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Lista de Siglas e Abreviaturas 

 

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

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

cellular cytotoxicity) 

AKT: Proteína quinase B (Protein Kinase B) 

ATP: Adenosina trifosfato 

CCR: Receptor de quimiocinas CC (CC chemokine receptor) 

CD: Cluster de diferenciação (Cluster of differentiation) 

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

COX: Ciclooxigenase 

CTL: Linfócitos T citotóxico (Cytotoxic T-lymphocytes) 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

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

HSP: Proteína de coque térmico (heat shock protein) 

hTERT: Transcriptase reversa da telomerase humana (Human telomerase reverse 

transcriptase) 

IARC: Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer 

IFN: Interferon 

IL: Interleucina 

IPP: Isopentenil pirofosfato 

LAMP-1: Proteína associada à membrana lisossomal 1 (lysosomal-associated membrane 

LT: Leucotrieno 

MET: Transição epitélio-mesenquimal (Mesenchymal‐to‐epithelial transition) 

mg: Miligrama 

MHC: Complexo principal de histocompatibilidade (major histocompatibility complex) 

MIC-A: Gene A relacionado à cadeia MHC de classe I (MHC class I chain-related gene A) 

MIC-B: Gene B relacionado à cadeia MHC de classe I (MHC class I chain-related gene B) 

mL: Mililitro 

MMP: Metaloproteínase de matriz (Matrix metalloproteínases) 

NK: Matadora Natural (Natural killer) 

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

PBS: Tampão fosfato-salino (Phosphate buffered saline)  

PG: Prostaglandina 

RPMI: Meio de cultura Roswell Park Memorial Institute 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22854964
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22854964
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SFB: Soro fetal bovino 

TCR: Receptor de células T (T cell receptor) 

Th: T helper 

TNF-α: Fator de necrose tumoral-α (tumor necrosis factor-α) 

TX: Tromboxano 

UERJ: Universidade do Estado do Rio de Janeiro 

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

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

μL: Microlitro 

μM: Micromolar 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ENVOLVIMENTO DE PGE2 E HSP90 SOBRE A ATIVIDADE  

ANTITUMORAL DE LINFÓCITOS T γδ 

 

RESUMO 

 

 DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

 Taís Monteiro Magne 

Linfócitos T γδ são linfócitos não convencionais que apresentam importante atividade citotóxica 

contra células tumorais, através do reconhecimento direto de metabólitos fosforilados produzidos por 

estas células, tal como o isopentenil pirofosfato (IPP). No entanto, o microambiente tumoral é composto 

por diversos fatores imunossupressores, tais como citocinas e mediadores lipídicos, que garantem o 

desenvolvimento do tumor, via modulação negativa da resposta imune. Dentre estes, o mediador lipídico 

prostaglandina E2 (PGE2) favorece o crescimento tumoral modulando negativamente a resposta de 

linfócitos T citotóxicos, incluindo os linfócitos T γδ. Considerando i) a produção de PGE2 por células 

tumorais, ii) o efeito modulador da PGE2 sobre linfócitos T, iii) o baixo número de trabalhos sobre os 

efeitos da PGE2 sobre a atividade citotóxica de linfócitos T γδ e iv) o potencial terapêutico de linfócitos 

T γδ no tratamento de tumores em ensaios clínicos de transferência autóloga, o objetivo deste projeto 

foi estudar os efeitos deste mediador lipídico sobre a atividade citotóxica de linfócitos T γδ durante a 

resposta imune antitumoral em modelos in vitro. Para tal, avaliamos a produção de PGE2 por células 

tumorais de melanoma humano (MV3) e os efeitos diretos deste mediador sobre a ativação de linfócitos 

T γδ. Nossos resultados demonstram que o sobrenadante de células MV3 contém PGE2 e que a incubação 

dos linfócitos T γδ tanto com PGE2 exógena quanto com este sobrenadante modula negativamente a 

atividade citotóxica dos linfócitos T γδ, reduzindo a sua capacidade de matar células tumorais, a 

expressão do marcador de degranulação CD107a e a produção intracelular de IFN-γ. Ainda, observamos 

que a inibição da atividade da chaperona HSP90 de células MV3 (através do tratamento com o inibidor 

17-AAG) reduz a produção de PGE2 por estas células. O sobrenadante de células MV3 tratadas com 17-

AAG (contendo níveis reduzidos de PGE2) tem um efeito imunomodulador reduzido, quando 

comparado ao sobrenadante de células MV3 não tratadas. Acreditamos que a elucidação dos efeitos da 

PGE2 sobre a atividade citotóxica de linfócitos T γδ seja de extrema relevância para o conhecimento a 

respeito da resposta imune antitumoral e da imunoterapia contra o câncer. 
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ANTITUMORAL DE LINFÓCITOS T γδ 

 

ABSTRACT 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

Taís Monteiro Magne 

 γδ T cells are unique lymphocytes that exhibit significant cytotoxic activity against tumor 

cells through the direct recognition of phosphorylated metabolites, such as isopentenyl pyrophosphate 

(IPP). However, tumor microenvironment is composed of several immunosuppressive factors that 

favour tumor development through the negative modulation of the immune response. Among these 

factors, the lipid mediator prostaglandin E2 (PGE2) promotes tumor growth by decreasing T cytotoxicity 

lymphocytes, including γδ T cell. Considering: i) the production of PGE2 by tumor cells, ii) the 

modulating effect of PGE2 on lymphocytes, (iii) the low number of studies on the effects of PGE2 on 

the cytotoxic activity of γδ T cells and iv) the therapeutic potential of γδ T lymphocytes in adoptive cell 

transfer therapy; the aim of the present study was to investigate the effects of PGE2 on γδ T lymphocyte 

cytotoxic activity, during the antitumor immune response in in vitro models. For this purpose, we 

evaluated the production of PGE2 by human melanoma tumor cells (MV3) and the direct effects of this 

mediator on the activation of γδ T cells. Our results demonstrate that MV3 cell supernatant contains 

PGE2 and that the incubation of γδ T cells with both exogenous PGE2 or with MV3 supernatant 

negatively modulates the cytotoxic activity of the γδ T cells. MV3 cell supernatant also reduced the 

expression of the degranulation marker CD107a and the intracellular production of IFN-γ. Furthermore, 

the inhibition of HSP90 chaperone activity of MV3 cells (by using the HSP90 inhibitor 17-AAG) 

reduces the production of PGE2 by these cells. The supernatant of 17-AAG treated MV3 cells 

(containing reduced levels of PGE2) showed a reduced immunomodulatory effect when compared to the 

supernatant of untreated MV3 cells. The elucidation of the effects of PGE2 on the cytotoxic activity of 

γδ T cells is extremely relevant for a better comprehension of the immune response and immunotherapy 

against cancer. 
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1. Introdução 
 

1.1.Linfócitos T γδ 

 

Os linfócitos T γδ são um subtipo de linfócitos T que desempenham papel importante no 

elo entre o sistema imune inato e adaptativo (Holtmeier & Kabelitz, 2005). Desde o ano de 

1984, quando Saito e colaboradores estudaram a genética dos receptores de células T (TCR) e 

descobriram a existência de subunidades distintas formadoras deste receptor, os linfócitos T 

passaram a ser classificados de acordo com as subunidades do TCR expressas em sua superfície 

celular. Linfócitos T γδ são caracterizados por expressarem TCRs constituídos por uma cadeia 

γ (gama) e outra δ (delta) formados por recombinação somática durante o seu desenvolvimento 

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

Os linfócitos T γδ representa de 1 a 5% dos linfócitos T nos órgãos linfoides secundários e 

no sangue periférico, sendo encontrados com maior frequência em tecidos epiteliais e mucosas 

(Raulet, 1989; Haas et al., 1993). A distribuição tecidual dos linfócitos T γδ favorece o seu 

contato direto com antígenos, sendo proposto um papel importante destas células na primeira 

linha de defesa contra patógenos e células transformadas (Allison & Havran, 1991). Ainda, os 

linfócitos T γδ têm a capacidade única de reconhecer antígenos de forma independente da 

apresentação via complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (Chien et al., 1996; Born 

& O'Brien, 2009), desempenhando uma resposta rápida a infecções virais, bacterianas e células 

tumorais (Ohga et al., 1990; Ferrick et al., 1995). 

O TCR γδ apresenta especificidade limitada aos complexos MHC-peptídeo e reconhece 

antígenos de diversas naturezas, tais como peptídeos, aminas, pirofosfatos e fosfolipídios 

(Chien & Konigshofer, 2007). O reconhecimento antigênico pode ocorrer classicamente via 

TCR-MHC-peptídeo ou independente de apresentação através do reconhecimento de moléculas 

da família do MHC I. Após serem ativados, os linfócitos T γδ exercem diversas funções efetoras 

como: promoção da lise de células infectadas ou transformadas, produção de citocinas e 

quimiocinas que regulam a migração de outras células imunes, secreção de grânulos citotóxicos 

e produção de fatores de crescimento que regulam a função de células estromais (Tonegawa et 

al., 1989; Battistini et al., 1997; Dalton et al., 2003; Dodd et al., 2009; Sourav et al., 2014) 

(figura 1.1). Ainda, os linfócitos T γδ podem cooperar com células B na produção de anticorpos 

(Bansal et al., 2012), apresentar antígenos aos outros subtipos de linfócitos T (Moser & Eberl, 

2007) e induzir a maturação de células apresentadoras de antígenos (APCs) (Fang et al., 2010). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holtmeier%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15976493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kabelitz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15976493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chien%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17291278
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Konigshofer%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17291278
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1.1.1. Subtipos e distribuição de linfócitos T γδ 

 

Os linfócitos T γδ são originados a partir de células progenitoras provindas da medula 

óssea. Durante a recombinação gênica para a formação do TCR, as cadeias γ e δ podem parear 

de diferentes formas originando subpopulações de linfócitos T γδ com funções efetoras distintas 

(Petrie et al., 1992; Dudley et al., 1995). Acredita-se que o pareamento destas cadeias não 

ocorre de forma aleatória e que os subtipos de linfócitos T apresentam ligações preferenciais de 

cadeias γ com cadeias δ específicas (Garman et al., 1986). Foi então proposto que estas 

variações determinassem a classificação dos linfócitos T γδ de acordo com os genes utilizados 

durante a formação das cadeias γ e δ. As nomenclaturas são então baseadas na região variável 

da cadeia γ ou δ no rearranjo V(D)J, mas variam de acordo com o autor e a espécie animal 

(Grigoriadou et al., 2002; Chien & Konigshofer, 2007). Para humanos, existem quatro 

nomenclaturas propostas: a de Porcelli (Porcelli et al., 1991), LeFranc (Lefranc, 2001), WHO-

IUIS (World Health Organization - International Union of Immunological Society) e HUGO 

(Human Genome Organization, em http://www.genenames.org/cgibin/genefamilies/set/375). 

Nesta dissertação, utilizamos a nomenclatura determinada por Porcelli e colaboradores (tabela 

1.1). 

Figura 1.1: Mecanismos de reconhecimento de célula tumoral por linfócitos T γδ. Células tumorais 

sintetizam, através da via do mevalonato, isopentenil pirofosfato (IPP) que, uma vez liberados, são 

reconhecidos por linfócitos T γδ via receptor de célula T (TCR). Tal reconhecimento leva a ativação de 

linfócitos T γδ e consequente lise da célula tumoral alvo devido à liberação grânulos citotóxicos (granzima e 

perforina) e à produção de citocinas, tais como o interferon (IFN)-γ. TLR (Receptores do Tipo Toll); TCR 

(Receptores de Células T); HSP (Proteínas de Coque Térmico). Adaptado de Dimpu Gogoi & Shubhada V. 

Chiplunkar (2013). 

http://www.genenames.org/cgibin/genefamilies/set/375
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Segmentos Vγ expressos em humanos 
 

 

Designação 

proposta por Porcelli 

et. al 

 

Designação 

proposta por LeFranc 

et. al 

 

Designação de 

WHO-IUIS 

 

Nomenclatura 

HUGOa 

Vγ2 Vγ1.2 GV1S2 TRGV2 

Vγ3 Vγ1.3 GV1S3 TRGV3 

Vγ4 Vγ1.4 GV1S4 TRGV4 

Vγ5 Vγ1.5 GV1S5 TRGV5 

Vγ8 Vγ1.8 GV1S8 TRGV8 

Vγ9 Vγ2 GV2S1 TRGV9 

    

 

Atualmente, os três subtipos de linfócitos T γδ mais estudados são: i) Linfócitos T que 

expressam o gene Vδ2 emparelhado com a cadeia Vγ9 (linfócitos T Vγ9Vδ2), representam a 

maioria dos linfócitos T γδ circulantes e presentes em órgãos linfoides secundários; ii) 

Linfócitos T γδ que expressam o gene Vδ1 emparelhado com diferentes elementos Vγ, são o 

subgrupo de linfócitos T γδ predominante nos epitélios (pele e mucosa); e iii) Linfócitos T γδ 

que expressam o gene Vδ3 presentes, em maior porcentagem, no fígado (Hayday, 2000; 

Mangan et al., 2003). Os linfócitos T Vγ9Vδ2 são o subtipo estudado neste trabalho e 

apresentam fenótipos distintos de diferenciação funcional. De acordo com a expressão dos 

marcadores de superfície CD45RA e CD27, podem ser classificados em quatro subconjuntos: 

células “naive” (ingênuas), de memória central, de memória efetora e efetora de diferenciação 

terminal (Dieli et al., 2003). Linfócitos T γδ “naives” (CD45RA+ CD27+) e centrais (CD45RA− 

CD27+) circulam no sangue e órgãos linfoides secundários, mas não estão presentes em tecidos 

periféricos e não apresentam função efetora. Já os linfócitos T γδ de memória efetora 

(CD45RA− CD27−) e de diferenciação terminal (CD45RA+ CD27−) circulam entre o sangue e 

tecidos periféricos, e expressam receptores de quimiocinas que lhes permitem migrar para 

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

A localização anatômica de linfócitos T γδ provê um mecanismo de defesa funcional e 

estratégico. Estas células estão localizadas em tecidos expostos constantemente a sinais de 

perigo como epiderme, derme, intestino e pulmão, respondendo prontamente a antígenos e 

atuando, em conjunto com outras células imunes, na resolução dos processos inflamatórios 

Tabela 1.1: WHO-IUIS: World Health Organization – International Union of Immunological Society; HUGO: Human 

Genome Organization. Adaptado de: Kabelitz & Wesch 2003. 
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(Ohga et al., 1990; Ferrick et al., 1995; Lança et al., 2013). O reconhecimento de antígeno por 

linfócitos T γδ ainda é um campo de intensa pesquisa. Atualmente, sabe-se que linfócitos T Vδ2 

reconhecem intermediários fosforilados não peptídicos das vias não-mevalonato e mevalonato 

da biossíntese de isoprenóides, denominados fosfoantígenos, dentre eles o isopentenil 

pirofosfato (IPP), independentemente de processamento, apresentação e reconhecimento do 

MHC (Tanaka et al., 1995; Eberl et al., 2003).  

Os fosfoantígenos são sintetizados em condições fisiológicas por células de mamíferos 

através da via do mevalonato em baixas concentrações e, após infecções ou transformação 

tumoral, há um aumento da produção destes fosfoantígenos. Concentrações mais elevadas de 

fosfoantígenos levam a ativação dos linfócitos T Vγ9Vδ2 (Eberl et al., 2003; Gober et al., 

2006). De maneira geral, linfócitos T γδ “naive” e de memória central respondem prontamente 

à estimulação de fosfoantígenos, enquanto os linfócitos T γδ de memória efetora e diferenciação 

terminal respondem a citocinas homeostáticas como, a interleucina (IL)-15 e podem adquirir 

funções efetoras altamente diversas na presença de citocinas polarizantes (Caccamo et al., 2005; 

Sireci et al., 2013).  

Linfócitos T γδ ativados produzem diferentes citocinas, sendo consideradas as principais 

células produtoras de interferon-γ (IFN-γ) e IL-17 em diferentes modelos (Shibata et al., 2014; 

Lockhart et al., 2006; Flierl et al., 2008; Serre & Silva-Santos, 2013). Recentemente, tem sido 

proposto que os linfócitos T γδ sejam classificados de acordo com suas funções efetoras 

(produção de IFN-γ ou de IL-17), ao invés da classificação atual baseada nas cadeias Vγ 

formadoras do TCR (Prinz et al., 2013; Serre & Silva-Santos, 2013). A identificação destes 

subtipos efetores pode ser realizada através da análise de expressão de marcadores de superfície 

expressos por estas células. A expressão do receptor co-estimulatório CD27 determina a 

população de linfócitos T γδ produtores de IFN-γ em células de animais “naive” e ativadas 

(Ribot et al., 2009), enquanto que a expressão do receptor de quimiocinas CCR6, expresso 

exclusivamente por linfócitos T γδ CD27−, identifica os linfócitos T γδ produtores de IL-17 

(Haas et al., 2009; Ribot et al., 2009) (figura 1.2). No entanto, diferentes sinais extracelulares 

presentes no microambiente inflamado podem induzir à plasticidade funcional destas células 

(Sireci et al., 1997; Wesch et al., 2001; Ness-Schwickerath et al., 2010; Caccam et al., 211). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva-Santos%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24367369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silva-Santos%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24367369
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Por serem classicamente conhecidos como importantes produtores de IFN-γ, os linfócitos 

T γδ apresentam funções imunomoduladoras e antitumorais relevantes (Ikeda, et al., 2002; 

Gomes et al., 2010). O IFN-γ inibe diretamente o crescimento tumoral induzindo a apoptose 

e/ou inibindo a proliferação de células tumorais (Bromberg et al., 1996) e inibindo a 

angiogênese (Sgadari et al., 1996). Ainda, de forma indireta, o IFN-γ pode prejudicar a 

progressão do tumor induzindo a atividade antitumoral de outras populações celulares como 

macrófagos (Schreiber, et al., 1986) e células Natural killer (NK) (Paolini et al., 2015). Em 

adição a secreção de IFN-γ, ao reconhecerem antígenos associados ao tumor os linfócitos T γδ 

secretam também grânulos citotóxicos contendo enzimas citolíticas (granzima e perforina) que 

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

 

1.2. Papel antitumoral de linfócitos T γδ 

 

O câncer é hoje uma das principais causas de morte do mundo (OMS/OPAS). Muitos 

pacientes apresentam a doença em estágio avançado no momento do diagnóstico, limitando o 

potencial para o sucesso do tratamento. De acordo com o banco de dados da GLOBOCAN, um 

projeto da Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC), foi estimado para o ano 

Figura 1.2: Linfócitos T γδ IFN-γ+ e IL-17+. Diferentes sinais extracelulares regulam a produção de IFN-γ e 

de IL-17 por linfócitos T γδ no timo e na periferia. O padrão da expressão de marcadores associados a linfócitos 

T γδ produtores de IFN-γ (CD27, NK1.1) e de IL-17 (CCR6) está apresentado na figura. CCR (receptor de 

quimiocinas CC); IFN-γ (interferon-γ); IL (interleucina); NK (Natural Killer); TCR (receptor de célula T); 

TGF-β (fator de crescimento tumoral-β).  Adaptado de Serre & Silva Santos (2013). 
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de 2018 cerca de 18,1 milhões de novos casos de câncer e 9,6 milhões de mortes em todo o 

mundo. Para ambos os sexos, o câncer de pulmão seria o câncer mais comumente diagnosticado 

(11,6% do total de casos) e a principal causa de morte por câncer (18,4% do total de óbitos por 

câncer). Uma análise publicada por “CA: A Cancer Journal for Clinicians” destacou a grande 

influência da diversidade geográfica na ocorrência de câncer e as variações no perfil e 

magnitude da doença dentro e entre as regiões do mundo. Esta notável diversidade das doenças 

neoplásicas foi estruturada pela primeira vez no ano 2000 pelos pesquisadores Hanahan e 

Weinberg que propuseram um princípio organizador para racionalizar a complexidade da 

doença neoplásica, conhecido como “As Marcas do Câncer” (The Hallmarks of Cancer) 

(Hanahan & Weinberg, 2000).  

“As Marcas do Câncer” compreendem a capacidades biológicas adquiridas pelos tumores 

durante o desenvolvimento tumoral. Dentre estas está a capacidade do tumor de evadir do 

sistema imune dificultando a sua erradicação (figura 1.3), considerando que a vigilância 

imunológica monitora constantemente células e tecidos reconhecendo e eliminando a grande 

maioria das células incipientes do câncer e, consequentemente, dos tumores nascentes. Os 

tumores sólidos que se estabelecem conseguem evitar a detecção do sistema imune ou limitar 

a extensão da morte imunológica por diferentes mecanismos (por exemplo, através da secreção 

de fatores imunossupressores que inibem a atividade de linfócitos T citotóxico (CTLs) e células 

NK infiltrantes) (Yang et al., 2010; Shields et al., 2010). 

 

Figura 1.3: “Hallmarks of Cancer”. Capacidades biológicas adquiridas pelos tumores que garantem o 

surgimento, o estabelecimento e a progressão tumoral. Adaptado de Hanahan & Weinberg (2011). 
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É bem conhecido que um grande número de células do sistema imune inato e adaptativo 

participam da vigilância imunológica e do controle de doenças neoplásicas espontâneas. Apesar 

de a composição e a extensão dos infiltrados imunológicos variarem consistentemente entre os 

indivíduos, estudos demonstraram que linfócitos T γδ são recrutados em vários tipos de 

tumores, sendo um componente importante do infiltrado celular (Todaro et al., 2013; Tosolini 

et al., 2017).  

Uma análise recente de aproximadamente 18.000 transcriptomas de 39 tumores de câncer 

de colorretal em humanos identificou os linfócitos T γδ infiltrantes como a assinatura de 

prognóstico global mais significativa para um desfecho favorável aos pacientes com câncer 

(Meraviglia et al., 2017). De fato, um grande número de estudos demonstrou que linfócitos T 

γδ levam à morte de uma ampla gama de células tumorais in vitro (Altincicek et al., 2001; 

Verjans et al., 2004) e exibem atividade antitumoral em modelos experimentais in vivo (Wang 

et al., 2001). Diante disto, os linfócitos T γδ têm sido alvo de estudo no desenvolvimento de 

tratamentos celulares antitumorais, demonstrando resultados promissores em respostas 

imunoterapêuticas.  

A potente atividade antitumoral de linfócitos T γδ é resultado de características exclusivas 

que estas células possuem. No microambiente tumoral os linfócitos T γδ atuam por mecanismos 

diversos que, em conjunto, prejudicam fortemente o processo tumorigênico. Dentre estes 

mecanismos, destacam-se: i) regulação das funções biológicas de outros tipos celulares (por 

exemplo, ativação de linfócitos T αβ através de apresentação cruzada de antígenos associados 

ao tumor, processados e apresentados por linfócitos T γδ), ii) atividade citotóxica mediada pela 

produção de citocinas pró-inflamatórias e antitumorais, como o INF-γ e o fator de necrose 

tumoral (TNF)-α, e iii) a atividade citotóxica direta contra células tumorais, através da secreção 

de proteínas citotóxicas, tais como granzima e perforina (Bukowski et al., 1994; Dieli et al., 

2003; Martinet L et al., 2009; Martinet L et al., 2010). 

Com relação ao mecanismo citotóxico direto dessas células, há a secreção de perforina 

que é uma proteína efetora formadora de poros armazenada em grânulos citotóxicos, em 

conjunto com o marcador de degranulação CD107 (LAMP-1) e moléculas de granzima, no 

interior de linfócitos T. As granzimas são proteases de serina que induzem a apoptose de 

células-alvo transformadas, defeituosas ou infectadas em cooperação com as moléculas de 

perforina. Acredita-se que, após o reconhecimento do antígeno na superfície da célula-alvo, 

através da interação do TCR com o complexo antígeno/MHC, as moléculas armazenadas em 

suas formas ativas são liberadas por exocitose para exercerem suas funções (Hersperger, 2008; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinet%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20470757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinet%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20470757
https://pt.wikipedia.org/wiki/Apoptose
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Brennan et al., 2014). É possível avaliar a degranulação celular através da expressão do 

marcador CD107a na superfície membranar. 

Primeiramente, o marcador de degranulação CD107a passa a ser expresso na superfície de 

linfócitos, seguido pela expressão de perforinas e granzimas que se agrupam na superfície da 

membrana plasmática formando um complexo multimérico associado à serglicina. Este 

complexo forma um canal que possibilita a transferência das enzimas proteolíticas de granzima 

para o citosol da célula-alvo. Uma vez no citosol, as granzimas atuam na cascata apoptótica 

ativando caspases, principalmente a caspase 3, que desencadeiam mecanismos proteolíticos 

indutores de apoptose (Hersperger, 2008; Brennan et al., 2014) (figura 1.4). No entanto, em 

alguns tumores as funções de linfócitos T γδ são frequentemente desviadas ou prejudicadas por 

sinais imunossupressores originários deste microambiente. As interações complexas entre 

células tumorais, microambiente tumoral e células imunes infiltrantes de tumores resultam em 

um equilíbrio entre os efeitos promotores e controladores (Lo Presti et al., 2017; Lo Presti et 

al., 2018). 

 

Figura 1.4: Liberação de grânulos citotóxicos através de sinapses imunológicas. Linfócitos T γδ são 

ativados após o reconhecimento de metabólitos fosforilados (tal como o IPP) liberados pela célula tumoral. Em 

seguida, o marcador de degranulação CD107a é expresso na superfície celular e os grânulos citotóxicos migram 

de seus locais dispersos no citosol em direção à sinapse imunológica formada. O movimento dos grânulos é 

orquestrado pelo centro organizador dos microtúbulos. A sinapse forma um selo firme que direciona as 

moléculas citolíticas para a célula-alvo induzindo sua morte por apoptose. Linfócitos T gama delta ativados 

secretam também a citoticina antitumoral IFN-gama que contribui para morte da célula tumoral. CD (cluster 

de diferenciação); IPP (isopentenil pirofosfato) IFN-γ (interferon-γ); TCR (receptor de célula T) Adaptado de 

Liebeman, 2003. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brennan%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25348626
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brennan%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25348626
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Tumores são um tecido complexo, constituídos por células tumorais, células endoteliais e 

estromais que interagem criando um ambiente inflamatório responsável pela expansão, 

disseminação e evasão tumoral. Este ambiente possibilita que os tumores escapem do sistema 

imune do hospedeiro e garanta sua progressão (Kenny et al., 2007; Hanahan & Weinberg, 

2011). O escape do tumor da resposta imune do hospedeiro é promovido por sua capacidade de 

subverter ativamente a imunidade antitumoral ao interferir no desenvolvimento, diferenciação, 

migração e função celular, afetando a resposta imune local. Dentre os fatores 

imunossupressores presentes no microambiente tumoral está o mediador lipídico 

prostaglandina E2 (PGE2), que possui importantes efeitos imunossupressores sobre a atividade 

citotóxica de linfócitos T durante a progressão tumoral. Dados da literatura demonstram que a 

PGE2 é produzida no microambiente tumoral e contribui para a imunossupressão local, 

favorecendo a progressão tumoral, através, por exemplo, da inibição da proliferação, da 

produção de citocinas e da ativação de mecanismos efetores por linfócitos T (Martinet L et al., 

2009; Martinet L et al., 2010; Mohammadi et al., 2016). 

 

1.3. Prostaglandina E2  

 

A PGE2 é um mediador lipídico importante para a manutenção da homeostase e da 

inflamação. De maneira geral, os mediadores lipídicos são produzidos por uma via biosintética 

conservada, controlada por enzimas específicas que exercem sua ação sequencial sobre 

precursores lipídicos liberados da membrana plasmática. Uma das famílias mais importantes de 

mediadores lipídicos é a família dos prostanóides, composta por prostaglandinas (PGs) e 

tromboxanos (TXs). A molécula precursora dos prostanóides é o ácido araquidônico, gerado a 

partir de fosfolipídios da membrana plasmática por ação da fosfolipase A2, e posteriormente 

processado pelas enzimas ciclooxigenases (COX)-1 e -2 (Tilley et al., 2001; Sreeramkumar et 

al., 2012). A COX-1 é constitutivamente expressa na maioria dos tecidos e é responsável pela 

produção de PGs de "manutenção", que controlam os processos fisiológicos normais. A COX-

2, por sua vez, tem sua expressão induzida e pode ser ativada por uma variedade de estímulos 

pró-inflamatórios, especialmente durante infecção e inflamação (Harris et al., 2002; Smyth et 

al., 2009). A ativação de COX-1 e COX-2 resulta na geração de prostaglandina G2 (PGG2), 

posteriormente reduzida no intermediário prostaglandina H2 (PGH2) e convertida, por 

isomerases e oxidoredutases específicas, em tromboxano A2 (TXA2) e em diferentes tipos de 

PGs, dentre elas a PGE2 (Samuelsson et al., 1978) (figura 1.5). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinet%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20470757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinet%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20470757
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Os produtos das enzimas COXs exercem seus efeitos através de receptores acoplados à 

proteína G, capazes de induzir diferentes vias de sinalização intracelulares. Existem quatro 

isoformas descritas de receptores da PGE2 (EP1, EP2, EP3 e EP4), que são expressos por células 

do sistema imune, incluindo linfócitos T, linfócitos B e células dendríticas (Narumiya & Fitz 

Gerald, 2001). O perfil de expressão destes receptores e sua distribuição tecidual é um dos 

componentes determinantes do efeito biológico exercido por este mediado lipídico. Linfócitos 

T γδ expressam as isoformas EP2, EP3 e EP4, no entanto, os efeitos inibitórios gerados pela 

PGE2 sobre a citotoxidade destas células ocorrem principalmente devido à ativação dos 

receptores dependentes de adenilato ciclase EP2 e EP4 (Martinet et al., 2009; Martinet L et al., 

2010).  

Figura 1.5: Biossíntese de prostaglandina E2 (PGE2). COX-1 ou -2 converte o ácido araquidônico, liberado 

dos fosfolipídios da membrana plasmática por ação da fosfolipase A2, em PGG2. PGG2 é posteriormente 

convertida em PGH2 e, por ação de sintases específicas, em PGE2. A PGE2 é reconhecida pelos receptores 

EP1-4 expressos na membrana celular. AMP (adenosina monofosfato); COX (ciclooxigenase); PG 

(prostaglandina); PLA (fosfolipase A).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinet%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20470757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinet%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20470757
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A PGE2 é a prostaglandina mais abundante em vários tipos de malignidades humanas e, 

frequentemente, está associada a prognóstico desfavorável (Pockaj et al., 2004). Este mediador 

lipídico apresenta um papel pró-tumoral proeminente, estimulando a angiogênese, invasão 

celular e metástase e inibindo a apoptose de células tumorais (Iniguez et al., 2003; Greenhough 

et al., 2009). Ainda, a PGE2 apresenta um papel de destaque na evasão tumoral suprimindo a 

resposta imune local através da inibição da resposta de diferentes populações celulares, tais 

como macrófagos, células NK, linfócitos T αβ e linfócitos T γδ (Walker & Rotondo, 2004; 

Martinet et al., 2010; Rodriguez-Vita & Lawrence, 2010).   

Efeitos inibitórios da PGE2 sobre a ativação de linfócitos T foram documentados no início 

de 1970 (Smith et al., 1971a; Smith et al., 1971b) e, a partir dos anos 80, foi amplamente 

reconhecido que a PGE2 exercia um forte papel imunossupressor sobre a ativação e proliferação 

de linfócitos T (Fischer et al., 1981; Murray & Kollmorgen, 1983). Após esse período, muitos 

estudos foram iniciados na tentativa de descrever os mecanismos envolvidos neste processo. 

Trabalhos de pouco mais de 30 anos demonstram que a concentração de PGE2, assim como o 

estado de diferenciação da célula alvo e do comprimento de interação PGE2-célula alvo, são 

fatores chaves envolvidos no controle dos efeitos imunomodulatórios da PGE2 sobre a ativação 

de linfócitos T (Goodwin & Ceuppens, 1983). Foi documentado que, através de diferentes 

mecanismos, a PGE2 medeia a indução da atividade supressora de linfócitos T (Fischer et al., 

1981) e inibe drasticamente a proliferação destas células (Rojo et al., 1982; Kaufmann et al., 

1982). No entanto, a maioria dos estudos realizados para avaliar os efeitos da PGE2 sobre a 

modulação da atividade de linfócitos T analisa, majoritariamente, a subpopulação de linfócitos 

T αβ, e pouco se sabendo sobre os efeitos deste mediador lipídico sobre os linfócitos T γδ. Os 

poucos relatos na literatura demonstram que a PGE2 modula negativamente a atividade lítica, 

expressão do marcador de degranulação CD107a, produção de IFN-γ e TNF-α por células de 

mastocitoma (Martinet et al., 2010), linfoma (Martinet et al., 2009) e células de 

adenocarcinoma de ovário (Lavoué et al., 2011). No entanto, mais estudos são necessários para 

elucidar quais mecanismos estão envolvidos nestes processos e o impacto desta modulação 

sobre outras linhagens celulares. 

1.3.1. Prostaglandina E2 e Melanoma 

O câncer de melanoma é um tipo de câncer de pele que apresenta altas taxas de mortalidade 

devido à sua forte agressividade (Siegel et al., 2014). O melanoma é mais frequente em adultos 

brancos e se desenvolve a partir de mutações gênicas em melanócitos (células produtoras de 

melanina) na pele ou mucosas em forma de manchas, pintas ou sinais. Embora o câncer de pele 

seja o mais frequente no Brasil, correspondendo a cerca de 30% de todos os tumores malignos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pockaj%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14993030
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registrados no país, o melanoma representa apenas 3% das neoplasias malignas do órgão e é o 

tipo mais grave, devido à sua alta possibilidade de provocar metástase (INCA). O prognóstico 

desse tipo de câncer pode ser considerado bom se detectado em sua fase inicial. Nos últimos 

anos, houve grande melhora na sobrevida dos pacientes com melanoma, principalmente devido 

à detecção precoce do tumor e à introdução dos novos medicamentos imunoterápicos. Apesar 

do desenvolvimento de imunoterapias ter tido um impacto significativo na letalidade do 

melanoma (Shtivelman et al., 2014), o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento se 

faz necessário devido ao fato que este tumor possui mecanismos moleculares e biológicos 

únicos que favorecem a sua resistência.  

A progressão do melanoma está fortemente associada à inflamação crônica, pois as células 

do melanoma secretam altos níveis de citocinas e prostaglandinas pró-inflamatórias (Hensler & 

Mueller, 2013; Richmond et al., 2009; Singh & Katiyar, 2011). Estudos demonstram que o nível 

de expressão de COX-2 em tumores de melanoma está correlacionado com a progressão da 

doença (Johansson et al., 2009; Meyer et al., 2012). Por esse motivo, há interesse substancial 

nas vias COX-2/PGE2 como alvos terapêuticos para o melanoma. Dada a importância da 

sinalização da PGE2 sobre a modulação das atividades efetoras de linfócitos T e o papel 

importante que estas células desempenham durante os processos inflamatórios, a utilização em 

conjunto dessas duas ferramentas tornou-se o foco no desenvolvimento de terapias direcionadas 

a desordens imunes e são considerados uma abordagem terapêutica promissora para o 

tratamento de diversas doenças, incluindo o câncer. Como o melanoma é um câncer altamente 

agressivo, abordagens que diminuam sua capacidade metastática ou invasiva podem facilitar o 

desenvolvimento de uma estratégia eficaz para seu tratamento ou prevenção. Neste contexto, o 

uso de inibidores da proteína de choque térmico 90 (HSP90, do inglês Heat Shock Protein 90) 

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

 

1.4. Uso de inibidores de HSP90 em terapias antitumorais 

 

A proteína HSP90 é uma chaperona responsável pelo controle da conformação, estabilidade, 

atividade, disposição intracelular, síntese e degradação proteolítica de numerosas proteínas 

importantes (denominadas proteínas clientes de HSP90) envolvidas no crescimento, 

diferenciação e sobrevivência celular (Maloney & Workman, 2002; Richter & Buchner, 2001). 

Dentre elas, incluem-se proteínas cruciais ao crescimento de células tumorais, tais como 

proteínas quinases (ERBB2, B-RAF, C-RAF e CDK4), receptores hormonais (receptores 

androgênicos e estrogênicos) e outras proteínas (mutante p53 e subunidade catalítica da 

telomerase hTERT) (Isaacs et al., 2003; Maloney & Workman, 2002). 
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A HSP90 surgiu como um alvo promissor para o desenvolvimento de quimioterápicos para 

o câncer, por modular simultaneamente múltiplas proteínas oncogênicas. Estudos mostraram 

que inibidores de HSP90 são capazes de se ligar com cerca de 100 vezes mais afinidade aos 

complexos de HSP90 que predominam em células tumorais quando comparado com os 

complexos de HSP90 de células normais (Kamal et al., 2003). Por esse motivo, a HSP90 tem 

sido o foco para o desenvolvimento de novas terapias antitumorais. Acredita-se que, como a 

maioria dos tumores são coordenados simultaneamente por múltiplas vias moleculares, o 

tratamento com inibidores de HSP90 modula simultaneamente uma ampla faixa de sinalização 

crucial para as células cancerígenas (Sharp & Workman, 2006). Sabe-se que muitos destes 

inibidores causam a degradação seletiva de proteínas sinalizadoras importantes envolvidas na 

proliferação celular, na regulação do ciclo celular e na apoptose de modelos tumorais (Hostein 

et al., 2001). 

Existem diferentes mecanismos pelos quais esses inibidores prejudicam a atividade da 

HSP90. Os inibidores mais naturais modulam a atividade da HSP90 bloqueando o local de 

ligação do ATP no domínio N-terminal e prejudicando a atividade da ATPase necessária para 

o efeito chave da HSP90. Esse é o caso da geldanamicina e seus análogos, dentre os quais 

destacamos a 17-alilaminogeldanamicina (17-AAG). A 17-AAG, também denominada 

tanespimicina, é um antibiótico antineoplásico benzoquinona derivado da geldanamicina capaz 

de inibir seletivamente a HSP90. A 17-AAG vem sendo estuda a anos e, atualmente, está em 

ensaios clínicos de Fase II / III, demonstrando baixa toxicidade, melhor estabilidade em 

comparação com outros análogos e potente atividade antitumoral, inclusive contra tumores de 

melanoma metastático (Solit et al., 2008). Trabalhos demonstram que a 17-AAG diminui o 

crescimento de linhagens celulares de melanoma in vitro e de xenoenxerto de tumor de 

melanoma humano in vivo. Os mecanismos exatos destes efeitos anti-melanoma da HSP90 

continuam a ser determinados. Sabe-se que algumas proteínas clientes de HSP90 como BRAF, 

CRAF, CDK-4, VEGFR, telomerase e IGF são potencialmente relevantes para o processo 

carcinogênico (Pacey et al., 2012). 

 

1.5. Utilização de linfócitos T γδ em imunoterapias antitumoral  

 

Os aspectos funcionais da biologia de linfócitos T γδ descritos anteriormente neste trabalho 

levaram à sua utilização em imunoterapias anticâncer. A estimulação de linfócitos T Vδ2 com 

fosfoantígenos naturais ou sintéticos (na presença de IL-2) desencadeia uma expansão rápida, 

massiva e seletiva destas células (Hiasa et al., 2009). Dados disponíveis demonstram que a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharp%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16860662
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Workman%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16860662
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imunoterapia utilizando linfócitos T γδ, quer pela utilização de linfócitos T expandidos in vivo, 

através da administração de compostos que os ativam, ou pela transferência adotiva de 

linfócitos T γδ ativados ex vivo, mostrou ser bem tolerada, segura e clinicamente benéfica aos 

pacientes (Buccheri, et al., 2014). No entanto, existem limitações técnicas e funcionais para seu 

uso em terapias. As limitações técnicas estão relacionadas à hiporesponsividade de linfócitos T 

γδ em alguns pacientes ou à anergia induzida por ativação (falta de ativação ou expansão), 

enquanto as limitações funcionais estão relacionadas à inabilidade de linfócitos T γδ expandidos 

in vivo ou in vitro de alcançarem e infiltrarem os tumores e de exercerem suas funções efetoras 

no microambiente imunossupressor de tumores (Noguchi et al., 2011; Zheng et al., 2013). Para 

superar essas limitações, abordagens imunoterapêuticas vem sendo estudadas.  

No decorrer desta introdução destacamos que linfócitos T γδ possuem características 

singulares que os tornam um alvo promissor para o desenvolvimento de terapias antitumorais, 

porém sua potente atividade citotóxica pode ser afetada por mecanismos imunossupressores. 

Comumente, a produção de PGE2 encontra-se aumentada em inúmeros tumores exercendo 

efeitos inibitórios sobre linfócitos T. Dados da literatura também já revelaram efeitos inibitórios 

da PGE2 sobre a atividade citotóxica de linfócitos T γδ contra células de mastocitoma (Martinet 

2010), linfoma (Martinet 2009) e células de adenocarcinoma de ovário (Lavoué 2011). No 

entanto, mais estudos são necessários para uma melhor compreensão dos mecanismos 

envolvidos nesta modulação e os seus efeitos sobre a atividade citotóxica de linfócitos T γδ 

contra outras linhagens tumorais. A utilização do inibidor seletivo de HSP90 17-AAG foi 

utilizado como ferramenta no nosso estudo, uma vez que, em adição à sua atividade direta sobre 

células tumorais, foi demonstrado que este inibidor reduziu a produção de PGE2 por células de 

câncer de colorretal (Mohammadi et al., 2016). Já é bem conhecido que inibidores de HSP90 

afetam diretamente e simultaneamente a sobrevivência, o crescimento e a proliferação de 

células tumorais, mas pouco se sabe sobre o envolvimento desta inibição com outros 

parâmetros, inclusive sobre a imunossupressão tumoral. 

A utilização de imunoterapias para o tratamento de pacientes com melanoma vem 

crescendo e ganhando força como uma opção promissora. Notavelmente, a incidência de câncer 

de melanoma está aumentando em todo o mundo e, com exceção da cirurgia, os tratamentos 

disponíveis não garantem altas taxas de cura (Leong et al., 2012; Kaufman et al., 2014; Lipson 

et al., 2015). Durante o desenvolvimento de um melanoma, o sistema imunológico não apenas 

protege contra o desenvolvimento do tumor, como também molda as características tumorais 

emergentes iniciando um processo de "imunodeficiência tumoral". Como mencionado 

anteriormente, tumores de melanoma são altamente metastáticos e este processo de metástase 
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geralmente está associado à tolerância imunológica severa (Ascierto et al., 2015). Neste cenário, 

novas imunoterapias estão sendo investigadas a fim de identificar e caracterizar os diferentes 

subconjuntos de células cancerígenas de melanoma e projetar tratamentos individualizados para 

os pacientes. Apesar dos avanços nas pesquisas e utilização das terapias direcionadas, ainda são 

frequentes os casos de pacientes que apresentam resistência aos tratamentos. Assim, o uso de 

terapia de combinação para inibir simultaneamente múltiplas vias e de agentes que tenham 

como alvo o sistema imune estão sendo estudados para melhorar a eficácia e reduzir a 

toxicidade das terapias contra o melanoma. Diferentes moléculas de linfócitos T têm sido alvo 

de estudos apresentando resultados interessantes e promissores (Johnson et al., 2014). Diante 

das informações apresentadas no decorrer desta introdução, o presente estudo teve como 

objeitvo investigar os efeitos imunomoduladores da PGE2 sobre a atividade citotóxica de 

linfócitos T γδ contra células de melanoma humano MV3 e o envolvimento da inibição de 

HSP90 neste processo. 
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 2. Objetivos 

 

Avaliar os efeitos do mediador lipídico, PGE2, sobre a atividade antitumoral de linfócitos T 

γδ contra células de melanoma humano MV3 e o envolvimento da chaperona HSP90 neste 

processo. 

 

 

2.1. Objetivos específicos: 

1. Investigar os efeitos da PGE2 sobre a atividade citotóxica de linfócitos T γδ in vitro; 

2. Investigar, in vitro, a produção de PGE2 por células de melanoma humano MV3 e o efeito 

do sobrenadante destas células sobre a atividade efetora de linfócitos T γδ; 

3. Investigar, in vitro, o efeito do sobrenadante de células de melanoma humano MV3 tratadas 

com 17-AAG sobre a modulação da atividade efetora de linfócitos T γδ. 
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3. Metodologia 

 

3.1. Expansão de linfócitos T γδ humanos 

 

Linfócitos T γδ foram expandidos a partir de uma população de células mononucleares 

humanas obtidas a partir do sangue de doadores voluntários saudáveis de ambos os sexos, com 

idade entre 18 e 50 anos, que não estavam sob o uso de corticoides. Para a coleta do sangue, 

foram obtidas alíquotas (10-20 ml) de sangue periférico venoso, através de venopunctura 

(agulha de calibre 23G). As células mononucleares foram isoladas através da centrifugação 

(400g; 30 minutos) em gradiente de Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, EUA), lavadas uma vez 

com meio RPMI 1640 (Gibco, EUA; 400g; 10 minutos) e posteriormente plaqueadas 

(2x105/poço) em placas de 96 poços de fundo em “U” em meio RPMI 1640 suplementado com 

soro fetal bovino (SFB; 10%; Sigma-Aldrich, EUA), piruvato de sódio (1mM; Sigma-Aldrich, 

EUA) e gentamicina (100μg/ml; Gbico, EUA). As células mononucleares permaneceram em 

cultura por sete dias com meio contendo fosfoantígeno isopentenil pirofosfato (IPP; 2-10μg/ml; 

Sigma-Aldrich, EUA) e interleucina-2 (IL-2; 12,2ng/ml; Sigma-Aldrich, EUA) a 37ºC, 5% 

CO2. No sétimo dia, as células foram recolhidas, lavadas com RPMI 1640 (400g; 10 minutos) 

e novamente plaqueadas (2x105/poço) em meio RPMI 1640 suplementado com SFB, piruvato 

de sódio, gentamicina, IPP e IL-2. As células permaneceram em cultura por mais sete dias a 

37ºC e 5% CO2. Após os 14 dias, as células foram recolhidas, lavadas com RPMI 1640 (400g; 

10 minutos) e a pureza da população avaliada através de citometria de fluxo (FACScalibur; 

Becton & Dickinson, EUA), conforme descrito a seguir. Para os experimentos posteriores 

foram utilizadas culturas com pureza ≥ 85% de linfócitos T γδ. Todos os procedimentos foram 

aprovados pela licença do Comitê de Ética em Pesquisa com seres humanos da Fundação 

Oswaldo Cruz (Licença CEP n° 346.627).  

 

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

 

A linhagem de células MV3, estabelecidas por van Muijen (1991) e cedidas pelo 

Laboratório de Farmacologia Celular e Molecular – UERJ, foi obtida a partir de nódulos 

linfáticos metastizados de um paciente de 76 anos de idade (sexo masculino) que sofreu de 

melanoma cutâneo primário amelanótico tipo nodular, Clark IV, na região do queixo. Para os 

ensaios, células MV3 foram cultivadas em meio DMEM (Sigma-Aldrich, EUA) suplementado 

com SFB (10%; Sigma-Aldrich, EUA) e gentamicina (100μg/ml; Gibco, EUA) em estufa a 

37ºC e 5% de CO2. Para a obtenção do sobrenadante, as células MV3 foram plaqueadas 
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(7,5x105/poço) em placas de cultura de 6 poços de fundo chato em meio DMEM suplementado 

com SFB e gentamicina e permaneceram em cultura por 24 horas a 37ºC e 5% CO2. Após esse 

período, o sobrenadante foi recolhido, centrifugado (405g; 10 minutos) e utilizado nos ensaios 

posteriores. 

 

3.3. Tratamento de células de melanoma humano MV3 e obtenção do 

sobrenadante 

 

Células de melanoma humano MV3 foram plaqueadas (5x105/poço) em placas de 

cultura de 6 poços de fundo chato em meio DMEM suplementado com SFB e gentamicina e 

permaneceram em cultura por 24 horas a 37ºC e 5% CO2. Após esse período, as células foram 

lavadas 1x com meio DMEM incompleto e tratadas com 17-demetoxi-17-alilamino 

geldanamicina (17-AAG; 1μM) por 2 horas. Em seguida, o meio contendo 17-AAG foi 

substituído por meio DMEM suplementado e as células permaneceram por mais 24 horas em 

estufa a 37ºC e 5% de CO2. O sobrenadante foi recolhido, centrifugado (405g; 10 minutos) e 

utilizado nos ensaios posteriores. 

 

3.4. Viabilidade de células de melanoma humano MV3 

 

Células MV3 foram plaqueadas (2x104 células/poço) em placa de 96 poços de fundo 

chato e tratadas com 17-AAG (0,25-2 µM) em meio DMEM contendo SFB e gentamicina. 

Após 24 horas em estufa a 37ºC e 5% CO2 a solução de resazurina (0,1mg/ml; 4h) foi adicionada 

aos poços 20h após a incubação dos linfócitos e a leitura da fluorescência foi realizada em 

λem555 e λexc585 em leitor multimodal M5 (Molecular Devices, EUA). Os valores foram 

apresentados na forma de porcentagem de células viáveis. 

 

3.5. Estímulo e tratamento de linfócitos T γδ humanos 

 

Após o processo de expansão, os linfócitos T γδ humanos foram lavados uma vez com 

RPMI 1640 (400g; 10 minutos), plaqueados (2x105/poço) em placas de 96 poços com fundo 

em “U” em meio RPMI 1640 suplementado com SFB, piruvato de sódio e gentamicina e 

mantidos em repouso na estufa por 24 horas a 37ºC, 5% CO2. Após esse período, os linfócitos 

T γδ foram divididos em grupos e tratados da seguinte forma: 1) linfócitos T γδ incubados por 

uma hora em meio DMEM completo e posteriormente estimulados com IPP (Sigma-Aldrich, 

EUA; 10μg/ml) por mais duas horas (grupo controle); 2) linfócitos T γδ pré-tratados com 
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prostaglandina E2 (PGE2; 1μM; Cayman Chemical, EUA) por uma hora e posteriormente 

estimulados com IPP por mais duas horas; 3) linfócitos T γδ incubados por duas horas com o 

sobrenadante de células MV3; 4) linfócitos T γδ incubados por duas horas com o sobrenadante 

de células MV3 tratadas com 17-AAG. Para a análise da produção intracelular das citocinas 

IFN- e IL-17 e da enzima citotóxica perforina, os linfócitos T γδ foram pré-tratados e 

estimulados ou cultivados com o sobrenadante de células MV3 (tratadas ou não com 17-AAG) 

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

 

3.6. Viabilidade celular de linfócitos T γδ humanos  

 

Linfócitos T γδ humanos expandidos foram plaqueados (2x105 células/poço) em placa 

de 96 poços de fundo chato e estimulados com PGE2 (0,25-2µM) em meio RPMI 1640 contendo 

com SFB, piruvato de sódio e gentamicina ou cultivados com o sobrenadante das células de 

melanoma MV3 (tratadas ou não com 17-AAG) por 24 horas a 37ºC e 5% CO2. 20µL da solução 

de resazurina (0,1mg/ml; 4h) foi adicionada por poço 20h após a incubação dos linfócitos. 

Completadas 24 horas de cultura, a leitura da fluorescência foi realizada em λem555 e λexc585 

em leitor multimodal M5 (Molecular Devices, EUA).  

 

3.7. Marcação para citometria de fluxo 

 

Para avaliação da pureza e análise da expressão de EP4 e CD107a na superfície celular, 

os linfócitos T γδ humanos foram cultivados em placa de 96 poços de fundo chato, pré-tratados 

e estimulados conforme descrito no tópico 3.5. Após 2 horas, as células foram recolhidas, 

centrifugadas (964g; 10 minutos) e ressuspendidas em 100μL de solução de bloqueio (PBS 1x 

+ 0,1% azida sódica + 10% de SFB). Após 30 minutos a 4°C, os linfócitos T γδ foram lavados 

com PBS 1x (100μL/eppendorf; 964g; 10 minutos) e ressuspendidos na solução de bloqueio 

(50μL/eppendorf) contendo os anticorpos monoclonais anti-TCR γδ (Biolegend; 1:100), anti-

CD3 (Becton Dickson; 1:100), anti-EP4 (Novus Biologicals; 1:100), anti-CD107a (Biolegend; 

1:100) conjugados a FITC, PE ou PerCP PE/Cy7. Após 30 minutos a 4°C, esses foram 

novamente lavados com PBS 1x (100μL/eppendorf; 964g; 10 minutos), ressuspendidos em 

PBS/azida sódica e adquiridos no citômetro de fluxo (FACScalibur; Becton & Dickinson, 

EUA).  Como controle negativo de marcação inespecífica, foram utilizados isotipos de 

anticorpos IgG conjugados aos respectivos fluorocromos sem especificidade de ligação às 

proteínas das células analisadas.  
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Para a marcação intracelular das citocinas IFN-γ e IL-17 e de perforina, os linfócitos T 

γδ, após serem tratados e estimulados na presença da brefeldina A (10μg/mL) por 4 horas, foram 

recolhidos, lavados e fixados com paraformaldeído 4% (100μL/eppendorf). Após 20 minutos a 

4°C, as células foram novamente lavadas com PBS 1x (100μL/eppendorf; 964g; 10 minutos) e 

ressuspendidas em tampão para permeabilização (PBS 1x + 0,1% azida + 0,1% de saponina + 

10% SFB) por 30 minutos a 4°C. Em seguida, essas foram novamente lavadas com PBS 1x 

(100μL/eppendorf; 964g; 10 minutos) e ressuspendidas em PBS/azida contendo os anticorpos 

anti- IFN-γ (BD Pharmingen; 1:100), anti-IL-17 (Biolegend; 1:100) e anti-perforina (Santa 

Cruz; 1:100). Após 30 minutos a 4°C, os linfócitos T γδ foram novamente lavados com PBS 1x 

e ressuspendidos em PBS/azida contendo os respectivos anticorpos secundários por mais 30 

minutos a 4°C. Após esse período, as células foram lavadas com PBS 1x, transferidas para os 

tubos próprios para citômetro (poliestireno transparenre, fundo redondo, 12x75mm, 5mL) e 

adquiridas no citômetro de fluxo. Para avaliação das enzimas ciclooxigenase (COX)-1 e 2 os 

linfócitos T γδ fixados, permeabilizados, bloqueados e marcados com os anticorpos 

monoclonais anti-COX-1 e anti-COX-2 purificados e o anticorpo secundário anti-goat IgG 

conjugado à FITC.  

 

3.8. Estratégia de gate 

 

Para análise das células marcadas ao menos 105 células foram adquiridas por amostra 

no citômetro (FACScalibur; Becton & Dickinson). O percentual da subpopulação de linfócitos 

T γδ CD3+/TCRγδ+ foi determinada em um gate físico delimitado manualmente de acordo com 

o tamanho e granulosidade (FSC x SSC) utilizando o software FlowJo® (versão 7.6.5). As 

análises das marcações foram realizadas dentro do gate físico em populações com pureza ≥ 

85% e os dados coletados expressos em uma escala log de intensidade de fluorescência 

apresentados como dotplots ou histogramas. 

 

3.9. Ensaio imunoenzimático (EIA) 

 

Células de melanoma humano MV3 (2x105 células/poço), tratadas ou não com 17-AAG, 

foram cultivadas em placa de 24 poços de fundo chato em meio DMEM suplementado com 

SFB e gentamicina por 24 horas a 37ºC e 5% CO2. Após esse período, o sobrenadante foi 

recolhido, centrifugado (405g; 10 minutos) e utilizado para a dosagem do mediador lipídico 

prostaglandina E2 (PGE2) através do kit de EIA (Cayman Chemical, USA), conforme instruções 
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do fabricante. A leitura da fluorescência foi realizada em diferentes intervalos de tempo em 

λ420nm em leitor multimodal M5 (Molecular Devices, EUA). 

 

3.10. Ensaio de quimiotaxia 

 

Linfócitos T γδ humanos (5x104 células/poço ressuspendidos em 80μl) após tratamentos 

e estímulos foram adicionados a inserts de cultura (5,0μm; Corning) em placas de 96 poços 

contendo o leucotrieno B4 (LTB4; 100 l; 100nM; Cayman) como fator quimiotático. A placa 

permaneceu em estufa por 2 horas a 37ºC e 5% de CO2 e, após esse período, as células que 

migraram para a parte inferior do poço foram contadas em Câmara de Neubauer (Bright-line), 

em microscópio ótico (20x). 

 

3.11. Dosagem de Granzima B  

 

Linfócitos T γδ humanos (2x105 células/poço) (tratados e estimulados) foram 

recolhidos, centrifugados (400g; 10 minutos) e o sobrenadante conservado para a realização da 

dosagem de granzima B. A dosagem foi realizada através do kit Granzyme B Activity 

Fluorometric Assay Kit (Biovision, EUA) conforme especificações do fabricante. A leitura da 

fluorescência foi realizada em diferentes intervalos de tempo entre λem380 e λexc500 em leitor 

multimodal M5 (Molecular Devices, EUA). 

 

3.12. Ensaio de killing de células tumorais  

 

Células de melanoma MV3 (2x105/poço) foram cultivadas em placa de 24 poços com 

fundo chato 24 horas antes do ensaio para adesão. Linfócitos T γδ tratados e estimulados foram 

transferidos para a placa contendo as células MV3 (relação MV3/γδ de 1:5) e incubados por 4 

horas a 37ºC e 5% de CO2. Após a incubação o sobrenadante foi recolhido e as células soltas 

com tripsina/EDTA 1x (Sigma Aldrich). Ambos (sobrenadante e células soltas) foram lavados 

com PBS 1x (405g; 10 minutos). Em seguida, as células foram marcadas com iodeto de 

propídeo (PI) diluídos em tampão de ligação para marcação de PI, conforme instruções do 

fabricante (BD Pharmingen). Ao menos 105 células foram adquiridas por amostra no citômetro 

(FACScalibur; Becton & Dickinson). A análise da morte das células MV3 foi realizada em gate 

físico (FSCxSSC) determinado manualmente de acordo com o tamanho e granulosidade 

utilizando o software FlowJo® (versão 7.6.5). Os dados coletados foram expressos em 

porcentagem de células viáveis e apresentados como histogramas. 
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3.13. Análise Estatística 

 

Os resultados foram avaliados pelos testes Student-Newman-Keuls ou T-Student através 

do programa GraphPad Prism 4 para Windows. Foram consideradas significativas diferenças 

onde P < 0,05. 

 

 

3.14. Consideração sobre Aspectos Éticos 

 

Todos os experimentos foram realizados de acordo com as normas do Comitê de Ética 

em Pesquisa com seres humanos da Fundação Oswaldo Cruz sob a licença CEP n° 346.627. O 

Laboratório de Farmacologia Aplicada é certificado como nível II pela CTNBio (CQB 342/12). 
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4. Resultados 
 

4.1. Efeitos da PGE2 sobre a ativação de linfócitos T γδ humanos 

 

4.1.1. Pureza da população de linfócitos T γδ após expansão 

 

O fosfoantígeno IPP, produzido por células tumorais e diretamente reconhecido por 

linfócitos T  humanos, foi utilizado no nosso modelo para expandir in vitro linfócitos T . 

Esta é uma técnica estabelecida para a obtenção de linfócitos T  a partir de células 

mononucleares de sangue humano (Silva-Santos et al., 2015). Após 14 dias de incubação dos 

linfócitos T  com IPP (10μg/ml) e IL-2 (2μM) as células foram marcadas com os anticorpos 

anti-CD3 e anti-TCR e adquiridas em citômetro de fluxo. Como observado na figura 1, 

obtivemos uma população com pureza de aproximadamente 86% de linfócitos CD3+/TCR+ 

(figura 1).  

 

Figura 1. Pureza da população de linfócitos T γδ após expansão. (A-B) Dot plots representativos da análise 

de células CD3+/TCRγδ+ após 7 dias em cultura na presença de IPP (10μg/ml) e IL-2 (2μM). (C-D) Dot plots 

representativos da análise de células CD3+/TCRγδ+ após 14 dias em cultura na presença de IPP (10μg/ml) e 

IL-2 (2μM). Resultados representativos do experimento realizado em triplicata. A aquisição foi realizada em 

citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® 



 

33 

 

4.1.2. PGE2 não induz a morte de linfócitos T γδ 

 

Inicialmente, para garantir que os efeitos da PGE2 sobre os linfócitos T γδ não induzem 

morte celular, foi avaliada a viabilidade destas células após a incubação com PGE2 pelo ensaio 

de resazurina. Para tal, linfócitos T γδ humanos foram incubados com diferentes concentrações 

de PGE2 (0,25-2μM) por 2 e 24 horas. Os resultados demostram que a incubação com PGE2 

por 24h não induziu morte celular superior a 20% (figura 2), como nas células incubadas com 

tween 10% (controle positivo de morte), garantindo a confiabilidade dos resultados nos ensaios 

subsequentes.  
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Figura 2. Viabilidade dos linfócitos T γδ (2 x 105/poço) após incubação com PGE2 (0,25-2μM) por 2h e 24h. 

Análise realizada pelo método de redução de resazurina. Linfócitos T γδ incubados com tween 10% foram 

utilizados como controle positivo de morte. A leitura foi realizada em leitor multimodal M5 (Molecular 

Devices) (λex555, λem 585). Gráfico representativo de três experimentos independentes realizados em triplicata. 

Resultados expressos como média de porcentagem de células viáveis. 
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4.1.3. Linfócitos T γδ expressam o receptor de prostaglandina E2 EP4 

 

Para investigar se PGE2 exerce efeito direto sobre os linfócitos T γδ, avaliamos a 

expressão do receptor EP4 por estas células, através de citometria de fluxo. Como demonstrado 

abaixo, linfócitos T γδ expressam o receptor EP4 (figura 3A), e a incubação com PGE2 não 

alterou a sua expressão (figura 3 B). 

 

Figura 3. Análise da expressão do receptor EP4 por linfócitos T γδ. (A) Histograma da análise da expressão 

de EP4 por linfócitos T γδ em repouso. (B) Histograma representativo da análise da expressão de EP4 por 

linfócitos T γδ após incubação com PGE2 (1μM; 1h) e estímulo com IPP (10μg/ml; 2h). Tabelas contendo 

média ± EPM e mediana ± EPM de linfócitos T γδ EP4+. Resultados representativos de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. A aquisição foi realizada em citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e 

as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® 
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4.1.4. PGE2 diminui o killing de células de melanoma por linfócitos T γδ 

Para investigar os efeitos da PGE2 sobre a atividade citotóxica dos linfócitos T γδ, 

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

de killing), através de citometria de fluxo. Para tal, após a expansão, os linfócitos T γδ que 

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

com PGE2 (1μM) por 1 hora. Transcorrido esse período, ambos os grupos foram estimulados 

com IPP (10μg/ml) e cocultivados com células de melanoma humano MV3. Após 4 horas, 

avaliamos a marcação de PI (morte celular) nas células tumorais MV3 delimitadas em um gate 

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

demonstram que a incubação de linfócitos T γδ com PGE2 reduziu a atividade citotóxica destas 

células, como observado na figura 4 (D-E). 

Figura 4. Ensaio de killing de células de melanoma humano MV3 por linfócitos T γδ incubados com meio ou 

PGE2 (1μM; 1h) e estimulados com IPP (10μg/ml). (A-C) Dot plots representativos dos gates físicos (FSC x 

SSC), determinados manualmente de acordo com o tamanho e granulosidade, utilizados para a análise de 

células MV3 PI+.  (D) Histogramas representativos da análise de células MV3 PI+. (E) Resultados expressos 

como média ± EPM de células MV3 PI+. Diferenças estatísticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o não tratado 

estão indicadas por (*). Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em 

triplicata. A aquisição foi realizada em citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no 

programa FlowJo 5.1® 
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4.1.5. PGE2 modula negativamente a produção de INF-γ por linfócitos T γδ  

 

Considerando o efeito da PGE2 sobre a atividade citotóxica de linfócitos T γδ, avaliamos 

o perfil de produção de IFN-γ por essas células, através da marcação intracelular desta citocina 

em linfócitos T γδ por citometria de fluxo. Para tal, após a expansão, os linfócitos T γδ que 

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

com PGE2 (1μM) por 1 hora. Transcorrido esse período, ambos os grupos foram estimulados 

com IPP (10μg/ml) por mais 4 horas e marcados com o anticorpo anti-IFNγ. Os resultados 

demonstram que a incubação com PGE2 diminuiu significantemente o número de linfócitos T 

γδ IFN-γ+ (figura 5). Além disso, este mediador lipídico levou à redução da intensidade de 

marcação (IFN-γ, FL-2) por célula (figura 5 D). Vale ressaltar que a PGE2 também diminuiu a 

granulosidade da população de linfócitos T γδ, como demonstrado no parâmetro de SSC-H 

(Figura 5 A-C). 

 

 

4.1.6. Efeito da PGE2 sobre a degranulação de linfócitos T γδ  

 

Dando continuidade, investigamos se a PGE2 modula a degranulação de linfócitos T γδ. 

Para tal, avaliamos a expressão do marcador de degranulação CD107a, produção de perforina 

e liberação de granzima B por essas células, através de citometria de fluxo e ensaio de EIA, 

respectivamente. Os resultados demonstram que a incubação com PGE2 diminuiu 

significantemente o número de linfócitos T que expressam CD107a (figura 6 A-C) e a 

intensidade de marcação (CD107a, FL-3) por célula (figura 6D), o que pode estar associado à 

Figura 5. Avaliação de IFN-γ intracelular em linfócitos T γδ incubados com meio ou PGE2 (1μM; 1h) e 

estimulados com IPP (10μg/ml). (A-C) Dot plots representativos da análise da quantificação intracelular de 

IFN-γ por linfócitos T γδ. (D) Resultados expressos como M.I.F. (mediana de intensidade de fluorescência) ± 

EPM de linfócitos T γδ IFN-γ+. Diferenças estatísticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o não tratado estão 

indicadas por (*). Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. A 

aquisição foi realizada em citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 

5.1® 
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redução da capacidade da função efetora destes linfócitos T γδ. Apesar de não observamos 

diminuição significativa da produção de perforina (figura 7 A-B), houve redução significativa 

da liberação de granzima B (figura 7C) por estas células. 

 

Figura 7. Avaliação da expressão de perforina intracelular e liberação de granzima B por linfócitos T γδ 

incubados com meio ou PGE2 (1μM; 1h) e estimulados com IPP (10μg/ml). (A) Histograma representativo da 

análise da quantificação intracelular de perforina por linfócitos T γδ. (B) Resultados expressos como M.I.F. 

(mediana de intensidade de fluorescência) ± EPM de linfócitos T γδ perforina+. A aquisição foi realizada em 

citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® (C) Dosagem de 

granzima B no sobrenadante de linfócitos T γδ incubados com meio ou PGE2 (1μM; 1h) e estimulados com 

IPP (10μg/ml). Análise realizada através do kit Granzyme B Activity Fluorometric Assay Kit (Biovision). A 

leitura foi realizada em leitor multimodal M5 (Molecular Devices) (λex380, λem 500). Resultados expressos 

como média ± EPM. Diferenças estatísticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o não tratado estão indicadas por 

(*). Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. 

Figura 6. Avaliação da expressão de CD107a por linfócitos T γδ incubados com meio ou PGE2 (1μM; 1h) e 

estimulados com IPP (10μg/ml). (A-C) Dot plots representativos da análise da expressão de CD107a por 

linfócitos T γδ. (D) Resultados expressos como M.I.F. (mediana de intensidade de fluorescência) ± EPM de 

linfócitos T γδ CD107a+. Diferenças estatísticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o não tratado estão indicadas 

por (*). Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisição 

foi realizada em citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® 
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4.1.7. Efeito da PGE2 sobre a migração de linfócitos T γδ 

 

 Afim de investigar se a PGE2, além de possuir efeitos diretos sobre a citotoxidade de 

linfócitos T γδ, também seria capaz de modular atividade migratória dessas células e, assim, 

modular sua migração, realizamos o ensaio de quimiotaxia. Como demonstrado abaixo, o 

tratamento com PGE2 reduziu significativamente o número de linfócitos T γδ que migraram em 

direção ao fator quimiotático LTB4, quando comparado com o grupo controle (meio) (figura 

8). O grupo de linfócitos T γδ migrando em direção ao meio RPMI (sem adição de LTB4) foi 

utilizado com controle negativo do ensaio. 

 

 

 

 

 

 

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

ativação de linfócitos T γδ 

4.2.1. Células MV3 produzem PGE2 

 

Neste bloco de resultados, investigamos o efeito do sobrenadante de células de 

melanoma humano MV3 sobre a ativação de linfócitos T γδ. Primeiramente, avaliamos a 

produção de PGE2 por células MV3 através da quantificação deste mediador no sobrenadante 

Figura 8. Ensaio de quimiotaxia de linfócitos T γδ incubados com meio ou PGE2 (1μM; 1h) e estimulados 

com IPP (10μg/ml). Quantificação do número de células que migraram em direção ao fator quimiotático LTB4 

(100nM). Migração de linfócitos T γδ em direção ao meio RPMI foi utilizado como controle negativo.  

Resultados expressos como média ± EPM. Diferenças estatísticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o não tratado 

estão indicadas por (*). Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em 

triplicata. 
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da cultura e expressão das enzimas ciclooxigenase COX-1 e COX-2, que participam da via de 

síntese deste mediador lipídico, por estas células, através dos ensaios de EIA e citometria de 

fluxo, respectivamente. Os resultados demonstram a presença de PGE2 no sobrenadante de 

células MV3 após 2 e 24h de cultivo (tabela 1), e que estas células expressam COX-1 e -2 

(figura 9 A e B).  

 

 

Tabela 1. Quantificação de PGE2 células de melanoma humano MV3 

 2h 24h 

PGE2 (pg/ml) 239,3 ± 5,2 438,9 ± 58,4 

  

Resultados expressos como média ± EPM de três experimentos independentes feitos em triplicata. 

 

 

 

Figura 9. Quantificação intracelular das enzimas ciclooxigenases 1 e 2 em células de melanoma humano MV3. 

(A) Histograma representativo da análise da quantificação intracelular de COX-1 em células de melanoma 

humano MV3. (B) Histograma representativo da análise da quantificação intracelular de COX-2 em células de 

melanoma humano MV3. Tabelas contendo média e mediana de intensidade de fluorescência. A aquisição foi 

realizada em citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1®. 

Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata.  
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4.2.2. Sobrenadante de células MV3 não induz a morte de linfócitos T γδ 

 

Com o objetivo de avaliar os efeitos do sobrenadante de células de melanoma humano MV3 

(contendo PGE2) sobre os linfócitos T γδ, avaliamos inicialmente a viabilidade destes linfócitos 

após a incubação com sobrenadante de células MV3, por 2 e 24 horas, pelo método de 

resazurina. Como demonstrado na figura 10, a incubação com o sobrenadante não induziu a 

morte de linfócitos T γδ (como observado no grupo controle positivo de linfócitos T γδ 

incubados com tween 10%), garantindo a viabilidade dos mesmos nos ensaios subsequentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Viabilidade dos linfócitos T γδ (2 x 105/poço) após incubação com sobrenadante de células de 

melanoma humano MV3 (SN MV3) por 24h. Análise realizada pelo método de redução de resazurina. 

Linfócitos T γδ incubados com tween 10% foram utilizados como controle positivo. A leitura foi realizada em 

leitor multimodal M5 (Molecular Devices) (λex555, λem 585). Diferenças estatísticas (P<0,05) entre o grupo 

tratado e o não tratado estão indicadas por (*). Resultados expressos como média de porcentagem. Gráfico 

representativo de três experimentos independentes realizados em triplicata. 
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4.2.3. Efeito do sobrenadante de células MV3 na expressão do receptor EP4 por 

linfócitos T γδ 

 

Para investigar se o sobrenadante de células de melanoma humano MV3 altera a 

expressão do receptor de PGE2, EP4, na superfície de linfócitos T γδ realizamos o ensaio de 

citometria de fluxo. Como demonstrado na figura 11, a incubação de linfócitos T γδ com o 

sobrenadante de células MV3 reduz a expressão de EP4 por estas células (M.I.F), no entanto 

ainda há receptores presentes em sua superfície disponíveis para que a PGE2, presente no 

sobrenadante de células MV3, se ligue e exerça seus efeitos. 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Análise da expressão do receptor EP4 por linfócitos T γδ após incubação com meio ou sobrenadante 

de células MV3. Histograma representativo da análise da expressão de EP4 por linfócitos T γδ. Tabela 

contendo média ± EPM e mediana ± EPM de linfócitos T γδ EP4+. Resultados representativos de três 

experimentos independentes realizados em triplicata.  A aquisição foi realizada em citômetro de fluxo 

FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® 
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4.2.4. Sobrenadante de MV3 diminui o killing de células de melanoma por linfócitos 

T γδ 

Para avaliar o efeito do sobrenadante sobre a atividade citotóxica de linfócitos T γδ 

realizamos o ensaio de killing. Para tal, após a expansão, os linfócitos T γδ que estavam em 

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

sobrenadante de células MV3 por 1 hora. Transcorrido esse período, ambos os grupos foram 

cocultivados com células de melanoma humano MV3. Após 4 horas, avaliamos a marcação de 

PI (morte celular) nas células tumorais MV3 delimitadas em um gate físico (FSCxSSC) de 

acordo com o tamanho e granulosidade (figura 12 A-C). Os resultados demonstram que 

linfócitos T γδ incubados com o sobrenadante de células MV3 apresentam uma menor 

capacidade de indução de morte das células tumorais (figura 12 D-E), sugerindo que o 

sobrenadante de células MV3 é capaz de modular negativamente a ativação de linfócitos T γδ. 

Figura 12. Ensaio de killing de células de melanoma humano MV3 por linfócitos T γδ após incubação com 

meio ou sobrenadante de células MV3 (1h). (A-C) Dot plots representativos dos gates físicos (FSC x SSC), 

determinados manualmente de acordo com o tamanho e granulosidade, utilizados para a análise de células MV3 

PI+. (D) Histograma representativos da análise de células MV3 PI+. (G) Resultados expressos como média ± 

EPM de células MV3 PI+. Diferenças estatísticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o não tratado estão indicadas 

por (*). Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisição foi 

realizada em citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® 
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4.2.3. Sobrenadante de células MV3 modula negativamente a produção de IFN-γ 

por linfócitos T γδ  

Em seguida, avaliamos a produção de IFN-γ intracelular de linfócitos T γδ incubados 

novamente com meio (grupo controle) ou com sobrenadante de células de melanoma humano 

MV3 (por uma hora), através de citometria de fluxo. Os resultados demonstram que o 

sobrenadante diminuiu significantemente o número de linfócitos T γδ IFN-γ+, quando 

comparado com o grupo controle (figura 13 A-D). Assim como observado com a PGE2, o 

sobrenadante levou também à redução da intensidade de marcação (IFN-γ, FL-2) por célula 

(figura 13 D) e diminuiu a granulosidade da população (Figura 13 A-C).  

 

4.2.4. Efeitos do sobrenadante de células MV3 sobre a degranulação de linfócitos 

T γδ  

Para investigar os efeitos do sobrenadante de células de melanoma humano MV3, 

contendo PGE2, sobre a degranulação de linfócitos T γδ avaliamos a expressão do marcador de 

degranulação CD107a, produção de perforina e liberação de granzima B por estas células, 

através de citometria de fluxo e ensaio de EIA, respectivamente. Os resultados demonstram que 

a incubação com o sobrenadante de células MV3 diminuiu levemente o número de linfócitos T 

γδ que expressam CD107a (figura 14 A-C) em sua superfície e a intensidade de marcação 

(CD107a, FL-3) por célula (figura 14 D). Tal fenômeno pode estar associado à redução da 

função efetora destes linfócitos T γδ. No entanto, não observamos diminuição significativa da 

produção de perforina e da liberação de granzima B por estas células (figura 15 A-C). 

Figura 13. Quantificação de IFN-γ intracelular de linfócitos T γδ após incubação com meio ou sobrenadante 

de células MV3 (1h). (A-C) Dot plots representativos da análise da quantificação intracelular de IFN-γ por 

linfócitos T γδ. (D) Resultados expressos como M.I.F. (mediana de intensidade de fluorescência) ± EPM de 

linfócitos T γδ IFN-γ+. Diferenças estatísticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o não tratado estão indicadas 

por (*). Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisição 

foi realizada em citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® 
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Figura 14. Quantificação da expressão de CD107a por linfócitos T γδ após incubação com meio ou 

sobrenadante de células MV3 (1h). (A-C) Dot plots representativos da análise da expressão de CD107a por 

linfócitos T γδ. (D) Resultados expressos como M.I.F. (mediana de intensidade de fluorescência) ± EPM de 

linfócitos T γδ CD107a+. Diferenças estatísticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o não tratado estão indicadas 

por (*). Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisição 

foi realizada em citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® 

Figura 15. Quantificação de perforina intracelular e liberação de granzima B por linfócitos T γδ após 

incubação com meio ou sobrenadante de células MV3. (A) Histograma representativo da análise da 

quantificação intracelular de perforina por linfócitos T γδ. (B) Resultados expressos como M.I.F. (mediana de 

intensidade de fluorescência) ± EPM de linfócitos T γδ perforina+. A aquisição foi realizada em citômetro de 

fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® (C) Dosagem de granzima B no 

sobrenadante de linfócitos T γδ incubados com o sobrenadante de células MV3. Análise realizada através do 

kit Granzyme B Activity Fluorometric Assay Kit (Biovision). A leitura foi realizada em leitor multimodal M5 

(Molecular Devices) (λex380, λem 500). Resultados expressos como média ± EPM. Diferenças estatísticas 

(P<0,05) entre o grupo tratado e o não tratado estão indicadas por (*). Resultados representativos de três 

experimentos independentes realizados em triplicata. 
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4.2.5. Efeito do sobrenadante de células MV3 sobre a migração de linfócitos T γδ 

 Afim de investigar se o sobrenadante de células de melanoma humano MV3, contendo 

PGE2, além de possuir efeitos sobre a atividade de linfócitos T γδ contra células tumorais MV3, 

também seria capaz de modular a atividade migratória destas células e assim diminuir sua 

migração para o microambiente tumoral, realizamos o ensaio de quimiotaxia. Como 

demonstrado abaixo, a incubação de linfócitos T γδ com o sobrenadante de células MV3 não 

alterou significativamente o número de linfócitos T γδ que migraram em direção ao fator 

quimiotático LTB4 quando comparado com o grupo controle (meio) (figura 16). O grupo de 

linfócitos T γδ migrando em direção ao meio RPMI (sem adição de LTB4) foi utilizado com 

controle negativo do ensaio. 

 

  

 

 

 

 

Figura 16. Ensaio de quimiotaxia de linfócitos T γδ após incubação com meio ou sobrenadante de células MV3. 

Quantificação do número de células que migraram em direção ao fator quimiotático LTB4 (100nM). Migração de 

linfócitos T γδ em direção ao meio RPMI foi utilizado como controle negativo. Resultados expressos como média 

± EPM. Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. 
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4.3. Envolvimento da chaperona HSP90 sobre a ativação de linfócitos T γδ 

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

Inibidores da chaperona HSP90 tem sido amplamente estudados como ferramentas 

potenciais no tratamento contra o câncer, uma vez que esta chaperona é responsável pelo 

enovelamento e pela estabilidade de diversas proteínas pró-tumorais. Apesar de não ser descrito 

na literatura que COXs são proteínas clientes da chaperona HSP90, avaliamos se a inibição da 

HSP90 poderia afetar indiretamente a produção de PGE2 pelas células de melanoma humano 

MV3. Inicialmente, avaliamos a viabilidade das células MV3 após incubação com o inibidor 

de HSP90, 17-AAG, através do ensaio de resazurina. Nossos resultados demostram que o 

tratamento com 17-AAG não afetou, em nenhuma das concentrações (0,25-2μM), o número de 

células viáveis 24 horas após o tratamento (figura 17). Assim, a dose de 1μM de 17-AAG foi 

utilizada nos tratamentos posteriores, uma vez que é a concentração amplamente utilizada na 

literatura e não induziu morte celular no nosso modelo. 

 

 

 

Figura 17. Viabilidade das células de melanoma humano MV3 (1,5 x 104/poço) após tratamento com 17-AAG 

(0,25-2μM) por 24 horas. Células MV3 incubadas com DMSO (10%) foram utilizadas como controle positivo. 

Análise realizada pelo método de redução de resazurina. A leitura foi realizada em leitor multimodal M5 

(Molecular Devices) (λex555, λem 585). Resultados expressos como média de porcentagem. Gráfico 

representativo de três experimentos independentes realizados em triplicata. 
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4.3.2. O tratamento de células MV3 com 17-AAG diminui a liberação de PGE2 

Observamos que o tratamento de células de melanoma humano MV3 com 17-AAG 

(1μM) reduziu significativamente a produção de PGE2 após 2 e 24 horas (figura 18 A e B, 

respectivamente). Vale ressaltar que, ambos os sobrenadantes foram recolhidos após 24 horas 

de cultivo. Estes dados confirmam a importância da HSP90 para a produção de PGE2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Quantificação de PGE2 produzido por células de melanoma humano MV3 (2 x105/poço) após 

tratamento 17-AAG (1 μM). (A) Resultados expressos como média ± EPM após 2 horas de tratamento. (B) 

Resultados expressos como média ± EPM após 24 horas de tratamento. Ambos os sobrenadantes foram 

recolhidos após 24 horas de cultivo. Os resultados estão expressos como média ± EPM e as diferenças 

estatísticas (P<0,05) entre o grupo tratado e não tratado estão indicadas por (*). Resultados representativos de 

três experimentos independentes realizados em triplicata. 
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4.3.3. Efeito da 17-AAG sobre a expressão de proteínas por células MV3 

Nossos resultados demonstram que o tratamento de células de melanoma humano MV3 com 

17-AAG não altera a expressão das enzimas COX-1 e COX-2 (figura 19 A e B). A avaliação 

da expressão da chaperona HSP70 foi realizada como controle de atividade da 17-AAG uma 

vez que inibidores de HSP90 (ligantes da porção N-terminal) induzem a expressão de HSP70 

em resposta à indução de choque térmico (figura 19 C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Expressão de COX-1, COX-2 e HSP70 após tratamento de células de melanoma humano MV3 

com 17-AAG (1μM) por 2 horas. (A) Histograma representativo da análise da quantificação intracelular de 

COX-1 por células MV3. (B) Histograma representativo da análise da quantificação intracelular de COX-2 

por células MV3. (C) Histograma representativo da análise da quantificação intracelular de HSP70 por células 

MV3. Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisição foi 

realizada em citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® 
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4.3.4. Sobrenadante de células MV3 tratadas com 17-AAG não induz a morte de 

linfócitos T γδ 

Em seguida investigamos se o sobrenadante de células de melanoma humano MV3, 

contendo níveis reduzidos de PGE2 devido ao tratamento com o inibidor de HSP90 17-AAG 

(1μM), afeta a viabilidade de linfócitos T γδ. Nossos resultados demostram que a incubação de 

linfócitos T γδ com o sobrenadante de células MV3 tratadas com 17-AAG (2 e 24 horas) não 

induziu a morte destes linfócitos. Como controle positivo de morte, linfócitos T γδ foram 

incubados com tween 10% por 24 horas, o qual induz morte celular (figura 20).  
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Figura 20. Viabilidade de linfócitos T γδ (2 x 105/poço) após incubação com o sobrenadante de células de 

melanoma humano MV3 previamente tratadas com 17-AAG (1μM) por 2 e 24h. Análise realizada pelo método 

de redução de resazurina. Linfócitos T γδ incubados com tween 10% foram utilizados como controle positivo. 

A leitura foi realizada em leitor multimodal M5 (Molecular Devices) (λex555, λem 585). Resultados 

representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. 
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4.3.5. Efeito do sobrenadante de células MV3 pré-tratadas com 17-AAG na 

expressão do receptor EP4 por linfócitos T γδ 

 

Para investigar se o sobrenadante de células de melanoma humano MV3 altera a 

expressão do receptor de PGE2, EP4, na superfície de linfócitos T γδ realizamos o ensaio de 

citometria de fluxo. Como observado na figura 21, o sobrenadante de células MV3 pré-tratadas 

com 17-AAG exerce um efeito semelhante ao do sobrenadante de células MV3 não tratadas 

(tópico 4.2.3, figura 11) sobre a expressão de EP4 por linfócitos T γδ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Análise da expressão do receptor EP4 por linfócitos T γδ após incubação com o sobrenadante de 

células de melanoma humano MV3 pré-tratadas com 17-AAG. Histograma representativo da análise da 

expressão de EP4 por linfócitos T γδ. Tabela contendo média ± EPM e mediana ± EPM de linfócitos T γδ 

EP4+. Resultados representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata.  A aquisição foi 

realizada em citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® 
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4.3.6. Efeitos do sobrenadante de células MV3 pré-tratadas com 17-AAG sobre a 

atividade citotóxica e migratória de linfócitos T γδ 

 

A fim de investigar se a incubação dos linfócitos T γδ com o sobrenadante de células de 

melanoma humano MV3, contendo níveis reduzidos de PGE2 devido ao tratamento com 17-

AAG (1μM), modula a atividade citotóxica dessas células avaliamos: i) a capacidade de indução 

de morte das células tumorais MV3, ii) a produção de INF-γ e iii) a degranulação (CD107a, 

granzima e perforina) de linfócitos T γδ após a incubação com o sobrenadante de células MV3 

tratadas, ou não, com 17-AAG. Como demonstrado a seguir, linfócitos T γδ incubados com o 

sobrenadante de células MV3 tratadas apresentaram um leve aumento da capacidade de induzir 

a morte das células tumorais MV3 (figura 22 A-B). Ainda, houve também aumentos sutis na 

produção de INF-γ e expressão do marcador de degranulação CD107a, figuras 23 (A-D) e 24 

(A-D), respectivamente. No entanto, não observamos alterações na produção de perforina 

(figura 24 E-F) e liberação de granzima (figura 24 G) por linfócitos T γδ incubados com o 

sobrenadante de células MV3 tratadas. Ainda, avaliamos o efeito do sobrenadante de células 

MV3 tratadas, ou não, com 17-AAG sobre a capacidade migratória de linfócitos T γδ. Nossos 

resultados demonstram que a incubação de linfócitos T γδ com o sobrenadante de células MV3 

tratadas aumentou significativamente o número de linfócitos T γδ que migraram em direção ao 

fator quimiotático LTB4 quando comparado com o grupo controle (linfócitos T γδ incubados 

apenas com o sobrenadante das células MV3) (figura 25). 

 

Figura 22. Ensaio de killing de células de melanoma humano MV3 por linfócitos T γδ após incubação com o 

sobrenadante de células MV3 tratadas, ou não, com 17-AAG (1μM) por 2 horas. (A) Histograma 

representativos da análise de células MV3 PI+. (B) Resultados expressos como média ± EPM de células MV3 

PI+. Diferenças estatísticas (P<0,05) entre o grupo tratado e o não tratado estão indicadas por (*). Resultados 

representativos de três experimentos independentes realizados em triplicata. A aquisição foi realizada em 

citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® 
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Figura 23. Quantificação de IFN-γ intracelular de linfócitos T γδ após incubação com o sobrenadante de 

células MV3 tratadas, ou não, com 17-AAG (1μM) por 2 horas. (A-C) Dot plots representativos da análise da 

quantificação intracelular de IFN-γ por linfócitos T γδ. (D) Resultados expressos como M.I.F. (mediana de 

intensidade de fluorescência) ± EPM de linfócitos T γδ IFN-γ+. Diferenças estatísticas (P<0,05) entre o grupo 

tratado e o não tratado estão indicadas por (*). Resultados representativos de três experimentos independentes 

realizados em triplicata. A aquisição foi realizada em citômetro de fluxo FACScalibur (BD) e as análises 

realizadas no programa FlowJo 5.1® 

Figura 24. Análise de degranulação e migração de linfócitos T γδ incubados com o sobrenadante de células 

de melanoma humano MV3 tratadas, ou não, com 17-AAG (1μM) por 2 horas. (A-C) Dot plots representativos 

da análise da expressão de CD107a por linfócitos T γδ. (D) Resultados expressos como M.I.F. (mediana de 

intensidade de fluorescência) ± EPM de linfócitos T γδ CD107a+. (E) Histograma representativo da análise da 

quantificação intracelular de perforina por linfócitos T γδ. (F) Resultados expressos como M.I.F. (mediana de 

intensidade de fluorescência) ± EPM de linfócitos T γδ perforina+. A aquisição foi realizada em citômetro de 

fluxo FACScalibur (BD) e as análises realizadas no programa FlowJo 5.1® (G) Dosagem de granzima B no 

sobrenadante de linfócitos T γδ incubados com o sobrenadante de células MV3 tratadas com 17-AAG. Análise 

realizada através do kit Granzyme B Activity Fluorometric Assay Kit (Biovision). A leitura foi realizada em 

leitor multimodal M5 (Molecular Devices) (λex380, λem 500).   
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Figura 25. Ensaio de quimiotaxia de linfócitos T γδ após incubação com o sobrenadante de células de 

melanoma humano MV3 tratadas, ou não, com 17-AAG. Quantificação do número de células que migraram 

em direção ao fator quimiotático LTB4 (100nM). Migração de linfócitos T γδ em direção ao meio RPMI foi 

utilizado como controle negativo. Resultados expressos como média ± EPM. Diferenças estatísticas (P<0,05) 

entre o grupo tratado e o não tratado estão indicadas por (*). Resultados representativos de três experimentos 

independentes realizados em triplicata. 
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5. Discussão 

 

Os linfócitos T γδ são um subtipo de linfócitos T citotóxicos que apresenta 

características antitumorais únicas e promissoras no campo da imunoterapia. No entanto, no 

microambiente tumoral, suas funções podem ser moduladas positivamente ou negativamente, 

devido à plasticidade funcional destas células e à capacidade dos tumores de criarem um 

microambiente imunossupressor que possibilita sua evasão do sistema imune (Holtmeier & 

Kabelitz, 2005; Paul et al., 2014; Elena Lo Presti et al., 2018). Neste cenário, a compreensão 

dos mecanismos moduladores de linfócitos T γδ no sítio tumoral é de extrema importância. 

Neste trabalho, identificamos o mediador lipídico PGE2 como modulador de linfócitos T γδ, 

reduzindo sua atividade citotóxica contra células de melanoma humano MV3. 

É bem estabelecido que a PGE2 desempenha um papel pró-tumoral proeminente, 

estimulando o crescimento, a metástase, a angiogênese e a evasão tumoral (Nakanishi 

& Rosenberg, 2013). Por esse motivo, este mediador lipídico vem sendo estudado como um 

alvo em potencial em terapias contra o câncer, demonstrando resultados promissores (Wilson 

et al., 2000; Wang et al., 2005). Estudos prévios observaram o envolvimento da PGE2 com a 

imunossupressão local, exercendo efeitos inibitórios importantes sobre as atividades de 

linfócitos T αβ (Fischer et al., 1981; Rojo et al., 1982; Kaufmann et al., 1982). No entanto, os 

efeitos deste mediador sobre a atividade de linfócitos T γδ são pouco conhecidos. 

A PGE2 é reconhecida por receptores EP acoplados à proteína G, os quais se apresentam 

em isoformas distintas (EP1-4). Os efeitos inibitórios gerados pela PGE2 sobre a citotoxidade 

destas células ocorrem principalmente devido à ativação dos receptores dependentes de 

adenilato ciclase EP2 e EP4 (Nataraj et al., 2001; Boniface et al., 2009; Martinet et al., 2009). 

Trabalhos publicados por Martinet e colaboradores (2009; 2010) demonstram que linfócitos T 

γδ expressam em sua superfície os receptores de PGE2 EP2, EP3 e EP4. Corroborando com 

esses dados, neste estudo também observamos a expressão de EP4 por linfócitos T γδ. 

Adicionalmente, nos certificamos que este receptor continuava sendo expresso mesmo após 

incubação com PGE2 exógena ou sobrenadante de células MV3, uma vez que a isoforma EP4 

pode sofrer internalização e/ou dessensibilização devido a sua estrutura molecular (Desai et al., 

2000). 

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

linfócitos T γδ. No entanto, diferentemente dos linfócitos T αβ que já vem sendo estudado a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holtmeier%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15976493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kabelitz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15976493
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24354324
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lo%20Presti%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29163482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakanishi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22996682
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakanishi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22996682
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosenberg%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22996682
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nataraj%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11602631
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Boniface%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19273625
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinet%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20470757
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anos e diversos mecanismos pelos quais a PGE2 age sobre estas células já foram elucidados, 

(Fischer et al., 1981; Gemsa et al., 1982; Goodwin & Ceuppens, 1983; Maca, 1983), pouco se 

sabe sobre os efeitos e mecanismos envolvidos na modulação das funções efetoras dos 

linfócitos γδ por este mediador lipídico. No presente estudo demonstramos que a PGE2 modula 

negativamente a capacidade dos linfócitos T γδ de matar células de melanoma humano MV3. 

Dados similares do envolvimento da PGE2 com a redução da capacidade de lise de células 

tumorais por linfócitos T γδ foram observados em outras linhagens celulares tumorais, como 

em células de mastocitoma (Martinet et al., 2010), linfoma (Martinet et al., 2009) e células de 

adenocarcinoma de ovário (Lavoué et al., 2011). Estes dados em conjunto demonstram um 

papel da PGE2 sobre a atividade citotóxica de linfócitos T γδ contra diferentes células tumorais. 

A liberação de IFN-γ e de grânulos citotóxicos são mecanismos cruciais na atividade de 

linfócitos T γδ contra tumores (Chien. et al., 2014). A citocina antitumoral IFN-γ diminui o 

crescimento de tumores induzindo a interrupção do ciclo celular e apoptose das células tumorais 

(Ling & Jian, 2018); enquanto a liberação de grânulos citotóxicos por linfócitos T γδ causam a 

morte da célula alvo por apoptose. O marcador CD107a está envolvido no processo de 

degranulação, sendo expresso na superfície dos linfócitos T antes da liberação das moléculas 

citotóxicas granzima e perforina (Lieberman, 2003). Como demonstrado neste trabalho, a 

incubação com PGE2 exógena reduziu significativamente a produção intracelular de IFN-γ e a 

expressão do marcador de degranulação CD107a nos linfócitos T γδ, mecanismo pelo qual 

reduziu significantemente a capacidade destas células em matarem as células MV3. Trabalhos 

publicados por Martinet e colaboradores (2009 e 2010) corroboram com os resultados 

observados neste estudo. O grupo observou que ao adicionarem PGE2 exógena à cultura de 

linfócitos T γδ purificados de tecidos frescos ou de linfócitos T Vγ9Vδ2 de linhagem, ocorreu 

a redução significativa da citotoxidade destas células, diminuindo, além da atividade lítica, a 

expressão do marcador de degranulação CD107a e a liberação das citocinas antitumorais INF-

γ e TNF-α (Martinet et al., 2009; Martinet et al., 2010).  

 Linfócitos T γδ maduros saem do timo com funções efetoras pré-determinadas, se 

distribuem especificamente em diferentes tecidos e são atraídos, por moléculas quimiotáticas 

(por exemplo, o mediador lipídico LTB4), para o sítio inflamado onde exercem suas funções 

efetoras. No microambiente tumoral, os linfócitos T γδ iniciam suas atividades antitumorais 

após serem ativados por metabólitos fosforilados secretados pelo próprio tumor (Paul et al., 

2014; Shawn et al., 2014). Neste trabalho observamos que a PGE2, além de reduzir a atividade 

citotóxica de linfócitos T γδ contra as células tumorais, também modula negativamente a sua 

capacidade migratória. Vale ressaltar que os poucos trabalhos publicados avaliam 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gemsa%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6980179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goodwin%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6140268
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ceuppens%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6140268
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maca%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6317610
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinet%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20470757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinet%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20470757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24354324
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prioritariamente os efeitos da PGE2 sobre a modulação da atividade citotóxica dos linfócitos T 

γδ e não foi encontrado na literatura relatos sobre os efeitos da PGE2 na capacidade migratória 

destas células. No entanto, este é um ponto importante a ser estudado, uma vez que os linfócitos 

T γδ precisam alcançar o tumor para então serem ativados e modulados pela PGE2. 

Diversos trabalhos da literatura demonstram que diferentes tipos de tumores apresentam 

níveis aumentados de PGE2 e relacionam este aumento com a invasividade do tumor e pior 

prognóstico da doença (Tsujii et al., 1997; Ristimaki et al., 2002; Pockaj et al., 2004). Foi 

demonstrado por Pockaj e colaboradores em 2004, que a região de sítios primários de tumores 

de mama apresenta maiores concentração de PGE2 quando comparado com o tecido saudável 

adjacente, e os tecidos de nódulos linfáticos metastizados por este tumor apresentam níveis 

ainda mais elevados deste mediador lipídico. Tal aumento está correlacionado com a redução 

das funções efetoras de linfócitos T, redução das concentrações de citocinas secretadas por 

linfócitos Th1 e aumento das concentrações de citocinas secretadas por linfócitos Th2 (Pockaj 

et al., 2004). De fato, também observamos in vitro que células tumorais de melanoma humano 

MV3 expressam as enzimas ciclooxigenases (COX)-1 e -2 (responsáveis pela síntese da PGE2) 

e secretam PGE2 no sobrenadante. Ainda, foi apresentado os efeitos inibitórios (apesar de sutis) 

deste sobrenadante sobre a atividade citotóxica dos linfócitos T γδ, reduzindo a capacidade de 

matar as células MV3, a produção de IFN-γ, bem como a expressão do marcador CD107a. É 

indiscutível que o sobrenadante de células tumorais é composto por diversos mediadores que 

possuem tanto efeitos antitumorais quanto pró-tumorais. No entanto, Lavoué e colaboradores 

(2011) demonstram um papel de destaque da PGE2 contida no sobrenadante ascítico da 

cavidade peritoneal de pacientes com adenocarcinoma ovariano sobre a modulação negativa da 

atividade citotóxica de linfócitos T Vγ9Vδ2. Após quantificarem a presença de mediadores 

solúveis VEGF, IL-10, IL-6 e PGE2 no sobrenadante ascítico, foi observado que a PGE2 

sozinha, mas não TGF-β, VEGF, IL-10 ou IL-6, reduziu, de maneira dose-dependente, a 

expressão do marcador CD107a, bem como as propriedades líticas de linfócitos T Vγ9Vδ2 

contra células de ovário. Este efeito foi atenuado após a adição de inibidores da via de PGE2 

(Lavoué et al., 2012). Esses dados corroboram com os resultados obtidos neste estudo e 

fortalecem para um possível envolvimento da PGE2 na redução das atividades dos linfócitos T 

γδ. 

A HSP90 é uma chaperona altamente expressa por células tumorais que dependem dessa 

para o enovelamento e atividade de inúmeras proteínas (Sharp & Workman, 2006; Tsutsumi & 

Neckers, 2007; Faingold et al., 2008). Neste estudo, observamos que a inibição da atividade de 

HSP90 em células de melanoma humano MV3 utilizando a 17-AAG reduziu os níveis de PGE2 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pockaj%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14993030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pockaj%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14993030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pockaj%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14993030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lavou%C3%A9%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22095289
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharp%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16860662
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Workman%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16860662
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsutsumi%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17645779
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neckers%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17645779
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Faingold%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18245548
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presentes no seu sobrenadante. Resultados similares foram encontrado pela primeira vez por 

Mohammadi e colaboradores (2016) que relataram efeitos inibitórios da 17-AAG sobre a 

secreção de PGE2 por células de carcinoma de colorretal HT-29 após indução com Forbol-12-

Miristato-13-Acetato (PMA), um potente ativador de NF-κB – regulador transcricional da 

expressão induzida de diversos genes, incluindo genes responsáveis pela codificação de COX-

2 e HSP90 (Lim et al., 2001; Ammirante et al., 2008). O grupo relatou ainda que tal inibição 

(da produção de PGE2) ocorria via modulação negativa da enzima de síntese COX-2 e 

modulação positiva da enzima de degradação 15-hidroxiprostaglandina desidrogenase (15-

PGDH). 

As enzimas COX-2 e 15-PGDH são mutuamente reguladas no tecido tumoral. Trabalhos 

demonstram um aumento concomitante da expressão de COX-2 com redução da expressão de 

15-PGDH em diversos tipos de tumores (Na et al., 2011). No nosso modelo, avaliamos a 

expressão das enzimas COX-1 e -2, as quais não foram moduladas após o tratamento com 17-

AAG. À frente disso, hipotetizamos que três questões podem explicar este resultado: i) o efeito 

inibitório da 17-AAG sobre os níveis de PGE2 por células de melanoma humano MV3 está 

relacionado, principalmente, com a modulação positiva da enzima de degradação 15-PGDH, ii) 

para investigar os mecanismos pelos quais tal efeito está acontecendo se faz necessária 

utilização de ativadores potentes da via, como o uso de PMA e/ou iii) o tratamento com 17-

AAG modula a atividade destas enzimas sem alterar a expressão das mesmas. No entanto, 

independente do mecanismo envolvido nesta inibição, parece que ao induzir tal efeito tendemos 

a reverter sutilmente os impactos inibitórios deste mediador lipídico sobre a atividade 

antitumoral dos linfócitos T γδ. A utilização de inibidores seletivos da via de síntese da PGE2, 

como os anti-inflamatórios não-esteroides (AINEs), resultaria em efeitos mais específicos, 

porém, o uso de inibidores de HSP90 modula simultaneamente diferentes vias de sinalização 

relacionadas ao processo tumorigênico. Neste contexto, o desenvolvimento de uma terapia 

capaz de afetar diretamente o crescimento e proliferação da célula tumoral (dados interessantes 

para serem investigados em um próximo estudo) e, concomitantemente, reverter a 

imunossupressão local gerada pelo tumor apresentaria grande relevância no tratamento de 

pacientes portadores da doença. 

É importante ressaltar que, apesar de efeitos evidentes sobre a modulação da expressão 

de CD107a (molécula expressa primariamente na superfície de linfócitos T durante o processo 

de degranulação) terem sidos observados, as análises dos grânulos citotóxicos de granzima e 

perforina, não evidenciaram resultados tão perceptíveis. De fato, há dificuldades na detecção 

destas moléculas devido à período de tempo de estímulo, estabilidade e/ou degradação e 

https://www.itwreagents.com/iberia/es/product/forbol-12-miristato-13-acetato-pma/A0903
https://www.itwreagents.com/iberia/es/product/forbol-12-miristato-13-acetato-pma/A0903
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lim%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11310828
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ammirante%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17724475
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conformação estrutural durante o processo de maturação dos grânulos. Diante disso, alguns 

trabalhos desenvolveram protocolos adicionais para ensaios de citometria de fluxo e 

imunofluorescência que facilitam, por exemplo, a detecção de moléculas de perforina 

(Hersperger, 2008; Brennan et al., 2014).  

Em suma, observamos que tanto a PGE2 exógena quanto o sobrenadante de células de 

melanoma humano MV3 contendo PGE2 modulam negativamente a atividade antitumoral de 

linfócitos T γδ e que a atividade chaperona da HSP90 é importante para a secreção de PGE2 por 

células tumorais. Ainda, demonstramos que a inibição da atividade da HSP90 de células MV3 

(através do tratamento com o inibidor 17-AAG) reduz os níveis de PGE2 no sobrenadante destas 

células. Este sobrenadante (contendo níveis reduzidos de PGE2) possui um efeito 

imunomodulador reduzido sobre a atividade citotóxica de linfócitos T γδ quando comparado ao 

sobrenadante de células MV3 não tratadas. Acreditamos que este estudo gerou informações 

relevantes sobre o conhecimento da resposta imune antitumoral, confirmando dados já 

publicados e apresentando novos resultados sobre os efeitos moduladores da PGE2 sobre a 

atividade de linfócitos T γδ contra células de melanoma humano, o que pode contribuir para a 

otimização de imunoterapias. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brennan%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25348626
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6. Conclusão 

 

 

 A atividade antitumoral de linfócitos T γδ é modulada negativamente pelo mediador 

lipídico PGE2 produzido por células de melanoma humano MV3. A chaperona HSP90 é 

importante para a produção de PGE2 e sua inibição implica na redução da atividade 

imunomoduladora de células MV3 sobre a citototoxidade de linfócitos T γδ contra tumores. 

 

  

Figura 5.1. Efeitos da PGE2 sobre a atividade antitumoral de linfócitos T γδ. (A) [1] Células de melanoma 

humano MV3 sintetizam PGE2 via a ação das enzimas COX-1 e COX-2, cuja expressão é indiretamente 

modulada pela chaperona HSP90. [2] PGE2 interage com receptores EP4 expressos por linfócitos T γδ, [3] 

modulando negativamente a capacidade de killing, a produção IFN-γ, a expressão do marcador de 

degranulação CD107a e a migração destas células. (B) [4] Tratamento de células MV3 com o inibidor de 

HSP90 (17-AAG) [5] reduz a produção de PGE2 e, consequentemente [6] o seu efeito imunossupressor sobre 

a atividade antitumoral de linfócitos T γδ. COX (ciclooxigenase); CD (cluster de diferenciação); HSP (heat 

shock protein); IFN (interferon); PG (prostaglandina). 
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