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SILVEIRA, C. R. F. Caracterizacdo de alvos moleculares em tumores associados ao Papilomavirus
Humano. 2019. 111f. Tese (Doutorado em Ciéncias com énfase em Imunologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

RESUMO

O cancer de cervical é causado por uma infecgdo persistente por algum dos tipos oncogénicos de
Papilomavirus Humano (HPV) e continua a ser um problema de saude publica, especialmente nos
paises em desenvolvimento. Por Peptide Phage Display, foram selecionadas sequéncias de
peptideos com afinidade de ligacdo a linhagens celulares ou a tumores associados ao HPV. Dentre
elas, foi possivel identificar sequéncias contidas em moléculas importantes para a progressao de
tumores, como a a-manosidase e triptase, enzimas que desempenham um papel importante na
progressao tumoral. Para caracterizar o efeito da inibicdo de a-manosidase Il na terapia de
tumores cervicais em camundongos, utilizamos a droga Swainsonina (SW), previamente descrita
como inibidor desta enzima. Nos testamos o efeito desta droga tratando animais inoculados com
células tumorais que expressam os oncogenes E6 e E7 de HPV16. Observamos que os animais
tratados com Swainsonina apresentaram crescimento tumoral significativamente mais rapido do
que os animais controle. Investigando os mecanismos por tras desse efeito, descobrimos que
embora SW module parcialmente os macréfagos associados aos tumores, o tratamento induz o
acumulo de células com fenétipo mieloderivado supressor no bago dos animais, potencializando
o efeito tolerogénico dos tumores sobre o sistema imune. Sendo assim, sugerimos cautela no uso
deste farmaco para a terapia de pacientes com tumores HPV*. Outro braco do trabalho foi avaliar
o papel da triptase, que é produzida por mastdcitos, no infiltrado inflamatdrio. Para isto
padronizamos um modelo de co-cultura de esferdides tumorais da linhagem TC-1 com a linhagem
de mastdcitos murinos PT18. Através deste modelo pudemos observar que a linhagem tumoral
consegue induzir a desgranulacdo dos mastdcitos independentemente de anticorpos. Além disso,
guando em co-cultura, a linhagem tumoral parece estar aumentando a meia-vida dos mastdcitos
e estimulando a proliferacdo destes. Em experimentos in vivo observamos que tumores induzidos
com as células PT18 e TC-1 cresceram mais rapidamente do que tumores induzidos apenas com
TC-1. Através da imunofenotipagem dos tumores ficou evidenciado um aumento de células CD31*
e no infiltrado inflamatério total de tumores induzidos com o co-cultivo. Justificando o fato destes
crescerem mais rapidamente, sugerindo que os mastdcitos podem ter efeitos tanto proliferativos

guanto no processo de angiogénese tumoral.



SILVEIRA, C. R. F. Characterization of molecular targets in tumors associated with Human
Papillomavirus. 2019. 111f. Thesis (PhD in Sciences with emphasis in Immunology) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2019.

ABSTRACT

Cervical cancer is caused by a persistent infection by some of the oncogenic types of Human
Papillomavirus (HPV) and continues to be a public health problem, especially in developing
countries. By Peptide Phage Display peptide sequences were selected with binding affinity to cell
lines or to HPV-associated tumors. Among them, it was possible to identify sequences contained
in molecules important for the progression of tumors, such as a-mannosidase and tryptase,
enzymes that play an important role in tumor progression. To characterize the effect of a-
mannosidase Il inhibition on cervical tumor therapy in mice, we used the drug Swainsonina (SW),
previously described as an inhibitor of this enzyme. We tested the effect of this drug by treating
animals inoculated with tumor cells expressing HPV16 E6 and E7 oncogenes. We observed that
Swainsonine treated animals had significantly faster tumor growth than control animals.
Investigating the mechanisms behind this effect, we found that although SW partially modulates
tumor-associated macrophages, the treatment induces the accumulation of cells with
suppressive myeloderivative phenotype in the animals spleens, enhancing the tolerogenic effect
of tumors on the immune system. Therefore, we suggest caution in the use of this drug for the
therapy of patients with HPV* tumors. Another arm of the study was to evaluate the role of
tryptase, which is produced by mast cells, in the inflammatory infiltrate. For this we standardized
a co-culture model of tumor spheroids of the TC-1 lineage with the murine mast cell line PT18.
Through this model we could observe that the tumoral lineage can induce mast cell degranulation
independently of antibodies. In addition, when co-cultured, the tumoral lineage appears to be
increasing the half-life of mast cells and stimulating the proliferation of these. In in vivo
experiments we observed that tumors induced with PT18 and TC-1 cells grew faster than tumors
induced only with TC-1. Tumor immunophenotyping revealed an increase in CD31* cells and in
the total inflammatory infiltrate of tumors induced with co-culture. Justifying the fact that they
grow faster, suggesting that mast cells can have both proliferative effects and the process of

tumor angiogenesis.
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1. INTRODUCAO
1.1 HPV e o cincer

O cancer da cérvice uterina é um dos tipos de neoplasia mais frequentes em mulheres em
todo o mundo (Decrausaz et al., 2011). Dados estimam 530.000 novos casos de cancer cervical e
dentre estes, mais de 270.000 mortes (Plummer et al., 2016). No Brasil, em 2016, estima-se que
houve 16.340 casos novos de cancer cervical, com um risco estimado de 15,85 casos a cada 100
mil mulheres. E o terceiro tipo de cancer mais incidente dentre as mulheres e o quarto que causa
mais mortes. Em 2013, ocorreram 5.430 ébitos por esta neoplasia, representando uma taxa de
mortalidade ajustada para a populacdo mundial de 4,86 6bitos para cada 100 mil mulheres (INCA,

2015).

Tem se estimado que 99% dos casos de cancer cervical tém como etiologia uma infecgdo
genital persistente por qualquer tipo oncogénico de HPV (WHO, 2007). Esta relacdo foi
comprovada apods diversos estudos que se iniciaram no fim da década de 70. Sendo relacionados
ao HPV, carcinomas de células escamosas (SCC) (70%), adenocarcinomas (CA) (25%) ou tumores
histoldgicos mistos (Cutts et al., 2007). Histologias extremamente raras ndo associadas ao HPV,
representam menos de 1% dos casos recém diagnosticados (Frumovitz, 2016). O HPV é também
o fator etiolégico de uma porcentagem significativa de tumores anogenitais e orofaringeos

(Gillison et al., 2012; Moscicki et al., 2012).

O HPV é um virus de DNA dupla-fita, epiteliotrépico e ndo envelopado. O genoma do HPV
possui nove ou oito regides codificadoras (ORFs), dois sitios de poliadenilagdo e uma regido
regulatdria da transcricdo e replicacdo (URR). Também possuem dois conjuntos de genes,
chamados de precoces e tardios. Os genes precoces sao expressos na primeira etapa do ciclo viral,
sendo eles E1, E2, E4, E5, E6 e E7. Os genes tardios L1 e L2 codificam proteinas estruturais para a

formacdo do capsideo (Hebner e Laimins, 2006) (FIGURA 1).
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L2

L1

Figura 1 - Representac¢ao esquematica do genoma do HPV. O genoma viral pode ser dividido em
trés regides: uma regido precoce necessdria para a replicacdo viral composta pelos genes E1, E2,
E4, E5, E6, e E7; uma regido tardia contendo os genes L1 e L2 que codificam proteinas estruturais;
e uma regido regulatéria que contém a origem da replicacdo e o controle dos elementos para a

transcricdo e replicacdo (URR) (Mufioz et al., 2006).

Sao descritos mais de 200 tipos de HPV, classificados por critérios como avaliagao de
regides hipervaridveis do genoma, pelo tipo de células que infectam e pela capacidade de
transformacao celular. O critério de transformacao celular divide os virus que infectam a mucosa
anogenital em baixo risco e alto risco oncogénico, sendo que os de baixo tipo oncogénico
frequentemente levam ao surgimento de lesdes benignas, como verrugas, enquanto os de alto
risco estdo relacionados com o processo de carcinogénese (Fehrmann e Laimins, 2003). Os dois
virus de baixo risco mais comuns que causam verrugas nas mucosas anogenitais sdao os HPV 6 e
11. Por outro lado, existem mais de 15 virus oncogénicos ou de alto risco que infectam o trato
genital, mas os principais sdo o HPV 16 e 18, os quais sdo os responsaveis por 70% dos casos de

cancer cervical (Parkin e Bray, 2006).

Apds a infeccao pelo HPV, o desenvolvimento de tumores envolve a persisténcia do virus
na camada basal de células epiteliais e integracdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira,

de forma que os oncogenes virais E6 e E7 sdo constitutivamente expressos, causando assim a
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imortalizacdo das células (Pirami et al., 1997), devido a inibicdo das funcbes p53 e pRb (Doorbar,
2006). Adicionalmente, a proteina E6 promove a transcricdo de hTERT, subunidade catalitica da
telomerase com fungao de manter a integridade dos teldmeros durante a replicagao do genoma
celular (Klingelhutz et al., 1996). Com passar do tempo, as células imortalizadas adquirirem mais
mutagbes ou sofrem mais perturbacdes por intermédio das oncoproteinas do HPV, levando a
transformacdo destas células, como por exemplo, a instabilidade genémica por promoverem
anomalias nos centrossomos (Duensing e Miinger, 2003). A expressao de oncoproteinas de HPV
E6 e E7 é essencial para a manutencao do fenétipo transformado das células tumorais (Johung et

al., 2007).

A infeccdo persistente por HPV causa lesdes precursoras no epitélio denominadas de
neoplasias intraepiteliais cervicais, que sao classificadas em 3 grupos de risco progressivo (NIC 1,
NIC 2 e NIC 3) com base na proporcao de epitélio acometido (Moscicki et al., 2012). Uma pequena
porcentagem de lesdes precursoras NIC 1 podem evoluir para lesdes NIC 2 e NIC 3, com
proliferacdo continua e aumento da instabilidade cromossémica. Ao fim ocorre um processo
biolégico chamado de transicao epitélio-mesenquimal (EMT) que envolve a polariza¢do de células
epiteliais, que normalmente interagem com a membrana basal através de suas superficies basais.
Essa polarizacao induz multiplas alteragdes bioquimicas que permitem que as células assumam
um fendtipo de célula mesenquimal (Samatov et al., 2013). Essas mudancas conferem varias
propriedades, como capacidade migratdria, invasividade, elevada resisténcia a apoptose e a

produgdo de componentes da matriz extracelular (ECM) (Kalluri e Neilson, 2003) (FIGURA 2).
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Figura 2 - O ciclo de vida cervicovaginal do HPV e desenvolvimento de tumores. Para iniciar a
infeccdo, o papilomavirus humano (HPV) se liga aos proteoglicanos na membrana basal por meio
de lesdes no epitélio, levando a infecgdo destas células. O epitélio ndo infectado é representado
a esquerda e o epitélio infectado pelo HPV é ilustrado a direita. Os genomas virais sdo mantidos
na forma epissomal e sdo expressos conforme as células infectadas se movem em direcdo a
superficie epitelial. A fase tardia do ciclo de vida produtivo ocorre nas camadas epiteliais
superiores, diferenciadas terminalmente, onde os virus progenitores sdo liberados (hexdgonos
vermelhos). A expressdo de E6 e E7 desregula o controle do ciclo celular, levando as células
diferenciadas para a fase S, permitindo a amplificacdo do genoma viral em células que
normalmente teriam saido do ciclo celular. A progressao para neoplasias de alto grau representa
uma infeccdo abortiva, na qual a expressao de E6 e E7 fica desregulada e o ciclo de vida normal
de producdo de virus ndo pode ser concluido. NIC indica neoplasia intraepitelial cervical

(adaptado de Berman e Schiller, 2017).

1.2 Microambiente tumoral

Os tumores sdo tecidos complexos que contém além de células tumorais, células

endoteliais, pericitos, células inflamatérias, fibroblastos, como também componentes acelulares,
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tais como citocinas, mediadores inflamatérios e matriz extracelular. Dentro do microambiente
tumoral, diferentes elementos sdo capazes de induzir a angiogénese, inativar respostas
antitumorais das células T através de varios mecanismos, e promover a sobrevivéncia e

proliferagdo de células do tumor (Hanahan e Weinberg, 2011) (FIGURA 3).

o Células Células
o BMDC @ Mastocito @ M o endoteliais @ normais
@ Macréfago @\ MDSC @ Linfocito W Pericitos 5? Celalas

tumorais

P n . Vaso Células
Neutrofilo 7%? MSC <& Fibroblasto "\/\ sanguineo === Jinfiticas

Figura 3 - O microambiente tumoral. Células cancerosas em tumores primarios sdo cercadas por
um microambiente complexo compreendendo numerosas células, incluindo células endoteliais
do sangue e circulagdo linfatica, fibroblastos estromais e uma variedade de células derivadas da
medula éssea (BMDCs), incluindo macrofagos, células mieloderivadas supressoras (MDSCs),
mondcitos expressando TIE-2 (TEMs) e células-tronco mesenquimais (MSCs) (adaptado de Joyce

e Pollard, 2009).

As células do infiltrado inflamatério dos tumores constituem uma importante linha de
defesa inicial contra o tumor, através da geracdo de espécies reativas de oxigénio, pela secrecado
de citocinas proé-inflamatérias, e mediando citotoxicidade. Entretanto, durante o

desenvolvimento inicial do tumor, as restricées de protecdo do microambiente sdo anuladas por
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condicGes como a inflamacgdo cronica, e o microambiente tecidual local muda para um estado
promotor de crescimento (Guerra et al., 2011; Barashi et al., 2013). Portanto as células mieldides
derivadas da medula éssea (BMDCs) recrutadas ao microambiente tumoral sofrem a agao de
sinais e rapidamente se polarizam a células com propriedades anti-inflamatdrias e supressoras,
tais como células mieloderivadas supressoras (MDSCs) e macréfagos alternativamente ativados
(M2) (Baay et al., 2011; Sevko e Umansky, 2013; Tanchot et al., 2013). Outras populagdes
mieldides potencialmente supressoras da resposta adaptativa também encontradas no infiltrado
inflamatdrio de tumores sélidos sao neutréfilos (N2), mondcitos que expressam o receptor de

angiopoietina TIE-2 e mastdcitos (Joyce e Pollard, 2009).

As células mieldides compartilham papéis redundantes no infiltrado inflamatdrio no que
diz respeito a progressdao tumoral. Estas células podem suprimir a resposta imune adaptativa
blogueando as funcdes das células T CD4* e CD8*, em parte através da producdo de arginase e
oxido nitrico, expandindo o pool de células T reguladoras e inibindo a ativagdo de células NK (Sica
e Bronte, 2007; Marigo et al., 2008). Além disso, contribuem para a angiogénese tumoral através
da producdao de fatores de crescimento, citocinas e proteases, como fator de crescimento
endotelial vascular A (VEGFA), PROK2 (também conhecido como BV8) e metaloproteinases de
matriz (MMPs) (Murdoch et al., 2008). Vdrios desses tipos de celulares também foram
relacionados a invasdo e metdstase, aumentando a malignidade do tumor direta e/ou

indiretamente.

A presencga de um infiltrado inflamatério implica que os tumores secretem fatores capazes
de recrutar estas células. De fato, tem sido relatado que os tumores secretam fatores que
induzem a proliferacdo das células em tecidos linféides (Wilcox, 2010), que inclui células

mieldides com o fendtipo imaturo e caracteristicas supressoras (Kusmartsev e Gabrilovich, 2002).

Dados de varios estudos demonstraram que as lesGes cervicais associadas ao HPV sdo
infiltradas por macréfagos e linfocitos (Hammes et al., 2007; Kobayashi et al., 2008; Woo et al.,
2008). De fato, a relacdo entre células T CD8 e Tregs em tumores primarios € um marcador
prognostico para o cancer de colo do utero (Piersma et al., 2007). Além do microambiente
tumoral, as células T CD4* especificas de HPV, com fendtipo efetor e/ou de regulagdo estdo

presentes no sangue periférico das pacientes. O fenétipo dos linfocitos depende da progressao
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da lesdo cervical. Mulheres assintomaticas, preferencialmente, apresentam respostas do tipo Th1
contra antigenos virais, entretanto mulheres com cancer apresentam também células T

reguladoras (Welters et al., 2006), e resposta efetora Th1 ineficiente (Van Der Burg et al., 2007).

Aidentificacdo do papel e da fonte das células do infiltrado inflamatdrio é importante para
a compreensao da biologia do tumor. Além disso, estas populacdes de células constituem um alvo
para a interferéncia que pode contribuir para a desestabilizagdo do crescimento e progressao
tumoral (Lepique et al., 2009; Palucka e Coussens, 2016). A identificacdo destes alvos pode ser

realizada por meio da técnica de Peptide Phage Display.

1.3 Peptide Phage Display e tumores associados ao HPV

A tecnologia de Phage Display é baseada na capacidade de bacteriéfagos expressarem
peptideos menores ou polipeptideos em sua superficie em fusdo com proteinas do capsideo viral
e foi descrita pela primeira vez em 1985 por George P. Smith. A técnica de Peptide Phage Display
permite a investigacdo de interacdes entre ligante e receptor, através da construcdo de um mapa
de sitios de ligacdo do ligante ou receptor a partir das sequéncias de peptideos selecionados
(Giordano et al., 2001). Mais especificamente no estudo do cancer, a técnica de Peptide Phage
Display tem sido amplamente utilizada em diferentes estratégias como: em modelos de inibicao
de fatores pro-angiogénicos como o bFGF (Yayon et al., 1993), em diagndstico experimental de
marcadores de cancer cervical como pl16 (Khemthongcharoen et al., 2015) e na busca de

antagonistas para reativar a via de pRB/E2F (Guo, C. P. et al., 2011).

Pelo procedimento de Biopanning, foram obtidas sequéncias peptidicas com afinidade a
linhagens celulares positivas para HPV (Hela e SiHa) in vitro e in vivo em nosso laboratério. Estas
foram submetidas a analise no software ClustalW2 (EMBL-EBI, UK) para identificar motivos
comuns aos peptideos identificados. Algumas das sequéncias peptidicas encontradas apresentam

similaridade com proteinas humanas e estdo associadas ao cancer.

Ficamos especialmente interessados em dois alvos, a a-manosidase e a Triptase, ambos com
atividades associadas ao cancer descritas na literatura. No caso da a-manosidase, foi realizada a

validacdo onde pode se observar uma alta expressdao desta enzima nas linhagens tumorais e em
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macréfagos do infiltrado inflamatorio (FIGURA 4A) e em bidpsias de lesdes (indicadas na figura)
coletadas do colo uterino de pacientes atendidas na UNICAMP, em estudo dirigido pelo Dr. Luis Carlos

Zeferino, com indicacdo de biépsia (FIGURA 4B).
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Figura 4 - Imunodetec¢do de a-Manosidase. (A) Western-blot utilizando 50 pg/uL de lisados
celulares e de tumores crescidos em camundongos (TAM-tumor associated macrophage, SiHa
45*- infiltrado inflamatério de tumor SiHa). As amostras foram submetidas a SDS-PAGE para
separacdo e transferidas para membrana de PVDF ativada. A imunodeteccdo foi realizada com
anticorpo anti-a-Manosidase como primario e um anti-lgG-peroxidase (SIGMA) como secundario.
O método de deteccdo utilizado foi o ECL (GE Healthcare). (B) Imunohistoquimica em biopsias de
cérvice uterina (CEC—carcinoma espinocelular; CIN3—Neoplasia intraepital grau 3). A
imunohistoquimica foi realizada utilizando o anticorpo policlonal de coelho anti-alfa-1,2-
manosidase (ab51262, Abcam) no equipamento Ventana Benchmark GX (Ventana Medical
Systems, AZ , EUA) de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. Os resultados sao
representativos de 4 amostras de carcinoma invasivo, 7 lesdes de alto grau e 8 amostras normais

(cervicites). Imunohistoquimica realizada pela Dra. Lara Termini.
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1.4 a-Manosidase

Tem sido documentado que em algumas doengas que acometem humanos, incluindo o
cancer, existe uma alteracdo no padrao de glicosilacdo de proteinas. Células “doentes” expressam
glicoproteinas com estruturas e/ou com niveis de glicanos alterados, quando comparadas com
células “normais” (Dennis et al., 1999; Ito et al., 2005). Estas alteracGes no padrao de glicosilacdo
de glicoproteinas sdao uma caracteristica comum de canceres humanos, o que influencia no
comportamento do tumor, metastase e na vigilancia imunitaria (Parham, 1996; Rudd et al., 1999),
além de representarem potenciais alvos para abordagens terapéuticas (Hollingsworth e Swanson,

2004; Liu e Rabinovich, 2005).

O processo de glicosilacdo é complexo e é definido pela adicdo de aclcares em proteinas
recém-sintetizadas, que ocorre no limen do Reticulo Endoplasmatico Rugoso e no Complexo de
Golgi. Ha estimativas de mais de 200 enzimas glicosiltransferase nesta via, o que resulta em uma
consideravel diversidade estrutural dos carboidratos encontrados em glicoproteinas secretadas

e transmembranares (Goss et al., 1995) (FIGURA 5).
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Figura 5 - A via de processamento de carboidratos N-ligados do Complexo de Golgi. Muitas
sequéncias podem ser adicionadas aos terminais, com preferéncia a estruturas do tipo complexo,
como as mostradas a direita. Uma via secundaria de processamento alternativo contorna a

necessidade de a-manosidase Il. Enzimas: aG: a-glucosidase, aMl: a-manosidase |, aMll: a-
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manosidase I, TI, Tll, TIV, TV: B1-6-N-Acetilglicosamina transferases, respectivamente (adaptado

de Goss et al., 1995).

Células cancerosas comumente apresentam aumento de B1-6-N-Acetilglicosamina. Este
aumento tem sido notado em tumores com carcinoma de mama, célon e em cancer de pele
(Dennis e Laferté, 1989; Fernandes et al., 1991). Em tecidos normais a forma de B1-6-N-
Acetilglicosamina estd relacionada com células com capacidade de invasao, como: trofoblastos

intersticiais e linfdcitos ativados (Fernandes et al., 1991; Lemaire et al., 1994).

A enzima chave que produz as formas acima citadas, é a B1-6-N-Acetilglicosamina
transferase V. As ramificacGes geradas por esta enzima sao preferidas por enzimas subsequentes
da via para extensao com Polilactosamina e Antigenos de Lewis. Estas sequéncias sao distribuidas
limitadamente em tecidos normais. Entretanto s3ao altamente expressas em carcinomas

humanos, servindo como marcadores tumorais (Yousefi et al., 1991; Heffernan et al., 1993).

Polilatosamina e Antigenos de Lewis quando expressos em tumores podem contribuir com
adesdo célula-célula, via selectinas e lectinas, as quais sdo encontradas no endotélio vascular,
assim, aumentando a invasdao e metastase (Cornil et al., 1990; Sawada et al., 1993). Entretanto
vale ressaltar que as alteragBes no processo de glicosilagdo sdao importantes ndo apenas na
adesdo. Interessantemente, no processo de transformacao de células pela ativacdo de oncogenes
na via de RAS e c-Myc, tem sido demonstrado um aumento na atividade de B1-6-N-

Acetilglicosamina transferase V (Hiraizumi et al., 1991; Lu e Chaney, 1993).

Em estudos do cancer, as a-manosidades e a-glicosidases sdo os mais promissores alvos
para o desenvolvimento de inibidores de glicosidases celulares (Gerber-Lemaire e lJuillerat-
Jeanneret, 2010). A Swainsonina (SW) ou 8ap-indolizidina-1a,2a,8B-triol, um alcaloide extraido
inicialmente de Swainsona canescens, e é um potente inibidor de a-manosidade Il de Golgi e de
al-3-/al-6- manosidases lisossomais, mas ndo possui a¢cdo sobre a a-manosidase | de Golgi
(Bowen et al., 1993; Winchester et al., 1993). O efeito da SW foi avaliado em diferentes linhagens
celulares de cancer humano. O tratamento de células de hepatoma humano com SW resultou
numa secrecdo acelerada de formas hibridas de glicoproteinas transferrina, ceruloplasmina, a2-
macroglobulina e al-antitripsina, enquanto a secre¢do de proteinas nao glicosiladas nao foi

afetada (Yeo et al., 1985). O transporte destas glicoproteinas hibridas através do aparelho de
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Golgi foi mais rapido do que o transporte de glicoproteinas normais. Em experimentos in vivo
(Humphries et al., 1986), camundongos injetados com B16-F10, linhagem celular de melanoma
murino, incubadas previamente com SW, mostraram uma inibicdio dose-dependente da
colonizacdo pulmonar. No entanto as propriedades tumorigénicas das células B16-F10 n3o foram
afetadas pela SW. Em modelos experimentais de cancer murino, a administracdao de SW na agua,
antes ou apds a excisdo cirurgica do tumor primario, inibiu em 95 e 88% da formacdo de
metdastases espontaneas para o figado e os pulmdes das células altamente invasivas M5076

(reticulosarcoma murino) ou B16-F10 (melanoma murino) (Olden et al., 1991).

Adicionalmente, tem sido avaliado o efeito da SW no infiltrado inflamatério. A SW possui
a capacidade de induzir secrecao de citocinas, tais como IL-1B e TNF-a. Este efeito sobre a
secrecao de citocinas poderia permitir uma modulag¢do na atividade tumoricida de macréfagos e
de células natural killer (Humphries et al., 1988; Das et al., 1995). Além da expressdo de IL-1, a
estimulacdo da atividade tumoricida de macrdéfagos foi associada com a maior expressdo de
antigenos lak do MHC Il e demonstrou um efeito de 6 a 8 vezes maior na ativacdo que o
tratamento classico com IFN-y recombinante e LPS in vitro (Grzegorzewski et al., 1989), sugerindo
gue a SW possa funcionar como imunomodulador da resposta imune contra tumores. Em PBMCs
de fémeas penhas BALB/c tratadas com SW houve uma mudanca significativa de resposta

Th1/Th2 para um perfil de resposta Th1 (Hu et al., 2015).

Devido a agdo direta nas células tumorais descritas na literatura, e ao seu efeito
imunomodulador, o tratamento com SW e a consequente inibicdo de a-manosidase |l, pode
parecer uma alternativa promissora na terapia de tumores cervicais, sendo assim buscamos

avaliar experimentalmente seu efeito em modelos bem caracterizados em nosso laboratério.

1.5 Mastocitos e Triptase

Os mastécitos sdao células imunes inatas, caracterizadas pela carga de mediadores
inflamatdrios, constituidos por uma ampla variedade de moléculas bioativas pré-formadas
armazenadas em granulos citoplasmaticos, que sdo liberadas ao encontrar os estimulos
apropriados e tém um papel benéfico nas respostas imunoldgicas contra patogenos, incluindo

helmintos, bactérias e virus. Os mediadores derivados de mastécitos também participam de
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processos fisioldgicos nos tecidos, como cicatrizagdo de feridas e reparo tecidual (Wernersson e
Pejler, 2014), e em algumas condi¢cGes patoldgicas a degranulacdo de mastdcitos induzida por IgE
desencadeia as reagdes de hipersensibilidade imediatas que desempenham um papel central na
patogénese das doencas alérgicas (Frieri et al.,, 2015). A ativacdo de mastdcitos também é
observada em muitos processos independentes de IgE, como a desgranulagao induzida por
trombina, complexos de 1gG, neuropeptidios, anafilatoxinas derivadas de complemento (Yu, Y. et
al., 2016), bem como por agdo de toxinas de animais, como por exemplo de aranhas do género

Loxoceles (Rattmann et al., 2008).

Mastdcitos tém sido reconhecidos como um dos primeiros tipos celulares recrutados em
muitos processos de desenvolvimento de tumores, especialmente em melanomas malignos, de
mama e cancer de colorretal (CRC) (Ribatti et al., 2010). Amplas evidéncias destacam que estes
tipos celulares se acumulam predominantemente em torno de varios tipos de tumores, no limite

entre tecidos malignos e saudaveis (Ranieri et al., 2009; Mangia et al., 2011).

A densidade de mastécitos é altamente correlacionada com o quadro de angiogénese
tumoral tanto em tumores benignos (por exemplo, em queldides) e em malignidades humanas
(mastocitose sistémica, cancer de cabeca e pescogo, cancer colo-retal, de pulmao, de pele) (Yano
et al., 1999; Ammendola et al., 2013). Os mastdécitos intervém no processo de angiogénese
através de varios fatores pré-angiogénicos classicos, tais como VEGF, FGF-2, PDGF, interleucina-
6 (IL-6), e fatores pré-angiogénicos nao cldssicos, tais como triptase e quimase, armazenados nos
seus granulos de secrec¢do (Soucek et al., 2007; Ribatti et al., 2011) e liberados com a ativacao

destas células.

Particularmente, em cancer cervical, foi descrita por Utrera-Barillas e colaboradores
(2010) uma forte correlagdo entre os mastdcitos infiltrados e os vasos sanguineos em lesdes e
carcinoma in situ. Em um modelo de camundongos transgénicos, onde os genes precoces de
HPV16 sdo introduzidos em queratindcitos, (Coussens et al., 1999) forneceram suporte
experimental para a avaliacdo da participacdo dos mastocitos na progressao do carcinoma
escamoso. Os mastdcitos infiltram o estroma da frente invasiva dos carcinomas, préximo aos

capilares. Sendo assim ativam mecanismos responsaveis pelo gatilho angiogénico. Quando
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utilizaram animais deficientes de mastocitos, notaram a auséncia deste gatilho, indicando que

neste modelo, a infiltracdo de mastdcitos na pele é necessaria para a progressao tumoral.

Em células tumorais, a triptase liberada por mastdcitos liga-se e cliva proteoliticamente
receptores denominados PAR-2 (Cai et al., 2014) (FIGURA 6). Ocorre entdo a ativagao de cascatas
de sinalizacdo intracelulares, incluindo a mobilizacdo de reservas de calcio intracelular,
fosforilagdo de PKC e ERK1/2 e ativacdo de NF-kB (Guo, D. et al., 2011; Wu et al., 2013),
culminando no aumento da prolifera¢do das células tumorais (Strouch et al., 2010). Este estimulo
de MAPK também leva um aumento na expressao VEGF pelas células tumorais, um potente fator
angiogénico (Dutra-Oliveira et al., 2012; Chang et al., 2013). Outros fatores pré-angiogénicos tem
sua expressao aumentada através da ativacdo de PAR-2, como COX-2 (Zhang et al., 2012), IL-8
(Hjortoe et al., 2004) e CXCL1 (Albrektsen et al., 2007). Além disso, a ativacdo de PAR-2 foi
relacionada com sobrevivéncia de células tumorais devido a sua capacidade de induzir proteinas
antiapoptoticas e/ou modular vias de apoptose intrinsecas ou extrinsecas, como por exemplo,
aumentando a expressdo da proteina anti-apoptdtica Bcl2 e diminuindo a expressdo da proteina

pro-apoptdtica Bax (Wu et al., 2013).
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Figura 6 - Sinalizacdo mediada por PAR-2 e progressdao tumoral. Multiplas vias de sinalizacao
dependentes de proteina G, bem como vias ativadas por transativacdo de EGFR dependente de
PAR-2 e sinalizagao de B-arrestina independente de proteina G, tém resultado em aumento da
proliferacdo, sobrevivéncia, expressao de fatores angiogénicos e migracdo de células derivadas

de tumor em resposta a ativacdo do PAR-2 (adaptado de Kularathna et al., 2014).

As triptases sdo uma familia de serino-proteases semelhantes a tripsina presentes em
grandes quantidades nos granulos de secrecdo de mastdcitos humanos e animais (Trivedi e
Caughey, 2010). Os genes da triptase humana estdo agrupados no cromossomo 16p13.3 e
compreendem cinco locus. TPSG1 codifica gama-triptase, TPSB2 codifica betall e betalll-triptases,
TPSAB1 codifica alfa-triptase e betal-triptase, TPSD1 é responsavel pela delta-triptase e TPSE1
codifica epsilon-triptase (Trivedi et al., 2008). A triptase humana é considerada praticamente
especifica dos mastdcitos, que podem conter grandes quantidades, até 35 pg por célula (Schwartz
et al., 1987). Os basdfilos também contém e liberam a triptase (Castells et al., 1987), mas ndo
representam contribuintes importantes para os niveis de triptase (Vitte, 2015). Sendo assim os
mastdcitos, e mais especificamente a triptase, constituem alvos potencialmente interessantes

para interferéncia durante a progressao tumoral.
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista o potencial tumorigénico das moléculas identificadas, citados anteriormente, os
objetivos deste trabalho se embasam na caracterizacdo funcional dos alvos moleculares, a-

manosidade Il e Triptase, para terapia em modelo de cancer de cérvice.
Objetivos especificos:

- Caracterizar o papel do inibidor de a-manosidase, Swainsonina, em terapia para tumores

associados ao HPV, em células tumorais e no infiltrado inflamatorio.

-Estudar a interagdo dos mastdcitos com as células tumorais com o intuito de avaliar o seu papel

na tumorigénese, sendo estas células fontes de altas concentracdes de triptase.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Linhagens celulares

Foram utilizadas, principalmente, as seguintes linhagens celulares para a realizacdo deste
projeto: TC-1, células derivadas de epitélio pulmonar, transduzidas com vetor retroviral contendo
os oncogenes E6 e E7 de HPV16 e Ha-ras (Lin et al., 1996) e PT-18 (Pluznik et al., 1984), linhagem
de mastdcito derivada de bago murino. Estas linhagens celulares foram doadas gentilmente pelo
Dr. T-C Wu da Universidade Johns Hopkins e pela Dra. Eliana Faquim de Lima Mauro do Instituto
Butantan, respectivamente. As linhagens foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10%
Soro Fetal Bovino e mantidas a 37°C, em atmosfera de 5% CO.. Outras linhagens de cancer cervical
como: Hela, SiHa, Caski, SW750, C33A, foram cultivadas para obtencdo de lisados celulares para
Western blotting, bem como queratindcitos primarios (PHK) e imortalizados (HACAT). Sendo que,
estas linhagens citadas acima, tem origem ATCC. No caso especifico da linhagem PT18, foi
adicionado a cultura 10% de meio condicionado pela linhagem celular WEHI-2B, sendo IL-3 um

dos fatores produzidos por estas células.

Culturas monocamadas de TC-1 (5x103 células/po¢o) foram tratadas com concentracdes
variaveis de Swainsonina (0,5, 1 e 2 ug/mL de SW) (59263, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante
3 dias para testar a citotoxicidade da droga. No final do periodo de incubacdo, as células foram

colhidas e contadas para estimar o niumero de células e viabilidade, com de Azul de Trypan.

3.2 Animais

Para o modelo de crescimento tumoral subcultdneo foram utilizadas fémeas RAG1-/-
(B6.129S7- Rag1tmMom/] jackson Laboratories) e C57Black/6. Estas foram mantidas em condicdes
spf (specific pathogen free) com d4gua e racdo ad libdum no biotério do Instituto de Ciéncias

Biomédicas IV da USP.
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3.3 Modelo subcultaneo de indug¢do de tumores TC-1

Para o experimento de caracterizagdo do efeito da inibicdo de a—manosidase Il, foram
inoculadas 10° células TC-1 em 100 pL de PBS suplementado com 1 mM de CaCl; e 0,5 mM de
MgCl,, subcutaneamente no dorso lateral de camundongos C57Black/6 fémeas, no tempo zero.
Quando os tumores atingiram aproximadamente 2 mm de didmetro, nds iniciamos tratamento
didrio, intraperitoneal, com 4 mg/kg de Swainsonina ou PBS durante 7 dias. Apds o inicio do
tratamento as dimensdes dos tumores foram mensuradas com auxilio de um paquimetro para a

avaliagdo da cinética tumoral.

Semelhantemente o experimento in vivo de caracterizacdo do papel de mastdcitos na
cinética de crescimento foi realizado, entretanto foram utilizados camundongos fémeas da
linhagem C57Black/6 RAG1-/-. No primeiro grupo foram injetadas 10° células TC-1 (grupo
controle) e no segundo uma co-cultura de TC-1 e PT-18 em 100 pL de PBS suplementado com 1
mM de CaCl, e 0,5 mM de MgCl,, ambas na concentracdo de 10° células (na razdo 1:1). Quando
os tumores atingiram aproximadamente 2 mm de diametro, nds iniciamos tratamento diario,

intraperitoneal, com 100 mg/kg de Cromolyn ou PBS durante 7 dias

Em ambos os experimentos os animais foram sacrificados quando os tumores atingiriam

um tamanho préximo de 10 mm.

3.4 Caracterizagao do perfil inflamatério dos animais
3.4.1. Preparagao das suspensoes celulares

Apds a extracdo, os bacos foram dissociados mecanicamente em tampdo MTH — Mouse
Tonic Hanks (Hanks Salt Buffered Solution 1X com 15 nmol/L de HEPES pH 7,4, 0.5 U/mL de DNase
e 5% de SFB). Seguido de tratamento com tampao hipotonico ACK (0,15 M de NH4Cl, 10 mM de
KHCOs3 e 0,1 mM de EDTA) para lise das hemacias. Para obtencdo das suspensodes de células dos
tumores, estes foram submetidos a digestdo com 1 mg/mL de Colagenase I/IV (Worthington
Biochemical Corporation, EUA) em MTH, por aproximadamente 30 minutos, a 37°C, sob agitacdo

de 1250 rpm em Thermomixer (Eppendorf, Alemanha). Por fim, todas as suspensdes obtidas
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foram contadas em cdmara de Neubauer e a viabilidade foi avaliada com a coloracdo do Azul de

Trypan.

3.4.2 Citometria de fluxo

As células obtidas dos tumores e bagos foram incubadas com Fc block por 15 minutos em

gelo. Este anticorpo reconhece um epitopo compartilhado por CD16 (Fc gama lll receptor) e CD32

(Fc gama Il receptor), bloqueando ligagdes inespecificas dos anticorpos usados. A seguir, foi

realizada a marcagdo das células com diferentes painéis de anticorpos contra marcadores de

superficie, observados nas tabelas abaixo:

Tabela 1 - Painel de anticorpos utilizados para imunofenotipagem de tumores animais tratados

com SW. Na tabela estdo dispostos os fluorocromos, as populagdes de interesse e os fabricantes.

Anticorpo Clone Populagcdo de interesse Fabricante
anti-CD45 APC 30-F11 Leucdcitos BD Biosciences
anti-CD11b FITC FAB1124F Mieldides R&D Systems
anti-F4/80 PECy5 BMS8 Macroéfagos eBioscience
anti-Ly6C Pacific AL-21 Mondcitos eBioscience
anti-Ly6G PECy7 1A8 Granuldcitos BD Biosciences

Tabela 2 - Painel de anticorpos utilizados para imunofenotipagem dos bacos de animais

tratados com SW. Na tabela estdo dispostos os fluorocromos, as populacées de interesse e os

fabricantes.

Anticorpo Clone Populacdo de interesse Fabricante
anti-CD3 APC 145-2C11 Linfocitos T BD Biosciences
anti-CD11b FITC FAB1124F Mieldides R&D Systems
anti-CD8 PE 53-6.7 Linfécitos T CD8* eBioscience
anti-Ly6C Pacific AL-21 Mondcitos eBioscience
anti-Ly6G PECy7 1A8 Granuldcitos BD Biosciences
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Tabela 3 — Anticorpos utilizados na caracteriza¢cdo dos marcadores de superficies da linhagem
celular PT18. As marcacdes foram realizadas separadamente. Na tabela estdo dispostos os

fluorocromos, as populagdes de interesse e os fabricantes.

Anticorpo Clone Populagdo de interesse  Fabricante
anti-CD45 APC 30-F11 Leucdcitos BD Biosciences
anti-CD11b FITC FAB1124F Mieldides R&D Systems
anti-FcERI APCCy7 MAR-1 Mastacitos BD Biosciences
anti-CD117 PE Ack45 Mastécitos eBioscience

Os anticorpos foram incubados durante 20 minutos com as suspensdes celulares em gelo,
entdo estas foram lavadas com MTH e ressuspendidas no mesmo para aquisicdo no citobmetro de
fluxo (FACSCANTO 1l). Para os experimentos de ciclo celular, as células foram fixadas e
permeabilizadas com 2% de formaldeido e entdao tratadas com DAPI na concentragdo de 10
ug/mL, apds a marcacgdo de superficie, seja com anti-CD45 APC (para o ensaio de ciclo celular em
tumores tratados com SW), seja com anti-FCERI APCCy7 (para os ensaios de ciclo celular de
esferdides TC-1/PT18). Quando usado para a finalidade de viabilidade celular, como no caso da
cinética dos esferdides TC-1/PT18, a concentracdo empregada foi de 0,1 pg/mL. Ambos os
protocolos de ciclo celular e de marcacdo de viabilidade celular foram realizados conforme o
descrito por (Gordon et al., 2003). No ensaio para avaliar a quantidade de células endoteliais em
tumores de animais RAG1-/- inoculados com TC-1 e TC-1/PT18, foi utilizado o anticorpo anti-CD31

biotinilado, e a marca¢ao com estrepto-avidina PECy7.

As andlises dos experimentos de citometria de fluxo foram realizadas no software FlowJo
V10, com diferentes estratégias para as diferentes finalidades, mas partindo sempre da selecdo
das populagdes com os parametros SSC-A por FSC-A e a exclusdo de agregados celulares pelos

parametros FSC-H e FSC-A.
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3.4.3 Cell Sorting

As células foram selecionadas usando esferas metdlicas conjugadas com anticorpo anti-
CD45 por 15 minutos em gelo e submetidas para a selecdo positiva do infiltrado inflamatério dos
tumores em colunas de selegdo magnéticas (Miltenyi Biotech). Apds as 3 lavagens com MTH, as
células foram recuperadas e contadas para serem utilizadas nos ensaios de atividade de iNOS e
Arginase. Desta mesma forma foram obtidas as células CD11b* positivas do baco, utilizadas no

ensaio de supressao de linfdcitos T.

3.4.4 Atividade de iNOS e Arginase

Células do infiltrado inflamatério dos tumores e os macréfagos peritoneais (PM) foram
tratadas com 100 U/mL IFN-y (Peprotech) e 10 ng/mL LPS e/ou 2 mg/mL de Swainsonina, e
incubadas por 72h, a 37°C, em placas de cultura de 96 pocos em RPMI. O sobrenadante foi
utilizado para o ensaio de atividade de iNOSII. O método utilizado para a quantificacdo de iNOSII
consiste na deteccdo de nitrito, estado detectavel do 6xido nitrico (NO), pelo teste de Griess
(Hibbs et al., 1988), no qual as amostras sdo colocadas em contato com o reagente, gerando uma

reacao colorimétrica, lida em comprimento de onda 540 nm em espectrofotébmetro.

Para a quantificacdo da atividade da enzima arginase, nds quantificamos a concentracao
de uréia, um dos produtos da reagao catalisada pela arginase a partir de arginina, através de um
método colorimétrico. A enzima presente nos lisados celulares foi ativada pelo aguecimento do
lisado em 55-60°C por 10 minutos e a rea¢ao de hidrdlise de seu substrato L-arginina foi feita pela
incubacdo da primeira proteina a 37°C por uma hora e interrompida pela solucdo acida
(H2S04:H3P04:H,0, 1:3:7). Finalmente, foi adicionada a-isonitrosopropiofinona (9% em etanol
absoluto), e as rea¢Ges foram incubadas a 100°C por 45 minutos e depois incubadas por 10
minutos a temperatura ambiente. A concentracdo de ureia foi determinada entdo por leitura das
amostras e curva padrdao em espectrofotdmetro a 550 nm. Aliquotas do lisado das células foram
utilizadas para a quantificacdo de proteinas por meio do ensaio de Bradford, normalizando a
quantidade de proteinas em relacdo aos dois parametros colorimétricos. O resultado da
guantificacdo de ambas as enzimas foi normalizado pela concentracdo de proteina e partir disso,

foi feita uma razao dos valores obtidos pelo respectivo grupo controle.
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3.4.5 Ensaio de inibicdo da proliferacao de linfocitos T por MDSCs

Células de linfonodos de animais naive foram marcadas com corante vital Violet
Proliferation Dye 450 (BD Biosciences, Carlsbad, CA) e foram plaqueadas 2x10° células/poco em
placas de 96 pocgos e tratadas com uma combinag¢do de 10 ng/ml de PMA e 1 mg/ml de ionomicina
(P1). Esplendcitos CD11b* foram adicionados as culturas, na propor¢do de 4 linfécitos/célula
mieldide. Apds 4 dias de incubacgdo, as células foram colhidas, marcadas com anticorpos anti-CD4
e anti-CD8 conjugados com fluordforos e analisadas por citometria de fluxo, utilizando um

FACSCanto (BD Biosciences, Carlsbad, CA), onde, pelo menos 30.000 eventos foram adquiridos.

3.5 Western blotting

Inicialmente foram preparados os lisados celulares. As linhagens de células tumorais
derivadas de tumores do colo uterino, C33A (HPV-), HelLa (HPV18) e SiHa (HPV16), HaCat
(linhagem de queratindcitos imortalizados), PHK (queratindcitos primarios), TC-1 e PT18, foram
cultivadas nas condices ja descritas. O lavado peritoneal foi obtido com a injecdo de 5 mL de PBS
na cavidade peritoneal de camundongos C57Black/6. Sendo assim, 4.10° células de cada linhagem
foram diluidas em 100 pL de tampao RIPA (150 mM cloreto de sédio, 1% Triton X-100, 0,5%
desoxicolato de sddio, 0,1% SDS, 50 mM Tris, pH 8,0) com coquetel de inibidores de proteases
em concentracdo indicada pelo fabricante (Sigma, EUA), e agitadas no vértex em velocidade alta.
As células foram incubadas por 30 minutos em gelo, centrifugadas por 5 minutos a 12.000 rpm e
o sobrenadante foi utilizado para dosagem de proteina pelo ensaio de Bradford. Tendo as
concentragdes de cada lisado, foram adicionadas 50 pg/uL no gel de poliacrilamida 10% e estes
foram submetidos a separac¢ao por SDS-PAGE em condi¢des redutoras como descrito por Laemmli
(1970). O lisado de MFC7 (linhagem de cancer de mama) foi utilizado como controle negativo do
ensaio, doado pela ABCAM (fabricante do anticorpo anti-triptase). Ao fim da corrida, as proteinas
foram transferidas para membranas de nitrocelulose (GE Heathcare, EUA), utilizando o aparato
em sistema Umido (BioRad Laboratories, EUA), sob corrente constante de 150 mA em tampao de
transferéncia (Tris 250 mM, pH 8,3; Glicina 192 mM; metanol 20% v/v), como descrito por Towbin

e colaboradores (1979). Uma vez feita a transferéncia, a membrana foi corada com Ponceau S
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(Sigma-Aldrich, EUA), seguida de bloqueio com solucdo de 10% de leite desnatado (Nestlé, Brasil)

em PBS 10mM, por 1 horas a temperatura ambiente, sob agitacao.

Apdbs o bloqueio foi realizado o Immunoblotting, onde a membrana foi submetida a
imunodetec¢do de triptase com o anticorpo monoclonal EPR9522 (Abcam, Reino Unido) na
diluicdo de 1:2000 em solucdo de blogqueio. Apds a incubacdo overnight a 4°C, sob agitacao, a
membrana foi lavada por 3 vezes de 5 minutos cada, com PBS-Tween 20 a 0,05% (Synth, Brasil).
Uma vez lavada, a membrana foi incubada com anti-IgG de coelho acoplado com HRP (Cell
Signling Technology, EUA) na diluicdo de 1:3000, por 1 hora, a temperatura ambiente, sob

agitacdo. A revelacdo foi feita com Amershan ECL (GE Healthcare, EUA) e capturada no G-BOX.

3.6 Avaliagdao da expressao de Triptase pela linhagem PT18 por Imunofluorescéncia

Células PT18 (4.10%) foram sedimentadas em |dminas através de Cytospin, foram fixadas
com 1% de formaldeido, permeabilizadas com metanol, lavadas com PBS e bloqueadas com PBS
com 5% de SFB, 0.5% Tween e anticorpo Fc block (1: 100) por 30 minutos. As células foram entdo
marcadas com anticorpo anti-triptase AA1 (Abcam, Reino Unido) de camundongo (1:100) por 30
minutos. Apds 3 lavagens com PBS, foi aplicado o anticorpo secundario, anti-mouse IgG Alexa 488
por 30 minutos. Foram feitas 3 lavagens e as laminas foram finalizadas com meio de montagem

contendo DAPI.

3.7 Cultura de esferoides tumorais

Para a gerac3o dos esferoides de TC-1, foram cultivadas 5.10% ou 15.103 células sobre uma
cama de agarose 1% em placas de 96 pogos por 24 horas em meio RPMI/SFB 10%. A adicdo das
células PT18 foi realizada de duas formas diferentes, diretamente na formacado do esferoide com
a TC-1, ou alternativamente no segundo dia. Ambas as condi¢des na propor¢ao 1:1 de células. O
ensaio foi realizado na presenca e na auséncia de IL-3 recombinante de camundongo (Invitrogen,
EUA) a 10 ng/mL, sendo este fator importante para a manutencdo da linhagem celular de

mastdcitos PT-18.
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3.8 Ensaio de detecgdo da atividade de B-hexosaminidase de mastodcitos

No terceiro dia de cultura dos esferoides, os controles positivos receberam um tratamento
com veneno de L. gaucho (30 ug/poc¢o) por uma hora. Apds a incubacdo o sobrenadante foi
transferido para pogos vazios e o pellet restante foi lisado com uma solugado de 0,5% de Triton X-
100. Ent3o foi adicionado o substrato (1.3 mg/ml) em toda a placa e esta foi incubada por 16
horas a 37°C. No dia seguinte o ensaio foi revelado com solu¢do Glicina pH 2.8 e a D.O. foi lida a
405 nm. A porcentagem de desgranulacdo foi determinada através da razdo das densidades

Opticas dos sobrenadantes e dos lisados da cultura.

3.9 Cinética de crescimento dos esferoides tumorais com mastocitos

Os esferoides previamente preparados, foram submetidos a digestdo com 1 mg/mL de
Colagenase I/IV (Worthington Biochemical Corporation, EUA) e 10% de acutase (Invitrogen, EUA)
em MTH, por uma hora, a 37°C, sob agitacdo de 1250 rpm em Thermomixer (Eppendorf,
Alemanha). Uma aliquota de 10 uL das suspensdes obtidas foi usada para contagem de células
em camara de Neubauer. O restante foi utilizado para marcagdao com anticorpo anti-FcERI para
guantificar os mastécitos por FACS e desta forma quantificar as células TC-1 das co-culturas
também. Adicionalmente, estas células foram marcadas com DAPI para duas finalidades, ciclo

celular e viabilidade, como descrito no item 3.4.2.

3.10 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada por analise de varidncia (ANOVA), seguida do
teste de Tukey para comparagdes multiplas ou pelo teste t de Student para distribuicao normal e
apenas duas variaveis. Sendo consideradas significantes as diferencas cujas as probabilidades de

erro forem menores que 5% (p<0.05).
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGAO DA a-MANOSIDASE EM TUMORES ASSOCIADOS AO HPV

Em um trabalho anterior de nosso grupo, foi realizado o procedimento de Biopanning
utilizando uma biblioteca comercial de Peptide phage display com 7 residuos de aminodcidos e
linhagens celulares derivadas de canceres cervicais, HelLa e SiHa. Foram identificadas sequéncias
peptidicas que exibiram diferentes niveis de enriquecimento apds 3 etapas de sele¢do. O
sequenciamento mostrou 71,4 a 100% de similaridade com a a-manosidase. As a-manosidases
sdo expressas no reticulo endoplasmatico e nos lisossomos, onde desempenham um papel na
sintese de glicoproteinas que afetam diretamente na funcdo ou na estabilidade (Rose, 2012).
Estivemos particularmente interessados no papel potencial da a-manosidase no estroma
tumoral, devido a sua expressdao por macrofagos, e os dados mostram que o bloqueio
farmacoldgico desta enzima com Swainsonina (SW) pode modular o fenétipo dos macréfagos
(Chen et al., 2011). Importante ressaltar que a sequéncia foi identificada como sendo a-
manosidase, isto significa que as moléculas que se ligam a esta enzima, provavelmente
substratos, devem ser abundantes nas células tumorais.

A expressao de a-manosidase em lesdes cervicais e cancer cervical foi entdo investigada.
Observa-se que os tecidos cervicais expressam a-manosidase, e que a expressao liquida foi maior
em lesOes de alto grau e cdncer em comparacdo com a mucosa normal. Isto se deve,
provavelmente, ao aumento do nimero de células que expressam a enzima, incluindo leucdcitos
presentes no estroma tumoral, em vez de uma maior expressao proteica por célula (FIGURA 4B).
Sendo assim, levantamos a hipdtese de que a atividade da a-manosidase pode ser importante

para a progressdo de tumores cervicais.

4.1.1 a-manosidase é expressa nos tumores TC-1, entretanto o tratamento com Swainsonina

nao tem efeito na proliferagdo de células tumorais in vitro

A inibicdo da a-manosidase com o inibidor farmacoldgico, Swainsonina (SW), demonstrou
causar efeitos antitumorais, seja inibindo a metdstase ou o préprio crescimento do tumor (Yu, X.

et al., 2016; Ma et al., 2018). Decidimos testar se o uso de SW poderia inibir a proliferacdo de
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linhagens cancer cervical e o crescimento do tumor. O laboratério de imunomodulagdo vem
trabalhando com o modelo tumoral experimental TC-1 hd muitos anos, e a maior vantagem dessa
linhagem, além de expressar HPV16 E6 e E7, é que é isogénica para camundongos C57Black/6 e,

portanto, pode ser testada em um contexto imunocompetente.

Primeiramente, extraimos tumores TC-1 e depois separamos as células CD45* do resto das
células tumorais e avaliamos a expressao de a-manosidase em ambos os compartimentos. Como
mostrado na figura 7A, ambas as células CD45" e CD45* expressam a a-manosidase in vivo. Este
resultado concorda com a observacgao anterior de que as células do estroma dos tumores do colo
do Utero expressavam a-manosidase (FIGURA 4A). Sendo assim, testamos se o inibidor de a-
manosidase (SW) poderia interferir na proliferacdo de células TC-1 in vitro. Entretanto, nao

detectamos alteragdo na viabilidade ou proliferacdo destas células, como observado na figura 7B.

A tumores TC-1 B 250, cultura TC-1
cp4gs - + -+ S 400
73KDa i+~ w . < a-manosidase S
, ; S| 1501
50KDa | « B- - £ 3
< B-tubulina 2 9100
3
oﬂS 50<
P

Acontrole 0.5 1.0 2.0
ng/ml SW

Figura 7 - O tratamento com Swainsonina nao inibe a proliferacdo de células tumorais in vitro.
(A) As suspensdes de células foram obtidas de tumores TC-1 crescidos em camundongos
C57Black/6 e extraidos quando atingiram 1 cm de didmetro. Os leucécitos foram separados das
outras células por sele¢do positiva utilizando esferas metalicas conjugadas a anti-CD45. Ambas as
populacdes de células foram lisadas para ensaio de western blotting e detec¢do de a-manosidase
e B-tubulina. (B) Curva dose-resposta de células TC-1 tratadas durante 3 dias com concentracdes

indicadas de SW.
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4.1.2 A Swainsonina modula parcialmente os macréfagos associados ao tumor

Como mostrado na figura 10 e ja demonstrado anteriormente (Lepique et al., 2009), a
maioria das células CD45* dos tumores TC-1 sdo macréfagos. Portanto, isolamos os macréfagos
associados ao tumor (TAM) para testar se a inibicdo de a-manosidase poderia modular seu
fenotipo. Comparando macréfagos tumorais com macréfagos residentes peritoneais (PM),
observamos que a SW nao teve efeito, isoladamente ou em combinagdo com o tratamento com
LPS e IFN-y, na atividade de Arginase. Entretanto podemos observar uma pequena, mas
significativa, modulagdao dos macréfagos tumorais na atividade de iNOS quando tratados apenas
com SW (FIGURA 8A). Arginase e iNOS sdo marcadores classicos de fendtipo M2 e M1 de

macréfagos, respectivamente.

Em relagdo a producdo de citocinas, que é uma caracteristica essencial do microambiente
tumoral, observamos que o tratamento combinado com LPS e IFN-y (LI) levou a um aumento
significativo na secrecdo de IL-10 pelos TAM, que foi neutralizado pela SW. O mesmo foi
observado com IL-6, em que a expressdo de IL-6 foi induzida por LI em TAM, mas o co-tratamento
com SW contrabalancou seu efeito (a barra indica a diferenca entre TAM tratado com LI e LI mais
SW). Observamos também que CCL2, que foi secretada pelos TAM, como descrito anteriormente
(Stone, Rossetti, Lima, et al., 2014), apresentou uma concentracdo significativamente menor
guando as células foram tratadas com uma combina¢dao de SW e LI. CCL2 é importante para o
recrutamento de mondcitos e modulacdo de macréfagos para um viés M2 (Pahler et al., 2008;
Sierra-Filardi et al., 2014). Portanto, a inibicdo da secrecdo de CCL2 pode ser um efeito
interessante da SW em tumores. Finalmente, observamos que o tratamento com LI induziu
secrecao de IFN-y por TAMs, potencializado pela acdo da SW (FIGURA 9B). Estes resultados
indicaram que o SW ndo era um forte modulador do fenétipo dos macréfagos, mas poderia
suprimir algumas caracteristicas importantes da TAM, como a ativacao induzida pela secrecdo de

IL-10 e CCL2 (Lepique et al., 2009).



53

A B
© Arginase 2500 - IL-10 20000 - IL-6
33 *
9 2000 A1 & 15000 4
o ._.
82 - * *  E 1s00 o
(o)} g 10000 +
E 1000 -
&1 4
9 iﬂ IH 500 4 5000 4
=
%0 ] o 0 -
: B PM
iNOS IFN
- 20000 ; Ex s s, I TAM
£ 700 | T T
26 L 600
S ]
a3 : 500
Y
. 400 { — 1
33 sy
= 2 200
=1 100 |
Qo 0 A
Z @ SW IL SWIL @ SW IL SWIL

Figura 8 - A Swainsonina modula parcialmente os macréfagos associados ao tumor. (A)
Atividade de Arginase e iNOS detectada em lisados e sobrenadantes, respectivamente, de
macréfagos peritoneais (PM) ou macréfagos associados a tumores (TAM). A suspensdo de
macréfagos peritoniais foi obtida através do lavado da cavidade peritoneal de camundongos
C57BI/6 e os macréfagos tumorais selecionados de tumores TC-1. As culturas foram estimuladas
durante 3 dias com 2 pg/mL de SW e/ou combinagdo de 100U/mL de IFN-y e 10 ng/mL de LPS (LI).
(B) Dosagem de citocinas do sobrenadante das culturas, descritas acima, realizada utilizando o kit
CBA de citocinas inflamatdrias (BD Biosciences) e citometria de fluxo. Experimento realizado pela

aluna de iniciagao cientifica Marcela Cipelli.

4.1.3 O tratamento de camundongos com o inibidor de a-manosidase Il (SW) potencializa o

crescimento tumoral

Embora a SW ndo tenha mostrado efeito direto na proliferacdo de células tumorais, os
resultados descritos acima nos levaram a investigar se a SW poderia ter algum efeito no
crescimento do tumor, principalmente através da modulacdo do microambiente tumoral. Dados
anteriores do laboratério de Imunomodula¢cdao mostram que TAM pode inibir respostas de células

T anti-tumorais (Lepique et al., 2009). Sendo assim, nosso racional foi que a modulacdo do
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fendtipo dos macréfagos poderia inibir o crescimento do tumor. Para testar essa hipotese,
usamos o modelo de inducdo de tumores murinos com células TC-1 e tratamos os camundongos
com SW para observar o crescimento do tumor. Apds o tratamento, ficamos surpresos ao
observar que tumores em camundongos tratados cresceram significativamente mais rapido que

tumores em camundongos controle (PBS) (FIGURA 9).

PBS ~sw

Volume tumoral (mm?2)

12 14 16 12 14 16
Tempo (dias)

Figura 9 — Cinética de crescimento tumoral. Camundongos fémeas C57BI/6 receberam a injecdo de
10° células TC-1 e quando os tumores se apresentaram palpaveis, foi iniciado o tratamento diario
com 4 mg/kg SW ou PBS, durante 7 dias consecutivos. Os dados sdo representados em gréficos
box-plots e as linhas tracejadas indicam a variagao no crescimento do tumor nos dias 14 e 21 apds
a injecdo de células tumorais entre os grupos tratados com SW e PBS. Os gréficos demonstram o
resultado de 3 experimentos com n=5 animais por grupo. Os resultados foram comparados pelo

teste U de Mann-Whitney, com valor de p indicado.

4.1.4 Tumores de animais tratados com SW recrutam menos infiltrado inflamatério, composto

principalmente de células mieldides, que os tumores controle

Com o intuito de investigar o motivo pelo qual a droga potencializou o crescimento
tumoral, fomos investigar o infiltrado inflamatdrio dos tumores do grupo SW e PBS. Apds o
processamento dos tumores, as suspensdes de células obtidas foram utilizadas para o ensaio de
imunofenotipagem por citometria de fluxo. Curiosamente, houve uma inibicdo significativa no

recrutamento de células para o microambiente tumoral em animais tratados com SW (FIGURA
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10). Embora ndo tenhamos testado a concentracdo de CCL2 em animais tratados com SW, este
resultado corrobora com a observacado de que o SW pode diminuir a secrecao de CCL2 pelos TAM,
reduzindo o recrutamento de células para o microambiente tumoral. O tratamento com SW
reduziu significativamente também as células mieldides (CD11b*) negativas para o marcador de

macrofagos F4/80.
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Figura 10 - Frequéncia de leucdcitos infiltrantes tumorais determinada por citometria de fluxo.
Ap0s disseccdo, os tumores foram digeridos com colagenase e as suspensdées de células marcadas
com anti-CD45, anti-CD11b e anti-F4/80. A esquerda um representativo da andlise realizada no
programa FlowJo (médiatSEM) e a direita a representacdo grafica da quantificacdo desta

fenotipagem. A analise estatistica foi realizada por Teste t.

4.1.5 A SW aumenta significativamente a leucocitose no baco

Ja foi mostrado anteriormente que os tumores TC-1, bem como tumores cervicais em
pacientes, exibem efeitos sistémicos nas células do sistema imunolégico (Mabuchi et al., 2014;
Stone, Rossetti, Lima, et al., 2014; Alvarez et al., 2017). Deste modo, na busca de evidéncias dos
efeitos sistémicos causados pelo estabelecimento do tumor e pelo tratamento com SW, os bacos
dos animais foram dissociados mecanicamente, as hemacias foram lisadas e a suspencdo de
células nucleadas resultante foi utilizada para contagem em camera Neubauer e para
imunofenotipagem. Houve um aumento significativo na celularidade, evidenciando possivel

esplenomegalia nos animais tratados com SW.



56

Na imunofenotipagem foram observadas diferencas nos compartimentos linfoide e
mieldide nas células do baco de animais tratados em relacdo ao grupo controle, observadas na
figura 11. Podemos observar na figura 11B uma diminui¢ao de células T CD8*, sugerindo uma
diminuicdo de células citotéxicas. Em relacdo as populacbes mieldides, ambos os grupos
portadores de tumor tiveram frequéncias significativamente maiores de células CD11b*Ly6C**
Ly6G* no bago do que os controles naive. Entre os camundongos portadores de tumor tratados
com SW e PBS, observou-se que os animais tratados com SW tinham uma frequéncia
significativamente maior de esplendcitos CD11b*Ly6C*Ly6G** (FIGURA 11C). Estas populag¢des
mieldides foram descritas na literatura como células mieloderivadas supressoras monociticas ou

granulociticas (Tcyganov et al., 2018).
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Figura 11 - Fenotipagem do bago de camundongos naive e com tumor tratados com SW ou com
veiculo. (A) Os bacos dos camundongos foram mecanicamente dissociados e as supressdes
celulares foram contadas na cdmara de Neubauer. As suspenc¢des de células dos bacos de
camundongos portadores de tumor (tratados com SW ou PBS) ou naive foram marcadas com
anticorpo anti-CD8 (B), com anti-CD11b, anti-Ly6C e anti-Ly6G (C) e adquiridas no citbmetro de
fluxo. A esquerda um representativo da analise realizada no programa FlowJo (médiatSEM) e a
direita a representacdo grafica da quantificacdo da fenotipagem. Dados referentes a 3
experimentos independentes com n=3 animais por grupo. A analise estatistica foi realizada por

One-Way ANOVA e Tukey.

Interessantemente, em camundongos naive, o tratamento com SW diminuiu a
frequéncia geral de células CD11b*, mas nenhuma mudancga nas subpopulac¢des de Ly6C e Ly6G
foi observada (FIGURA 12B). Mais que isso, com o tratamento ocorre um aumento de células T

CD8* no baco, diferentemente do observado nos animais com tumor (FIGURA 12A). Estes
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resultados mostram que em camundongos portadores de tumor, a SW potencializou os efeitos

sistémicos desencadeados pelo tumor, entretanto ndo tem efeito isoladamente.
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Figura 12 - Fenotipagem do bago de camundongos livres de tumor tratados com SW e com
veiculo. As suspencdes de células dos bacos foram preparadas por dissociacdo mecanica e foram
marcadas com anticorpo anti-CD8 (A), com anti-CD11b, anti-Ly6C e anti-Ly6G (B) e adquiridas no
citdmetro de fluxo. A esquerda um representativo da andlise realizada no programa FlowJo
(médiatSEM) e a direita a representacdo grafica da quantificacdo da fenotipagem. Dados
referentes a um experimento com n=3 por grupo. A andlise estatistica foi realizada por Teste t,

onde p<0.05.
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4.1.6 O tratamento com SW promove a supressao de células T através de MDSC

Tendo em vista que o tratamento com SW coopera com o tumor para o acimulo de células
mieldides no bago dos animais com o fenétipo potencialmente supressor, resolvemos comprovar
se tais células realmente apresentam atividade supressora sob a proliferagao de linfécitos T. Para
isto as células CD11b* do baco dos animais foram enriquecidas por selecdo magnética e colocadas
em co-cultivo com linfécitos T previamente marcados e estimulados. E o efeito inibitério das
células mieléides foi avaliado por citometria de fluxo. Observamos que esplenécitos do grupo
tratado com SW inibiram significativamente a proliferacao de células T em compara¢dao com os
outros grupos (FIGURA 13A). Entretanto, esplendcitos de camundongos naive tratados com SW
aumentaram a proliferacao de células T CD8*, ao invés de inibir (FIGURA 13B). Esses resultados
indicaram que a SW potencializa o ambiente supressivo causado pelos tumores TC-1,

aumentando a populacdo de células mieldides supressoras.
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Figura 13 - Ensaio de supressao da proliferacao de linfocitos T por MDSC. Esplendcitos CD11b*
enriquecidos de camundongos naive ou portadores de tumor tratados com SW ou PBS foram co-
cultivados por 4 dias com células T virgens previamente marcadas e estimuladas, na proporcao
de 1: 4. As células T foram marcadas com Cell Dye e estimuladas com 10 ng/ml de PMA e 1 mg/ml
de lonomicina (Pl). Apds coletadas, as células foram marcadas com anti-CD4 e anti-CD8 e
analisadas por citometria de fluxo, utilizando um FACSCAnto, onde, pelo menos, 10.000 eventos
foram adquiridos. Um total de 3 animais foram analisados por experimento em triplicatas. Dados
referentes a um experimento. (A) Ensaio de supressdo da proliferacdo de células T com células de
baco CD11b* de camundongos portadores de tumor. A andlise estatistica foi realizada por One-
Way ANOVA e Tukey. (B) O mesmo ensaio utilizando esplenécitos de camundongos livres de

tumor tratados com SW. A analise estatistica foi realizada por Teste T, onde p<0.05.
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4.1.7 A imunossupressao exacerbada causada pelo tratamento terapéutico com SW pode estar

relacionada com alteragdes na ativa¢ao de vias de sinalizagdo intracelulares nos esplendcitos

As atividades de STAT3 e NF-kB foram associadas a diferentes fendtipos de leucdcitos e
respostas antitumorais (Wang et al., 2014). Sendo assim foram preparados lisados celulares de
esplendcitos de camundongos naive ou portadores de tumor tratados com SW ou PBS e estes
foram testados por western blotting para ambas as vias de sinaliza¢des citadas acima. Esta
caracterizacdo mostrou que houve maior expressdao de fosfo-STAT3 nos esplendcitos de
camundongos portadores de tumor em relagdo aos naive, independentemente do tratamento
com SW. Por outro lado, a expressdo de fosfo-p65 NF-kB nos esplendcitos foi menor em
camundongos portadores de tumor tratados com SW, do que em camundongos com tumor
tratados com veiculo, e mesmo inferior a expressdo observada em esplendcitos de camundongos

naive (FIGURA 14).
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Figura 14 - Western blotting mostrando a expressao de fosfo (p) e total de NF-kB e STAT3 em
lisados de bago. A B-actina foi usada como controle. Preparagdes de bago de 3 camundongos
diferentes por grupo foram usadas neste experimento. O grafico a direita mostra as razoes de
expressao calculadas da seguinte forma: o valor densitométrico de cada banda foi dividido pelo
respectivo valor de densitometria de B-actina para normalizar a expressdo de cada uma das
proteinas; os valores normalizados de p-NF-kB foram divididos por valores normalizados de NF-

kB, e o mesmo foi feito com STAT3.
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4.2 CARACTERIZAGAO DA TRIPTASE DE MASTOCITOS EM TUMORES ASSOCIADOS AO HPV

4.2.1 Avaliagao da expressao de Triptase pela linhagem celular PT-18

Os mastodcitos estdo descritos na literatura como células amplamente distribuidas e
encontradas em diversos tecidos e de diferentes origens. E podem ser classificados como
produtores de Triptase, produtores de Quimase ou produtores de ambas as enzimas.

Para que se tornasse viavel a caracterizacdo do papel da triptase na progressdo tumoral,
fez-se necessario a criagdo de um modelo de estudo. Resolvemos utilizar a linhagem celular
murina PT18 para avaliar os efeitos da interacdo dos mastdcitos com as células tumorais, tanto in
vitro, como in vivo. Para isto, o primeiro fator que fomos investigar foi a expressdo de Triptase,
nosso alvo em questao, por esta linhagem. Duas técnicas foram empregadas, Western Blotting

(FIGURA 15) e Imunofluorescéncia (FIGURA 16).
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Figura 15- Avaliagcdo da expressao de triptase pela linhagem celular PT18. Western blotting para
triptase em linhagens de células tumorais derivadas de tumores do colo uterino, C33A, Hela e
SiHa, de cancer de mama MFC7, de queratindécitos imortalizados HaCat, queratindcitos primarios

PHK, células tumorais TC-1, lavado peritoneal de camundongos C57Black/6 (per) e células PT-18.

Por Western Blotting, a expressao da Triptase foi evidenciada por uma banda especifica
com aproximadamente 30 KDa, que apareceu apenas nas amostras de lisados de PT18 e do lavado
peritoneal de camundongos, como era de se esperar, ja que este contém mastdcitos entre outras

células.
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Figure 16- Imunodetec¢do de triptase por imunofluorescéncia. Células PT18 foram
sedimentadas em laminas através de Cytospin, foram fixadas com formaldeido, permeabilizadas
com metanol e bloqueadas com PBS com SFB e anticorpo Fc block. As células foram entao
marcadas com anticorpo anti-triptase e em seguida com anticorpo secunddrio, anti-mouse I1gG
Alexa 488. As laminas foram finalizadas com meio de montagem contendo DAPI. (A) Expressdo
de triptase pelas células PT18. (B) Controle negativo, apenas o anticorpo secundario sem o

primario anti-triptase.

Através da imunofluorescéncia foi possivel visualizar a co-localizacdo da expressao da
Triptase, que como o esperado aparece em granulos citoplasmaticos. Em azul fica evidenciado o

nucleo das células.

4.2.2 Avaliagao dos marcadores de superficie da linhagem PT-18 por citometria de fluxo

Ainda visando a padronizagao dos experimentos in vitro, foi avaliada a expressao de
marcadores de superficie para mastécitos pela PT18, na busca de um bom marcador que pudesse
diferenciar estas células das células tumorais (TC-1) em ensaios de co-cultura. Como o esperado
esta célula se mostrou competente a expressar dois marcadores tipicos de mastécitos, como o
receptor de IgE — FcERI (FIGURA 17A) e c-kit — CD117 (FIGURA 17B). Como o esperado, estas
células ndo apresentaram expressdao do marcador comum de células mieldides CD11b (FIGURA
17C). Curiosamente, esta linhagem demonstrou uma expressdo heterogénea do marcador

comum para leucdcitos CD45 (FIGURA 17D).
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Figura 17 — Expressdo de marcadores de superficie pela linhagem PT18. Foram marcadas 10°
células com os anticorpos separadamente nas suas devidas titulacdes por 20 minutos em gelo.
Ap0sisso, foram lavadas e adquiridas no citometro de fluxo (FACSCANTO Il). A analise foi realizada
no software FlowJo. (A) Expressao de FcERI. (B) Expressao de CD117. (C) Expressao de CD11b. (D)
Expressdao de CD45. Em rosa estdao representadas as células ndao marcadas e em azul marcadas
com o anticorpo indicado. Representativo de um experimento realizado em triplicatas por

marcador.

4.2.3 Avaliagao do perfil de expressao de receptor PAR-2 por linhagens celulares

Ainda na busca da padronizacdo de um modelo de estudo da interagcdo mastdcito/célula
tumoral, decidimos investigar o perfil de expressao do receptor PAR-2, cujo o qual a triptase atua.
Sendo assim realizamos um ensaio de Western blotting diferentes linhagens e em diferentes
estagios de tumorigénese, contendo PHK (queratinécito primario), HACAT (queratindcito

imortalizado) e células transformadas HPV* e HPV" (FIGURA 18).
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A linhagem TC-1 murina, modelo bem caracterizado e muito utilizado em nosso
laboratério, apresentou um nivel consideravel de expressdao do receptor se mostrando ser uma

candidata promissora na padronizagdo deste modelo de estudo.

Interessantemente, os queratindcitos primarios apresentaram o menor nivel de expressao
dentre as células testadas, enquanto que os queratinécitos transformados e imortalizados
apresentaram maior nivel de expressdo. Isto poderia sugerir um possivel papel do receptor no

processo de imortalizagao celular.
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Figura 18 - Avaliagdo da expressiao de PAR-2 por queratindcitos. Western blotting para o
receptor PAR-2 em linhagens de células tumorais derivadas de tumores do colo uterino, C33A
(HPV-), HeLa/SW756 (HPV18), SiHa/Caski/TC-1 (HPV16), e de cancer de mama MFC7. O grafico a
direita mostra as razées de expressao calculadas da seguinte forma: o valor densitométrico de
cada banda foi dividido pelo respectivo valor de densitometria de B-tubulina para normalizar a

expressao de cada uma das proteinas.

4.2.4 Padronizacdo do modelo de esferdides de co-cultura de PT18 e TC-1 in vitro para avaliar o

papel da Triptase no crescimento tumoral

Foram estabelecidas oncoesferas, culturas tridimensionais de células tumorais, para o
estudo da interacdo entre mastécitos e células tumorais. Este modelo se torna interessante, ao

passo que mimetiza diferentes caracteristicas naturais dos tumores, como aumento da expressao
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de genes cujos produtos estdo envolvidos no metabolismo glicolitico e formacdo de centro
necrético (Wenzel et al., 2014). O protocolo foi estabelecido e utilizado com diversas variacGes
para diferentes finalidades, como por exemplo a adigdo dos mastécitos a esferoides pré-formados
de TC-1, ou a adicdo conjunta no momento da geracdo dos esferoides. As quantidades de células
também foram mexidas na busca de uma melhor condi¢do. Além disso, os esferoides foram feitos
na presenga ou auséncia de IL-3 recombinante, devido a necessidade desta citocina para

manutencado das células PT-18.

Na figura 19A podemos observar a aparéncia dos esferéides de TC-1, em 19B a adi¢do de
PT18 a esferdides de TC-1 previamente montados e por fim em 19C apenas a linhagem PT18 que

foi utilizada como controle dos experimentos.

-

Figura 19- Esferdides de TC-1. Para a geracdo dos esferdides de TC-1, as células foram cultivadas
5.103 ou 15.103 células TC-1 sobre um colchdo de 1% de agarose em placas de 96 pogos por 24
horas em meio RPMI/SFB 10%. No segundo dia foram adicionadas as células PT18 na proporg¢io
1:1. (A) Esferdide de TC-1 apds 72 horas de cultivo. (B) Esferdide de TC-1 com PT18 apés 72 horas

de cultivo. (C) Cultura de PT18 apenas com 48 horas com IL-3 recombinante.

Para verificar se os mastdcitos sdo capazes de migrar para o interior da esfera de TC-1,
células da linhagem PT18 foram marcadas com CFSE e foram adicionadas aos esferoides de TC-1
previamente formados. Fotos do campo claro e fluorescente foram tiradas e sobrepostas. O que
se pode observar é que os mastdcitos infiltram os esferdides de TC-1, sugerindo uma interacao

entre estes dois tipos celulares (FIGURA 20).
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Figura 20 - Ensaio de infiltracdo de mastdcitos (PT18) nos esferdides tumorais de TC-1. Os
mastocitos foram marcados com CFSE conforme as instru¢des do fabricante. Parte destas células
foi adquirida no FACSCanto Il para comprovar a homogeneidade da marca¢do e analisadas no
software FlowJo (esquerda). Em rosa as células ndo marcadas e em azul as células marcadas com
CFSE. Apds isto, 5.10% foram adicionadas por poco contendo o esferdide de TC-1 pré-formado. As
fotos dos campos claros e fluorescentes foram tiradas no microscépio Nikon Eclipse Ti-E invertido
apos 24 de incubagdo a 37°C e 5% de CO,. A sobreposi¢ao das imagens foi realizada no software

Imagel (direita).

4.2.5 Ensaio de desgranulagdo de PT18 em esferdides de co-cultura com TC-1

Para que fosse possivel padronizar um modelo para verificar o papel da triptase na
progressao tumoral, a desgranulacdo destes mastdcitos precisava ocorrer de maneira efetiva.
Inicialmente pensamos em um modelo de secrecdo de triptase que utilizasse a sensibilizacdo
destes mastécitos com anticorpos IgG. Entretanto verificamos que a célula tumoral é capaz de
ativar o mastocito por algum mecanismo independente da sensibilizacdo com anticorpos. Neste
experimento os esferoides foram gerados novamente na razdo 1:1 de TC-1/PT18, incubados por

72 horas e a deteccdo de B-hexosaminidase foi realizada por teste colorimétrico (FIGURA 21).
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Figura 21 — Desgranulagao independente de anticorpos. Neste ensaio a gera¢do dos esferdides
TC-1 foi realizada ja na presenca ou auséncia de PT18, o controle negativo foi apenas PT18. No
terceiro dia, os controles positivos receberam um tratamento com veneno de L. gaucho (30
ug/poco) por uma hora. Apds a incubagdo o sobrenadante foi transferido para pogos vazios e o
pellet restante foi lisado com uma solugao de 0,5% de Triton X-100. Entdo foi adicionado o
substrato (1.3 mg/ml) em toda a placa e esta foi incubada por 16 horas a 37°C. No dia seguinte o
ensaio foi revelado com solucdo Glicina pH 2.8 e a D.O. foi lida a 405 nm. Média de dois

experimentos realizados com triplicata amostral.

Utilizando entdo o mesmo protocolo, foi averiguado em quanto tempo da co-cultura o
fenbmeno de desgranulacdo comec¢a a acontecer. O resultado deste experimento pode ser
verificado na figura 22. De fato, a cultura demora 7 horas para que o efeito da liberacdo dos
granulos da PT18 comece a acontecer. Possivelmente este deve ser o tempo que as células

tumorais necessitam para condicionar o meio de cultivo.
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Figura 22 - Cinética de desgranulacdao dos mastdcitos na presenga de TC-1. Este experimento foi
realizado de forma semelhante ao experimento anterior, entretanto foi verificada a liberagao de
B-hexosaminidase em diferentes tempos (7 horas, 5 horas e 3 horas de co-cultura). 2X representa
que o dobro de células também foi testado como controle negativo. Dados referentes a um
experimento com triplicatas amostrais por condicdo. Estatistica realizada por One-Way ANOVA e

Tukey, onde p>0,05.

4.2.6 Ciclo celular de esferdides de co-cultura de PT18 com TC-1

A fim de avaliar se além de manter a viabilidade da TC-1, o co-cultivo com células PT18
acelera o ciclo celular da célula tumoral, realizamos um protocolo muito similar com o citado no
item acima, entretanto a marcacao com DAPI visou observar as diversas etapas do ciclo celular,
gue foram avaliadas em 72 e 96 horas de cultivo. Ndo foi possivel verificar nenhuma diferenca
significativa nas fases do ciclo celular em nenhum dos tempos avaliados (FIGURA 23A e B). Nos
dois tempos avaliados a PT18 quando cultivada sozinha aparece em sub G1, enquanto que a PT18

em co-cultivo tem praticamente 0% de células em sub G1 (dados ndo mostrados).
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Figura 23 — Cinética de crescimento dos esferoides tumorais com mastdcitos e ciclo celular.
Ap0s o periodo de incubacdo indicado os esferoides foram submetidos a digestdao. Uma aliquota
das suspensdes obtidas foi usada para contagem de células e o restante foi utilizado para
marcacdao com anticorpo anti-FcERI para quantificar os mastdcitos por FACS e desta forma
qguantificar as células TC-1 das co-culturas também. Adicionalmente, estas células foram
marcadas com DAPI na concentragdo de 10 pug/mL. (A) Fases do ciclo celular da TC-1 sozinha ou
em co-cultivo com PT18 no tempo de 72 horas de cultura. (B) Fases do ciclo celular da TC-1 sozinha
ou em co-cultivo com PT18 no tempo de 96 horas de cultura. Dados de apenas um experimento

com triplicata amostral.

4.2.7 Teste de viabilidade com cristal violeta de co-cultura de PT18 com TC-1 em monocamada

Para confirmar o efeito da PT18 na viabilidade celular e proliferagao da TC-1 o ensaio de
viabilidade com cristal violeta foi empregado. Este ensaio foi possivel de ser realizado devido ao
fato da PT18 crescer em suspensdo e a TC-1 ser aderente. Portanto depois de 72 horas de cultivo
foi possivel eliminar os mastdcitos por 3 lavagens sequenciais. Entdo parte da cultura foi
tripsinizada e utilizada para contagem com Trypan, enquanto a outra parte foi corada por cristal
de violeta e solubilizada com metanol para o teste colorimétrico. Na figura 24 a esquerda é
perceptivel que a TC-1 cresceu mais rapidamente na presenca dos mastoécitos. O que corrobora

com os dados colorimétricos do cristal violeta (FIGURA 24 a direita).
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Figura 24 - Teste de viabilidade com cristal violeta de co-cultura de PT18 com TC-1 em
monocamada. Foram cultivadas 2.103 células TC-1 na presenca ou auséncia de PT18 na razdo 1:1
em placas de 96 pocos. Apds 72 horas, as células receberam 3 lavagens sequenciais com PBS para
tirar todos os mastdcitos da cultura. Entdo parte das células foram recuperadas para a contagem
com trypan com tripsina. O restante foi utilizado para a coloragao com uma solugao de cristal
violeta 0,5%. Foi adicionado entao metanol para solubilizar as amostras e estas foram lidas a 570
nm. (esquerda) Contagem com azul de Trypan. (direita) Teste de viabilidade com cristal violeta.

analise estatistica foi feita por teste T, com intervalo de confianga de p<0,05.

Sabendo que os mastdcitos podem induzir a proliferacdo de células tumorais na razdo de
1 células tumoral para 1 mastécitos, resolvemos investigar se o mesmo acontece com
guantidades mais reduzidas de mastdcitos devido ao fato de que esta célula é pouco abundante
no infiltrado inflamatdrio de tumores. O que observamos é que o efeito é perdido a partir de 1:2,
evidenciando assim que a concentracao de mastécitos é importante, pelo menos neste modelo

(FIGURA 25).
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Figura 25 - Teste de viabilidade com cristal violeta de co-cultura em monocamada com
diferentes razdes de TC-1/PT-18. Os esferdides foram preparados em diferentes razbes TC-
1:PT18 ou apenas TC-1. Apds 72 horas, as células receberam 3 lavagens sequenciais com PBS para
tirar todos os mastdcitos da cultura. Entdo as células foram coradas com uma solucdo de cristal
violeta 0,5%. Foi adicionado entao metanol para solubilizar as amostras e estas foram lidas a 570

nm. Dados de apenas um experimento com triplicata amostral.

4.2.8 Avaliagao do efeito in vivo dos mastdcitos no crescimento de tumores TC-1 em

camundongos RAG1-/-

A fim de avaliar o papel dos mastdcitos, mais especificamente da triptase, no crescimento
de tumores TC-1, células tumorais ou em co-cultura com mastécitos foram injetadas
subcutaneamente no flanco lateral de camundongos C57BI6 RAG1-/-. Parte dos animais injetados
com ambas as células foram tratados por uma semana com Cromolyn (inibidor de desgranulacdo)
a partir do momento que os tumores se tornaram palpaveis. O crescimento dos tumores injetados
com mastocitos ocorreu muito mais rapidamente do que os que foram injetados apenas com as
células tumorais, como pode ser observado na Figura 26. Aparentemente o farmaco Cromolyn

ndo teve efeito algum inibindo o crescimento tumoral.
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Figura 26 — Cinética de crescimento de tumores TC-1 e TC-1/PT18. Foram injetadas 10° células
TC-1 apenas, ou com a razao 1:1 de PT18 no flanco direito de camundongos C57BI6 Rags.
Conforme o tumor foi crescendo as medidas foram tiradas com auxilio de um paquimetro. Dados

representativos de um total de 2 experimentos (n=3 por grupo).

Outro dado interessante deste experimento, é que houve um aumento significativo na
porcentagem de células endoteliais (CD31*), que pode representar um aumento na angiogénese
tumoral, o que pode explicar o crescimento mais acelerado destes tumores. Além disso,
observamos um aumento significativo também no infiltrado inflamatério de leucdcitos, como o
esperado, sendo o mastdcito uma célula responsavel pelo recrutamento de leucécitos. Mais uma

vez nao foi observado nenhum efeito significativo com o tratamento com Cromolyn (Figura 27).
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Figura 27 — Avaliagao das células endoteliais e leucdcitos totais por FACS. Apds 25 dias, os
animais (n=3 por grupo) foram sacrificados e os tumores foram retirados e digeridos com o
protocolo padrao de colagenase. Entdo as suspensdes de células obtidas foram coradas com anti-
CD45 APC e anti-CD31 biotina/estrepto-avidina PECy7. Por fim as células foram adquiridas no
FASCANTOII e as porcentagens de células endoteliais e do infiltrado inflamatdrio total foram

dispostas no grafico. A analise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA e Tukey.
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5. DISCUSSAO

O cancer cervical é um dos tipos mais frequentes de cancer em mulheres de paises em
desenvolvimento. Uma condicdo necessaria para o desenvolvimento deste tipo de tumor é a
infeccdo persistente por um tipo de alto risco oncogénico de Papilomavirus Humano. Estes sdo
virus epiteliotrépicos que infectam pele ou mucosas. Com isso, observam-se além dos tumores
do colo uterino, outros tipos de tumores associados a infeccdo por HPV: anais, penianos,

orofaringeos, vulvares e vaginais.

Um trabalho anterior de nosso laboratério teve como objetivo identificar alvos
moleculares especificos em tumores do colo uterino tanto na populagdo de células que
expressam oncoproteinas virais, como em outras populagdes que compdem o tumor, como
células endoteliais e do infiltrado inflamatério. Com isso pretendiamos encontrar moléculas
especificamente expressas na superficie destas células que sirvam tanto como marcadores dos
tumores e suas populagdes, como também, sirvam como alvo direto para terapia ou como
enderecamento de terapias indiretas. O método escolhido para a busca destes alvos foi Peptide

Phage Display.

Dentre os alvos encontrados, podemos destacar a a-Manosidase, a Triptase e o Lethal
Giant Larvae, que ja possuem dados na literatura relacionando estas moléculas com
malignidades. Dando continuidade ao estudo, observamos que a enzima a-manosidase é
expressa em linhagens celulares derivadas de tumores do colo uterino, e também na cérvice
uterina, onde hd aumento da expressdo dessa enzima em correlagdo positiva com o grau de lesdo,
sendo a expressdo maxima em cancer. Interessantemente, ndo observamos aumento da
expressdo da proteina/célula, mas sim, do niumero de células positivamente marcadas, incluindo
células do infiltrado inflamatério. Sendo a expertise de nosso laboratério trabalhar com
imunomodulacdo do infiltrado inflamatdrio, consideramos a a-manosidase um alvo interessante
para se trabalhar. Além disso, resolvemos trabalhar com a Triptase por ser produzida por

mastdécitos, componente celular comum do infiltrado inflamatério deste tipo de tumores.
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5.1 INIBICAO DE a-MANOSIDASE Il EM MODELO DE TUMORES ASSOCIADOS AO HPV16

Para compreender o papel da enzima a-manosidase, em tumores associados ao HPV,
optamos por utilizar o inibidor Swainsonina. Desde a década de 80 o SW tem sido relatado como
um agente antitumoral promissor. E um inibidor eficaz tanto de a-manosidase lisossémica quanto
da a-manosidase Il de Golgi (Gerber-Lemaire e Juillerat-Jeanneret, 2010). SW em terapias de
cancer tem sido associado ao bloqueio da produgdo dos complexos B1,6-ramificados N-glicanos
ligados (Wrodnigg et al., 2008). De fato, a expressao destes na superficie celular foi associada ao
fendtipo maligno (Fuster e Esko, 2005). Portanto, as vias de glicosilagdo sdo um alvo promissor
para novas terapias contra o cancer. Integrinas, receptores e ligantes de matriz extracelular
exibem um padrdo alterado de glicosilacdo N-ligada em células que foram submetidas a uma
transformacdo maligna (Janik et al., 2010). Além disso, hd um crescente niumero de evidéncias
que sugerem que as células tumorais, que superexpressam algumas glicosiltranferases,
sintetizam glicanos que facilitam processos como invasao e metdstase (Fuster e Esko, 2005; Zhao
et al., 2008).

A SW mostrou reduzir a invasao de células tumorais em ensaios de cancer em humanos
de Fase | e aumentar as defesas antitumorais naturais do corpo, tais como células assassinas
ativadas por linfocinas (LAK) e citotoxicidade de células assassinas naturais (NK) (Galustian et al.,
1994; Goss et al., 1994).

Em inumeros estudos realizados em camundongos in vivo, é perceptivel o potencial de
retardar o crescimento tumoral de diferentes linhagens de canceres humanos, tais como: HepG2,
SMCC7721, Huh7 e MHCC97-H de hepatocarcinoma (You et al., 2012), Eca-109 de carcinoma
escamoso de esdfago (Liet al., 2012) e PC-3 de cancer de préstata (Beheshti Zavareh et al., 2012).

Além disso, dados da literatura mostraram que SW pode ativar células do sistema
imunoldgico, incluindo macroéfagos, células NK e células T CD8. Nossos dados corroboram com
essas observagdes, uma vez que mostramos que o tratamento com SW de animais naive, aumenta
a frequéncia de células T CD8 no baco e pode modular parcialmente macréfagos associados a
tumores do modelo TC-1. Essa observacdo foi particularmente interessante para o nosso
laboratério, uma vez que estamos investigando o microambiente tumoral no cancer cervical

(Alvarez et al., 2017).
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As células mieléides tém um papel bem estabelecido no microambiente tumoral. No caso
de tumores cervicais especificamente, tem sido demonstrado na literatura que ha um aumento
do nimero de macrdéfagos e isto é proporcional a progressdo da lesdo (Hammes et al., 2007
Mazibrada et al., 2008). Estes macréfagos associados a tumores (TAMs) ndao expressam iNOS
(Kobayashi et al., 2008) podendo ser macréfagos alternativamente ativados (Gordon e Martinez,
2010). Dados de nosso laboratério mostram que em modelo experimental de tumor associado ao
HPV16, ha recrutamento de macroéfagos com caracteristicas supressoras da resposta imune,
capazes de induzir diferenciacdo de células T reguladoras. Além disso, sdo as células mais
abundantes no infiltrado inflamatério deste tipo de tumores e possuem resisténcia a ativacdo por
IFN-y e LPS (Lepique et al., 2009).

Uma das nossas observagdes interessantes foi que a SW poderia reduzir a secregao de
CCL2 pelos TAMs, uma vez que os TAMs expressam mais CCL2 no microambiente do que células
tumorais (Stone, Rossetti, Bolpetti, et al., 2014). Além disso, tem sido descrita a importancia desta
guimiocina no recrutamento de mondcitos para o microambiente tumoral (Pahler et al., 2008).
Além disso, a SW poderia neutralizar os efeitos estimulatérios do tratamento com IFN e LPS na
indugao da secregao de IL-10 e IL-6 pela TAM. Ambas as citocinas foram associadas a supressao
das respostas das células T (Heusinkveld et al., 2011; Kubota et al., 2017).

Estes resultados nos levaram a testar o efeito SW no crescimento do tumor TC-1 in vivo.
Para nossa surpresa, o crescimento do tumor foi significativamente aumentado em camundongos
tratados com SW. Curiosamente, o efeito da SW no crescimento do tumor pareceu ser indireto,
através do aumento na frequéncia de mieldides no baco de camundongos portadores de tumor.

Analisando esta populacao de células mieléides encontramos um dado interessante.
Existe um aumento na populacdo de células mieldides Ly6C'Ly6G**, usualmente caracterizadas
como células mieloderivadas supressoras, nos camundongos com tumor quando comparados
com os animais naive, mas um aumento ainda mais é observado nos animais com tumor tratados
com SW. Estas células atuam suprimindo a resposta antitumoral tanto da imunidade inata, como
da adaptativa (Safarzadeh et al., 2018). Atuando de diferentes formas, como suprimindo a

proliferacdo de células T através da deplecdo de aminodacidos essenciais para proliferacdo e
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ativacdo de células T (Baniyash, 2016), bem como produzindo moléculas indutoras de fendtipo
de regulador em linfdcitos, como IL-10 e TGF-B (Bronte e Zanovello, 2005).

As células mieloderivadas supressoras (MDSCs) sdao uma popula¢do heterogénea de
células imaturas com origem granulocitica ou monocitica (Meirow et al., 2015). Em camundongos
sdo encontradas duas populagbes distintas de MDSCs, as polimorfonucleares/granulociticas
(PMN-MDSCs), que possuem o fendtipo CD11b*Ly6G*Ly6C" ", e as monociticas (MO-MDSCs) com
fendtipo CD11b*Ly6G"Ly6CMa" (Mandruzzato et al., 2016). Evidentemente, PMN-MDSC e MO-
MDSC sdo fenotipicamente semelhantes aos neutrofilos e mondcitos, respectivamente, apesar
de ter algumas diferencas notaveis. Por exemplo, PMN-MDSCs comparados aos neutrofilos tém
menos granulos e diminuicdo da expressdio de CD16 e CD62L (Bronte et al., 2016).
Aparentemente, a populacdo que observamos aumentada em nosso estudo, possivelmente
representa PMN-MDSCs.

Em um estudo realizado com células retiradas da medula éssea de humanos, notou-se que
o tratamento in vitro com SW suprimiu a diferenciacdo completa de mielécitos em neutrdfilos
por G-CSF (Misago et al., 2000). Estes dados podem se complementar, sugerindo que SW
intervém no processo de diferenciacdao e acaba por induzir este fendtipo supressor na geragao de
células granulociticas, combinado ao fato das células TC-1 produzirem G-CSF.

Os tumores cervicais exibem efeitos sistémicos no sistema imunolégico, estes sdo
desencadeados, por exemplo, por citocinas como G-CSF que promovem leucocitose por
sinalizacdo através de STAT3 (Mabuchi et al., 2014; Kawano et al.,, 2015). Em modelos
experimentais de tumores, é descrito um aumento na proliferacao de células mieldides na medula
dssea e no baco de camundongos portadores de tumor em comparagcao com controles (Stone,
Rossetti, Lima, et al., 2014). Além disso, pacientes com neoplasia intraepitelial cervical exibem
um aumento na frequéncia de neutréfilos CD66b* de baixa densidade circulantes, indicando
novamente os efeitos sistémicos dessas lesdes, mesmo antes de progredir para o cancer (Alvarez
etal., 2017).

Aparentemente a SW esta potencializando a leucocitose ja causada por este tipo de
tumores, uma vez que animais naive tratados com a droga ndo apresentam este fenémeno.
Apesar dos resultados inesperados, consideramos este trabalho relevante, uma vez que SW tem

sido considerada uma droga para tratamento de cancer (Goss et al., 1994; Goss et al., 1997; Li et
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al., 2012), quando nds estamos mostrando que é necessario cautela para o uso dessa droga no

tratamento de tumores HPV*.

5.2 CARACTERIZACAO DA TRIPTASE DE MASTOCITOS EM MODELOS EXPERIMENTAIS DE
TUMORES ASSOCIADOS AO HPV16

Como dito anteriormente, um dos peptideos identificados em nosso estudo tem
similaridade a enzima triptase de mastdcitos. A triptase e a quimase sao serino-proteases ativas
pré-formadas e estdo armazenadas em grandes quantidades em granulos secretores de MCs
(Metcalfe et al., 1997), cujo papel angiogénico tem sido estabelecido (Ribatti et al., 2011). Em
particular, a triptase representa um dos mais potentes mediadores angiogénicos liberados por
MCs humanos apds sua ativacdo, e pode desempenhar um papel angiogénico através de varios
mecanismos (Moon et al., 2003). Esta enzima liga-se a receptores PAR-2 em outras células,
incluindo células tumorais (Cai et al., 2014), células endoteliais e outras células inflamatorias. No
microambiente tumoral, a atividade de triptase pode levar ao aumento da proliferacdao das células
tumorais, e aumento da angiogénese, o que indiretamente, também suporta a proliferacdo das
células tumorais (Ribatti et al., 2005; Strouch et al., 2010). Ou seja, esta protease estimula
diretamente a proliferacdo de células endoteliais vasculares, levando a um efeito angiogénico
direto. Ou efeitos angiogénicos indiretos, como demostrado por (Yoshii et al., 2005), em que a
triptase induz efeitos proliferativos mediados por PAR-2 na linhagem celular DLD-1 de carcinoma
do célon humano em MAP quinase e cicloxigenase (COX) de maneira dependente e a liberagdo
de IL-6 e do fator de estimulacdo de col6nias de granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) que, por sua

vez, atuam como fatores angiogénicos.

Sendo assim, resolvemos padronizar um modelo no qual pudéssemos estudar o papel
direto da triptase em células HPV*, e o método escolhido para este estudo foi o de esferoides
tumorais de células TC-1 e a linhagem PT18. De fato, nds observamos que mastécitos da linhagem
PT18 expressam triptase, assim como células de lavado peritoneal de camundongos, sendo essas
boas candidatas para o estudo, além de crescerem muito bem na presenca de interleucina-3, que
é produzida pelas células TC-1 (Stone et al., 2014). Nés mostramos também que células TC-1 além

de expressarem o receptor alvo da triptase (PAR-2), sdo capazes de induzir desgranulacdo de PT-
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18, de forma independente de anticorpo. Uma possivel explicacdo para esta ativacdo, seja pelo
fato da TC-1 produzir a anafilatoxina C5a (Stone et al., 2014), sendo esta uma das moléculas
capazes de ativar mastdcitos. Sugerindo esse ser um sistema promissor, pois parece se
retroalimentar. Entretanto os resultados sdo heterogéneos entre as repeticdes do mesmo
experimento, tanto em relagao a viabilidade das células TC-1, como ao ciclo celular. ATC-1 parece
fornecer condicdes 6timas para o crescimento da PT18. Quando colocada sozinha no colchdo de
agarose, a PT18 comec¢a a morrer em poucas horas mesmo com a adi¢do de IL-3. Tendo em vista
esta limitacdao do modelo dos esferoides de co-cultura de célula tumoral e mastécitos, resolvemos
olhar a proliferacdo em monocamada do co-cultivo através da metodologia do Cristal Violeta. E o
resultado nos deu a pista de que os mastdcitos estdo tendo efeito direto na proliferacdo das
células tumorais. Entretanto ndao podemos dizer se este efeito é devido a agdo da triptase, pois
ainda que TC-1 esteja apta para receber sinais da triptase, os mastdcitos produzem outros
diversos mediadores inflamatdrios, que poderiam estar atuando como sinais mitogénicos, tais

como IL-8 e histamina (Theoharides e Conti, 2004).

Pensando nos efeitos indiretos que a triptase pode causar no microambiente tumoral,
nossos resultados mostram que a co-inoculagdo de células TC-1 e PT18 em camundongos leva ao
crescimento tumoral mais acelerado dos tumores TC-1, do que quando injetamos células TC-1
sozinhas, sendo que o tratamento com Cromolyn incapaz de inibir tal efeito. E possivel que essa
resposta seja, pelo menos em parte, devido ao aumento de angiogénese, ja que os tumores com

PT-18 apresentam maior frequéncia de células CD31* (células endoteliais).

Outro dado interessante observado, é que queratinécitos primarios expressam menos
PAR-2 que queratindcitos imortalizados e transformados, o que nos levou a questionar se a
ativacdo de PAR-2 poderia participar da tumorigénese, principalmente na etapa de imortalizagao.
Sendo assim, surgiu a ideia de um projeto que esta sendo realizado no laboratério por um aluno
de iniciagcdo cientifica, no qual queratindcitos em diferentes estagios de malignidade por acao de
oncoproteinas do HPV serdo expostos a acdo de um peptideo agonista de PAR-2 e as alteracdes

na proliferacdo e no ciclo celular serdo avaliadas.

Importante ressaltar que nosso modelo ndo mimetiza idealmente as condi¢ées fisioldgicas

do microambiente tumoral, onde a populagcdo mastécitos constitui apenas de 4 a 6% das células
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encontradas nos tumores TC-1. Quando utilizamos diferentes razées de células tumorais para
mastdcitos, foi perceptivel que o efeito na proliferacdao das células tumorais sé ocorria quando
mastocitos estavam na razao 1:1 ou 1:2. Entretanto estes dados nao descartam a importancia dos
mastdcitos para o microambiente. Esta descrito na literatura que o receptor PAR-2 é ativado por
outras proteases como tripsina, por fatores de coagulagao do sangue (TF-Vlla e Xa), elastase de
neutrdfilos, calicreinas e por serino-proteases transmembranares como matriptase-1 e TMPRSS2
(Adams et al., 2011). Sendo assim outras células do microambiente podem fornecer fontes de
ativacao de PAR-2 e mesmo a proépria célula tumoral pode sinalizar por este receptor de forma
autdcrina. Desta forma, acreditamos que os mastdécitos devem atuar sinergicamente com outros
fatores citados. Usando este racional fizemos uma tentativa de nocautear o receptor PAR-2 nas
linhagens tumorais HPV* Hela e SiHa, utilizando a técnica de Crispr-Cas9, para verificar se a
auséncia do receptor traria prejuizos para a progressao tumoral. Infelizmente ndo obtivemos
sucesso nesta primeira tentativa. De qualquer forma, acreditamos que uma abordagem direta de
inibicdo de PAR-2 poderia ser uma op¢do terapéutica promissora, levando em consideragdo os

efeitos proliferativos e no processo de angiogénese causados por sua ativacao.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho buscou avaliar o papel de dois possiveis alvos terapéuticos para tumores
HPV* que apresentaram afinidade preferencial a linhagens de células tumorais cervicais e
tumores por Peptide phage display, a-manosidase e triptase, ambas enzimas produzidas

abundantemente no microambiente tumoral.

6.1 a-Manosidase

As conclusdes obtidas no estudo da inibicdo de a-manosidase por SW em tumores HPV16*
estdo descritas a seguir e resumidas em um esquema representativo do mecanismo de ac¢do do

farmaco (Figura 28).

- O tratamento com o inibidor farmacolégico de a-manosidase Il (Swainsonina — SW) nao

inibe a proliferagdo de células tumorais in vitro.

- Macréfagos associados a tumores (TAMs) quando tratados com SW sdo parcialmente
modulados apresentando um aumento da atividade de iNOS, aumento da expressao de
IFN-y e reduzindo a expressao de IL-10, IL-6 e CCL2. Entretanto a atividade de Arginase

ndo sofreu alteracdes com o tratamento.

- O tratamento com SW, ao contrdrio do esperado, acelerou o crescimento tumoral ao

invés de inibir.

- Tumores de animais tratados recrutam menos infiltrado inflamatdrio, que pode ser

devido a redugdo da expressao de CCL2.

- SW aumenta o acumulo de células mieldides no baco com fenétipo e atividade
supressora, além de diminuir a frequéncia de células T CD8". Efeito este apenas observado
em animais com tumores tratados, comprovando que a SW atua acentuando os efeitos

sistémicos causados por tumores HPV*.

- A atividade supressora das células mieléides do baco de animais com tumor tratados

pode se dar por uma reduc¢ao na ativacao de NF-kB.
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Figura 28 — Representagao esquemadtica do mecanismo de a¢do de SW no tratamento de
animais com tumores. SW potencializa o crescimento tumoral por acentuar o acimulo de MDSCs
no bago que inibem a proliferagdao de células T. As células T por sua vez sao importantes

ferramentas na resposta imunoldgica anti-tumoral.

6.1 Triptase

No caso da caracterizacao da triptase, optamos por observar a interacdo de mastécitos
com as células tumorais em experimentos in vitro e in vivo, sendo as conclusdes obtidas descritas

abaixo:

- A linhagem de mastdcitos PT-18 se apresentou competente para a expressao de triptase, além

de apresentar os marcadores classicos CD117 e FcERlI.

- Observamos diferentes niveis de expressao do receptor de triptase PAR-2 em linhagens tumorais
e em queratindcitos imortalizados e primarios. Sendo que os queratindcitos primarios
apresentaram menor nivel de expressao quando comparados com o restante dos tipos celulares,

sugerindo que PAR-2 pode ter um papel importante no processo de imortalizagao.

- Em cultura de monocamada, os mastdcitos induzem a proliferacdo das células tumorais nas

proporcoes 1:1 e 1:2 (TC-1:PT-18).



86

- Quando injetadas TC-1 e PT-18 conjuntamente, na propor¢do de 1:1, em camundongos RAG1-/-
observamos um crescimento mais acelerado dos tumores. Este crescimento pode ser explicado
em partes por um aumento da angiogénese tumoral, evidenciado pelo aumento da frequéncia de

células CD31".
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7. CONCLUSOES FINAIS

v' Embora os tumores associados ao HPV ainda acometam homens e mulheres,
principalmente em paises em desenvolvimento e solugbes terapéuticas sejam
importantes, nossos dados sugerem que a Swainsonina ndao deve ser utilizada como
potencial droga terapéutica para estes pacientes. O tratamento de animais com tumores
relacionados ao HPV16 com a droga parece ter um efeito indesejavel de exacerbac¢do da
imunossupressao através do aumento e acuimulo de MDSCs, promovendo a progressao

tumoral ao invés de ser protetivo.

v' Os mastdcitos, em nossos modelos, apresentaram atividades pré-tumorais tais como
aumento da proliferacdo de células tumorais, bem como um aparente aumento na
angiogénese. Entretanto nosso modelo ndo simula as condi¢Ges fisioldgicas do
microambiente tumoral. Sendo o receptor PAR-2 ativado por uma vasta gama de
proteases, acreditamos que os mastécitos tém seu papel, mas devem atuar
conjuntamente com outros fatores para ter um efeito mais robusto. Sendo assim, parece

uma ideia mais promissora inibir o receptor do que a triptase propriamente dita.
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Swainsonine, an alpha-mannosidase inhibitor, may worsen cervical cancer progression
through the increase in myeloid derived suppressor cells population

Swainsonine may promote cervical cancer progression

Ana Paula Lepique
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Cervical cancer, which is caused by high oncogenic risk Human Papillomavirus (HPV)
infection, continues to be a public health problem, mainly in developing countries.
Using peptide phage display as a tool to identify potential molecular targets in HPV
associated tumors, we identified -mannosidase, among other enriched sequences.
Validation of our biopanning results showed that cervical tumors and cervical cancer
derived cell lines expressed -mannosidase. Several studies in experimental models
have shown that inhibition of -mannosidase activity with swainsonine (SW) led to
inhibition of tumor growth and metastasis. Moreover, data in the literature showed that
SW could modulate macrophage phenotype from alternative to cytotoxic, which could
lead to anti-tumor activity. HPV associated tumars are infiltrated by macrophages
among other cells. Ex vivo experiments with macrophages isolated from an
immunocompetent HPV associated tumor experimental model showed that SW could
partially modulate macrophage phenotype, decreasing CCL2 secretion and impairing
IL-10 and IL-6 upregulation, which prompted us to proceed to in vivo tests. However, in
vivo, SW treatment increased tumar growth. Investigation of the mechanisms leading
to this result showed that SW treatment significantly induced the accumulation of
myeloid derived suppressor cells in the spleen of tumor bearing mice, which inhibited T
cell activation.

Our results suggested that drugs that may increase the proliferation and accumulation
of myeloid cells may contribute to cervical cancer, by exacerbating the systemic effects
these tumors have on the immune system.

Ana Paula Lepique

Caio Raony Farina Silveira
Marcella Cipelli

Carolina Mazzine

Silvia Helena Rabelo-Santos
Luiz Carlos Zeferino

Gretel Rodriguez Rodriguez
Suellen Hersbter

Isabel Cristina Berardinelli
Fabio Laginha

Enrique Boccardo

Luisa Lina Villa

Lara Termini

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation

105



106

(Trabalho em andamento)

UM ESTUDO DA RELAGCAO ENTRE O INFILTRADO INFLAMATORIO E A
MICROBIOTA DE LESOES CERVICAIS ASSOCIADAS AO HPV

CAIO RAONY FARINA SILVEIRA, MARIANA BELDI, NOELY PAULA LORENZI, ANA PAULA LEPIQUE.

Breve resumo: A microbiota vaginal parece desempenhar um papel na aquisicdo e persisténcia
do HPV na vagina humana e no subsequente desenvolvimento e progressao de neoplasias
cervicais. Logo existe uma necessidade de mais estudos para comprovar que esta relacdo direta
entre a composicdo bacteriana da microbiota vaginal e a doenca. Além disso, é possivel que
apenas certas cepas bacterianas sejam capazes de proteger e outras de promover processos de
doencgas. Portanto estudos buscando entender os mecanismos desta interacdo sdao necessarios
para identificar as espécies mais protetoras (Mitra et al., 2016). Esta informacdo pode apresentar
a oportunidade para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos sob a forma de
probidticos, para prevenir a infeccdo por HPV, promover a eliminacdo viral em mulheres
infectadas, diminuir os riscos de displasia cervical e assim reduzir os efeitos adversos associados

aos métodos de tratamento atuais (Kyrgiou et al., 2014; Arbyn et al., 2008).

O Laboratério de Imunomodulagdo do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de S3o Paulo recentemente publicou um trabalho de caracterizacdo do infiltrado inflamatdrio
global de pacientes com lesdes precursoras, com carcinoma cervical invasivo e em tecidos
controles. Neste trabalho foi observada uma forte correlacdo negativa entre células T e
neutrdfilos, o que pode representar um marcador progndstico. Dados na literatura mostram que
apesar da alta frequéncia de células T no tecido neoplasico o sistema imune ndo é capaz de
eliminar o tumor. Mostrando que o cancer cervical esta associado com uma falha na resposta
imune das células T helper 1 e da resposta citotdxica das células T CD8* (Welters et al. 2003; de
Jong A et al. 2004; Nakagawa M et al. 2000). Sendo assim, sabendo que as bactérias interagem
constantemente com células inflamatdrias e possuem um papel imunomodulador, buscamos
utilizar os dados ja coletados das frequéncias de células inflamatadrias infiltrantes na busca de um
possivel perfil de correlacdo com a microbiota das pacientes e associar com o perfil de expressao

de citocinas.
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Neste trabalho, estamos coletando citologias liquidas da cérvice uterina de doadoras
controle, pacientes com lesdes precursoras (baixo e alto grau) e cancer invasivo. Uma vez
coletadas, a fragao celular é separada da liquida. A fragao liquida serd utilizada para quantificagcao
de citocinas, enquanto que a fracdo celular utilizamos para a extracdo de DNA. Com as amostras
de DNA estamos amplificando o fragmento V4 da fracdo 16S do DNA bacteriano para o
levantamento da diversidade nos diferentes graus de progressdao da doenca. Ao término das
amplificagcBes as amostras serdo sequenciadas e buscaremos associagdes entre a expressao de
citocinas e a diversidade encontrada. Até o momento conseguimos coletar e preparar a biblioteca

16S de um total de 30 amostras.

amostras com 16S amplificadas
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Figura 1 - Grafico demonstrando a distribuicdo das amostras em que
a obtencdo da biblioteca 16S foi concluida.

Amplificagdo com index

500bp

100bp

Figura 2 - Gel de agarose 2%. O gel mostra as amostras pos-
amplificacdo do fragmento 16S e insercdo das sequéncias de
identificacdo, com o tamanho esperado.
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THE ROLE OF RECK SUPER EXPRESSION IN HPV-ASSOCIATED TUMORIGENESIS

Suellen Herbster (1)*, Marina Trombetta-Lima (2), Andressa Paladino (1), Paulo Thiago de Souza-Santos

(3), Caio Raony Farina Silveira (4), Mari Cleide Sogayar (2), Ana Paula Lepique (4), Enrique Boccardo (1).

(1) Laboratory of Oncovirology, Department of Microbiology, Institute of Biomedical Sciences, University of
Sao Paulo, Sdo Paulo, Brazil. (2) Cell and Molecular Therapy Center (NUCEL) — NETCEM, School of
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HPV-induced carcinogenesis comprises alterations in extracellular matrix (ECM) components such as
matrix metalloproteinases (MMP) and its regulator REversion-inducing Cysteine-rich protein with Kazal
motifs (RECK). RECK inhibits MMP-2, MMP-9 and MMP-14 (MT1-MMP) activation and its expression is
frequently lost in human cancers. HPV16 E6 and E7 oncoproteins expression is associated with MMP-9 up-
regulation and RECK down-regulation. Also, RECK expression inversely correlates with lesion grade in
cervical samples. Here, we analyzed the effect of RECK super expression in HPV associated tumorigenesis.
Nude mice inoculated s.c. with either SiHa, SW756 or C33A super expressing RECK (RECK+) showed
extended tumor-free and overall survival period when compared with animals receiving control tumor cells.
SiHa RECK+ tumors presented higher relative number of inflammatory infiltrate and NK cells while
presented a decreased relative number of macrophages. Tumor cells viability relatively decreased in both
SiHa and C33A RECK+ tumors whereas endothelial cells viability was lower in SiHa RECK+ tumors. SiHa
RECK+, SW756 RECK+ and C33A RECK+ showed a significant reduction in anchorage independent colony
formation efficiency when compared to control cells. However, neither of the cell lines presented differences
in cell doubling time or clonogenic potential. In summary, RECK expression was associated with (i) higher
tumor free survival for both cell lines, (ii) alterations in intratumoral cells populations frequency and/or
viability in SiHa RECK+ tumors and (iii) reduced colony formation efficiency for all cell lines. Our
observations indicate that RECK super expression could differently affect tumorigenic potential of HPV

positive and negative cervical cancer derived cells.
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Local and systemic
immunomodulatory mechanisms
triggered by Human Papillomavirus
transformed cells: a potential role
for G-CSF and neutrophils
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Cervical cancer is the last stage of a series of molecular and cellular alterations initiated with Human
Papillomavirus (HPV) infection. The process involves immune responses and evasion mechanisms,
which culminates with tolerance toward tumor antigens. Our objective was to understand local and
systemic changes in the interactions between HPV associated cervical lesions and the immune system
as lesions progress to cancer. Locally, we observed higher cervical leukocyte infiltrate, reflected

by the increase in the frequency of T lymphocytes, neutrophils and M2 macrophages, in cancer
patients. We observed a strong negative correlation between the frequency of neutrophils and T cells
in precursor and cancer samples, but not cervicitis. In 3D tumor cell cultures, neutrophils inhibited

T cell activity, displayed longer viability and longer CD16 expression half-life than neat neutrophil
cultures. Systemically, we observed higher plasma G-CSF concentration, higher frequency ofimmature
low density neutrophils, and tolerogenic monocyte derived dendritic cells, MoDCs, also in cancer
patients. Interestingly, there was a negative correlation betweenT cell activation by MoDCs and G-CSF
concentration in the plasma. Our results indicate that neutrophils and G-CSF may be part of the immune
escape mechanisms triggered by cervical cancer cells, locally and systemically, respectively.

Cervical cancer is the fourth most common cancer in women worldwide and, according to the World Health
Organization (WHO) responsible for 7.5% of women’s death by cancer. HPV infection is the main etiological
factor for cervical cancer development'. After HPV infection, the natural history of cervical cancer is long and,
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Can anti-bothropstoxin-l antibodies ® e
discriminate between Bothrops jararaca and
Bothrops jararacussu venoms?
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Abstract

Background: Snakes of the genus Bothrops, popularly known as pit vipers, are rasponsible for most cases of
snakebite in Brazil. Within this genus, Bothrops jararacussu and B. jararaca deserve special attention due to the
severity of their bites and for inhabiting densely populated areas. Regarding the treatment of snakebites by
Bothrops jararacussu, questions have been raised about the effectiveness of the specific bothropic antivenom in
neutralizing myotoxic effects; however, there are no accurate data for humans. Thus, the development of a
differential diagnostic kit for this species would be of great interest because it provides, for healthcare professionals,
a tool that would allow us to determine whether the accident was caused by 8. jararacussu or other species of the
genus. It would also make it possible to evaluate the specificity of the treatment and to provide data for
epidemiological studies.

Methods: First, we produced a species-specific polyclonal antibody — a potential biomarker of Bothrops jararacussu
venom — against bothropstoxin-l (BthTx-l), which is also found in smaller quantities in the venoms of 8. jararaca
from southern Brazil.

Results: Polyclonal antibodies against bothropstoxin-1 could be separated into several species-specific
immunoglobulins. Then, aiming to develop a system of safe and standardized immunoassay, we produced
monoclonal antibodies. Seven hybridomas were obtained. Five of them were specific to the venom of 8.
Jjararacussu and two recognized the venom of B. jararaca from the southeastern population. The use of monoclonal
antibodies also made it possible to differentiate 8. jararacussu from B. jararaca venom obtained from the southern
population. Analyzing the reactivity of monoclonal antibodies against other bothropic venoms, we found mAb Bt-3
to be more specific than others for 8. jararacussu venom.

Conclusions: These results show the potential of BthTx-| for producing monoclonal antibodies that differentiate
between B. jararacussu and other Bothrops species venoms.

Keywords: Bothrops jararacussu, Bothrops jararaca, Bothropstoxin-l, Monoclonal antibodies, Species specificity
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Abstract

Background

Diarrhea is a prevalent pathological condition frequently associated to the colonization of
the small intestine by enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) strains, known to be endemic
in developing countries. These strains can produce two enterotoxins associated with the
manifestation of clinical symptoms that can be used to detect these pathagens. Although
several detection tests have been developed, minimally equipped laboratories are still in
need of simple and cost-effective methods. With the aim to contribute to the development of
such diagnostic approaches, we describe here two mouse hybridoma-derived single chain
fragment variable (scFv) that were produced in E. coli against enterotoxins of ETEC strains.

Methods and Findings

Recombinant scFv were developed against ETEC heat-labile toxin (LT) and heat-stable
toxin (ST), from previously isolated hybridoma clones. This work reports their design, con-
struction, molecular and functional characterization against LT and ST toxins. Both antibody
fragments were able to recognize the cell-interacting toxins by immunofluorescence, the
purified toxins by ELISA and also LT-, ST-and LT/ST-producing ETEC strains.

Conclusion

The developed recombinant scFvs against LT and ST constitute promising starting point for
simple and cost-effective ETEC diagnosis.
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