdo de linfécitos T y6 humanos e murinos, sugerindo um papel desses
mediadores na ativacdo e modulacdo da fungdo efetora de linfdcitos T yd durante a resposta

inflamatdria associada a tumores.
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6 CONCLUSAO

Em conjunto, os dados apresentados neste trabalho demonstram que os mediadores
lipidicos PGE,, LXA4 e LTB4 modulam a ativacdo de linfocitos T y3, 0 que pode apresentar

um impacto durante a resposta inflamatoria e anti-tumoral. Especificamente, concluimos que:

1. LTB4, PGE; e LXA, sdo capazes de modular a ativagao de linfocitos T yo através do
reconhecimento por seus respectivos receptores funcionais BLT1, EP4 e FPR2/ALX,

expressos por estas células;

2. PGE; e LXA, apresentam um efeito inibitério sobre estimula¢do em linfocitos T yo
induzida por fosfoantigeno, diminuindo degranulacdo, a expressdo de CD25, a
quimiotaxia e mantendo a expressdo de CD62L na superficie dessas células; enquanto
0 LTB4aumenta a ativacao destas células na presenca e na auséncia de fosfoantigeno;

3. A ativacdo de linfécitos T yd por LTB,4 induz uma polarizacdo para a producdo de
INF-y por estas células, enquanto a PGE; induz um aumento na populacdo de

linfocitos T yd produtores de IL-17;

4. A PGE, é capaz de inibir o efeito citotoxico de linfocitos T yd, inibindo a
degranulacdo destas células e a expressao do marcador CD107a. O LTB, potencializa
a degranulacéo e o killing de B16F10 induzidos pelo IPP, enquanto a LXA, reverte o
efeito induzido pelo LTBy.

5. Camundongos deficientes de 5-LO (que ndo produzem LXA,; e LTB,) apresentam

mais IL-17 nos pulmbes metastaticos do que camundongos selvagens, o que esta

associado ao maior nimero de nédulos tumorais.
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Figura 6. 1: Modelo proposto baseado nas conclusdes do trabalho. 1- A migracéo de
linfocitos T yd é coordenada pelo reconhecimento BLT1/LTB,, que é inibida pela LXA,. 2- O
LTB,, em conjunto com o IPP, presente no microambiente tumoral leva a ativagéo dos linfocitos T
v, induzindo a producédo de granzima e a polarizacdo de linfocitos T y8/IFN-y*, resultando na
morte de células tumorais. 3- A PGE, induz a polarizagdo de linfocitos T y8/IL-17" e inibe a
atividade citotoxica inibindo o killing de células tumorais.
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Abstract

Background: Lung inflammation is a major consequence of the systemic inflammatory response caused by
severe sepsis. Increased migration of yo T lymphocytes into the lungs has been previously demonstrated during
experimental sepsis; however, the involvement of the y& T cell subtype Vy4 has not been previously described.

Methods: Severe sepsis was induced by cecal ligation and puncture (CLP; 9 punctures, 21G needle) in male C57BL/
6 mice. y§ and Vy4 T lymphocyte depletion was performed by 3A10 and UC3-10A6 mAb i.p. administration,
respectively. Lung infiltrating T lymphocytes, IL-17 production and mortality rate were evaluated.

Results: Severe sepsis induced by CLP in C57BL/6 mice led to an intense lung inflammatory response, marked by the
accumulation of y& T lymphocytes (comprising the Vy4 subtype). y& T lymphocytes present in the lungs of CLP mice
were likely to be originated from peripheral lymphoid organs and migrated towards CCL2, CCL3 and CCL5, which were
highly produced in response to CLP-induced sepsis. Increased expression of CD25 by Vy4 T lymphocytes was observed
in spleen earlier than that by ap T cells, suggesting the early activation of Vy4 T cells. The Vy4 T lymphocyte subset
predominated among the IL-17" cell populations present in the lungs of CLP mice (unlike Vy1 and af T lymphocytes)
and was strongly biased toward IL-17 rather than toward IFN-y production. Accordingly, the in vivo administration of
anti-Vy4 mAb abrogated CLP-induced IL-17 production in mouse lungs. Furthermore, anti-Vy4 mAb treatment accelerated
mortality rate in severe septic mice, demonstrating that Vy4 T lymphocyte play a beneficial role in host defense.

Conclusions: Overall, our findings provide evidence that early-activated Vy4 T lymphocytes are the main responsible

Keywords: y6 T cell, Interleukin-17, Chemokines, Sepsis

cells for IL-17 production in inflamed lungs during the course of sepsis and delay mortality of septic mice.

Background

Mortality induced by sepsis is highly associated with second-
ary acute lung injury. Systemic inflammation during sepsis
leads to acute respiratory distress syndrome (ARDS) caused
by an exacerbated response of the immune system to bac-
teria and their products [1-4]. Indeed, mice subjected to
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experimental model of sepsis induced by cecal ligation
and puncture (CLP) show deregulation in pulmonary im-
mune response, marked by cytokine storm and intense ac-
cumulation of activated leukocytes in lung tissue,
including T lymphocytes [5-8].

y8 T lymphocytes are unconventional lymphocytes
that have antigen recognition properties fundamentally
different from those of af T lymphocytes, and are com-
prised by distinct functional subsets, defined by the dif-
ferential usage of Vy and V9§ gene repertoire [9, 10]. The
Vy4 T lymphocyte subset is highly associated with lung
immune surveillance and increases in number in mouse
lungs at early time points during bacterial infections
[10-13]. Increased migration of y& T cells into the lungs
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has been previously demonstrated during experimental
sepsis; however, the identification of y0 T cell subtypes
has not been previously described [7, 8, 14].

The migration of y§ T lymphocytes is largely dictated
by the activation of chemokine receptors by their coun-
terpart ligands, among which members from both CC
and CXC subfamilies play compelling roles [15-17].
Once at the infection site, these cells can rapidly re-
spond to microbial antigens via innate surface receptors
[18-21], producing high amounts of interferon (IFN)-y
and interleukin (IL)-17, which are signature cytokines
produced by specific subsets of y& T cells [22-26]. Vy4
T lymphocytes represent one of the major subsets that
produce IL-17 in different experimental models [27-30].

yS8 T lymphocytes have been shown to play divergent
roles in mouse models of sepsis [8, 14, 31-34]. The pro-
tective role of y§ T lymphocytes during experimental
sepsis has been attributed to the production of IL-17, a
cytokine that triggers neutrophil recruitment and im-
proves bacterial clearance [33, 35-37]. Furthermore, the
accumulation of activated y§ T lymphocytes in the lungs
of CLP mice has been correlated with beneficial out-
come of septic mice [8, 14]. Here we show that during
the course of experimental severe sepsis, Vy4 T lympho-
cytes migrate into injured lungs of CLP mice and exert a
protective role via the production of IL-17.

Results

Activated y& T lymphocytes accumulate in mouse lungs
during severe sepsis

The induction of severe sepsis triggered an intense inflam-
matory response in mouse lungs, marked by a significant
increase of y0 and off T lymphocyte numbers observed
from 1 to 10 days after the surgery (Fig. la-c). The y6 T
cell subtype Vy4 also infiltrated into the lungs of CLP-
induced mice and, differently from those of off and y0 T
lymphocytes, did not decrease in numbers at day 3 post-
surgery. Both y§ and off T lymphocyte numbers were
decreased in mouse spleen from 1-3 days after CLD,
returning to control (sham-operated mice) levels within
10 days (Fig. 1d-f), suggesting that T cells found in the
lungs egress from secondary lymphoid organs.

The analysis of activation marker expression revealed
that the presence of CD25" T lymphocytes in the lungs
and spleen of CLP mice was more expressive among yd
rather than among aff T cell population. The percent-
ages of Y8 (and Vy4") T lymphocytes expressing CD25
were increased in the lungs of CLP mice at day 3 post
CLP and persisted elevated until 10 days after surgery,
when the number of aff T lymphocyte also increased
(Fig. 2a-c). In spleens, y8 and Vy4 T lymphocytes were
constantly activated during the course of experimental
severe sepsis, whereas CD25" aff T lymphocytes were
only elevated at day 3 after CLP (Fig. 2d-f).
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yd T lymphocytes migrate from spleen into the lungs of
CLP-operated recipient mice coordinated by lymphotactic
chemokines

Ten days after surgery, CFSE" y8 (but not af) T cells
adoptively transferred from naive mice were preferen-
tially localized in the lungs of CLP-operated mice, when
compared to blood and spleen (Fig. 3a-f). In accordance,
increased levels of CCL2, CCL3 and CCL5 were detected
in lung homogenates of CLP-operated mice, when com-
pared to chemokine levels detected in naive and sham
mouse lung samples (Fig. 3g). No differences were ob-
served in CCL25 levels between CLP- and sham-
operated mice (sham 681 + 94; CLP 753 £ 175 pg/lung).
y8 T lymphocytes migrated in vitro towards lung ho-
mogenates obtained from CLP mice at a higher extent
than towards lung homogenates from naive or sham-
operated mice. The in vitro neutralization of CCL2,
CCL3 and CCL5 by mAbs inhibited y§ T lymphocyte
chemotaxis towards the respective chemokines and lung
homogenates obtained from CLP mice, suggesting that
these chemokines coordinate y8§ T cell in vivo migration
into the lungs during severe sepsis (Fig. 3h).

yd T lymphocytes from the lungs of CLP-operated mice
produce IL-17

Ten days after surgery, intracellular staining revealed
that the percentage of IL-17" y§ T lymphocytes in-
creased among total CD3" cell population in the lungs
of CLP mice, while the percentage of IL-17" aff T lym-
phocytes decreased after CLP, when compared to sham-
operated mice (Fig. 4a). Evaluation of y§ T cell cytokine
profile revealed a slight decrease in IL-10" and IFN-y*
yS T lymphocytes in CLP mouse lungs, whereas no dif-
ferences between IL-4", IL-12" or tumor necrosis factor
(TNF)-a" y8 T lymphocytes were detected between CLP
and sham mice (Additional file 1: Figure S1A). It is note-
worthy that the percentage of IL-17" (but not IFN-y")
y8 T lymphocytes increased upon in vitro restimulation
with a-CD3 mAb (Additional file 1: Figure S1B-C).
Representative dot plots show that IL-17 positive stain-
ing was detected among y8" and Vy4", but not among
the Vyl* lymphocyte subtype recovered from the lungs
of CLP mice (Fig. 4b). IL-17 production by y& T cells
is restricted to CD27 cells. Accordingly, our data
demonstrate that the percentage of CD27" lymphocytes
increased among Vy4', but not among the Vyl* lym-
phocytes in the spleen 3 days after CLP (Fig. 4c-d). To
evaluate the implication of Vy4 T lymphocytes in IL-
17 production during sepsis, mice were treated with
anti-Vy4 mAb 1 day before CLP. Figure 4e shows that
anti-Vy4 mAb treatment decreased IL-17 production
in CLP mouse lungs 7 days after surgery, in a similar
extent as y§ T lymphocytes.
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Anti-Vy4 TCR mAb treatment decreases survival rate in
C57BL/6 mice subjected to severe sepsis

Approximately 50 % of C57BL/6 mice subjected to the ex-
perimental model of severe sepsis and antibiotic treatment
died within 7 days (Fig. 5a). Anti-Vy4 mAb treated mice
that underwent CLP died in shorter periods of time,
achieving 30 % of survival rate within 7 days. Worthy of
note, anti-yd mAb treatment similarly precipitated CLP
mouse death, suggesting that Vy4 T cell subset presents a
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protective role in septic mice. IgG isotype-treated mice
showed similar survival rate than untreated mice. Figure 5b
and Additional file 2: Figure S2A—B show the effectiveness
of depletion by mAb administration in spleen and lungs.

Discussion

Sepsis triggers a complex immune response that involves
both innate and adaptive systems. y§ T lymphocytes rep-
resent a link between these two branches of the immune
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system, by coordinating the activation of different cell
populations via cytokine production [27]. y0 T lympho-
cytes have been described as a major source of IL-17 in
peritoneum and lymphoid organs during experimental
sepsis, a phenomenon shown to present either beneficial
or deleterious effects, depending on the experimental
model [33-35, 38]. The data presented here identifies
the Vy4 subset as a dominant producer of IL-17 in the
lungs of septic mice and as a central T cell population
involved in host defense against sepsis.

The experimental model of severe sepsis used in the
present work resulted in the accumulation of T lympho-
cytes in lung tissue, which were likely originated from
lymphoid organs. Increased numbers of both yd and aff

T lymphocyte subsets were detected in the lungs; how-
ever it is noteworthy that, differently from aff T lympho-
cytes, Y& T cell numbers continually increased up to day
10 after CLP, mainly due to the accumulation of Vy4
subset. The progressive accumulation of Y0 T cells in the
lungs of CLP-operated mice has been previously demon-
strated by Hirsh and coworkers [7]; however, the pres-
ence of yd T cell subtypes has not been described. The
decrease in af} T cell numbers observed at day 3 after
CLP is in accordance with several reports in mice and
humans that demonstrate a reduction in circulating
CD3" T lymphocytes during sepsis [39]. This reduction
is explained by a massive apoptotic event of T lympho-
cytes, which is correlated with severity and mortality in
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(See figure on previous page.)

Fig. 3 y6 T lymphocytes migrate from spleen into the lungs of CLP-operated recipient mice. T lymphocytes recovered from the spleen of naive
mice were labeled with CFSE and transferred to CLP-operated mice 3 and 8 days after surgery. Recipient animals were euthanized 10 days after
surgery, and their lungs, blood and spleen were collected for y§ (a-c) and a3 (d—f) T cell analysis by flow cytometry. Quantification of CCL2,
CCL3, and CCLS5 levels in lung homogenates of naive, sham and CLP C57BL/6 mice by ELISA, 7 days after surgery (g). y& T cell chemotaxis towards
lung homogenates from CLP mice (or towards CCL2, CCL3 and CCL5), incubated or not with neutralizing a-CCL2, a-CCL3 or a-CCL5, as described
in methods (h). Representative results of two experiments from at least 4 animals per experimental group are expressed as mean + SEM. Statistical
differences (p < 0.05) between CLP and sham groups are indicated by (¥), and between stimulated and mAb-treated groups are indicated by (+)

experimental animals and patients [2, 39-41]. The fact
that the percentage of CD25" T lymphocytes increased
among yd T lymphocytes in the lungs at early time
points after CLP (day 1) suggests that yd (but not af) T
lymphocytes are constantly activated in lymphoid tis-
sues during the course of sepsis and continuously mi-
grate towards inflamed lungs. In accordance with our
data, Matsushima and co-workers [40] demonstrated
the early activation of y§ T lymphocytes from periph-
eral blood of patients with sepsis and systemic inflam-
matory response syndrome. These patients presented
increased percentages of peripheral CD69" y§ T cells at
acute time points after injuries, whereas CD69 expression
by af T cells did not increase during a 2-week period [40].
It is noteworthy that, in our study, such early activation
was also evident for Vy4 T cell population, as observed in
mouse spleen and lungs 1 day after CLP.

The selective migration of y§ T lymphocyte subsets
into the tissue during inflammation is dictated by ele-
vated levels of chemoattractant mediators in the tissue
and by the expression pattern of chemokine receptors
on cell surface [9, 10, 15, 16, 42, 43]. Our results suggest
that y§ and Vy4 T cell migration into the lungs of CLP
mice is likely accounted by the combined in situ accu-
mulation of multiple chemokines. CLP-induced lung in-
flammation increased tissue levels of CCL2, CCL3 and
CCL5, chemokines that are known to mediate y§ T
lymphocyte migration in vivo and in vitro [44—47]. Con-
sistently, here we show that adoptively transferred y§ T
cells preferentially accumulated in the lungs (rather than
in blood or spleen) of recipient CLP mice. Even though
CCL2, CCL3 and CCL5 are also chemoattractant for off
T lymphocytes [48], the neutralization of these chemo-
kines in CLP lung homogenates did not impair the
chemotaxis of y§~ T lymphocytes (data not shown), sug-
gesting that these chemokines selectively dictate the
migration of y§ T cells into the lungs in our model. The
involvement of CCL25 in y0 T cell migration towards
inflamed lungs during sepsis was also investigated by us,
since CCL25 has been shown to attract IL-17" y8 T cells
into inflamed airways [15]. However, CCL25 was not
enhanced in CLP mouse lungs (data not shown).

Our data demonstrate that the Vy4 T lymphocyte subset
predominated among the IL-17" cell populations in CLP
mouse lungs. In line with this, it has been demonstrated

that mice lacking y8 T cells (but not aff T cells) subjected
to CLP failed to present elevated IL-17 levels in the
plasma and peritoneal lavage, showing that y8 T cells are
the major producers of IL-17 during experimental sepsis
[33-35, 38]. It has been established that, among murine
Y8 T lymphocytes, IL-17 production is restricted to Vy4
and Vy6 subtypes [27, 49]. Consistently with our data,
Vy4 T lymphocytes comprise the major subset that mi-
grates into the lungs and have been shown to produce
IL-17 in different experimental models [10, 13, 24-30].
It is noteworthy that our supplemental data (Additional
file 1: Figure S1A) demonstrate that IL-17 production
by y8 T cells from CLP-mouse lungs predominated over
the expression of other cytokines, including IFN-y.
These data are reinforced by the increase in the per-
centage of CD27 y8" (and Vy4") population in CLP-
mouse spleen and by the fact that, upon a-CD3 mAb in
vitro stimulation, these cells were enriched for IL-17
but not for IFN-y (Additional file 1: Figure S1B-C).
Increased numbers of y0 T lymphocytes in the blood,
peritoneum and lungs have been correlated with sepsis
positive outcome in patients and experimental animals
[8, 14, 32, 35, 50]. Indeed, mice lacking y6 T lympho-
cytes and subjected to CLP presented increased mortal-
ity rate and decreased survival periods [14, 32]. The
protective role of y§ T lymphocytes during sepsis results
from the ability of these cells to produce inflammatory
mediators capable to modulate other leukocyte popula-
tions, among which IL-17 is of particular importance
[35, 51, 52]. Here we show that IL-17 production in the
lungs of CLP mice depends on infiltrated Vy4 y§ T cell
subset, which likely contributes to host protective im-
mune response. Since adverse roles have been proposed
for IL-17 during experimental sepsis, the effect of IL-17
in the lungs of CLP mice needs further investigation. It
has been described that IL-17 derived from yS T cells
promotes epithelial repair in different tissues [53-55],
suggesting that IL-17 produced by Vy4 T cells might act
on lung epithelium, promoting tissue repair and amelior-
ating mouse illness after CLP [33-35, 56]. IL-17 has also
been associated with neutrophil influx into inflamed
tissue, which can lead to either protective or harmful
outcomes [35, 37, 57, 58]. Concerning lung immune
response, effective bacteria clearance by neutrophils re-
duces the risk of lung failure [36]; however, it is well
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known that excessive neutrophil activation and pro-
duction of myeloperoxidase (MPO) can cause tissue
damage [57]. In our study, we observed increased neutro-
phil numbers in the lungs of CLP mice, which was sig-
nificantly reduced after anti-Vy4 mAb treatment (data
not shown), suggesting neutrophil involvement in the
resolutive response. The involvement of tissue-recruited
neutrophils coordinated by IL-17" y8 T cells in tissue re-
pair has been demonstrated in different experimental
models. y§ T cell knockout (KO) mice submitted to
inflammatory insults are shown to present reduced neu-
trophil and MPO accumulation in the lungs, liver and
cornea, which correlated with increased lesions and
delayed epithelial regeneration [53-55]. Moreover, in a

model of corneal epithelial abrasion, it was demonstrated
that y0 T cells induced, via IL-17, the production of vas-
cular endothelial growth factor (VEGF) by neutrophils,
promoting corneal nerve regeneration [59]. Our study
evidenced that IL-17" Vy4 T lymphocytes migrate into
injured lungs of CLP mice, presenting a beneficial role
during the course of sepsis.

Conclusions

In the present work, we show that early-activated Vy4
T lymphocytes continuously accumulate in inflamed
lungs during the course of sepsis and that local IL-17
production depends on the tissue infiltration of this
subset, which preferentially produces this cytokine.
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Based on our findings, we also propose that Vy4 T
lymphocytes contribute to the protective immune
response of septic mice and delay mortality. Further
complementary investigation concerning cellular and
molecular mechanisms of Vy4 T cell/IL-17 pathway
associated with protection during sepsis is of extreme
value to bring new insights to approach novel targets
and therapies.

Methods

Cecal ligation and puncture

Polymicrobial sepsis was induced by cecal ligation and
puncture (CLP) in normal fed and anesthetized (112.5 mg/
kg of ketamin and 7.5 mg/kg of xylazine, i.p. Rhobifarma,

Brazil) male C57BL/6 mice (18 to 20 g) provided by
Oswaldo Cruz Foundation breeding unit (Rio de Janeiro,
Brazil). After laparotomy (incision of 0.5-1 cm), the
cecum was ligated with a cotton suture distal to the ileo-
cecal valve to avoid bowel obstruction, and punctured
nine times with a 21-gauge needle. The cecum was placed
back into the abdomen and the incision was closed by a
4-0 polyamide suture. Sham-operated animals received
midline laparotomies, exteriorization of the cecum with
its immediate return and closure of incisions. Mice were
resuscitated by a subcutaneous injection of 1 ml sterile
saline solution. Mice were treated with ertapenem (Merck,
Germany; 75 mg/kg, i.p.) 6, 24 and 48 h after surgery. For
lung analysis, mice were euthanized in a CO, chamber 1,
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3, 7 and 10 days after CLP operation. For the assessment
of survival rate, mice were evaluated every 12 h following
CLP until death. During all experimental procedures, mice
were monitored daily and those that presented impaired
locomotor activity and no struggle response to sequential
handling were euthanized. All experimental procedures
were performed according to the Committee on Ethical
Use of Laboratory Animals of Oswaldo Cruz Foundation
(Fiocruz, Brazil, #1.62/12).

Antibody treatment

Hamster anti-TCR y8 (3A10, anti-pan-§, described by
Itohara et al. [60]) and anti-Vy4 (UC3-10A6, described
by Dent et al. [61]) monoclonal antibodies (mAb) were
obtained from SCID mice (Oswaldo Cruz Foundation
breeding unit, Rio de Janeiro, Brazil) ascitic fluid. 3A10
preparation was further purified/concentrated by Protein
G (GE Healthcare, USA) affinity chromatography while
UC3 was concentrated by ammonium sulfate precipita-
tion. Both antibody preparations were dialyzed against
saline solution before use. mAbs were i.p. administered
(500 pg/mice every other day for 7 days, starting 1 day
before CLP). Control mice were similarly sham-treated
with normal hamster serum IgG.

Recovery of leukocytes from lung and spleen

Lung tissue samples were obtained from euthanized
C57BL/6 mice at 1, 3, 7 and 10 days after CLP, macer-
ated in RPMI 1640 medium containing collagenase type
IV (250 IU/ml, 37 °C, 30 min) and centrifuged (400 g,
10 min). Spleens were dissected, macerated in PBS con-
taining EDTA (10 mM, pH 7.4), and centrifuged (420 ¢
for 10 min at 20 °C). Cell pellets from lung and spleen
were re-suspended in 3 ml of PBS/EDTA and subjected
to centrifugation on a Histopaque 1083 gradient (400 g
for 30 min) for mononuclear cell separation.

Flow cytometric analysis

Leukocytes were stained with the appropriate concentration
of the following antibodies: PE/FITC CD3 (145-2C11), PE/
FITC TCR § chain (GL3), PE TCR p chain (H57-597), FITC
Vy4 TCR (UC3-10A6), FITC V84 TCR (GL2), FITC CD25
(7D4), PE/FITC IgG1 and IgG2 isotypes (BD Pharmingen,
USA) and APC Vyl TCR (2.11) (Biolegend, USA). For intra-
cellular cytokine staining, cells were pre-incubated for 4 h
with PMA (20 ng/ml), ionomycin (500 ng/ml) and brefeldin
A (10 pg/ml) at 37 °C and 5 % CO,. After surface marker
staining, cells were fixed, permeabilized and stained with
anti-IFN-y, anti-TNF-a, anti-IL-4, anti-IL-10, anti-IL-12 and
anti-IL-17 antibodies (BD Pharmingen, USA). IgG isotypes
were used as irrelevant antibodies. Cells were acquired by
FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson, USA) and
analyzed either by Cell Quest or FlowJo softwares. Counts
are reported as percentage and as numbers of cells after the
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multiplication of the percentage of T lymphocyte population
by the total number of leukocytes. Gating strategies are
shown in additional files (Additional file 3: Figure S3 and
Additional file 4: Figure S4).

Adoptive transfer assay

Naive C57BL/6 splenocytes were labeled with CFSE
(Invitrogen USA, 1 pM/8x10° cells) and iv. injected
(4 x 107 cells, > 90 % viability) into recipient mice 3 and
8 days after CLP or sham operations. Recipient mice
were euthanized 10 days after adoptive transfer and their
lungs were recovered for leukocyte analysis.

Preparation of lung homogenates

Lung homogenates were prepared by homogenizing per-
fused whole lung tissue using a glass potter homogenizer
(Kontes Glass Company, USA) in 2 ml of PBS containing
cell lysis buffer (Sigma Aldrich, USA) and protease inhibi-
tor (1 pl/ml; Sigma Aldrich, USA), at 4 °C. The homoge-
nates were centrifuged (8400 ¢ for 30 min, 4 °C) and the
supernatants were filtered (0.2 pm). For chemotaxis
assays, lungs were homogenized using PBS only.

Cytokine quantification

Levels of chemokines were evaluated in lung homogenates
from lungs recovered 7 days after CLP surgery by sand-
wich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) by
using matched antibody pairs from R&D (Minneapolis,
MN), according to manufacturer’s instructions. IL-17
quantification was performed using the BD™ Cytometric
Bead Array (CBA) mouse Th1/Th2/Th17 kit (BD Biosci-
ences, USA), and samples were analyzed using a FACSca-
libur flow cytometer.

Transwell migration assay

Spleen T lymphocytes (3 x 10° in HBSS without Ca**/
Mg**) were placed in the upper chamber of 5.0 um pore
diameter transwell tissue culture inserts (BD Falcon,
USA). Transwell inserts were placed in the individual
wells of a 24-well cell culture plate containing assay
buffer or lung homogenates from naive, sham-operated
and CLP-operated mice, neutralized (30 min, 37 °C) with
anti-CCL2 mAb (2.5 ng/well), anti-CCL3 mAb (200 ng/
well) or anti-CCL5 mAb (50 ng/well). The recombinant
chemokines rmCCL2 (2.5 ng/well), rmCCL3 (4 ng/well)
and rmCCL5 (4 ng/well) (R&D Systems, USA) were used
as positive controls. After 2 h, the migrated cells were
counted, labeled as described above, and analyzed by
FACScalibur. Results are expressed as chemotactic index,
generated by using the number of cells that migrated
towards buffer as comparison.
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Statistical analysis

Data are reported as the mean + SEM and were statisti-
cally evaluated by analysis of variance (ANOVA) followed
by Newman-Keuls-Student test or Student’s t test. Values
of p <0.05 were regarded as significant.

Additional files

Additional file 1: Figure S1. Cytokine production by y& T lymphocytes
from the lungs of CLP-operated mice. (A) Percentage of IL-4", IL-107, IL-12,
IFN-y* and TNF-a™ y8 T lymphocytes obtained from the lungs of C57BL/6
mice 10 days after CLP or sham surgery. Cells were cultured with brefeldin
A (10 pg/ml, 4 h), submitted to intracellular staining and analyzed by
flow cytometry. Results are expressed as mean + SEM from at least 4 animals
per experimental group. (B) Percentage of IL-17" and (O) IFN-y" y&6 T
lymphocytes within the population of splenic y& T lymphocytes recovered
10 days after CLP, stimulated ex-vivo with a-CD3 mADb (5 pug/ml, 4 h),
submitted to intracellular staining and analyzed by flow cytometry. Statistical
differences between the CLP or a-CD3-stimulated groups and the negative
control groups (p < 0.05) are indicated by (¥). Gates were established after
the staining with their IgG isotypes.

Additional file 2: Figure S2. vo T cell depletion induced by a-yd mAb
(3A10) administration. To certify the effectiveness of a-yd mAb treatment,
v TCR staining was performed in permeabilized cells recovered from
C57BL/6 mouse spleens after a-yd TCR mAb (3A10) or hamster serum IgG
administration. (A) Representative dot plots of intracellular yd TCR staining
with UC7 (Southern Biotech, USA) and GL3 (Caltag, UK) mAbs in a3/B220°
cell population. (B) Representative histograms of intracellular y& TCR staining
(GL3 mADb) of a3/B220" cells recovered from a-yd TCR mAb (3A10) or
hamster serum IgG-treated mouse, placed in culture for 48 h.

Additional file 3: Figure S3. Gating strategies used for FACS analysis
of yé and af T lymphocytes. A lymphocyte gate (R1) was defined based
on the cells’ Forward Scatter (FSC) and Side Scatter (SSC), further gated

on TCRy8™ (R2) or aB™ (R3) lymphocytes.

Additional file 4: Figure S4. Gating strategies used for FACS analysis
of y& and aB T lymphocytes within IL-17" cells. IL-17* lymphocyte gate

(R6) was defined and further gated on TCRyS" and a* lymphocytes.
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