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Lista de Siglas e Abreviaturas

17-AAG: 17-demetoxi-17-alilamino geldanamicina

ADCC: Citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos (antibody dependent
cellular cytotoxicity)

AKT: Proteina quinase B (Protein Kinase B)

ATP: Adenosina trifosfato

CCR: Receptor de quimiocinas CC (CC chemokine receptor)

CD: Cluster de diferenciacédo (Cluster of differentiation)

CDK: Quinase dependente de ciclina (Cyclin-dependent kinase)

COX: Ciclooxigenase

CTL: Linfécitos T citotdxico (Cytotoxic T-lymphocytes)

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

HIF: Fator induzido por hipdxia (Hypoxia-inducible factors)

HSP: Proteina de coque térmico (heat shock protein)

hTERT: Transcriptase reversa da telomerase humana (Human telomerase reverse
transcriptase)

IARC: Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer

IFN: Interferon

IL: Interleucina

IPP: Isopentenil pirofosfato

LAMP-1: Proteina associada a membrana lisossomal 1 (lysosomal-associated membrane
LT: Leucotrieno

MET: Transicéo epitélio-mesenquimal (Mesenchymal-to-epithelial transition)

mg: Miligrama

MHC: Complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility complex)
MIC-A: Gene A relacionado a cadeia MHC de classe | (MHC class I chain-related gene A)
MIC-B: Gene B relacionado a cadeia MHC de classe | (MHC class | chain-related gene B)
mL: Mililitro

MMP: Metaloproteinase de matriz (Matrix metalloproteinases)

NK: Matadora Natural (Natural killer)

NKG2D: Membro D2 do grupo natural killer (natural killer group 2, member D)

PBS: Tampéo fosfato-salino (Phosphate buffered saline)

PG: Prostaglandina

RPMI: Meio de cultura Roswell Park Memorial Institute
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SFB: Soro fetal bovino

TCR: Receptor de células T (T cell receptor)

Th: T helper

TNF-a: Fator de necrose tumoral-o. (tumor necrosis factor-«)

TX: Tromboxano

UERJ: Universidade do Estado do Rio de Janeiro

ULBP: Proteina ligadora de UL-16 (UL-16 binding protein)

VEGF: Fator de crescimento endotelial vascular (Vascular endothelial growth factor)
uL: Microlitro

uM: Micromolar
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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Tais Monteiro Magne

Linfocitos T yd sdo linfocitos ndo convencionais que apresentam importante atividade citotoxica
contra células tumorais, através do reconhecimento direto de metabdlitos fosforilados produzidos por
estas células, tal como o isopentenil pirofosfato (IPP). No entanto, 0 microambiente tumoral é composto
por diversos fatores imunossupressores, tais como citocinas e mediadores lipidicos, que garantem o
desenvolvimento do tumor, via modulacéo negativa da resposta imune. Dentre estes, 0 mediador lipidico
prostaglandina E; (PGE;) favorece o crescimento tumoral modulando negativamente a resposta de
linfocitos T citotoxicos, incluindo os linfécitos T y8. Considerando i) a produgdo de PGE; por células
tumorais, ii) o efeito modulador da PGE; sobre linfdcitos T, iii) o baixo nimero de trabalhos sobre 0s
efeitos da PGE; sobre a atividade citotoxica de linfocitos T yd e iv) o potencial terapéutico de linfocitos
T v8 no tratamento de tumores em ensaios clinicos de transferéncia autdloga, o objetivo deste projeto
foi estudar os efeitos deste mediador lipidico sobre a atividade citotoxica de linfocitos T y6 durante a
resposta imune antitumoral em modelos in vitro. Para tal, avaliamos a producgdo de PGE; por células
tumorais de melanoma humano (MV3) e os efeitos diretos deste mediador sobre a ativacao de linfocitos
T y3. Nossos resultados demonstram que o sobrenadante de células MV 3 contém PGE; e que a incubagéo
dos linfocitos T yd tanto com PGE; exdgena quanto com este sobrenadante modula negativamente a
atividade citotoxica dos linfocitos T vd, reduzindo a sua capacidade de matar células tumorais, a
expressao do marcador de degranulagcdo CD107a e a producgdo intracelular de IFN-y. Ainda, observamos
que a inibicdo da atividade da chaperona HSP90 de células MV3 (atraves do tratamento com o inibidor
17-AAG) reduz a producdo de PGE; por estas células. O sobrenadante de células MV 3 tratadas com 17-
AAG (contendo niveis reduzidos de PGE;) tem um efeito imunomodulador reduzido, quando
comparado ao sobrenadante de células MV3 ndo tratadas. Acreditamos que a elucidagdo dos efeitos da
PGE: sobre a atividade citotdxica de linfocitos T yd seja de extrema relevancia para o conhecimento a
respeito da resposta imune antitumoral e da imunoterapia contra o cancer.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Tais Monteiro Magne

vd T cells are unique lymphocytes that exhibit significant cytotoxic activity against tumor
cells through the direct recognition of phosphorylated metabolites, such as isopentenyl pyrophosphate
(IPP). However, tumor microenvironment is composed of several immunosuppressive factors that
favour tumor development through the negative modulation of the immune response. Among these
factors, the lipid mediator prostaglandin E» (PGE2) promotes tumor growth by decreasing T cytotoxicity
lymphocytes, including yo T cell. Considering: i) the production of PGE, by tumor cells, ii) the
modulating effect of PGE, on lymphocytes, (iii) the low number of studies on the effects of PGE; on
the cytotoxic activity of yd T cells and iv) the therapeutic potential of y T lymphocytes in adoptive cell
transfer therapy; the aim of the present study was to investigate the effects of PGE; on yd T lymphocyte
cytotoxic activity, during the antitumor immune response in in vitro models. For this purpose, we
evaluated the production of PGE; by human melanoma tumor cells (MV3) and the direct effects of this
mediator on the activation of yd T cells. Our results demonstrate that MV3 cell supernatant contains
PGE; and that the incubation of yd T cells with both exogenous PGE, or with MV3 supernatant
negatively modulates the cytotoxic activity of the yd T cells. MV3 cell supernatant also reduced the
expression of the degranulation marker CD107a and the intracellular production of IFN-y. Furthermore,
the inhibition of HSP90 chaperone activity of MV3 cells (by using the HSP90 inhibitor 17-AAG)
reduces the production of PGE; by these cells. The supernatant of 17-AAG treated MV3 cells
(containing reduced levels of PGE;) showed a reduced immunomodulatory effect when compared to the
supernatant of untreated MV3 cells. The elucidation of the effects of PGE; on the cytotoxic activity of
v T cells is extremely relevant for a better comprehension of the immune response and immunotherapy
against cancer.
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1. Introducéao

1.1.Linf6citos T yo

Os linfocitos T yd sdo um subtipo de linfécitos T que desempenham papel importante no
elo entre o sistema imune inato e adaptativo (Holtmeier & Kabelitz, 2005). Desde o ano de
1984, quando Saito e colaboradores estudaram a genética dos receptores de células T (TCR) e
descobriram a existéncia de subunidades distintas formadoras deste receptor, os linfocitos T
passaram a ser classificados de acordo com as subunidades do TCR expressas em sua superficie
celular. Linfécitos T yd sdo caracterizados por expressarem TCRs constituidos por uma cadeia
v (gama) e outra o (delta) formados por recombinacdo somatica durante o seu desenvolvimento

(Saito et al., 1984a; Saito et al., 1984b).

Os linfécitos T yd representa de 1 a 5% dos linfécitos T nos érgéos linfoides secundérios e
no sangue periférico, sendo encontrados com maior frequéncia em tecidos epiteliais e mucosas
(Raulet, 1989; Haas et al., 1993). A distribuicdo tecidual dos linfécitos T yd favorece o seu
contato direto com antigenos, sendo proposto um papel importante destas células na primeira
linha de defesa contra patégenos e células transformadas (Allison & Havran, 1991). Ainda, os
linfocitos T yd tém a capacidade Unica de reconhecer antigenos de forma independente da
apresentacdo via complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (Chien et al., 1996; Born
& O'Brien, 2009), desempenhando uma resposta rapida a infecces virais, bacterianas e células
tumorais (Ohga et al., 1990; Ferrick et al., 1995).

O TCR 70 apresenta especificidade limitada aos complexos MHC-peptideo e reconhece
antigenos de diversas naturezas, tais como peptideos, aminas, pirofosfatos e fosfolipidios
(Chien & Konigshofer, 2007). O reconhecimento antigénico pode ocorrer classicamente via
TCR-MHC-peptideo ou independente de apresentagéo através do reconhecimento de moléculas
da familia do MHC I. Ap0s serem ativados, os linfocitos T yd exercem diversas funcgdes efetoras
como: promocdo da lise de células infectadas ou transformadas, producdo de citocinas e
quimiocinas que regulam a migracdo de outras células imunes, secre¢do de granulos citotoxicos
e producdo de fatores de crescimento que regulam a funcdo de células estromais (Tonegawa et
al., 1989; Battistini et al., 1997; Dalton et al., 2003; Dodd et al., 2009; Sourav et al., 2014)
(figura 1.1). Ainda, os linfocitos T v podem cooperar com células B na producéo de anticorpos
(Bansal et al., 2012), apresentar antigenos aos outros subtipos de linfécitos T (Moser & Eberl,

2007) e induzir a maturacéo de celulas apresentadoras de antigenos (APCs) (Fang et al., 2010).
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LINFOCITO T y6 CELULA TUMORAL

Mevalonato

Granzima
Perforina

Figura 1.1: Mecanismos de reconhecimento de célula tumoral por linfocites T y8. Células tumorais
sintetizam, através da via do mevalonato, isopentenil pirofosfato (IPP) que, uma vez liberados, sdo
reconhecidos por linfocitos T yd via receptor de célula T (TCR). Tal reconhecimento leva a ativagdo de
linfécitos T y6 e consequente lise da célula tumoral alvo devido a liberagdo granulos citotoxicos (granzima €
perforina) e a producdo de citocinas, tais como o interferon (IFN)-y. TLR (Receptores do Tipo Toll); TCR
(Receptores de Células T); HSP (Proteinas de Coque Térmico). Adaptado de Dimpu Gogoi & Shubhada V.
Chiplunkar (2013).

1.1.1. Subtipos e distribuicédo de linfocitos T y6

Os linfocitos T yo sdo originados a partir de células progenitoras provindas da medula
Ossea. Durante a recombinagéo génica para a formacéo do TCR, as cadeias y e 6 podem parear
de diferentes formas originando subpopulagées de linfocitos T yd com fungdes efetoras distintas
(Petrie et al., 1992; Dudley et al., 1995). Acredita-se que o pareamento destas cadeias ndo
ocorre de forma aleatoria e que os subtipos de linfécitos T apresentam ligacGes preferenciais de
cadeias y com cadeias & especificas (Garman et al., 1986). Foi entdo proposto que estas
variacdes determinassem a classificagdo dos linfocitos T yd de acordo com os genes utilizados
durante a formagdo das cadeias y e 6. As nomenclaturas sdo entdo baseadas na regido variavel
da cadeia y ou & no rearranjo V(D)J, mas variam de acordo com o0 autor e a espécie animal
(Grigoriadou et al., 2002; Chien & Konigshofer, 2007). Para humanos, existem quatro
nomenclaturas propostas: a de Porcelli (Porcelli et al., 1991), LeFranc (Lefranc, 2001), WHO-
IUIS (World Health Organization - International Union of Immunological Society) e HUGO
(Human Genome Organization, em http://www.genenames.org/cgibin/genefamilies/set/375).

Nesta dissertacdo, utilizamos a nomenclatura determinada por Porcelli e colaboradores (tabela
1.1).
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Segmentos Vy expressos em humanos

Designacéo Designacao Designacéo de Nomenclatura
proposta por Porcelli  proposta por LeFranc WHO-IUIS HUGO?

et. al et. al
Vy2 Vyl.2 GV1S2 TRGV2
Vvy3 Vyl.3 GV1S3 TRGV3
Vv4 Vyl.4 GV1s4 TRGV4
Vvy5 Vy1.5 GV1S5 TRGV5
Vv8 Vy1.8 GV1S8 TRGVS8
Vy9 Vy2 GV2s1 TRGV9

Tabela 1.1: WHO-IUIS: World Health Organization — International Union of Immunological Society; HUGO: Human
Genome Organization. Adaptado de: Kabelitz & Wesch 2003.

Atualmente, os trés subtipos de linfécitos T yd6 mais estudados s&o: i) Linfocitos T que
expressam o gene Vo2 emparelhado com a cadeia Vy9 (linfocitos T Vy9V52), representam a
maioria dos linfécitos T yd circulantes e presentes em oOrgdos linfoides secundarios; ii)
Linfocitos T yd que expressam o gene Vo1 emparelhado com diferentes elementos Vy, sdo o
subgrupo de linfocitos T yd predominante nos epitélios (pele e mucosa); € iii) Linfocitos T yd
que expressam o gene V33 presentes, em maior porcentagem, no figado (Hayday, 2000;
Mangan et al., 2003). Os linfocitos T Vy9Vs2 sdo o subtipo estudado neste trabalho e
apresentam fendtipos distintos de diferenciacdo funcional. De acordo com a expressdo dos
marcadores de superficie CD45RA e CD27, podem ser classificados em quatro subconjuntos:
células “naive” (ingénuas), de memoria central, de memoria efetora e efetora de diferenciagdo
terminal (Dieli et al., 2003). Linfocitos T yd “naives” (CD45RA* CD27*) e centrais (CD45RA™
CD27%) circulam no sangue e 6rgdos linfoides secundarios, mas néo estéo presentes em tecidos
periféricos e ndo apresentam funcdo efetora. J& os linfocitos T yd de memoria efetora
(CD45RA CD277) e de diferenciacdo terminal (CD45RA* CD277) circulam entre o sangue e
tecidos periféricos, e expressam receptores de quimiocinas que Ihes permitem migrar para

tecidos inflamados e exercerem fungdes efetoras (Dieli et al., 2003).

A localizagdo anatomica de linfocitos T yd prové um mecanismo de defesa funcional e
estratégico. Estas células estdo localizadas em tecidos expostos constantemente a sinais de
perigo como epiderme, derme, intestino e pulmao, respondendo prontamente a antigenos e

atuando, em conjunto com outras células imunes, na resolucdo dos processos inflamatorios
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(Ohga et al., 1990; Ferrick et al., 1995; Lanca et al., 2013). O reconhecimento de antigeno por
linfécitos T yd ainda € um campo de intensa pesquisa. Atualmente, sabe-se que linfocitos T V62
reconhecem intermediarios fosforilados ndo peptidicos das vias ndo-mevalonato e mevalonato
da biossintese de isoprendides, denominados fosfoantigenos, dentre eles o isopentenil
pirofosfato (IPP), independentemente de processamento, apresentacdo e reconhecimento do
MHC (Tanaka et al., 1995; Eberl et al., 2003).

Os fosfoantigenos séo sintetizados em condicdes fisioldgicas por células de mamiferos
através da via do mevalonato em baixas concentracGes e, apds infec¢cdes ou transformacéo
tumoral, ha um aumento da producdo destes fosfoantigenos. ConcentracGes mais elevadas de
fosfoantigenos levam a ativacdo dos linfocitos T Vy9Vs2 (Eberl et al., 2003; Gober et al.,
2006). De maneira geral, linfocitos T yd “naive” e de memoria central respondem prontamente
a estimulacdo de fosfoantigenos, enquanto os linfocitos T y6 de memoria efetora e diferenciagao
terminal respondem a citocinas homeostaticas como, a interleucina (IL)-15 e podem adquirir
funcOes efetoras altamente diversas na presenca de citocinas polarizantes (Caccamo et al., 2005;
Sireci et al., 2013).

Linfocitos T yd ativados produzem diferentes citocinas, sendo consideradas as principais
células produtoras de interferon-y (IFN-y) e IL-17 em diferentes modelos (Shibata et al., 2014;
Lockhart et al., 2006; Flierl et al., 2008; Serre & Silva-Santos, 2013). Recentemente, tem sido
proposto que os linfocitos T yd sejam classificados de acordo com suas funcOes efetoras
(producdo de IFN-y ou de IL-17), ao invés da classificacdo atual baseada nas cadeias Vy
formadoras do TCR (Prinz et al., 2013; Serre & Silva-Santos, 2013). A identificacdo destes
subtipos efetores pode ser realizada através da analise de expressdo de marcadores de superficie
expressos por estas células. A expressao do receptor co-estimulatério CD27 determina a
populagdo de linfocitos T yd produtores de IFN-y em células de animais “naive” e ativadas
(Ribot et al., 2009), enquanto que a expressdo do receptor de quimiocinas CCR6, expresso
exclusivamente por linfocitos T yo CD277, identifica os linfocitos T yd produtores de I1L-17
(Haas et al., 2009; Ribot et al., 2009) (figura 1.2). No entanto, diferentes sinais extracelulares
presentes no microambiente inflamado podem induzir a plasticidade funcional destas células
(Sireci et al., 1997; Wesch et al., 2001; Ness-Schwickerath et al., 2010; Caccam et al., 211).
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Figura 1.2: Linfécitos T y6 IFN-y* e IL-17*. Diferentes sinais extracelulares regulam a producdo de IFN-y e
de IL-17 por linfocitos T yd no timo e na periferia. O padrdo da expressdo de marcadores associados a linfocitos
T v8 produtores de IFN-y (CD27, NK1.1) e de IL-17 (CCR6) estéa apresentado na figura. CCR (receptor de
quimiocinas CC); IFN-y (interferon-y); IL (interleucina); NK (Natural Killer); TCR (receptor de célula T);
TGF-p (fator de crescimento tumoral-f). Adaptado de Serre & Silva Santos (2013).

Por serem classicamente conhecidos como importantes produtores de IFN-y, os linfocitos
T vyo apresentam fungbes imunomoduladoras e antitumorais relevantes (Ikeda, et al., 2002;
Gomes et al., 2010). O IFN-y inibe diretamente o crescimento tumoral induzindo a apoptose
e/ou inibindo a proliferacdo de células tumorais (Bromberg et al.,, 1996) e inibindo a
angiogénese (Sgadari et al., 1996). Ainda, de forma indireta, o IFN-y pode prejudicar a
progressao do tumor induzindo a atividade antitumoral de outras populagdes celulares como
macrofagos (Schreiber, et al., 1986) e células Natural killer (NK) (Paolini et al., 2015). Em
adicdo a secrecdo de IFN-y, ao reconhecerem antigenos associados ao tumor os linfocitos T yd
secretam também granulos citotdxicos contendo enzimas citoliticas (granzima e perforina) que

apresentam potente atividade antitumoral (Chien. et al., 2014).

1.2. Papel antitumoral de linfocitos T y6

O cancer € hoje uma das principais causas de morte do mundo (OMS/OPAS). Muitos
pacientes apresentam a doencga em estagio avangado no momento do diagndstico, limitando o
potencial para o sucesso do tratamento. De acordo com o banco de dados da GLOBOCAN, um

projeto da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC), foi estimado para 0 ano
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de 2018 cerca de 18,1 milhdes de novos casos de cancer e 9,6 milhdes de mortes em todo o
mundo. Para ambos 0s sexos, o cancer de pulmao seria 0 cancer mais comumente diagnosticado
(11,6% do total de casos) e a principal causa de morte por cancer (18,4% do total de 6bitos por
cancer). Uma analise publicada por “CA: A Cancer Journal for Clinicians” destacou a grande
influéncia da diversidade geografica na ocorréncia de cancer e as variagdes no perfil e
magnitude da doenca dentro e entre as regides do mundo. Esta notavel diversidade das doencas
neoplésicas foi estruturada pela primeira vez no ano 2000 pelos pesquisadores Hanahan e
Weinberg que propuseram um principio organizador para racionalizar a complexidade da
doenga neoplasica, conhecido como “As Marcas do Cancer” (The Hallmarks of Cancer)
(Hanahan & Weinberg, 2000).

“As Marcas do Cancer” compreendem a capacidades bioldgicas adquiridas pelos tumores
durante o desenvolvimento tumoral. Dentre estas estd a capacidade do tumor de evadir do
sistema imune dificultando a sua erradicacdo (figura 1.3), considerando que a vigilancia
imunolodgica monitora constantemente células e tecidos reconhecendo e eliminando a grande
maioria das células incipientes do cancer e, consequentemente, dos tumores nascentes. Os
tumores sélidos que se estabelecem conseguem evitar a detec¢do do sistema imune ou limitar
a extensdo da morte imunoldgica por diferentes mecanismos (por exemplo, através da secrecédo
de fatores imunossupressores que inibem a atividade de linfocitos T citotoxico (CTLs) e células
NK infiltrantes) (Yang et al., 2010; Shields et al., 2010).

Sinalizagao Evasdo dos
proliferativa supressores de
sustentada crescimento

« Evasdoda
Desregulagdo 1>dv
energética celular @ destruigdoimune

“Hallmarks of Imortalidade
Cancer” replicativa

Instabilidade ‘% N
- . Q Inflamacdo
gendmica e mutagdes ~

Inducdo de Ativacdo da
angiogénese invasdo e
metastase

Resisténcia a
morte celular

Figura 1.3: “Hallmarks of Cancer”. Capacidades bioldgicas adquiridas pelos tumores que garantem o
surgimento, o estabelecimento e a progressdo tumoral. Adaptado de Hanahan & Weinberg (2011).
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E bem conhecido que um grande nimero de células do sistema imune inato e adaptativo
participam da vigilancia imunolégica e do controle de doengas neopléasicas espontaneas. Apesar
de a composicéo e a extensdo dos infiltrados imunoldgicos variarem consistentemente entre 0s
individuos, estudos demonstraram que linfocitos T yd sdao recrutados em Varios tipos de
tumores, sendo um componente importante do infiltrado celular (Todaro et al., 2013; Tosolini
etal., 2017).

Uma analise recente de aproximadamente 18.000 transcriptomas de 39 tumores de cancer
de colorretal em humanos identificou os linfocitos T yd infiltrantes como a assinatura de
prognostico global mais significativa para um desfecho favoravel aos pacientes com cancer
(Meraviglia et al., 2017). De fato, um grande nimero de estudos demonstrou que linfocitos T
vd levam a morte de uma ampla gama de células tumorais in vitro (Altincicek et al., 2001;
Verjans et al., 2004) e exibem atividade antitumoral em modelos experimentais in vivo (Wang
et al., 2001). Diante disto, os linfocitos T yé tém sido alvo de estudo no desenvolvimento de
tratamentos celulares antitumorais, demonstrando resultados promissores em respostas

imunoterapéuticas.

A potente atividade antitumoral de linfocitos T yo é resultado de caracteristicas exclusivas
que estas células possuem. No microambiente tumoral os linfocitos T yd atuam por mecanismos
diversos que, em conjunto, prejudicam fortemente o processo tumorigénico. Dentre estes
mecanismos, destacam-se: i) regulacdo das funcdes bioldgicas de outros tipos celulares (por
exemplo, ativagdo de linfocitos T of3 atraves de apresentacdo cruzada de antigenos associados
ao tumor, processados e apresentados por linfocitos T yd), ii) atividade citotoxica mediada pela
producdo de citocinas pré-inflamatdrias e antitumorais, como o INF-y ¢ o fator de necrose
tumoral (TNF)-a, e iii) a atividade citotoxica direta contra células tumorais, através da secrecao
de proteinas citotdxicas, tais como granzima e perforina (Bukowski et al., 1994; Dieli et al.,
2003; Martinet L et al., 2009; Martinet L et al., 2010).

Com relagdo ao mecanismo citotdxico direto dessas células, ha a secrecdo de perforina
que € uma proteina efetora formadora de poros armazenada em granulos citotoxicos, em
conjunto com o marcador de degranulagdo CD107 (LAMP-1) e moléculas de granzima, no
interior de linfécitos T. As granzimas sdo proteases de serina que induzem a apoptose de
células-alvo transformadas, defeituosas ou infectadas em cooperacdo com as moléculas de
perforina. Acredita-se que, ap0s o0 reconhecimento do antigeno na superficie da célula-alvo,
através da interagdo do TCR com o complexo antigeno/MHC, as moléculas armazenadas em

suas formas ativas sdo liberadas por exocitose para exercerem suas func¢des (Hersperger, 2008;
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Brennan et al., 2014). E possivel avaliar a degranulagio celular através da expressdo do

marcador CD107a na superficie membranar.

Primeiramente, o marcador de degranulacdo CD107a passa a ser expresso na superficie de
linfdcitos, seguido pela expressdo de perforinas e granzimas que se agrupam na superficie da
membrana plasmatica formando um complexo multimérico associado a serglicina. Este
complexo forma um canal que possibilita a transferéncia das enzimas proteoliticas de granzima
para o citosol da célula-alvo. Uma vez no citosol, as granzimas atuam na cascata apoptética
ativando caspases, principalmente a caspase 3, que desencadeiam mecanismos proteoliticos
indutores de apoptose (Hersperger, 2008; Brennan et al., 2014) (figura 1.4). No entanto, em
alguns tumores as fungdes de linfocitos T yd sdo frequentemente desviadas ou prejudicadas por
sinais imunossupressores originarios deste microambiente. As interacfes complexas entre
ceélulas tumorais, microambiente tumoral e células imunes infiltrantes de tumores resultam em
um equilibrio entre os efeitos promotores e controladores (Lo Presti et al., 2017; Lo Presti et
al., 2018).
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Figura 1.4: Liberacdo de granulos citotoxicos através de sinapses imunoldgicas. Linfocitos T y6 sdo
ativados ap6s o reconhecimento de metabélitos fosforilados (tal como o IPP) liberados pela célula tumoral. Em
seguida, o marcador de degranulagcdo CD107a é expresso na superficie celular e os granulos citotdéxicos migram
de seus locais dispersos no citosol em direcéo a sinapse imunoldgica formada. O movimento dos granulos é
orquestrado pelo centro organizador dos microtibulos. A sinapse forma um selo firme que direciona as
moléculas citoliticas para a célula-alvo induzindo sua morte por apoptose. Linfocitos T gama delta ativados
secretam também a citoticina antitumoral IFN-gama que contribui para morte da célula tumoral. CD (cluster
de diferenciacdo); IPP (isopentenil pirofosfato) IFN-y (interferon-y); TCR (receptor de célula T) Adaptado de
Liebeman, 2003.
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Tumores sdo um tecido complexo, constituidos por células tumorais, células endoteliais e
estromais que interagem criando um ambiente inflamatério responsdvel pela expanséo,
disseminacéo e evasédo tumoral. Este ambiente possibilita que os tumores escapem do sistema
imune do hospedeiro e garanta sua progressdao (Kenny et al., 2007; Hanahan & Weinberg,
2011). O escape do tumor da resposta imune do hospedeiro é promovido por sua capacidade de
subverter ativamente a imunidade antitumoral ao interferir no desenvolvimento, diferenciagéo,
migracdo e fungdo celular, afetando a resposta imune local. Dentre os fatores
imunossupressores presentes no microambiente tumoral estd o mediador lipidico
prostaglandina E2> (PGE->), que possui importantes efeitos imunossupressores sobre a atividade
citotoxica de linfocitos T durante a progressdo tumoral. Dados da literatura demonstram que a
PGE. é produzida no microambiente tumoral e contribui para a imunossupressdo local,
favorecendo a progressao tumoral, através, por exemplo, da inibicdo da proliferacdo, da
producdo de citocinas e da ativacdo de mecanismos efetores por linfocitos T (Martinet L et al.,
2009; Martinet L et al., 2010; Mohammadi et al., 2016).

1.3. Prostaglandina E2

A PGE:; é um mediador lipidico importante para a manutencdo da homeostase e da
inflamacdo. De maneira geral, os mediadores lipidicos sdo produzidos por uma via biosintética
conservada, controlada por enzimas especificas que exercem sua acdo sequencial sobre
precursores lipidicos liberados da membrana plasmatica. Uma das familias mais importantes de
mediadores lipidicos é a familia dos prostandides, composta por prostaglandinas (PGs) e
tromboxanos (TXs). A molécula precursora dos prostandides € o acido araquiddnico, gerado a
partir de fosfolipidios da membrana plasmatica por acdo da fosfolipase Az, e posteriormente
processado pelas enzimas ciclooxigenases (COX)-1 e -2 (Tilley et al., 2001; Sreeramkumar et
al., 2012). A COX-1 é constitutivamente expressa ha maioria dos tecidos e é responsavel pela
producéo de PGs de "manutenc¢éo™, que controlam os processos fisioldgicos normais. A COX-
2, por sua vez, tem sua expressdo induzida e pode ser ativada por uma variedade de estimulos
pro-inflamatorios, especialmente durante infeccéo e inflamacgéo (Harris et al., 2002; Smyth et
al., 2009). A ativacdo de COX-1 e COX-2 resulta na geracdo de prostaglandina Gz (PGGy),
posteriormente reduzida no intermediario prostaglandina H> (PGH:) e convertida, por
isomerases e oxidoredutases especificas, em tromboxano Az (TXAz) e em diferentes tipos de
PGs, dentre elas a PGE> (Samuelsson et al., 1978) (figura 1.5).
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Figura 1.5: Biossintese de prostaglandina Ez2 (PGEz). COX-1 ou -2 converte o &cido araquidénico, liberado
dos fosfolipidios da membrana plasmatica por acdo da fosfolipase Az, em PGG,. PGG; é posteriormente
convertida em PGH; e, por acdo de sintases especificas, em PGE,. A PGE; é reconhecida pelos receptores
EP1-4 expressos na membrana celular. AMP (adenosina monofosfato); COX (ciclooxigenase); PG
(prostaglandina); PLA (fosfolipase A).

Os produtos das enzimas COXs exercem seus efeitos através de receptores acoplados a
proteina G, capazes de induzir diferentes vias de sinaliza¢do intracelulares. Existem quatro
isoformas descritas de receptores da PGE> (EP1, EP2, EP3 e EP4), que séo expressos por células
do sistema imune, incluindo linfocitos T, linfocitos B e células dendriticas (Narumiya & Fitz
Gerald, 2001). O perfil de expressdo destes receptores e sua distribuicdo tecidual é um dos
componentes determinantes do efeito biologico exercido por este mediado lipidico. Linfocitos
T v3 expressam as isoformas EP2, EP3 e EP4, no entanto, os efeitos inibitorios gerados pela
PGE. sobre a citotoxidade destas células ocorrem principalmente devido & ativacdo dos
receptores dependentes de adenilato ciclase EP2 e EP4 (Martinet et al., 2009; Martinet L et al.,
2010).
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A PGE: ¢ a prostaglandina mais abundante em varios tipos de malignidades humanas e,
frequentemente, esta associada a progndéstico desfavoravel (Pockaj et al., 2004). Este mediador
lipidico apresenta um papel pré-tumoral proeminente, estimulando a angiogénese, invaséo
celular e metastase e inibindo a apoptose de células tumorais (Iniguez et al., 2003; Greenhough
et al., 2009). Ainda, a PGE: apresenta um papel de destaque na evaséo tumoral suprimindo a
resposta imune local através da inibi¢do da resposta de diferentes populagdes celulares, tais
como macroéfagos, células NK, linfocitos T aff e linfocitos T yo (Walker & Rotondo, 2004;
Martinet et al., 2010; Rodriguez-Vita & Lawrence, 2010).

Efeitos inibitorios da PGE:> sobre a ativagéo de linfdcitos T foram documentados no inicio
de 1970 (Smith et al., 1971a; Smith et al., 1971b) e, a partir dos anos 80, foi amplamente
reconhecido que a PGE> exercia um forte papel imunossupressor sobre a ativacao e proliferacdo
de linfocitos T (Fischer et al., 1981; Murray & Kollmorgen, 1983). Apds esse periodo, muitos
estudos foram iniciados na tentativa de descrever 0s mecanismos envolvidos neste processo.
Trabalhos de pouco mais de 30 anos demonstram que a concentracdo de PGE>, assim como 0
estado de diferenciacdo da célula alvo e do comprimento de interagdo PGE»-célula alvo, sdo
fatores chaves envolvidos no controle dos efeitos imunomodulatorios da PGE; sobre a ativacdo
de linfécitos T (Goodwin & Ceuppens, 1983). Foi documentado que, através de diferentes
mecanismos, a PGE2 medeia a inducdo da atividade supressora de linfdcitos T (Fischer et al.,
1981) e inibe drasticamente a proliferacdo destas células (Rojo et al., 1982; Kaufmann et al.,
1982). No entanto, a maioria dos estudos realizados para avaliar os efeitos da PGE> sobre a
modulacdo da atividade de linfécitos T analisa, majoritariamente, a subpopulacéo de linfécitos
T af, e pouco se sabendo sobre os efeitos deste mediador lipidico sobre os linfécitos T 8. Os
poucos relatos na literatura demonstram que a PGE> modula negativamente a atividade litica,
expressdo do marcador de degranulacdo CD107a, producgdo de IFN-y e TNF-a por células de
mastocitoma (Martinet et al., 2010), linfoma (Martinet et al., 2009) e células de
adenocarcinoma de ovario (Lavoué et al., 2011). No entanto, mais estudos Sdo necessarios para
elucidar quais mecanismos estdo envolvidos nestes processos e 0 impacto desta modulacao

sobre outras linhagens celulares.

1.3.1. Prostaglandina E2 e Melanoma

O cancer de melanoma € um tipo de cancer de pele que apresenta altas taxas de mortalidade
devido a sua forte agressividade (Siegel et al., 2014). O melanoma é mais frequente em adultos
brancos e se desenvolve a partir de mutagdes génicas em melanocitos (células produtoras de
melanina) na pele ou mucosas em forma de manchas, pintas ou sinais. Embora o cancer de pele

seja 0 mais frequente no Brasil, correspondendo a cerca de 30% de todos os tumores malignos
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registrados no pais, 0 melanoma representa apenas 3% das neoplasias malignas do 6rgao e é o
tipo mais grave, devido a sua alta possibilidade de provocar metastase (INCA). O progndstico
desse tipo de cancer pode ser considerado bom se detectado em sua fase inicial. Nos ultimos
anos, houve grande melhora na sobrevida dos pacientes com melanoma, principalmente devido
a deteccao precoce do tumor e a introducdo dos novos medicamentos imunoterapicos. Apesar
do desenvolvimento de imunoterapias ter tido um impacto significativo na letalidade do
melanoma (Shtivelman et al., 2014), o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento se
faz necessario devido ao fato que este tumor possui mecanismos moleculares e biologicos

unicos que favorecem a sua resisténcia.

A progressao do melanoma esta fortemente associada a inflamacéo cronica, pois as células
do melanoma secretam altos niveis de citocinas e prostaglandinas pro-inflamatorias (Hensler &
Mueller, 2013; Richmond et al., 2009; Singh & Katiyar, 2011). Estudos demonstram que o nivel
de expressdo de COX-2 em tumores de melanoma esta correlacionado com a progressao da
doenca (Johansson et al., 2009; Meyer et al., 2012). Por esse motivo, ha interesse substancial
nas vias COX-2/PGE> como alvos terapéuticos para 0 melanoma. Dada a importancia da
sinalizacdo da PGE> sobre a modulagdo das atividades efetoras de linfocitos T e o papel
importante que estas células desempenham durante os processos inflamatorios, a utilizacdo em
conjunto dessas duas ferramentas tornou-se o foco no desenvolvimento de terapias direcionadas
a desordens imunes e sdo considerados uma abordagem terapéutica promissora para O
tratamento de diversas doencas, incluindo o cancer. Como o melanoma é um cancer altamente
agressivo, abordagens que diminuam sua capacidade metastatica ou invasiva podem facilitar o
desenvolvimento de uma estratégia eficaz para seu tratamento ou prevencdo. Neste contexto, 0
uso de inibidores da proteina de choque térmico 90 (HSP90, do inglés Heat Shock Protein 90)

tém trazido resultados efetivos e promissores (Maloney & Workman, 2002).

1.4. Uso de inibidores de HSP90 em terapias antitumorais

A proteina HSP90 é uma chaperona responsavel pelo controle da conformagéo, estabilidade,
atividade, disposicdo intracelular, sintese e degradacdo proteolitica de numerosas proteinas
importantes (denominadas proteinas clientes de HSP90) envolvidas no crescimento,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular (Maloney & Workman, 2002; Richter & Buchner, 2001).
Dentre elas, incluem-se proteinas cruciais ao crescimento de células tumorais, tais como
proteinas quinases (ERBB2, B-RAF, C-RAF e CDK4), receptores hormonais (receptores
androgénicos e estrogénicos) e outras proteinas (mutante p53 e subunidade catalitica da

telomerase hTERT) (Isaacs et al., 2003; Maloney & Workman, 2002).
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A HSP90 surgiu como um alvo promissor para o desenvolvimento de quimioterapicos para
0 cancer, por modular simultaneamente multiplas proteinas oncogénicas. Estudos mostraram
que inibidores de HSP90 sdo capazes de se ligar com cerca de 100 vezes mais afinidade aos
complexos de HSP90 que predominam em células tumorais quando comparado com 0s
complexos de HSP90 de células normais (Kamal et al., 2003). Por esse motivo, a HSP90 tem
sido o foco para o desenvolvimento de novas terapias antitumorais. Acredita-se que, como a
maioria dos tumores sdo coordenados simultaneamente por multiplas vias moleculares, o
tratamento com inibidores de HSP90 modula simultaneamente uma ampla faixa de sinalizacédo
crucial para as células cancerigenas (Sharp & Workman, 2006). Sabe-se que muitos destes
inibidores causam a degradacdo seletiva de proteinas sinalizadoras importantes envolvidas na
proliferacdo celular, na regulacéo do ciclo celular e na apoptose de modelos tumorais (Hostein
etal., 2001).

Existem diferentes mecanismos pelos quais esses inibidores prejudicam a atividade da
HSP90. Os inibidores mais naturais modulam a atividade da HSP90 bloqueando o local de
ligagdo do ATP no dominio N-terminal e prejudicando a atividade da ATPase necessaria para
o efeito chave da HSP90. Esse € o caso da geldanamicina e seus analogos, dentre 0s quais
destacamos a 17-alilaminogeldanamicina (17-AAG). A 17-AAG, também denominada
tanespimicina, € um antibidtico antineoplasico benzoquinona derivado da geldanamicina capaz
de inibir seletivamente a HSP90. A 17-AAG vem sendo estuda a anos e, atualmente, estd em
ensaios clinicos de Fase Il / Ill, demonstrando baixa toxicidade, melhor estabilidade em
comparagdo com outros analogos e potente atividade antitumoral, inclusive contra tumores de
melanoma metastatico (Solit et al., 2008). Trabalhos demonstram que a 17-AAG diminui o
crescimento de linhagens celulares de melanoma in vitro e de xenoenxerto de tumor de
melanoma humano in vivo. Os mecanismos exatos destes efeitos anti-melanoma da HSP90
continuam a ser determinados. Sabe-se que algumas proteinas clientes de HSP90 como BRAF,
CRAF, CDK-4, VEGFR, telomerase e IGF sdo potencialmente relevantes para o processo

carcinogénico (Pacey et al., 2012).

1.5. Utilizacao de linfécitos T Y6 em imunoterapias antitumoral

Os aspectos funcionais da biologia de linfocitos T yo descritos anteriormente neste trabalho
levaram a sua utilizagdo em imunoterapias anticncer. A estimulacéo de linfdcitos T V52 com
fosfoantigenos naturais ou sintéticos (na presenca de IL-2) desencadeia uma expansdo rapida,

massiva e seletiva destas células (Hiasa et al., 2009). Dados disponiveis demonstram que a
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imunoterapia utilizando linfocitos T v, quer pela utilizagdo de linfocitos T expandidos in vivo,
através da administracdo de compostos que os ativam, ou pela transferéncia adotiva de
linfocitos T yd ativados ex vivo, mostrou ser bem tolerada, segura e clinicamente benéfica aos
pacientes (Buccheri, et al., 2014). No entanto, existem limitagdes técnicas e funcionais para seu
uso em terapias. As limitacOes técnicas estdo relacionadas a hiporesponsividade de linfécitos T
vd em alguns pacientes ou a anergia induzida por ativagdo (falta de ativacdo ou expansio),
enquanto as limitagdes funcionais estao relacionadas a inabilidade de linfocitos T yd expandidos
in vivo ou in vitro de alcancarem e infiltrarem os tumores e de exercerem suas funcdes efetoras
no microambiente imunossupressor de tumores (Noguchi et al., 2011; Zheng et al., 2013). Para

superar essas limitagOes, abordagens imunoterapéuticas vem sendo estudadas.

No decorrer desta introducdo destacamos que linfocitos T yd possuem caracteristicas
singulares que os tornam um alvo promissor para o desenvolvimento de terapias antitumorais,
porém sua potente atividade citotdxica pode ser afetada por mecanismos imunossupressores.
Comumente, a producdo de PGE; encontra-se aumentada em inimeros tumores exercendo
efeitos inibitorios sobre linfocitos T. Dados da literatura também ja revelaram efeitos inibitérios
da PGE: sobre a atividade citotoxica de linfdcitos T yd contra células de mastocitoma (Martinet
2010), linfoma (Martinet 2009) e células de adenocarcinoma de ovario (Lavoué 2011). No
entanto, mais estudos sdo necessarios para uma melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos nesta modulacdo e os seus efeitos sobre a atividade citotoxica de linfécitos T yd
contra outras linhagens tumorais. A utilizacdo do inibidor seletivo de HSP90 17-AAG foi
utilizado como ferramenta no nosso estudo, uma vez que, em adi¢do a sua atividade direta sobre
células tumorais, foi demonstrado que este inibidor reduziu a producdo de PGE> por células de
cancer de colorretal (Mohammadi et al., 2016). Ja é bem conhecido que inibidores de HSP90
afetam diretamente e simultaneamente a sobrevivéncia, o crescimento e a proliferacdo de
células tumorais, mas pouco se sabe sobre o envolvimento desta inibicdo com outros

parametros, inclusive sobre a imunossupressao tumoral.

A utilizacdo de imunoterapias para o tratamento de pacientes com melanoma vem
crescendo e ganhando forga como uma opcao promissora. Notavelmente, a incidéncia de cancer
de melanoma est4 aumentando em todo o mundo e, com excecéo da cirurgia, 0s tratamentos
disponiveis ndo garantem altas taxas de cura (Leong et al., 2012; Kaufman et al., 2014; Lipson
et al., 2015). Durante o desenvolvimento de um melanoma, o sistema imunologico ndo apenas
protege contra o desenvolvimento do tumor, como também molda as caracteristicas tumorais
emergentes iniciando um processo de “imunodeficiéncia tumoral”. Como mencionado

anteriormente, tumores de melanoma sdo altamente metastaticos e este processo de metastase
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geralmente esta associado a tolerancia imunolégica severa (Ascierto et al., 2015). Neste cenario,
novas imunoterapias estdo sendo investigadas a fim de identificar e caracterizar os diferentes
subconjuntos de células cancerigenas de melanoma e projetar tratamentos individualizados para
0s pacientes. Apesar dos avancos nas pesquisas e utilizagdo das terapias direcionadas, ainda séo
frequentes os casos de pacientes que apresentam resisténcia aos tratamentos. Assim, 0 uso de
terapia de combinagdo para inibir simultaneamente multiplas vias e de agentes que tenham
como alvo o sistema imune estdo sendo estudados para melhorar a eficacia e reduzir a
toxicidade das terapias contra 0 melanoma. Diferentes moléculas de linfocitos T tém sido alvo
de estudos apresentando resultados interessantes e promissores (Johnson et al., 2014). Diante
das informagdes apresentadas no decorrer desta introducdo, o presente estudo teve como
objeitvo investigar os efeitos imunomoduladores da PGE> sobre a atividade citotdxica de
linfocitos T yo contra células de melanoma humano MV3 e o envolvimento da inibigdo de

HSP90 neste processo.
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2. Objetivos

Avaliar os efeitos do mediador lipidico, PGEz, sobre a atividade antitumoral de linfocitos T
v contra células de melanoma humano MV3 e o envolvimento da chaperona HSP90 neste

processo.

2.1. Objetivos especificos:

1. Investigar os efeitos da PGE:> sobre a atividade citotoxica de linfocitos T yd in vitro;

2. Investigar, in vitro, a produgdo de PGE: por células de melanoma humano MV3 e o efeito

do sobrenadante destas células sobre a atividade efetora de linfocitos T y9;

3. Investigar, in vitro, o efeito do sobrenadante de células de melanoma humano MV3 tratadas
com 17-AAG sobre a modulagdo da atividade efetora de linfocitos T yo.
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3. Metodologia

3.1. Expansiao de linfocitos T Y6 humanos

Linfdcitos T yd foram expandidos a partir de uma populacdo de células mononucleares
humanas obtidas a partir do sangue de doadores voluntarios saudaveis de ambos 0s sexos, com
idade entre 18 e 50 anos, que ndo estavam sob 0 uso de corticoides. Para a coleta do sangue,
foram obtidas aliquotas (10-20 ml) de sangue periférico venoso, através de venopunctura
(agulha de calibre 23G). As células mononucleares foram isoladas através da centrifugacdo
(400g; 30 minutos) em gradiente de Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, EUA), lavadas uma vez
com meio RPMI 1640 (Gibco, EUA; 400g; 10 minutos) e posteriormente plaqueadas
(2x10°/pogo) em placas de 96 pocos de fundo em “U” em meio RPMI 1640 suplementado com
soro fetal bovino (SFB; 10%; Sigma-Aldrich, EUA), piruvato de sédio (1mM; Sigma-Aldrich,
EUA) e gentamicina (100pg/ml; Gbico, EUA). As células mononucleares permaneceram em
cultura por sete dias com meio contendo fosfoantigeno isopentenil pirofosfato (IPP; 2-10pug/ml;
Sigma-Aldrich, EUA) e interleucina-2 (IL-2; 12,2ng/ml; Sigma-Aldrich, EUA) a 37°C, 5%
CO.. No sétimo dia, as células foram recolhidas, lavadas com RPMI 1640 (400g; 10 minutos)
e novamente plaqueadas (2x10°/pogo) em meio RPMI 1640 suplementado com SFB, piruvato
de sodio, gentamicina, IPP e IL-2. As células permaneceram em cultura por mais sete dias a
37°C e 5% COa. Apos os 14 dias, as células foram recolhidas, lavadas com RPMI 1640 (400g;
10 minutos) e a pureza da populacdo avaliada através de citometria de fluxo (FACScalibur;
Becton & Dickinson, EUA), conforme descrito a seguir. Para os experimentos posteriores
foram utilizadas culturas com pureza > 85% de linfocitos T yd. Todos os procedimentos foram
aprovados pela licenca do Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos da Fundacio
Oswaldo Cruz (Licenga CEP n° 346.627).

3.2. Cultura de células de melanoma humano MV3 e obtencéo do sobrenadante

A linhagem de células MV3, estabelecidas por van Muijen (1991) e cedidas pelo
Laboratorio de Farmacologia Celular e Molecular — UERJ, foi obtida a partir de nddulos
linfaticos metastizados de um paciente de 76 anos de idade (sexo masculino) que sofreu de
melanoma cutaneo primario amelanotico tipo nodular, Clark 1V, na regido do queixo. Para 0s
ensaios, células MV3 foram cultivadas em meio DMEM (Sigma-Aldrich, EUA) suplementado
com SFB (10%; Sigma-Aldrich, EUA) e gentamicina (100pg/ml; Gibco, EUA) em estufa a

37°C e 5% de COy. Para a obtengdo do sobrenadante, as células MV3 foram plaqueadas

26



(7,5x10%poco) em placas de cultura de 6 pogos de fundo chato em meio DMEM suplementado
com SFB e gentamicina e permaneceram em cultura por 24 horas a 37°C e 5% CO2. Ap0s esse
periodo, o sobrenadante foi recolhido, centrifugado (405g; 10 minutos) e utilizado nos ensaios

posteriores.

3.3. Tratamento de células de melanoma humano MV3 e obtencéo do
sobrenadante

Células de melanoma humano MV3 foram plaqueadas (5x10°/pogo) em placas de
cultura de 6 pocos de fundo chato em meio DMEM suplementado com SFB e gentamicina e
permaneceram em cultura por 24 horas a 37°C e 5% CO». Apds esse periodo, as células foram
lavadas 1x com meio DMEM incompleto e tratadas com 17-demetoxi-17-alilamino
geldanamicina (17-AAG; 1uM) por 2 horas. Em seguida, o meio contendo 17-AAG foi
substituido por meio DMEM suplementado e as células permaneceram por mais 24 horas em
estufa a 37°C e 5% de CO.. O sobrenadante foi recolhido, centrifugado (405g; 10 minutos) e

utilizado nos ensaios posteriores.

3.4. Viabilidade de células de melanoma humano MV3

Células MV3 foram plaqueadas (2x10* células/pogo) em placa de 96 pogos de fundo
chato e tratadas com 17-AAG (0,25-2 uM) em meio DMEM contendo SFB e gentamicina.
Apo6s 24 horas em estufa a 37°C e 5% CO2 a solugdo de resazurina (0,1mg/ml; 4h) foi adicionada
aos pocos 20h apos a incubacdo dos linfdcitos e a leitura da fluorescéncia foi realizada em
Xem555 € hexc585 em leitor multimodal M5 (Molecular Devices, EUA). Os valores foram

apresentados na forma de porcentagem de células viaveis.

3.5. Estimulo e tratamento de linfocitos T Yo humanos

ApOs o processo de expansao, os linfocitos T y6 humanos foram lavados uma vez com
RPMI 1640 (400g; 10 minutos), plaqueados (2x10°/pogo) em placas de 96 pocos com fundo
em “U” em meio RPMI 1640 suplementado com SFB, piruvato de sédio e gentamicina e
mantidos em repouso na estufa por 24 horas a 37°C, 5% CO2. Apoés esse periodo, os linfocitos
T yé foram divididos em grupos e tratados da seguinte forma: 1) linfocitos T yd incubados por
uma hora em meio DMEM completo e posteriormente estimulados com IPP (Sigma-Aldrich,

EUA; 10upg/ml) por mais duas horas (grupo controle); 2) linfocitos T yd pré-tratados com
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prostaglandina E> (PGE2; 1uM; Cayman Chemical, EUA) por uma hora e posteriormente
estimulados com IPP por mais duas horas; 3) linfocitos T yo incubados por duas horas com o
sobrenadante de células MV3; 4) linfécitos T yé incubados por duas horas com o sobrenadante
de células MV3 tratadas com 17-AAG. Para a analise da producéo intracelular das citocinas
IFN-y e IL-17 e da enzima citotoxica perforina, os linfocitos T yd foram pré-tratados e
estimulados ou cultivados com o sobrenadante de células MV3 (tratadas ou ndo com 17-AAG)

na presenca da Brefeldina A por 4 horas (10ug/mL; Sigma-Aldrich, EUA).

3.6. Viabilidade celular de linfocitos T Y6 humanos

Linfécitos T y8 humanos expandidos foram plaqueados (2x10° células/poco) em placa
de 96 pocos de fundo chato e estimulados com PGE: (0,25-2uM) em meio RPMI 1640 contendo
com SFB, piruvato de sodio e gentamicina ou cultivados com o sobrenadante das células de
melanoma MV 3 (tratadas ou ndo com 17-AAG) por 24 horas a 37°C e 5% CO,. 20uL da solucéo
de resazurina (0,1mg/ml; 4h) foi adicionada por pogo 20h apds a incubacdo dos linfécitos.
Completadas 24 horas de cultura, a leitura da fluorescéncia foi realizada em Aem555 € Aexc585

em leitor multimodal M5 (Molecular Devices, EUA).

3.7. Marcacdo para citometria de fluxo

Para avaliacdo da pureza e andlise da expressdo de EP4 e CD107a na superficie celular,
0s linfécitos T yd humanos foram cultivados em placa de 96 pocos de fundo chato, pré-tratados
e estimulados conforme descrito no topico 3.5. Apds 2 horas, as células foram recolhidas,
centrifugadas (964g; 10 minutos) e ressuspendidas em 100uL de solugao de bloqueio (PBS 1x
+0,1% azida s6dica + 10% de SFB). Apds 30 minutos a 4°C, os linfécitos T yd foram lavados
com PBS 1x (100uL/eppendorf; 964g; 10 minutos) e ressuspendidos na solucdo de bloqueio
(50uL/eppendorf) contendo os anticorpos monoclonais anti-TCR yd (Biolegend; 1:100), anti-
CD3 (Becton Dickson; 1:100), anti-EP4 (Novus Biologicals; 1:100), anti-CD107a (Biolegend,;
1:100) conjugados a FITC, PE ou PerCP PE/Cy7. Apo6s 30 minutos a 4°C, esses foram
novamente lavados com PBS 1x (100uL/eppendorf; 964g; 10 minutos), ressuspendidos em
PBS/azida soddica e adquiridos no citbmetro de fluxo (FACScalibur; Becton & Dickinson,
EUA). Como controle negativo de marcacdo inespecifica, foram utilizados isotipos de
anticorpos 1gG conjugados aos respectivos fluorocromos sem especificidade de ligagdo as

proteinas das celulas analisadas.
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Para a marcacdo intracelular das citocinas IFN-y ¢ IL-17 e de perforina, os linfocitos T
vd, apds serem tratados e estimulados na presenga da brefeldina A (10pg/mL) por 4 horas, foram
recolhidos, lavados e fixados com paraformaldeido 4% (100uL/eppendorf). Apds 20 minutos a
4°C, as células foram novamente lavadas com PBS 1x (100uL/eppendorf; 964g; 10 minutos) e
ressuspendidas em tampé&o para permeabilizacdo (PBS 1x + 0,1% azida + 0,1% de saponina +
10% SFB) por 30 minutos a 4°C. Em seguida, essas foram novamente lavadas com PBS 1x
(100uL/eppendorf; 964g; 10 minutos) e ressuspendidas em PBS/azida contendo os anticorpos
anti- IFN-y (BD Pharmingen; 1:100), anti-1L-17 (Biolegend; 1:100) e anti-perforina (Santa
Cruz; 1:100). Apds 30 minutos a 4°C, os linfdcitos T yd foram novamente lavados com PBS 1x
e ressuspendidos em PBS/azida contendo os respectivos anticorpos secundarios por mais 30
minutos a 4°C. Apos esse periodo, as células foram lavadas com PBS 1x, transferidas para os
tubos proprios para citdmetro (poliestireno transparenre, fundo redondo, 12x75mm, 5mL) e
adquiridas no citdmetro de fluxo. Para avaliacdo das enzimas ciclooxigenase (COX)-1 e 2 0s
linfocitos T yd fixados, permeabilizados, bloqueados e marcados com 0s anticorpos
monoclonais anti-COX-1 e anti-COX-2 purificados e o anticorpo secundario anti-goat 1gG
conjugado a FITC.

3.8. Estratégia de gate

Para analise das células marcadas ao menos 10° células foram adquiridas por amostra
no citdmetro (FACScalibur; Becton & Dickinson). O percentual da subpopulacdo de linfocitos
T yd CD3*/TCRy&" foi determinada em um gate fisico delimitado manualmente de acordo com
0 tamanho e granulosidade (FSC x SSC) utilizando o software FlowJo® (versdo 7.6.5). As
andlises das marcacGes foram realizadas dentro do gate fisico em populagdes com pureza >
85% e os dados coletados expressos em uma escala log de intensidade de fluorescéncia
apresentados como dotplots ou histogramas.

3.9. Ensaio imunoenzimatico (EIA)

Células de melanoma humano MV3 (2x10° células/poco), tratadas ou ndo com 17-AAG,
foram cultivadas em placa de 24 pocos de fundo chato em meio DMEM suplementado com
SFB e gentamicina por 24 horas a 37°C e 5% CO,. Apoés esse periodo, o sobrenadante foi
recolhido, centrifugado (405g; 10 minutos) e utilizado para a dosagem do mediador lipidico

prostaglandina E2 (PGE>) através do kit de EIA (Cayman Chemical, USA), conforme instrugdes
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do fabricante. A leitura da fluorescéncia foi realizada em diferentes intervalos de tempo em

A20nm em leitor multimodal M5 (Molecular Devices, EUA).

3.10. Ensaio de quimiotaxia

Linfocitos T y8 humanos (5x10* células/poco ressuspendidos em 80pl) apos tratamentos
e estimulos foram adicionados a inserts de cultura (5,0um; Corning) em placas de 96 pogos
contendo o leucotrieno B4 (LTBa4; 100 I; 100nM; Cayman) como fator quimiotético. A placa
permaneceu em estufa por 2 horas a 37°C e 5% de CO: e, ap0s esse periodo, as células que
migraram para a parte inferior do pogo foram contadas em Camara de Neubauer (Bright-line),

em microscopio 6tico (20x).

3.11. Dosagem de Granzima B

Linfocitos T y5 humanos (2x10° células/pogo) (tratados e estimulados) foram
recolhidos, centrifugados (400g; 10 minutos) e o sobrenadante conservado para a realizacao da
dosagem de granzima B. A dosagem foi realizada através do kit Granzyme B Activity
Fluorometric Assay Kit (Biovision, EUA) conforme especificacbes do fabricante. A leitura da
fluorescéncia foi realizada em diferentes intervalos de tempo entre Aem380 € Aexc500 em leitor
multimodal M5 (Molecular Devices, EUA).

3.12. Ensaio de Killing de células tumorais

Células de melanoma MV3 (2x10°/pogo) foram cultivadas em placa de 24 pogos com
fundo chato 24 horas antes do ensaio para adesdo. Linfocitos T yd tratados e estimulados foram
transferidos para a placa contendo as células MV3 (relacdo MV3/yd de 1:5) e incubados por 4
horas a 37°C e 5% de CO2. Ap6s a incubagéo o sobrenadante foi recolhido e as células soltas
com tripsina/EDTA 1x (Sigma Aldrich). Ambos (sobrenadante e células soltas) foram lavados
com PBS 1x (405g; 10 minutos). Em seguida, as celulas foram marcadas com iodeto de
propideo (PI) diluidos em tampdo de ligacdo para marcacdo de Pl, conforme instrucbes do
fabricante (BD Pharmingen). Ao menos 10° células foram adquiridas por amostra no citdmetro
(FACScalibur; Becton & Dickinson). A analise da morte das células MV3 foi realizada em gate
fisico (FSCxSSC) determinado manualmente de acordo com o tamanho e granulosidade
utilizando o software FlowJo® (versdo 7.6.5). Os dados coletados foram expressos em

porcentagem de células viaveis e apresentados como histogramas.
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3.13. Andlise Estatistica

Os resultados foram avaliados pelos testes Student-Newman-Keuls ou T-Student através
do programa GraphPad Prism 4 para Windows. Foram consideradas significativas diferencas
onde P < 0,05.

3.14. Considerac&o sobre Aspectos Eticos

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas do Comité de Etica
em Pesquisa com seres humanos da Fundagdo Oswaldo Cruz sob a licenca CEP n° 346.627. O

Laboratorio de Farmacologia Aplicada € certificado como nivel 11 pela CTNBio (CQB 342/12).
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4, Resultados

4.1. Efeitos da PGE: sobre a ativacido de linfécitos T yd humanos

4.1.1. Pureza da populacao de linfécitos T y6 apés expansio

O fosfoantigeno IPP, produzido por células tumorais e diretamente reconhecido por
linfocitos T yd humanos, foi utilizado no nosso modelo para expandir in vitro linfécitos T vé.
Esta € uma técnica estabelecida para a obtencdo de linfocitos T y& a partir de células
mononucleares de sangue humano (Silva-Santos et al., 2015). Ap6s 14 dias de incubacdo dos
linfocitos T y6 com IPP (10pg/ml) e IL-2 (2uM) as células foram marcadas com o0s anticorpos
anti-CD3 e anti-TCRyd e adquiridas em citdmetro de fluxo. Como observado na figura 1,
obtivemos uma populagdo com pureza de aproximadamente 86% de linfocitos CD3*/TCRyd*

(figura 1).
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Figura 1. Pureza da populagio de linfocitos T y8 apds expansdo. (A-B) Dot plots representativos da anélise
de células CD3+/TCRyd+ ap6s 7 dias em cultura na presenga de IPP (10pg/ml) e IL-2 (2uM). (C-D) Dot plots
representativos da analise de células CD3+/TCRy6+ apods 14 dias em cultura na presenga de IPP (10pg/ml) e
IL-2 (2uM). Resultados representativos do experimento realizado em triplicata. A aquisicdo foi realizada em
citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as andlises realizadas no programa FlowJo 5.1®
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4.1.2. PGE2 nédo induz a morte de linfécitos T yd

Inicialmente, para garantir que os efeitos da PGE: sobre os linfocitos T v ndo induzem
morte celular, foi avaliada a viabilidade destas células ap6s a incubagdo com PGE: pelo ensaio
de resazurina. Para tal, linfocitos T y6 humanos foram incubados com diferentes concentragdes
de PGE2 (0,25-2uM) por 2 ¢ 24 horas. Os resultados demostram que a incubagdo com PGE>
por 24h ndo induziu morte celular superior a 20% (figura 2), como nas células incubadas com
tween 10% (controle positivo de morte), garantindo a confiabilidade dos resultados nos ensaios
subsequentes.
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Figura 2. Viabilidade dos linfécitos T y8 (2 x 10%/pogo) apds incubagcdo com PGE; (0,25-2uM) por 2h e 24h.
Analise realizada pelo método de redugdo de resazurina. Linfocitos T yd incubados com tween 10% foram
utilizados como controle positivo de morte. A leitura foi realizada em leitor multimodal M5 (Molecular
Devices) (Aex555, hem 585). Gréfico representativo de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
Resultados expressos como média de porcentagem de células viaveis.
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4.1.3. Linfocitos T v6 expressam o receptor de prostaglandina E2 EP4

Para investigar se PGE> exerce efeito direto sobre os linfocitos T yd, avaliamos a
expressao do receptor EP4 por estas células, atraves de citometria de fluxo. Como demonstrado
abaixo, linfocitos T yd expressam o receptor EP4 (figura 3A), e a incubagdo com PGE> néo
alterou a sua expressao (figura 3 B).
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Figura 3. Analise da expressdo do receptor EP4 por linfocitos T v3. (A) Histograma da andlise da expressao
de EP4 por linfécitos T yd em repouso. (B) Histograma representativo da analise da expressdo de EP4 por
linfocitos T yd apds incubagdo com PGE; (1uM; 1h) e estimulo com IPP (10pg/ml; 2h). Tabelas contendo
média + EPM e mediana = EPM de linfocitos T y8 EP4*. Resultados representativos de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. A aquisicdo foi realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e
as analises realizadas no programa FlowJo 5.1®
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4.1.4. PGE2 diminui o killing de células de melanoma por linfécitos T yo

Para investigar os efeitos da PGE> sobre a atividade citotoxica dos linfocitos T o,

avaliamos a capacidade desses em matar células tumorais de melanoma humano MV3 (ensaio

de killing), atraves de citometria de fluxo. Para tal, apds a expanséo, os linfocitos T yd que

estavam em repouso por 24 horas foram novamente incubados com meio (grupo controle) ou

com PGE> (1uM) por 1 hora. Transcorrido esse periodo, ambos os grupos foram estimulados

com IPP (10pg/ml) ¢ cocultivados com células de melanoma humano MV3. Apds 4 horas,

avaliamos a marcacéo de P1 (morte celular) nas células tumorais MV3 delimitadas em um gate

fisico (FSC x SSC) de acordo com o tamanho e granulosidade (figura 4 A-C). Os resultados

demonstram que a incubacdo de linfocitos T y6 com PGE> reduziu a atividade citotoxica destas

células, como observado na figura 4 (D-E).
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Figura 4. Ensaio de killing de células de melanoma humano MV3 por linfocitos T yd incubados com meio ou
PGE; (1uM; 1h) e estimulados com IPP (10pg/ml). (A-C) Dot plots representativos dos gates fisicos (FSC x
SSC), determinados manualmente de acordo com o tamanho e granulosidade, utilizados para a analise de
células MV3 PI+. (D) Histogramas representativos da andlise de células MV3 PI*. (E) Resultados expressos
como média + EPM de células MV3 PI*. Diferencas estatisticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o ndo tratado
estdo indicadas por (*). Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. A aquisi¢do foi realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as analises realizadas no
programa FlowJo 5.1®
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4.1.5. PGE2 modula negativamente a producéo de INF-y por linfocitos T y6

Considerando o efeito da PGE sobre a atividade citotoxica de linfocitos T yd, avaliamos
o perfil de producéo de IFN-y por essas células, atraves da marcacao intracelular desta citocina
em linfocitos T yé por citometria de fluxo. Para tal, apos a expansdo, os linfocitos T yd que
estavam em repouso por 24 horas foram novamente incubados com meio (grupo controle) ou
com PGE> (1uM) por 1 hora. Transcorrido esse periodo, ambos os grupos foram estimulados
com IPP (10ug/ml) por mais 4 horas ¢ marcados com o anticorpo anti-IFNy. Os resultados
demonstram que a incubag¢do com PGE> diminuiu significantemente o nimero de linfocitos T
v IFN-y* (figura 5). Além disso, este mediador lipidico levou a reducdo da intensidade de
marcacdo (IFN-y, FL-2) por célula (figura 5 D). Vale ressaltar que a PGE> também diminuiu a
granulosidade da populagdo de linfécitos T 8, como demonstrado no parametro de SSC-H

(Figura 5 A-C).
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Figura 5. Avaliacdo de IFN-y intracelular em linfocitos T yd incubados com meio ou PGE; (1uM; 1h) e
estimulados com IPP (10pg/ml). (A-C) Dot plots representativos da andlise da quantificacdo intracelular de
IFN-y por linfocitos T vd. (D) Resultados expressos como M.LF. (mediana de intensidade de fluorescéncia) +
EPM de linfocitos T yd IFN-y+. Diferengas estatisticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o ndo tratado estdo
indicadas por (*). Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata. A
aquisicdo foi realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as analises realizadas no programa FlowJo
5.1¢

4.1.6. Efeito da PGE:2 sobre a degranulaciao de linfécitos T yd

Dando continuidade, investigamos se a PGE2 modula a degranulagdo de linfocitos T yo.
Para tal, avaliamos a expressdo do marcador de degranulagdo CD107a, producdo de perforina
e liberacdo de granzima B por essas células, através de citometria de fluxo e ensaio de EIA,
respectivamente. Os resultados demonstram que a incubacdo com PGE; diminuiu
significantemente o numero de linfocitos T que expressam CD107a (figura 6 A-C) e a

intensidade de marcacdo (CD107a, FL-3) por célula (figura 6D), o que pode estar associado a
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reducdo da capacidade da funcéo efetora destes linfocitos T yo. Apesar de ndo observamos
diminuig&o significativa da produgéo de perforina (figura 7 A-B), houve redugéo significativa
da liberacdo de granzima B (figura 7C) por estas células.
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Figura 6. Avaliacdo da expressdo de CD107a por linfocitos T y8 incubados com meio ou PGE; (1uM; 1h) e
estimulados com IPP (10pg/ml). (A-C) Dot plots representativos da anélise da expressdo de CD107a por
linfocitos T v5. (D) Resultados expressos como M.1.F. (mediana de intensidade de fluorescéncia) + EPM de
linfécitos T y6 CD107a+. Diferengas estatisticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o ndo tratado estdo indicadas
por (*). Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisic¢do
foi realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as analises realizadas no programa FlowJo 5.1®
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Figura 7. Avaliagdo da expressdo de perforina intracelular e liberagdo de granzima B por linfocitos T v
incubados com meio ou PGE; (1uM; 1h) e estimulados com IPP (10ug/ml). (A) Histograma representativo da
analise da quantificacdo intracelular de perforina por linfocitos T v8. (B) Resultados expressos como M.LF.
(mediana de intensidade de fluorescéncia) + EPM de linfocitos T y6 perforina*. A aquisi¢do foi realizada em
citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as analises realizadas no programa FlowJo 5.1® (C) Dosagem de
granzima B no sobrenadante de linfocitos T yd incubados com meio ou PGE; (1uM; 1h) e estimulados com
IPP (10pg/ml). Analise realizada através do kit Granzyme B Activity Fluorometric Assay Kit (Biovision). A
leitura foi realizada em leitor multimodal M5 (Molecular Devices) (hex380, Aem 500). Resultados expressos
como média + EPM. Diferencas estatisticas (P<0,05) entre 0 grupo tratado e 0 ndo tratado estdo indicadas por
(*). Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.1.7. Efeito da PGE:2 sobre a migracgao de linfocitos T yo

Afim de investigar se a PGE, além de possuir efeitos diretos sobre a citotoxidade de
linfocitos T yd, também seria capaz de modular atividade migratoria dessas células e, assim,
modular sua migragéo, realizamos o ensaio de quimiotaxia. Como demonstrado abaixo, o
tratamento com PGE> reduziu significativamente o numero de linfdcitos T yd que migraram em
direcdo ao fator quimiotatico LTB4, quando comparado com o grupo controle (meio) (figura
8). O grupo de linfocitos T y6 migrando em direcdo ao meio RPMI (sem adi¢do de LTB4) foi

utilizado com controle negativo do ensaio.
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Figura 8. Ensaio de quimiotaxia de linfécitos T yd incubados com meio ou PGE; (1uM; 1h) e estimulados
com IPP (10pg/ml). Quantificagdo do numero de células que migraram em diregdo ao fator quimiotatico LTB4
(100nM). Migragdo de linfocitos T yd em dire¢do ao meio RPMI foi utilizado como controle negativo.
Resultados expressos como média + EPM. Diferencas estatisticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o ndo tratado
estdo indicadas por (*). Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em
triplicata.

4.2. Efeitos do sobrenadante de células de melanoma humano MV3 sobre a

ativacio de linfocitos T yo

4.2.1. Células MV3 produzem PGE2

Neste bloco de resultados, investigamos o efeito do sobrenadante de células de
melanoma humano MV3 sobre a ativagdo de linfécitos T yd. Primeiramente, avaliamos a

producdo de PGE: por células MV3 atraves da quantificacdo deste mediador no sobrenadante
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da cultura e expressao das enzimas ciclooxigenase COX-1 e COX-2, que participam da via de
sintese deste mediador lipidico, por estas células, atraves dos ensaios de EIA e citometria de
fluxo, respectivamente. Os resultados demonstram a presenca de PGE> no sobrenadante de
células MV3 apos 2 e 24h de cultivo (tabela 1), e que estas células expressam COX-1 e -2
(figura9 A e B).

Tabela 1. Quantificagdo de PGE: células de melanoma humano MV3

2h 24h

PGE; (pg/ml) 239,3%5,2 438,9 + 58,4

Resultados expressos como média £ EPM de trés experimentos independentes feitos em triplicata.
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Figura 9. Quantificacdo intracelular das enzimas ciclooxigenases 1 e 2 em células de melanoma humano MV3.
(A) Histograma representativo da analise da quantificacdo intracelular de COX-1 em células de melanoma
humano MV3. (B) Histograma representativo da andlise da quantificacdo intracelular de COX-2 em células de
melanoma humano MV3. Tabelas contendo média e mediana de intensidade de fluorescéncia. A aquisicao foi
realizada em citbmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as anélises realizadas no programa FlowJo 5.1®.
Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.2.2. Sobrenadante de células MV3 néo induz a morte de linfdcitos T yd

Com o objetivo de avaliar os efeitos do sobrenadante de células de melanoma humano MV3
(contendo PGE?) sobre os linfocitos T yd, avaliamos inicialmente a viabilidade destes linfocitos
apos a incubacdo com sobrenadante de células MV3, por 2 e 24 horas, pelo método de
resazurina. Como demonstrado na figura 10, a incubacdo com o sobrenadante nédo induziu a
morte de linfocitos T yd (como observado no grupo controle positivo de linfocitos T yo

incubados com tween 10%), garantindo a viabilidade dos mesmos nos ensaios subsequentes.
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Figura 10. Viabilidade dos linfocitos T yd (2 x 10%/pogo) apds incubacdo com sobrenadante de células de
melanoma humano MV3 (SN MV3) por 24h. Andlise realizada pelo método de reducdo de resazurina.
Linfécitos T yd incubados com tween 10% foram utilizados como controle positivo. A leitura foi realizada em
leitor multimodal M5 (Molecular Devices) (hex555, Aem 585). Diferencas estatisticas (P<0,05) entre o grupo
tratado e o ndo tratado estdo indicadas por (*). Resultados expressos como média de porcentagem. Gréfico
representativo de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.2.3. Efeito do sobrenadante de células MV3 na expressao do receptor EP4 por

linfécitos T yd

Para investigar se o sobrenadante de células de melanoma humano MV3 altera a
expressédo do receptor de PGE2, EP4, na superficie de linfocitos T y3 realizamos o ensaio de
citometria de fluxo. Como demonstrado na figura 11, a incubagdo de linfocitos T y6 com o
sobrenadante de células MV3 reduz a expressdo de EP4 por estas células (M.1.F), no entanto
ainda ha receptores presentes em sua superficie disponiveis para que a PGE>, presente no

sobrenadante de células MV3, se ligue e exerca seus efeitos.
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Figura 11. Analise da expressdo do receptor EP4 por linfocitos T vy apos incubagdo com meio ou sobrenadante
de células MV3. Histograma representativo da andlise da expressdo de EP4 por linfocitos T y3. Tabela
contendo média £ EPM e mediana + EPM de linfocitos T yd EP4*. Resultados representativos de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisicdo foi realizada em citdmetro de fluxo
FACScalibur (BD) e as andlises realizadas no programa FlowJo 5.1®
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4.2.4. Sobrenadante de MV3 diminui o killing de células de melanoma por linfocitos
T vyo

Para avaliar o efeito do sobrenadante sobre a atividade citotoxica de linfécitos T yd
realizamos o ensaio de killing. Para tal, apos a expansdo, os linfécitos T vy que estavam em
repouso por 24 horas foram novamente incubados com meio (grupo controle) ou com o
sobrenadante de células MV3 por 1 hora. Transcorrido esse periodo, ambos os grupos foram
cocultivados com células de melanoma humano MV3. Apos 4 horas, avaliamos a marcacao de
Pl (morte celular) nas células tumorais MV3 delimitadas em um gate fisico (FSCxSSC) de
acordo com o tamanho e granulosidade (figura 12 A-C). Os resultados demonstram que
linfocitos T yd incubados com o sobrenadante de células MV3 apresentam uma menor
capacidade de inducdo de morte das células tumorais (figura 12 D-E), sugerindo que o

sobrenadante de células MV3 é capaz de modular negativamente a ativagao de linfocitos T 9.
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Figura 12. Ensaio de killing de células de melanoma humano MV3 por linfécitos T yd apds incubagdo com
meio ou sobrenadante de células MV3 (1h). (A-C) Dot plots representativos dos gates fisicos (FSC x SSC),
determinados manualmente de acordo com o tamanho e granulosidade, utilizados para a analise de células MV3
Pl+. (D) Histograma representativos da andlise de células MV3 PI*. (G) Resultados expressos como média +
EPM de células MV3 PI*. Diferencas estatisticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o0 ndo tratado estdo indicadas
por (*). Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisic¢do foi
realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as anélises realizadas no programa FlowJo 5.1®
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4.2.3. Sobrenadante de células MV3 modula negativamente a producéo de IFN-y

por linfocitos T yo

Em seguida, avaliamos a producdo de IFN-y intracelular de linfocitos T yd incubados
novamente com meio (grupo controle) ou com sobrenadante de células de melanoma humano
MV3 (por uma hora), através de citometria de fluxo. Os resultados demonstram que o
sobrenadante diminuiu significantemente o ndmero de linfocitos T y8 IFN-y*, quando
comparado com o grupo controle (figura 13 A-D). Assim como observado com a PGE2, o
sobrenadante levou também a reducédo da intensidade de marcagdo (IFN-y, FL-2) por célula
(figura 13 D) e diminuiu a granulosidade da populacdo (Figura 13 A-C).
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Figura 13. Quantificagdo de IFN-y intracelular de linfocitos T yd ap6s incubagdo com meio ou sobrenadante
de células MV3 (1h). (A-C) Dot plots representativos da anélise da quantificacéo intracelular de IFN-y por
linfocitos T yd. (D) Resultados expressos como M.LF. (mediana de intensidade de fluorescéncia) + EPM de
linfocitos T yd IFN-y+. Diferencas estatisticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o ndo tratado estdo indicadas
por (*). Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisi¢do
foi realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as analises realizadas no programa FlowJo 5.1®

4.2.4. Efeitos do sobrenadante de células MV3 sobre a degranulagédo de linfécitos
T vyo

Para investigar os efeitos do sobrenadante de células de melanoma humano MV3,
contendo PGE>, sobre a degranulacdo de linfocitos T yd avaliamos a expressdo do marcador de
degranulagdo CD107a, producdo de perforina e liberacdo de granzima B por estas células,
através de citometria de fluxo e ensaio de EIA, respectivamente. Os resultados demonstram que
a incubacéo com o sobrenadante de células MV3 diminuiu levemente o nimero de linfocitos T
vo que expressam CD107a (figura 14 A-C) em sua superficie e a intensidade de marcagéo
(CD107a, FL-3) por célula (figura 14 D). Tal fendbmeno pode estar associado a reducéo da
funcdo efetora destes linfocitos T yd. No entanto, ndo observamos diminuicéo significativa da

producéo de perforina e da liberagcdo de granzima B por estas celulas (figura 15 A-C).
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Figura 14. Quantificagdo da expressio de CD107a por linfocitos T y3 apds incubagdo com meio ou
sobrenadante de células MV3 (1h). (A-C) Dot plots representativos da analise da expressdo de CD107a por
linfécitos T 3. (D) Resultados expressos como M.LF. (mediana de intensidade de fluorescéncia) = EPM de
linfocitos T yd CD107a+. Diferencas estatisticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o ndo tratado estdo indicadas
por (*). Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisi¢do
foi realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as analises realizadas no programa FlowJo 5.1®
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Figura 15. Quantificacdo de perforina intracelular e liberagdo de granzima B por linfocitos T v apds
incubacdo com meio ou sobrenadante de células MV3. (A) Histograma representativo da analise da
quantificagdo intracelular de perforina por linfocitos T 8. (B) Resultados expressos como M.I.F. (mediana de
intensidade de fluorescéncia) = EPM de linfocitos T yd perforina*. A aquisi¢do foi realizada em citdmetro de
fluxo FACScalibur (BD) e as analises realizadas no programa FlowJo 5.1® (C) Dosagem de granzima B no
sobrenadante de linfocitos T yd incubados com o sobrenadante de células MV3. Andlise realizada através do
kit Granzyme B Activity Fluorometric Assay Kit (Biovision). A leitura foi realizada em leitor multimodal M5
(Molecular Devices) (Aex380, Aem 500). Resultados expressos como média £ EPM. Diferengas estatisticas
(P<0,05) entre o grupo tratado e 0 ndo tratado estdo indicadas por (*). Resultados representativos de trés
experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.2.5. Efeito do sobrenadante de células MV3 sobre a migracgédo de linfocitos T yo

Afim de investigar se o sobrenadante de células de melanoma humano MV3, contendo
PGE->, além de possuir efeitos sobre a atividade de linfdcitos T yd contra células tumorais MV3,
também seria capaz de modular a atividade migratdria destas células e assim diminuir sua
migracdo para o microambiente tumoral, realizamos o ensaio de quimiotaxia. Como
demonstrado abaixo, a incubacao de linfocitos T yd6 com o sobrenadante de células MV3 néo
alterou significativamente o numero de linfocitos T yd que migraram em diregdo ao fator
quimiotético LTB4 quando comparado com o grupo controle (meio) (figura 16). O grupo de
linfocitos T yd migrando em diregdo ao meio RPMI (sem adig¢do de LTB4) foi utilizado com

controle negativo do ensaio.
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Figura 16. Ensaio de quimiotaxia de linfocitos T yd apos incuba¢do com meio ou sobrenadante de células MV3.
Quantificacdo do nimero de células que migraram em direcéo ao fator quimiotatico LTB4 (100nM). Migracéo de
linfécitos T y6 em diregdo ao meio RPMI foi utilizado como controle negativo. Resultados expressos como média
+ EPM. Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.3. Envolvimento da chaperona HSP90 sobre a ativacido de linfocitos T yo

4.3.1. O inibidor de HSP90 17-AAG ndo afeta a viabilidade de células MV3

Inibidores da chaperona HSP90 tem sido amplamente estudados como ferramentas
potenciais no tratamento contra o cancer, uma vez que esta chaperona é responsavel pelo
enovelamento e pela estabilidade de diversas proteinas pré-tumorais. Apesar de ndo ser descrito
na literatura que COXs sao proteinas clientes da chaperona HSP90, avaliamos se a inibicdo da
HSP90 poderia afetar indiretamente a produgédo de PGE> pelas células de melanoma humano
MV3. Inicialmente, avaliamos a viabilidade das células MV3 ap6s incubacdo com o inibidor
de HSP90, 17-AAG, através do ensaio de resazurina. Nossos resultados demostram que o
tratamento com 17-AAG ndo afetou, em nenhuma das concentragdes (0,25-2uM), o nimero de
celulas viaveis 24 horas apoés o tratamento (figura 17). Assim, a dose de 1uM de 17-AAG foi
utilizada nos tratamentos posteriores, uma vez que é a concentracdo amplamente utilizada na

literatura e ndo induziu morte celular no nosso modelo.
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Figura 17. Viabilidade das células de melanoma humano MV3 (1,5 x 10%/poco) apds tratamento com 17-AAG
(0,25-2uM) por 24 horas. Células MV 3 incubadas com DMSO (10%) foram utilizadas como controle positivo.
Anélise realizada pelo método de reducdo de resazurina. A leitura foi realizada em leitor multimodal M5
(Molecular Devices) (Aex555, Aem 585). Resultados expressos como média de porcentagem. Gréfico
representativo de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.3.2. O tratamento de células MV3 com 17-AAG diminui a liberacdo de PGE2

Observamos que o tratamento de células de melanoma humano MV3 com 17-AAG
(1uM) reduziu significativamente a produ¢ao de PGE2 ap0s 2 e 24 horas (figura 18 A e B,
respectivamente). Vale ressaltar que, ambos os sobrenadantes foram recolhidos apds 24 horas
de cultivo. Estes dados confirmam a importancia da HSP90 para a producdo de PGE-.
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Figura 18. Quantificacdo de PGE; produzido por células de melanoma humano MV3 (2 x10%/pogo) apos
tratamento 17-AAG (1 uM). (A) Resultados expressos como média + EPM apds 2 horas de tratamento. (B)
Resultados expressos como média £+ EPM apds 24 horas de tratamento. Ambos os sobrenadantes foram
recolhidos ap6s 24 horas de cultivo. Os resultados estdo expressos como média = EPM e as diferencas
estatisticas (P<0,05) entre o grupo tratado e ndo tratado estdo indicadas por (*). Resultados representativos de
trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.3.3. Efeito da 17-AAG sobre a expressao de proteinas por células MV3

Nossos resultados demonstram que o tratamento de células de melanoma humano MV3 com
17-AAG ndo altera a expressdo das enzimas COX-1 e COX-2 (figura 19 A e B). A avaliacédo
da expresséo da chaperona HSP70 foi realizada como controle de atividade da 17-AAG uma
vez que inibidores de HSP90 (ligantes da por¢do N-terminal) induzem a expressao de HSP70

em resposta a indugdo de choque térmico (figura 19 C).
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Figura 19. Expressdo de COX-1, COX-2 e HSP70 apds tratamento de células de melanoma humano MV3
com 17-AAG (1uM) por 2 horas. (A) Histograma representativo da analise da quantificagdo intracelular de
COX-1 por células MV3. (B) Histograma representativo da analise da quantificacéo intracelular de COX-2
por células MV3. (C) Histograma representativo da andlise da quantificacdo intracelular de HSP70 por células
MV 3. Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisicéo foi
realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as andlises realizadas no programa FlowJo 5.1®
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4.3.4. Sobrenadante de células MV3 tratadas com 17-AAG néo induz a morte de
linfcitos T yo

Em seguida investigamos se o sobrenadante de células de melanoma humano MV3,
contendo niveis reduzidos de PGE> devido ao tratamento com o inibidor de HSP90 17-AAG
(1uM), afeta a viabilidade de linfocitos T yd. Nossos resultados demostram que a incubagdo de
linfocitos T yd com o sobrenadante de células MV 3 tratadas com 17-AAG (2 e 24 horas) ndo
induziu a morte destes linfocitos. Como controle positivo de morte, linfocitos T yd foram

incubados com tween 10% por 24 horas, o qual induz morte celular (figura 20).
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Figura 20. Viabilidade de linfécitos T & (2 x 10%/pogo) apds incubacdo com o sobrenadante de células de
melanoma humano MV 3 previamente tratadas com 17-AAG (1uM) por 2 e 24h. Andlise realizada pelo método
de reducdo de resazurina. Linfocitos T yd incubados com tween 10% foram utilizados como controle positivo.
A leitura foi realizada em leitor multimodal M5 (Molecular Devices) (Aex555, Aem 585). Resultados
representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.3.5. Efeito do sobrenadante de células MV3 pré-tratadas com 17-AAG na

expressdo do receptor EP4 por linfécitos T yd

Para investigar se o sobrenadante de células de melanoma humano MV3 altera a
expressédo do receptor de PGE2, EP4, na superficie de linfocitos T yd realizamos o ensaio de
citometria de fluxo. Como observado na figura 21, o sobrenadante de células MV 3 pré-tratadas
com 17-AAG exerce um efeito semelhante ao do sobrenadante de células MV3 ndo tratadas

(tépico 4.2.3, figura 11) sobre a expressao de EP4 por linfocitos T yd.
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Figura 21. Analise da expressdo do receptor EP4 por linfocitos T yd apds incubag@o com o sobrenadante de
células de melanoma humano MV3 pré-tratadas com 17-AAG. Histograma representativo da analise da
expressdo de EP4 por linfocitos T yd. Tabela contendo média + EPM e mediana £ EPM de linfocitos T yd
EP4*. Resultados representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisigéo foi
realizada em citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as analises realizadas no programa FlowJo 5.1®
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4.3.6. Efeitos do sobrenadante de células MV3 pré-tratadas com 17-AAG sobre a

atividade citotoxica e migratoria de linfocitos T yo

A fim de investigar se a incubacdo dos linfocitos T y6 com o sobrenadante de células de
melanoma humano MV3, contendo niveis reduzidos de PGE; devido ao tratamento com 17-
AAG (1uM), modula a atividade citotoxica dessas células avaliamos: i) a capacidade de indugéo
de morte das células tumorais MV3, ii) a producdo de INF-y ¢ iii) a degranulagdo (CD107a,
granzima e perforina) de linfocitos T yd ap0s a incubagdo com o sobrenadante de células MV3
tratadas, ou ndo, com 17-AAG. Como demonstrado a seguir, linfécitos T yd incubados com o
sobrenadante de células MV3 tratadas apresentaram um leve aumento da capacidade de induzir
a morte das células tumorais MV3 (figura 22 A-B). Ainda, houve também aumentos sutis na
producdo de INF-y e expressdo do marcador de degranulagao CD107a, figuras 23 (A-D) e 24
(A-D), respectivamente. No entanto, ndo observamos alteracdes na producdo de perforina
(figura 24 E-F) e liberacdo de granzima (figura 24 G) por linfocitos T yé incubados com o
sobrenadante de células MV3 tratadas. Ainda, avaliamos o efeito do sobrenadante de células
MV 3 tratadas, ou ndo, com 17-AAG sobre a capacidade migratoria de linfocitos T y3. Nossos
resultados demonstram que a incubacéo de linfécitos T y6 com o sobrenadante de células MV3
tratadas aumentou significativamente o nimero de linfocitos T y6 que migraram em dire¢do ao
fator quimiotatico LTB4 quando comparado com o grupo controle (linfocitos T yé incubados

apenas com o sobrenadante das células MV3) (figura 25).
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Figura 22. Ensaio de killing de células de melanoma humano MV 3 por linfocitos T yd ap6s incubagdo com o
sobrenadante de células MV3 tratadas, ou ndo, com 17-AAG (1pM) por 2 horas. (A) Histograma
representativos da analise de células MV3 PI*. (B) Resultados expressos como média + EPM de células MV3
P1*. Diferencas estatisticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o ndo tratado estdo indicadas por (*). Resultados
representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisicdo foi realizada em
citdmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as analises realizadas no programa FlowJo 5.1®
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Figura 23. Quantificacdo de IFN-y intracelular de linfécitos T yd apds incubagdo com o sobrenadante de
células MV3 tratadas, ou ndo, com 17-AAG (1uM) por 2 horas. (A-C) Dot plots representativos da anélise da
quantificagdo intracelular de IFN-y por linfocitos T v8. (D) Resultados expressos como M.LF. (mediana de
intensidade de fluorescéncia) + EPM de linfécitos T yo IFN-y+. Diferengas estatisticas (P<0,05) entre o grupo
tratado e o ndo tratado estdo indicadas por (*). Resultados representativos de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. A aquisicdo foi realizada em citbmetro de fluxo FACScalibur (BD) e as analises
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Figura 24. Analise de degranulagdo e migracao de linfocitos T yd incubados com o sobrenadante de células
de melanoma humano MV 3 tratadas, ou ndo, com 17-AAG (1uM) por 2 horas. (A-C) Dot plots representativos
da analise da expressdo de CD107a por linfocitos T yo. (D) Resultados expressos como M.LF. (mediana de
intensidade de fluorescéncia) + EPM de linfocitos T v CD107a+. (E) Histograma representativo da analise da
quantificagdo intracelular de perforina por linfocitos T y9. (F) Resultados expressos como M.LF. (mediana de
intensidade de fluorescéncia) + EPM de linfocitos T yo perforina+. A aquisi¢ao foi realizada em citometro de
fluxo FACScalibur (BD) e as analises realizadas no programa FlowJo 5.1® (G) Dosagem de granzima B no
sobrenadante de linfocitos T y8 incubados com o sobrenadante de células MV3 tratadas com 17-AAG. Analise
realizada através do kit Granzyme B Activity Fluorometric Assay Kit (Biovision). A leitura foi realizada em
leitor multimodal M5 (Molecular Devices) (Aex380, Aem 500).
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Figura 25. Ensaio de quimiotaxia de linfocitos T yd apds incubagdo com o sobrenadante de células de
melanoma humano MV3 tratadas, ou ndo, com 17-AAG. Quantificagdo do nimero de células que migraram
em direcdo ao fator quimiotatico LTB4 (100nM). Migracdo de linfocitos T v em diregdo ao meio RPMI foi
utilizado como controle negativo. Resultados expressos como média + EPM. Diferengas estatisticas (P<0,05)
entre o0 grupo tratado e 0 ndo tratado estdo indicadas por (*). Resultados representativos de trés experimentos
independentes realizados em triplicata.
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5. Discussao

Os linfocitos T yd6 sdo um subtipo de linfécitos T citotoxicos que apresenta
caracteristicas antitumorais Unicas e promissoras no campo da imunoterapia. No entanto, no
microambiente tumoral, suas fun¢des podem ser moduladas positivamente ou negativamente,
devido a plasticidade funcional destas células e a capacidade dos tumores de criarem um
microambiente imunossupressor que possibilita sua evasdo do sistema imune (Holtmeier &
Kabelitz, 2005; Paul et al., 2014; Elena Lo Presti et al., 2018). Neste cenario, a compreensao
dos mecanismos moduladores de linfocitos T yd no sitio tumoral é de extrema importancia.
Neste trabalho, identificamos o mediador lipidico PGE> como modulador de linfdcitos T vs,

reduzindo sua atividade citotoxica contra células de melanoma humano MV3.

E bem estabelecido que a PGE2 desempenha um papel pré-tumoral proeminente,
estimulando o crescimento, a metéastase, a angiogénese e a evasdo tumoral (Nakanishi
& Rosenberg, 2013). Por esse motivo, este mediador lipidico vem sendo estudado como um
alvo em potencial em terapias contra o cancer, demonstrando resultados promissores (Wilson
et al., 2000; Wang et al., 2005). Estudos prévios observaram o envolvimento da PGE, com a
imunossupressdo local, exercendo efeitos inibitorios importantes sobre as atividades de
linfocitos T af (Fischer et al., 1981; Rojo et al., 1982; Kaufmann et al., 1982). No entanto, os

efeitos deste mediador sobre a atividade de linfocitos T yd sdo pouco conhecidos.

A PGE: é reconhecida por receptores EP acoplados a proteina G, 0s quais se apresentam
em isoformas distintas (EP1-4). Os efeitos inibitorios gerados pela PGE: sobre a citotoxidade
destas células ocorrem principalmente devido a ativacdo dos receptores dependentes de
adenilato ciclase EP2 e EP4 (Nataraj et al., 2001; Boniface et al., 2009; Martinet et al., 2009).
Trabalhos publicados por Martinet e colaboradores (2009; 2010) demonstram que linfocitos T
vo expressam em sua superficie os receptores de PGE> EP2, EP3 e EP4. Corroborando com
esses dados, neste estudo também observamos a expressdo de EP4 por linfocitos T vyé.
Adicionalmente, nos certificamos que este receptor continuava sendo expresso mesmo apos
incubacdo com PGE> exdgena ou sobrenadante de células MV3, uma vez que a isoforma EP4
pode sofrer internalizacdo e/ou dessensibilizacdo devido a sua estrutura molecular (Desai et al.,
2000).

De acordo com a literatura a PGE2 modulada negativamente a atividade citotoxica de

linfocitos T yd. No entanto, diferentemente dos linfocitos T aff que ja vem sendo estudado a
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anos e diversos mecanismos pelos quais a PGE: age sobre estas células ja foram elucidados,
(Fischer et al., 1981; Gemsa et al., 1982; Goodwin & Ceuppens, 1983; Maca, 1983), pouco se
sabe sobre os efeitos e mecanismos envolvidos na modulacdo das funcdes efetoras dos
linfocitos y4 por este mediador lipidico. No presente estudo demonstramos que a PGE2 modula
negativamente a capacidade dos linfocitos T yd de matar células de melanoma humano MV3.
Dados similares do envolvimento da PGE2 com a reducdo da capacidade de lise de células
tumorais por linfocitos T yd foram observados em outras linhagens celulares tumorais, como
em células de mastocitoma (Martinet et al., 2010), linfoma (Martinet et al., 2009) e células de
adenocarcinoma de ovario (Lavoué et al., 2011). Estes dados em conjunto demonstram um

papel da PGE: sobre a atividade citotoxica de linfocitos T yd contra diferentes células tumorais.

A liberacdo de IFN-y e de granulos citotoxicos sdo mecanismos cruciais na atividade de
linfocitos T yd contra tumores (Chien. et al., 2014). A citocina antitumoral IFN-y diminui o
crescimento de tumores induzindo a interrupcao do ciclo celular e apoptose das células tumorais
(Ling & Jian, 2018); enquanto a liberagao de granulos citotdxicos por linfocitos T yd causam a
morte da célula alvo por apoptose. O marcador CD107a estad envolvido no processo de
degranulacdo, sendo expresso na superficie dos linfocitos T antes da liberacdo das moléculas
citotoxicas granzima e perforina (Lieberman, 2003). Como demonstrado neste trabalho, a
incubacdo com PGE> exdgena reduziu significativamente a producgéo intracelular de IFN-y e a
expressdo do marcador de degranulagdo CD107a nos linfocitos T yd, mecanismo pelo qual
reduziu significantemente a capacidade destas células em matarem as células MV3. Trabalhos
publicados por Martinet e colaboradores (2009 e 2010) corroboram com os resultados
observados neste estudo. O grupo observou que ao adicionarem PGE> exdgena a cultura de
linfocitos T yo purificados de tecidos frescos ou de linfocitos T Vy9Vo2 de linhagem, ocorreu
a reducdo significativa da citotoxidade destas células, diminuindo, além da atividade litica, a
expressao do marcador de degranulacdo CD107a e a liberacdo das citocinas antitumorais INF-
v ¢ TNF-a (Martinet et al., 2009; Martinet et al., 2010).

Linfocitos T yd maduros saem do timo com fungdes efetoras pré-determinadas, se
distribuem especificamente em diferentes tecidos e sdo atraidos, por moléculas quimiotaticas
(por exemplo, o mediador lipidico LTBa), para o sitio inflamado onde exercem suas funcoes
efetoras. No microambiente tumoral, os linfocitos T yé iniciam suas atividades antitumorais
apos serem ativados por metabdlitos fosforilados secretados pelo préprio tumor (Paul et al.,
2014; Shawn et al., 2014). Neste trabalho observamos que a PGE2, além de reduzir a atividade
citotoxica de linfocitos T yo contra as células tumorais, também modula negativamente a sua

capacidade migratéria. Vale ressaltar que o0s poucos trabalhos publicados avaliam
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prioritariamente os efeitos da PGE: sobre a modulacdo da atividade citotoxica dos linfocitos T
vo e ndo foi encontrado na literatura relatos sobre os efeitos da PGE na capacidade migratdria
destas células. No entanto, este € um ponto importante a ser estudado, uma vez que os linfdcitos

T yd precisam alcancar o tumor para entdo serem ativados e modulados pela PGE-.

Diversos trabalhos da literatura demonstram que diferentes tipos de tumores apresentam
niveis aumentados de PGE: e relacionam este aumento com a invasividade do tumor e pior
prognostico da doenca (Tsujii et al., 1997; Ristimaki et al., 2002; Pockaj et al., 2004). Foi
demonstrado por Pockaj e colaboradores em 2004, que a regido de sitios primarios de tumores
de mama apresenta maiores concentracdo de PGE> quando comparado com o tecido saudavel
adjacente, e os tecidos de nddulos linfaticos metastizados por este tumor apresentam niveis
ainda mais elevados deste mediador lipidico. Tal aumento esta correlacionado com a reducao
das funcdes efetoras de linfécitos T, reducdo das concentraces de citocinas secretadas por
linfécitos Thl e aumento das concentracfes de citocinas secretadas por linfécitos Th2 (Pockaj
et al., 2004). De fato, também observamos in vitro que células tumorais de melanoma humano
MV 3 expressam as enzimas ciclooxigenases (COX)-1 e -2 (responsaveis pela sintese da PGE>)
e secretam PGE2 no sobrenadante. Ainda, foi apresentado os efeitos inibitorios (apesar de sutis)
deste sobrenadante sobre a atividade citotoxica dos linfocitos T v, reduzindo a capacidade de
matar as células MV3, a producdo de IFN-y, bem como a expressio do marcador CD107a. E
indiscutivel que o sobrenadante de células tumorais é composto por diversos mediadores que
possuem tanto efeitos antitumorais quanto pro-tumorais. No entanto, Lavoué e colaboradores
(2011) demonstram um papel de destaque da PGE: contida no sobrenadante ascitico da
cavidade peritoneal de pacientes com adenocarcinoma ovariano sobre a modulacao negativa da
atividade citotoxica de linfocitos T Vy9Vo2. Apods quantificarem a presenca de mediadores
soluveis VEGF, IL-10, IL-6 e PGE> no sobrenadante ascitico, foi observado que a PGE>
sozinha, mas ndo TGF-B, VEGF, IL-10 ou IL-6, reduziu, de maneira dose-dependente, a
expressdao do marcador CD107a, bem como as propriedades liticas de linfocitos T Vy9Vs2
contra células de ovario. Este efeito foi atenuado apds a adicdo de inibidores da via de PGE>
(Lavoué et al., 2012). Esses dados corroboram com os resultados obtidos neste estudo e
fortalecem para um possivel envolvimento da PGE: na reducdo das atividades dos linfocitos T
Y0.

A HSP90 é uma chaperona altamente expressa por células tumorais que dependem dessa
para o enovelamento e atividade de inimeras proteinas (Sharp & Workman, 2006; Tsutsumi &
Neckers, 2007; Faingold et al., 2008). Neste estudo, observamos que a inibi¢édo da atividade de

HSP90 em células de melanoma humano MV3 utilizando a 17-AAG reduziu os niveis de PGE»
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presentes no seu sobrenadante. Resultados similares foram encontrado pela primeira vez por
Mohammadi e colaboradores (2016) que relataram efeitos inibitorios da 17-AAG sobre a
secrecdo de PGE: por células de carcinoma de colorretal HT-29 ap6s indu¢do com Forbol-12-
Miristato-13-Acetato (PMA), um potente ativador de NF-kB — regulador transcricional da
expressao induzida de diversos genes, incluindo genes responsaveis pela codificacdo de COX-
2 e HSP90 (Lim et al., 2001; Ammirante et al., 2008). O grupo relatou ainda que tal inibi¢cdo
(da producdo de PGE) ocorria via modulacdo negativa da enzima de sintese COX-2 e
modulacdo positiva da enzima de degradacdo 15-hidroxiprostaglandina desidrogenase (15-
PGDH).

As enzimas COX-2 e 15-PGDH s&o mutuamente reguladas no tecido tumoral. Trabalhos
demonstram um aumento concomitante da expressdo de COX-2 com reducdo da expressao de
15-PGDH em diversos tipos de tumores (Na et al., 2011). No nosso modelo, avaliamos a
expressao das enzimas COX-1 e -2, as quais ndo foram moduladas apds o tratamento com 17-
AAG. A frente disso, hipotetizamos que trés questdes podem explicar este resultado: i) o efeito
inibitorio da 17-AAG sobre os niveis de PGE> por células de melanoma humano MV3 esta
relacionado, principalmente, com a modulacdo positiva da enzima de degradacédo 15-PGDH, ii)
para investigar os mecanismos pelos quais tal efeito estd acontecendo se faz necessaria
utilizacdo de ativadores potentes da via, como o0 uso de PMA e/ou iii) o tratamento com 17-
AAG modula a atividade destas enzimas sem alterar a expressdo das mesmas. No entanto,
independente do mecanismo envolvido nesta inibicdo, parece que ao induzir tal efeito tendemos
a reverter sutilmente os impactos inibitérios deste mediador lipidico sobre a atividade
antitumoral dos linfocitos T yd. A utilizacdo de inibidores seletivos da via de sintese da PGE»,
como os anti-inflamatérios ndo-esteroides (AINES), resultaria em efeitos mais especificos,
porém, o uso de inibidores de HSP90 modula simultaneamente diferentes vias de sinalizacao
relacionadas ao processo tumorigénico. Neste contexto, o desenvolvimento de uma terapia
capaz de afetar diretamente o crescimento e proliferacdo da célula tumoral (dados interessantes
para serem investigados em um proximo estudo) e, concomitantemente, reverter a
imunossupressao local gerada pelo tumor apresentaria grande relevancia no tratamento de

pacientes portadores da doenca.

E importante ressaltar que, apesar de efeitos evidentes sobre a modulacio da expressdo
de CD107a (molécula expressa primariamente na superficie de linfocitos T durante o processo
de degranulacéo) terem sidos observados, as anélises dos granulos citotoxicos de granzima e
perforina, ndo evidenciaram resultados tdo perceptiveis. De fato, ha dificuldades na detec¢do

destas moléculas devido a periodo de tempo de estimulo, estabilidade e/ou degradacgédo e
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conformacéo estrutural durante o processo de maturacdo dos granulos. Diante disso, alguns
trabalhos desenvolveram protocolos adicionais para ensaios de citometria de fluxo e
imunofluorescéncia que facilitam, por exemplo, a deteccdo de moléculas de perforina
(Hersperger, 2008; Brennan et al., 2014).

Em suma, observamos que tanto a PGE> exdgena quanto o sobrenadante de células de
melanoma humano MV3 contendo PGE> modulam negativamente a atividade antitumoral de
linfécitos T v e que a atividade chaperona da HSP90 é importante para a secrecdo de PGE> por
células tumorais. Ainda, demonstramos que a inibicao da atividade da HSP90 de células MV3
(através do tratamento com o inibidor 17-AAG) reduz os niveis de PGE2 no sobrenadante destas
células. Este sobrenadante (contendo niveis reduzidos de PGE2) possui um efeito
imunomodulador reduzido sobre a atividade citotoxica de linfocitos T yd quando comparado ao
sobrenadante de células MV3 ndo tratadas. Acreditamos que este estudo gerou informacdes
relevantes sobre o conhecimento da resposta imune antitumoral, confirmando dados ja
publicados e apresentando novos resultados sobre os efeitos moduladores da PGE> sobre a
atividade de linfocitos T yd contra células de melanoma humano, o que pode contribuir para a

otimizacdo de imunoterapias.
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6. Conclusao

A atividade antitumoral de linfocitos T yd € modulada negativamente pelo mediador

lipidico PGE> produzido por células de melanoma humano MV3. A chaperona HSP90 é

importante para a producdo de PGE. e sua inibigdo implica na redugdo da atividade

imunomoduladora de células MV 3 sobre a citototoxidade de linfocitos T yd contra tumores.
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Figura 5.1. Efeitos da PGE2 sobre a atividade antitumoral de linf6citos T y8. (A) [1] Células de melanoma
humano MV3 sintetizam PGE; via a agdo das enzimas COX-1 e COX-2, cuja expressdo é indiretamente
modulada pela chaperona HSP90. [2] PGE; interage com receptores EP4 expressos por linfdcitos T 6, [3]
modulando negativamente a capacidade de killing, a producdo IFN-y, a expressdo do marcador de
degranulacdo CD107a e a migracdo destas células. (B) [4] Tratamento de células MV3 com o inibidor de
HSP90 (17-AAG) [5] reduz a producdo de PGE; e, consequentemente [6] o seu efeito imunossupressor sobre
a atividade antitumoral de linfécitos T yd. COX (ciclooxigenase); CD (cluster de diferenciagdo); HSP (heat
shock protein); IFN (interferon); PG (prostaglandina).
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