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1. Resumo

A maior parcela da populacdo mundial adulta apresenta infecgdo latente pelo virus de Epstein-
Barr (EBV), reconhecida como potencialmente cancerigena para humanos. Esse virus é
encontrado nas células neoplasicas de virtualmente todos os casos da forma endémica africana
do linfoma de Burkitt e do carcinoma indiferenciado de nasofaringe, além de estar associado
ao desenvolvimento de parcela de outros canceres, especialmente linfomas. A fase latente do
ciclo biologico do EBV ¢é caracterizada por restricdo na expressdo de alguns produtos virais, 0
que favorece sua imunoevasao e infecgéo persistente no hospedeiro. Por outro lado, a expresséo
de alguns genes do EBV durante o ciclo latente viral pode efetuar regulacdo de checkpoints
imunoldgicos, indicando que o EBV também pode beneficiar a carcinogénese por esse
mecanismo. Embora ha alguns indicios de acdo da oncoproteina viral LMP1 na expressao de
PD-L1 e CTLA-4, sdo escassos 0s dados sobre outros produtos virais do EBV na regulacéo de
checkpoints imunoldgicos, incluindo a proteina viral RPMS1. Assim, este estudo avaliou 0s
efeitos da expressdo dos genes LMP1 e RPMS1 do EBV na regulacdo de genes codificadores
de proteinas de checkpoints imunoldgicos empregando linhagens de células neoplésicas
derivadas de linfomas EBV-positivos. Para tanto, foram desenhados iniciadores para anélise da
expressao em nivel transcricional de genes codificadores para as seguintes moléculas
reguladoras de checkpoints imunolégicos: B7-H3, B7-H4, BTLA, CTLA-4, LAG-3, PD-L1,
PD-L2, TIM-3 e VISTA. Por problemas na repressdo dos produtos virais, vetores com
expresséo constitucional de LMP1 e RPMSL1 foram transfectados transientemente em linhagem
Ramos para avaliacdo dos possiveis efeitos em relacdo a expressdo das moléculas de checkpoint
imunoldgico investigadas. Foi observado que, a nivel transcricional, as células que
expressavam LMP1 apresentaram diminuicdo de BTLA e aumento de PD-L1 e TIM-3;
enquanto que células que expressavam RPMS1 apresentaram diminui¢cdo de PD-L1 e aumento
de BTLA e TIM-3. Esses resultados apontam interacdo de LMP1 e RPMS1, ndo previamente
descrita, com moléculas associadas com checkpoints imunolégicos, contribuindo para um
melhor entendimento sobre a atuacao do virus na etiopatogenia e progressao de canceres, além
de subsidiar possivel desenvolvimento de terapias a base de moduladores de checkpoints

imunoldgicos para portadores de canceres associados ao EBV.
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2. Abstract

Most of the world's adult population has latent Epstein-Barr virus (EBV) infection, recognized
as potentially carcinogenic to humans. This virus is found in neoplastic cells of virtually all
cases of the African endemic form of Burkitt's lymphoma and of undifferentiated
nasopharyngeal carcinoma, in addition to being associated with the development of a portion
of other cancers, especially lymphomas. The latent phase of EBV biological cycle is
characterized by restriction in the expression of some viral products, which favors its
immunoevasion and persistent infection in the host. On the other hand, the expression of some
EBV genes during the latent viral cycle can regulate immune checkpoints, indicating that EBV
can also benefit carcinogenesis through this mechanism. Although there is some evidence for
the role of the viral oncoprotein LMP1 on the expression of PD-L1 and CTLA-4, data on other
EBV viral products in the regulation of immune checkpoints, including the viral protein RPMS1
are scarce. Thus, this study evaluated the effects of the expression of EBV LMP1 and RPMS1
genes in the regulation of genes encoding immune checkpoint using EBV-positive lymphoma-
derived neoplastic cell lines. Therefore, primers were designed to analyze the expression at
transcriptional level of genes encoding the following immune checkpoint molecules: B7-H3,
B7-H4, BTLA, CTLA-4, LAG-3, PD-L1, PD-L2, TIM-3 and VISTA. Due to problems in the
knock-down of viral products, vectors with constitutional expression of LMP1 and RPMS1
were transiently transfected into Ramos cell line to evaluate their possible effects in the
expression of the investigated immune checkpoint molecules. It was observed that, at
transcriptional level, Ramos cells that expressed LMP1 showed a decrease in BTLA and an
increase in PD-L1 and TIM-3; while cells that expressed RPMS1 showed a decrease in PD-L1
and an increase in BTLA and TIM-3. These results point to an interaction, not previously
described, between LMP1 and RPMS1 with molecules associated with immune checkpoints,
contributing to a better understanding of the role of the virus in the etiopathogenesis and
progression of cancers, in addition to supporting the possible development of therapies based
on checkpoint inhibitors for patients with EBV-associated cancers.
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3. Introducgao

3.1 Cancer: Generalidades

Dados da Organizagdo Mundial de Satde (OMS) indicam mais de 14 milh&es de novos
casos de canceres em todo o mundo, além de 8 milhdes de 6bitos associados a essas doengas.
Paises desenvolvidos tendem a apresentar alta incidéncia dessas doencas. Por outro lado,
deficiéncias na deteccdo precoce e conduta médica para os pacientes oncologicos (incluindo
acesso a métodos mais efetivos de diagnostico e tratamento) nos paises em desenvolvimento
tornam o impacto dos canceres até mais significativo nesses paises em relacdo aos paises
desenvolvidos (FERLAY et al., 2015). Essa situacdo se aplica ao Brasil, onde mais de 620 mil
novos casos de canceres foram estimados para ocorrerem no triénio 2020 e 2022 (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2020).

Alguns cénceres, tais como carcinomas de mama e prdstata, apresentam perfil
epidemioldgico relativamente semelhante entre paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
enguanto outros estdo fortemente relacionadas ao perfil socioecondémico. Casos de carcinoma
de pulméo, por exemplo, tendem a estar relacionados a urbanizacéo e predominar em paises
mais desenvolvidos; por outro lado, paises com condi¢Ges socioeconémicas menos favoraveis
apresentam maior prevaléncia de carcinomas de colo de Utero e de estdmago, ambos com
componente infeccioso em sua etiologia (FERLAY etal., 2015). A propo6sito, mais de 2 milhdes
de novos casos de cancer associados a infec¢des por microrganismos foram documentados em
2018, segundo andlises recentes de dados do programa GLOBOCAN da Organizacdo Mundial
da Satde (OMS) (MARTEL et al., 2020).

Estudos sobre a carcinogénese associada a agentes infecciosos tém repercussdes
significativas, quer porque essas doencas predominam em paises em desenvolvimento, ou pela
maior facilidade de seu controle em relacéo aos canceres com outros fatores etioldgicos. Até o
momento, sdo reconhecidamente cancerigenas para humanos as infeccdes pelos virus da
hepatite B (Hepatitis B virus — HBV), virus da hepatite C (Hepatitis C virus — HCV),
papilomavirus humanos (Human Papillomaviruses - HPV), virus lintrofotropico humano de
células T tipo 1 (Human T-lymphotropic Virus type 1 - HTLV-1) o herpes virus do sarcoma de
Kaposi (Kaposi Sarcoma Herpesvirus - KSHV) e o virus de Epstein-Barr (Epstein-Barr virus -
EBV) (IARC WORKING GROUP ON THE EVALUATION OF CARCINOGENIC RISKS
TO HUMANS, 2011). Dentre esses agentes, 0 EBV merece particular atencdo em virtude de

sua ubiquidade e importante potencial oncogénico, sendo abordado em mais detalhes a seguir.
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3.2 Virus de Epstein-Barr

Em 1958, o cirurgido britanico Denis Burkitt reportou os primeiros casos de tumores
sarcomatoides acometendo criancas da Africa equatorial, usualmente manifestos com
acometimento mandibular. Anos mais tarde essa doenca foi reconhecida como uma forma
agressiva de linfoma, batizado como linfoma de Burkitt (Burkitt Lymphoma - BL). Amostras
originais de Denis Burkitt foram compartilhadas com o patologista britdnico Michael A.
Epstein, que empregou microscopia eletrébnica para andlise de linhagens celulares
linfoblastoides derivadas do LB. Esses estudos revelaram particulas virais com aspectos
estruturais consistentes com os de herpesvirus, culminando com a descri¢éo original do EBV
em 1965 (YOUNG; YAP; MURRAY, 2016).

O EBV é um virus ubiquo que infecta a maioria da populacdo mundial ainda na infancia.
Participa da etiopatogénese de diversos canceres humanos, particularmente os de origem

linfoide ou epitelial. Formalmente
EBE’?l\EBERQ

denominado herpesvirus humano 4 LMP2A
LMP2B

/

1/ CporWp

(Human herpesvirus 4 — HHV4), o

EBV  pertence a  subfamilia
Gammabherpesvirinae, género
Lymphocryptovirus. O genoma do
EBV é constituido de DNA de dupla
fita com cerca de 172kb, que codifica

— Double-stranded DNA episome

mais de 80 genes. Tem

EBNA-LP
EBNAZ

nucleocapsideo icosaédrico e a
particula do EBV possui ainda
envelope formado por bicamada

EBNA3B

lipidica, na qual sdo incluidas
EBNA3A

glicoproteinas virais que participam

) . ) ) Figura 1 - Diagrama mostrando a localizag&o dos genes latentes
na infeccéo das células do hospedeiro

do EBV no epissoma de DNA viral de fita dupla (YOUNG;
(ARVIN et al., 2007). RICKINSON, 2004)
O EBV possui afinidade por
células epiteliais e linfécitos B, embora possa também infectar outras células, como linfocitos
T e células de musculo liso. Desde sua descoberta em 1964 (ESAU, 2017), o EBV tem sido
detectado nas células neopléasicas de diversos canceres, como a forma endémica do linfoma de
Burkitt e carcinomas de nasofaringe (Nasopharyngeal carcinoma - NPC), além de parcela dos

casos da forma classica do Linfoma de Hodgkin (Hodgkin Lymphoma - HL), de linfomas néo-
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Hodgkin em pacientes imunossuprimidos, fracdo dos casos de carcinomas gastricos, dentre
outros (YOUNG; RICKINSON, 2004).

A transmissdo do EBV ocorre basicamente pela saliva e o contagio se da com a infeccao
de células epiteliais da orofaringe, nas quais o virus se replica e libera particulas virais para
infectar linfécitos B locais. A infeccdo priméria pelo o EBV geralmente é assintomatica ou
causa mononucleose infecciosa, um disturbio linfoproliferativo benigno que habitualmente
deflagra resposta imunitaria que controla a infeccdo (YOUNG; YAP; MURRAY, 2016). O
EBV utiliza sua glicoproteina B (gB) e o complexo gH/gL para infectar tanto células epiteliais
como linfécitos B. Entretanto, na infeccdo de linfocitos B a infeccdo também requer as
glicoproteina gp42 e gp350, que interagem, respectivamente, com moléculas do complexo
principal de histocompatibilidade (Major histocompatibility complex — MHC) de classe 1l e a
molécula CD21(MATSUURA et al, 2010), receptor para o fragmento C3d do
complemento(CARROLL,; ISENMAN, 2012).

O EBYV infecta linfécitos B naive do hospedeiro, ocasionando proliferacdo e expansao
dessas células. Esses linfécitos migram para foliculos linfoides, onde participam da reacdo de
centro germinativo, do qual sairdo como linfocitos B de memoria latentemente infectados pelo
virus. Eventualmente essas células voltam para a cavidade orofaringea e se diferenciam em
células plasmaticas, culminando em replicacdo viral e liberacdo de novos virions que infectardo
outras células ou outros hospedeiros (IARC WORKING GROUP ON THE EVALUATION
OF CARCINOGENIC RISKS TO HUMANS, 2012).

O ciclo bioldgico do EBV é dividido em duas fases principais, denominadas ciclo litico
e ciclo latente. Alguns programas de expressdo génica do ciclo latente do EBV sdo
tradicionalmente reconhecidos, denominados programas de laténcia tipo I, Il e 11l. A laténcia
tipo Il ocorre in vivo em linfocitos B naive, células nas quais o virus expressa todo o seu
repertorio de genes de laténcia, incluindo seis antigenos nucleares do EBV (EBV nuclear
antigens - EBNAL, 2, 3A, 3B, 3C e LP), trés proteinas latentes de membrana (Latent membrane
proteins - LMP1, 2A e 2B) e alguns RNA nao-codificantes, tais como os pequenos RNAs do
EBV (EBV-encoded small RNAs - EBERS). A laténcia tipo Il tem inicio quando linfdcitos B
naive migram para o centro germinativo e se caracteriza por maior restri¢cao da expressdo génica
viral, com expressdo de EBNAL, LMP1 e LMP2a. Ao emigrarem dos nodulos linfaticos as
células infectadas pelo EBV podem se tornar linfécitos B em repouso, nos quais essencialmente
ndo ocorre expressdo de produtos virais — um estado denominado laténcia “zero”. Por outro

lado, em células que se diferenciam em linfocitos B de memoria o EBV estabelece laténcia tipo
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I, perfil no qual a expressdo de produtos virais se limita basicamente a EBNAL e EBERs
(YOUNG; YAP; MURRAY, 2016).

A elevada restricdo de expressdo génica viral nas laténcias tipo zero e | contribui para
escape da resposta imunoldgica pelo virus, propiciando persisténcia da infec¢do pelo EBV por
toda a vida do hospedeiro (YOUNG; YAP; MURRAY, 2016). Em situacBes propicias, a
ativacdo dos linfocitos B de memoria infectados ocasiona diferenciacao destas em plasmacitos,
com reativacdo do ciclo litico e ampla expressdo de produtos virais para producdo de novas
particulas do EBV, o que tipicamente ocasiona morte celular pelos efeitos citopaticos
ocasionados pela liberacao dessas particulas (MURATA; TSURUMI, 2014).

Além de atuarem no ciclo biolégico viral, diversos produtos do EBV também podem
contribuir para o desenvolvimento de canceres associados ao virus. Nesse sentido, é importante
notar que células neoplasicas de diversos linfomas de células B associados ao EBV exibem
perfil de expressdo de produtos virais compativeis com os programas de laténcia I, Il ou IlI,
situacdo reminiscente do estagio de diferenciacdo da célula de origem da doenca (YOUNG,;
YAP; MURRAY, 2016).

Dentre os produtos do EBV com papel importante na carcinogénese merece destaque a
LMP1, oncoproteina viral que deflagra sinalizagdo semelhante aquela que ocorre pela ativacdo
do receptor CD40, molécula da familia de receptores para o fator de necrose tumoral (Tumor
necrosis factor receptor — TNFR), que atua no crescimento e diferenciacdo dos linfécitos B e
tem importante papel na imortalizacdo dessas células (UCHIDA et al., 1999). A LMP1 tem
atividade transformante para linfdcitos B tanto in vitro como in vivo, o que se d& pela ativacao
de multiplas vias intracelulares de sinalizacdo, incluindo NF-xB, JNK e JAK/ STAT
(ELIOPOULOS; YOUNG, 1998; GIRES etal., 1999; HUEN et al., 1995). LMP1 também induz
expressdo de proteinas antiapoptética (e.g., bcl-2 (HENDERSON et al.,, 1991)) e A20
(LAHERTY et al., 1992)), producdo de citocinas inflamatérias (e.g., IL-6 e IL-8
(ELIOPOULOS et al., 1999)), e também interfere em pontos de restricdo (checkpoints)

imunoldgicos, o que sera melhor detalhado adiante (vide Secédo 2.4).
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A RPMS1 é um dos produtos gerados a partir de processamento alternativo (splicing)
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Figura 2 - Localizag&o e diregao da transcri¢éo de fragmentos BamHI A

encontrada em diferentes  o)m) e DNA de EBV (KARRAN et al, 1992).
canceres associados ao
EBV, como NPC, carcinoma gastrico e linfomas EBV-positivos (WU et al.,, 2018;
YAMAMOTO; IWATSUKI, 2012). Um estudo publicado em 2004 com 54 casos de NPC
relatou deteccdo da expressdo de RPMS1 por gPCR em mais de 80% (45/54) das biopsias
tumorais, mas em apenas 4% (1/25) de amostras de tecido de nasofaringe ndo cancerigeno com
infeccdo cronica por EBV. Ensaios in vitro revelaram que células HEK293 transfectadas com
vetor para expressdao de RPMS1 exibiram maior taxa de proliferacdo, menor tempo de
duplicacdo e maior capacidade de formar coldnias em ensaio de crescimento independente de
ancoragem, além de maior capacidade de gerar tumores in vivo (LI et al., 2005). Previamente,
Smith et. al (2000) relataram interacdo da RPMS1 do EBV com CBF1/RPB-jk, um componente
da via de sinalizacdo Notch, de modo a agir como modulador negativo de sua ativacdo (SMITH
etal., 2000). A CBF1 faz parte do complexo CSL, que atua propicia transcri¢do de genes Notch-
responsivos, incluindo proteinas conhecidamente importantes na carcinogénese, como p21 e
MYC (RANGANATHAN; WEAVER; CAPOBIANCO, 2011). Coletivamente, esses
resultados sugerem que a proteina RPMS1 do EBV pode ter potencial transformante e
eventualmente contribui para o desenvolvimento de canceres associados & infeccao viral.
Embora seja chave para a carcinogénese, a transformacao celular néo é suficiente para
0 desenvolvimento dos canceres, o que também requer subversdo da resposta imunitaria do
hospedeiro para pleno estabelecimento da doenca. Nesse sentido, a expresséo de produtos do
EBV pode beneficiar a carcinogénese também pela modulagdo da resposta imunitaria, o que

sera discutido a seguir.
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3.3 Modulacgdo de resposta imunoldgica

Diariamente 0s organismos estdo expostos a diversos estimulos potencialmente nocivos
para a homeostase de seus tecidos, tais como radiagdes, substancias toxicas e microrganismos
patogénicos. Em termos gerais, compete ao sistema imunitario minimizar essas agressoes,
sendo que sua atividade € regulada por mecanismos que modulam as respostas de defesa
visando ndo comprometer a integridade estrutural e funcionalidade dos tecidos (CHAPLIN,
2010).

Tanto a imunidade contra infeccbes virais como a desencadeada contra células
neoplasicas malignas dependem em grande medida da atividade de linfocitos T. Em condigdes
normais, a atividade dessas células habitualmente se segue ao reconhecimento de antigenos
mediado pelo receptor de linfocitos T (T cell receptor — TCR). Esses antigenos sdo apresentados
por células apresentadoras de antigenos (Antigen Presenting Cells — APC), que oferecem ao
linfocito T peptideos associados a moléculas de classe Il do complexo principal de
histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex - MHC). Além do TCR, moléculas
co-estimulatérias (tais como CD28, expressa em linfocitos T, e seus receptores CD80 e CD86,
expressos em APCs), atuam na ativacdo dos linfocitos T de modo a intensificar a resposta
mediada pelo TCR, além de favorecer a sobrevivéncia dessas células e producéo de citocinas.
A apresentacdo de antigenos sem atividade de moléculas coestimulatorias frustra a ativacao dos
linfocitos T, tornando-os hipo-responsivos ou anérgicos, mecanismo de seguranca contra
respostas imunitérias inadvertidas ou autoimunidade. Ainda, linfécitos T expressam também
receptores inibitérios que ajustam sua atividade, por exemplo, pela restricdo da ligacdo das
moléculas coestimuladoras ou da sinalizacdo intracelular deflagrada (PENNOCK et al., 2013).

Coletivamente, os sinais coestimuladores e inibitorios que controlam as respostas
imunolégicas mediadas por linfocitos T constituem os chamados checkpoints imunolégicos,
que tipicamente dependem de varias moléculas expressas na superficie celular, tais como a
proteina 4 associada a linfocitos T citotdxicos (Cytotoxic T-lymphocyte protein 4 - CTLA-4) e
receptor de morte programada 1 (Programmed Death 1 - PD-1). CTLA-4 é expresso em
linfécitos T e controla negativamente a ativacao destas células por competir com o receptor
coestimulador CD28 pelos ligantes CD80 e CD86 (ou B7.1 e B7.2, respectivamente). Por
possuir maior afinidade com CD80 em relacdo ao receptor CD28, CTLA-4 atua como
antagonista da coestimulacdo mediada por CD28, reduzindo ou inibindo a ativacdo dos
linfocitos T (WALKER; SANSOM, 2011). PD-1, por sua vez, & um receptor imunoinibitorio
expresso em linfécitos T e outras células do sistema imunolégico, tendo como ligantes as

moléculas PD-L1 e PD-L2, expressas em células hematopoiéticas e epiteliais. A interacdo da
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PD-1 com seus receptores, assim como o CTLA-4, controla o grau de resposta dos linfocitos T
de modo a regular respostas de autoimunidade e tolerancia periférica dos linfocitos T durante
processos inflamatdrios, infecciosos e cancerigenos, como forma de prevenir danos aos tecidos.
A expressdo de PD-1 em linfocitos T leva a exaustdo ou até mesmo apoptose destas células,
fendmenos tipicamente observados em situacOes de inflamacdo cronicas e em canceres
(SHARPE; PAUKEN, 2018).

Diversos estudos tém apontado papel dos checkpoints na linfomagénese e no
prognostico de canceres. Por exemplo, a hiperexpressdo de PD-L1 é documentada em HL e
NHL de linfocitos B, o que contribui para escape imunitéario e favorece a progressao tumoral.
A hiperexpressdo de PD-L1 nas células neoplasicas de linfomas pode resultar de diversos
mecanismos, tais como amplificacdo do segmento gendmico no qual o gene de PD-L1 esta
mapeado (9p24.1), producdo de citocinas como o interferon gama (IFNy), ativagdo das vias
JAK/STAT, dentre outros (GALANINA; KLINE; BISHOP, 2017). Pacientes com linfoma
difuso de grandes células B (Diffuse large B-cell lymphoma — DLBCL) cujas células
neoplasicas eram positivas para PD-L1 apresentaram taxa de sobrevida inferior comparado a
pacientes sem expressdo de PD-L1 no tumor, além da maior taxa de morte relacionada a
progressao do linfoma. Adicionalmente, pacientes com células neoplasicas expressando PD-L1
mas com baixa populacdo de linfocitos PD-1+ apresentam pior progndstico em relacdo a
pacientes cujas células neoplasicas ndao expressam PD-L1 mas possuem grandes populacdes de
linfécitos PD-1+ (GRAVELLE et al., 2017). A expressdo de PD-L2 em linfomas é
documentada em linfoma primario de mediastino (SHI et al., 2014) e é encontrada
hiperexpressa devido a alteragdes em 9p24.1 no HL classico (cHL) (ROEMER et al., 2016). O
receptor imunoinibitério T-Cell Immunoglobulin And Mucin-Domain Containing-3 (TIM-3)
também interfere no prognostico de linfoma, conforme exemplificado por um estudo que
reportou uma menor sobrevida livre de progressdo para linfoma folicular em pacientes que
apresentavam elevada porcentagem de células imunoldgicas positivas para TIM-3 no
microambiente tumoral(GRAVELLE et al., 2016).

Apesar de avancos no tratamento dos linfomas, algumas dessas doencas mais
frequentemente podem apresentar evolucdo clinica desfavoravel (ANSELL, 2015;
SHANBHAG; AMBINDER, [s.d.]). Ainda, linfomas com expresséo significante de moléculas
de checkpoints imunolégicos estdo relacionados com um pior prognéstico da doenca, como
relatado em pacientes com DLBCL e linfoma folicular (KIYASU et al., 2015; ROSSILLE et
al., 2017; YANG et al., 2017). Assim, investigar a contribuicdo da infeccdo pelo EBV na
modulacdo de checkpoints imunologicos pode contribuir na elucidacdo da etiopatogenia de
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linfomas associados ao virus, bem como oferecer dados importantes para melhor gestdo do

cuidado de saude para os pacientes com essas doencas.
3.4 Papel do EBV em checkpoints imunoldgicos

A relacdo entre infeccdo pelo EBV e a modulagdo de moléculas de checkpoint
imunolégico tem sido investigada em estudos publicados recentemente (ANASTASIADOU et
al., 2018; Bl et al., 2016, p. 1). Por exemplo, foi relatada inducdo da expressdo de PD-L1 pela
oncoproteina viral LMP1, em virtude de sua interferéncia em diversas vias de sinalizacéo (e.g.,
JAK/STAT e NF-«B), além de favorecer a producdo da citocina inflamatoria IFN-y (Bl et al.,
2016; FANG et al., 2015; GREEN et al., 2012). Também foi relatado que EBNA2 induz a
expressao de PD-L1 e reduz a expressao do microRNA humano miR-34a no DLBCL e no BL.
A baixa expressdo de miR-34a em células derivadas de DLBCL EBV-neg. U2932 transfectadas
com EBNAZ proporcionou elevacdo da expressdo de PD-L1; por outro lado, a superexpressao
ectopica de miR-34a nessas células proporcionou reducdo da expressdao dessa molécula
imunomodulatoria (ANASTASIADOU et al., 2018, p. 2).

Utilizando modelo de ratos humanizados, Ma e colaboradores (2016) estudaram o
desenvolvimento de linfomas associados ao EBV e relataram expressdo de PD-L1 e PD-L2 em
linfocitos B infectados pelo virus. Adicionalmente, verificaram expressdo de PD-L1 associada
a expressdo da EBNAZ2 viral, além de expressdo de PD-1 e CTLA-4 em linfdcitos T de modelos
murinos infectados com EBV. Apos inibicdo dos receptores PD-1 e CTLA-4, foi observada
reducdo do tamanho dos tumores induzidos pelo EBV, aumento da secrecdo de IFNy e
diminuicdo no numero de células neoplasicas infectadas pelo EBV — tanto aquelas em ciclo
litico como aquelas em ciclo latente viral. Com base nesses resultados, os autores sugeriram
gue o tratamento com anticorpos contra PD-1 e CTLA-4 possibilitou melhor acdo antitumoral
nos linfocitos por potencializar o reconhecimento de antigenos virais pelos de linfocitos T (MA
et al., 2016).

Um estudo com carcinoma gastrico associado ao EBV (EBV-associated gastric
carcinoma — EBVaGC) reportou alta expressao de PD-L1 ndo restrita 8 amplificacdo de 9p24.1
tanto em células tumorais quanto em células imunolégicas, indicando multiplos mecanismos
pelo qual o EBV induz a expressdo dessa molécula (DERKS et al., 2016). Em comparacéo ao
carcinoma gastrico sem associacdo ao EBV, a expressdao de PD-L1 no EBVaGC foi mais
frequente e mais intensa (BOGER et al., 2016). Em outro estudo, a expressdo do receptor
imunoinibitorio VISTA se correlacionou a expressao de PD-L1 em células imunitarias e células

neoplasicas de EBVaGC, mas nio foi significativamente associada ao EBV (BOGER et al.,
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2017). Aumento na expressdo de PD-L1 também foi relatado em casos de carcinoma pulmonar
linfoepitelioma-simile associado ao EBV; nesse estudo, pacientes com PD-L1 elevado
apresentaram menor sobrevida livre de doenca e de sobrevida em 5 anos comparativamente aos
pacientes com baixa expressdo da molécula (FANG et al., 2015).

O desenvolvimento e comportamento bioldgico de canceres associados ao EBV
depende de diversos fatores que contribuem para a susceptibilidade a infeccéo viral e distarbios
das respostas imunitarias contra o virus, incluindo fatores ambientais e constitucionais. Sabe-
se que alguns produtos do EBV, como a LMP1, podem modular a agressividade da doenca e
favorecer a progressao tumoral (ELGUI DE OLIVEIRA; MULLER-COAN; PAGANO, 2016).
Por outro lado, ainda € precario o conhecimento sobre a acdo de outros produtos virais, tais
como a proteina RPMS1, que ainda € pouco estudada e para a qual nada se sabe quanto a uma
eventual contribuicdo na modulacdo imunitéaria.

A imunoterapia por manipulagdo de checkpoints imunitarios — baseada essencialmente
na modificacdo de vias regulatdrias da imunidade antitumoral — é uma estratégia recentemente
empregada para aperfeicoamento do tratamento de canceres. Nos Ultimos anos, resultados
promissores para o tratamento de diferentes canceres tém sido obtidos com anticorpos
monoclonais dirigidos a PD-1 e CTLA-4 (CHEN; MELLMAN, 2017), o que tem estimulado
maior interesse na manipulacdo de checkpoints imunitarios para interferir na histéria natural
dessas doencas. Por essa razdo, este estudo pretende avaliar os efeitos de produtos virais
oncogénicos do EBV na expressdo de moléculas de checkpoints imunoldgicos, a fim de
subsidiar dados sobre a atuacdo do virus e os efeitos dessas moléculas em canceres associados
ao EBV.
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4. Objetivos

4.1 Obijetivo geral

O presente estudo visa avaliar a hipotese de que as proteinas virais LMP1 e RPMS1 do
EBV podem modular a expressdo de moléculas envolvidas em checkpoints imunolégicos em

linhagens de células neoplésicas derivadas de linfomas constitutivamente infectados pelo virus.

4.2 Obijetivos especificos

1. Analisar o perfil de expressdo de moléculas de checkpoint imunoldgicos em linhagens
celulares de linfomas associados ao EBV.

2. Analisar os efeitos de LMP1 e RPMS1 do EBV na regulacéo da expressdo de moléculas
moduladoras de checkpoint imunitarios em células linfoides humanas cultivadas in
vitro.

3. Identificar moléculas de checkpoint imunoldgico regulada(s) pela expressdo de EBV
LMP1 ou RPMSL.
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5. Materiais e Métodos

A figura 3 apresenta o desenho geral do estudo.
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Figura 3 - Protocolo geral das etapas do estudo
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5.1 Linhagens celulares

O Quadro 1 apresenta as linhagens celulares constitutivamente infectadas pelo EBV que
foram avaliadas quanto ao perfil de expressdo de moléculas relacionadas a checkpoints

imunoldgicos.

Quadro 1 - Linhagens celulares constitutivamente infectadas pelo EBV para andlise do perfil de

expressao de genes codificadores de moléculas de checkpoints imunoldgicos

Linhagem Descri¢do EBV? KSHV? RRID3.
Akata Linfoma de Burkitt(TAKADA et al., Lat.| Neg CVCL_0148
1991)
BC1 Linfoma de efuséo priméria (paciente  Lat | Pos CVCL_1079
HIV+; fluido ascitico) (FAN et al., 2005)
IBL1 Linfoma difuso de grandes células B de Lat. Neg CVCL_9638
paciente portador de [/

HIV(GUASPARRI; BUBMAN;
CESARMAN, 2008)

Jiyoye Linfoma de Burkitt(MCCORMICK et al., Latl Neg CVCL_1317
1969)

Mutu | Linfoma de Burkitt(HABESHAW et al.,  Latl Neg CVCL_7202
1999)

Rael Linfoma de Burkitt(KLEIN; DOMBOS; Lat.| Neg CVCL_7208

GOTHOSKAR, 1972)

() EBV: situagio de infecgéo pelo EBV (Lat. - programas de laténcia I, Il ou 11);@ KSHV: presenca ou auséncia de coinfecgio
pelo KSHV; @) Codigo de identificacdo de recursos de pesquisa (Research Resource Identifier - RRID), rastreavel na
plataforma Cellosaurus (https://web.expasy.org/cellosaurus)(BAIROCH, 2018).

Células criopreservadas das linhagens indicadas no Quadro 1 foram generosamente
cedidas ao Grupo de Estudos em Carcinogénese Viral e Biologia dos Céanceres (ViriCan), no
Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da UNESP, campus Botucatu, SP, pelos grupos de pesquisa
liderados pela Profa. Dra. Ethel Cesarman, da Universidade de Cornell, New York, NY, USA
(linhagens BC-1, IBL1, Jiyoye e Rael) e pelo Prof. Dr. Benjamin Gewurz, da Universidade de
Harvard, Boston, MA, USA (linhagens Akata e Mutu 1).

Além das linhagens selecionadas para analise da expressdo das moléculas de
checkpoints imunitarios, as linhagens identificadas no Quadro 2 foram empregadas na etapa de
padronizacdo do método de Reagdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction —

PCR) quantitativa (qPCR) afim de encontrar controles positivos para analise de expresséo
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génica, conforme descrito na se¢do 5.2. A linhagem THP-1 foi cedida pelo prof. Dr. Paulo
Eduardo Martins Ribolla, do Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da Unesp de Botucatu. As
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram cedidas pelo prof. Dr. Ramon Kaneno, do
Departamento de Microbiologia e Imunologia da Unesp de Botucatu. As linhagens NP69 Sv40T
e Jurkat foram doadas pela pela Profa. Dra. Ethel Cesarman, da Universidade de Cornell. A
linhagem PC-3 foi doada pela Profa. Dra. Flavia Karina Delella, do Departamento de Biologia
Estrutural e Funcional da Unesp de Botucatu. A linhagem SaOS-2 foi cedida pela Faculdade de
Odontologia de Bauru, da Universidade de S&o Paulo (USP).

Quadro 2 - Linhagens celulares empregadas para a padronizagao de qPCR para analise de expressédo

génica das moléculas de checkpoints imunoldgico selecionadas

Linhagem Descrigao! RRID?
Jurkat Leucemia linfoblastica aguda de células T CVCL_0065
MCF-7 Adenocarcinoma ductal de mama; células metastaticas CVCL_0031

(efuséo pleural)

MDA-MB-231 Adenocarcinoma de mama; células metastaticas (efuséo CVCL_0062
pleural)

NP69Sv4oT Células imortalizadas de nasofaringe CVCL_F755

PC-3 Carcinoma de prostata; células metastaticas (0sso) CVCL_0035

Sa0S-2 Osteosarcoma osteoblastico CVCL_0548

THP-1 Leucemia monocitica aguda CVCL_0006

() Descrigdo original da linhagem; @ Codigo de identificagdo de recursos de pesquisa (Research Resource Identifier - RRID),

rastredvel na plataforma Cellosaurus (https://web.expasy.org/cellosaurus)(BAIROCH, 2018).

Previamente aos experimentos todas as linhagens celulares sdo devidamente revalidadas
quanto a autenticidade genética por meio de analise de repeti¢bes curtas em tandem (Short
tandem Repeats — STRs) e certificadas como livres de contaminacdo por Mycoplasma sp
empregando os procedimentos de rotina em estudos conduzidos pelo ViriCan.

As linhagens linfoides apresentadas no Quadro 1 e as linhagens Jurkat e THP-1, foram
cultivadas em suspensdo com o meio de cultivo RPMI 1640, 10% de soro fetal bovino (Fetal
Bovine Serum -FBS), acrescidos de 0,4% de gentamicina para controle microbioldgico. As
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas com meio DMEM, 10% de FBS e 0,4%
de gentamicina. A linhagem PC-3 foi cultivada com meio RPMI, 10% de SFB e 0,4% de
penicilina/estreptomicina. A linhagem SaOS-2 foi cultivada com meio McCoy, 10% de soro

fetal bovino e 0,4% de penicilina/estreptomicina. A linhagem NP69 foi cultivada com meio
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Defined Keratinocyte SFM (1X) (ThermoFisher Scientific, Carlsbad, CA, USA), 10% de FBS
e 0,4% de gentamicina. Todas as linhagens foram cultivadas com incubacéo a 37°C em estufa
com atmosfera imida contendo 5% de CO». Regularmente as células foram submetidas a
subcultivo e monitoramento da viabilidade celular pelo ensaio de exclusdo do corante azul de

tripan e analise morfol6gica em microscopio dptico invertido.
5.2 Analise de expressao de moléculas de checkpoint imunolégico

Foi gerado um painel de moléculas selecionadas envolvidas em checkpoints
imunolégicos para analise de expressdo génica empregando gPCR. As moléculas que
constituem o painel estéo listadas no Quadro 3.

Quadro 3 - Listagem dos potenciais alvos em estudo para constituir painel de anélise da expresséo de

moléculas com papel em checkpoints imunolégicos potencialmente relevantes para a linfomagénese

Proteina (Gene - GenelD') Propriedades

B7-H3 (CD276 o 80381) Expressa em multiplos tecidos, principalmente placenta e vesicula biliar. Associada
a pior prognéstico para varios canceres humanos (NIRSCHL; DRAKE, 2013).

B7-H4 (VTCN1 - 79679) Transcrito expresso em diversos tecidos, mas proteina tem express&o limitada a
superficie da célula. Associada a progress&o de tumores e pior prognostico para
diversos canceres (PODOJIL; MILLER, 2017; ZHANG et al., 2013).

BTLA (CDZ72 = 151888) Expressa em linfocitos T e B, células dendriticas e outras células linfoides. Liga-se
ao receptor HVEM. Associado a canceres e doengas autoimunes (MURPHY;
NELSON; SEDY, 2006)

CTLA-4 (CD152 - 1493) Expressa especialmente em linfécitos T reguladores. Sinais inibitérios agrega ao
desenvolvimento de doengas autoimunes e progresséo tumoral (WALKER;
SANSOM, 2011)

LAG-3 (CD223 - 3902) Expressa em linfécitos T, NK e TILs. Co-expressao com PD-1 refreia resposta
mediada por linfocitos T em infecgdes cronicas e cancer (ANDREWS et al., 2017).

PD-L1 (CD274 - 29126) Expressa em diversas células hematopoiéticas e endoteliais. Hiperexpressa no
microambiente tumoral. Associada a pior prognéstico para diversos canceres: a

interagdes com PD-1 promove sinais de sobrevivéncia para células tumorais e
perda da funcéo efetora dos linfécitos T (SUN; MEZZADRA; SCHUMACHER, 2018).

PD-L2 (PDCD1LG2 - Expresséo mais abundante em células dendriticas, macréfagos e linfécitos B.

80380) Hiperexpressa em infeccdes cronicas e canceres (SHARPE; PAUKEN, 2018).

TIM-3 (HAVCR2 - 84868) Expressa em linfécitos T e TILs. Expressao favorece papel inibidor em imunidade
antitumoral (GRAVELLE et al., 2016, p. 3).

VISTA (VSIR - 641 15) Expressa predominantemente em células hematopoiéticas. Suprime ativagao dos
linfécitos T, favorecendo progresséo de tumores (BOGER et al., 2017)

' Codigo de acesso na base de dados Gene dos Centro de Informagdes Biotecnoldgicas dos EUA (National Center for
Biotechnology Information - NCBI). 2 Sequéncia de referéncia do transcrito identificada na base de dados Genbank, do NCBI
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Em sintese, células de linhagens selecionadas, cultivadas conforme previamente
indicado, foram submetidas a extracio de RNA total com o reagente TRIzol® (ThermoFisher
Scientific, Carlsbad, CA, USA), seguindo instrucbes do fabricante. O RNA extraido foi
quantificado por espectrofotometria UV em equipamento NanoDrop™ 1000 (ThermoFisher) e
armazenado em freezer a -80°C até o uso oportuno. Subsequentemente as amostras de RNA
total foram submetidas a eliminacdo de DNA contaminante por incubacdo com DNase |
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 15 min em temperatura ambiente, seguida de
inativacdo enzimatica a 70°C por 10min, de acordo com as instru¢des do fabricante. A producédo
de cDNA foi efetuada com a enzima transcriptase reversa SuperScript® IV (ThermoFisher) em
reacfes com volume final de 20uL, compostas de 0,3ug/ul de iniciadores arbitrarios, 0,5mM
de dNTPs, 500ng de RNA total, tampao de reacdo SuperScript 1x, 10mM DTT, 2U de inibidor
recombinante de RNase e 200U da enzima. As reac¢des foram executadas em termociclador com
incubacéo inicial a 65°C por 5min, seguida de 23°C - 10min, 55°C -10min, e 80°C -10min. A
identificacdo dos niveis de expressdo dos transcritos de interesse foi efetuada por qPCR
empregando o agente intercalante SybrGreen com reagentes GoTag® PCR Master Mix
(Promega, Madison, WI, USA). Os iniciadores utilizados nas reagdes foram obtidos na
literatura ou desenhados pelos autores, tendo por subsidio anotacdo (vide Anexos) para
confirmacéo das regides de anelamento dos iniciadores sense e antisense, potencial de formacao
de dimeros e outras estruturas indesejaveis, bem como os tamanhos de amplicons esperados
apos amplificacdo por gPCR. As sequéncias dos transcritos para os genes selecionados foram
extraidas da base de dados Genbank, do Centro de Informagdes Biotecnoldgicas dos EUA
(National Centers for Biotechnology Information — NCBI; Bethesda, MD, EUA).
Subsequentemente foi realizada a selecdo das sequencias dos iniciadores com auxilio da
ferramenta online Primer Blast (NCBI) e os softwares OligoExplorer v.1.1 e OligoAnalyzer
v.1.2 (ambos GeneLink Inc., Orlando, FL, EUA).

Com excecdo dos iniciadores para o alvo B7-H4, cujas sequéncias foram obtidas de
artigo publicado na literatura (CHE et al., 2017, p. 7), os oligonucleotideos iniciadores
remanescentes utilizados nos experimentos foram desenhados de modo a atender os critérios a
seguir: 1) tamanho entre 19-22 pb; 2) produto final (amplicon) com 90-200 pb; 3) contetdo de
GC de aproximadamente 50%; 4) energia livre de Gibbs (AG) superior a -5 para qualquer
estrutura secundaria predita; e 5) iniciadores ocupando preferencialmente juncGes exon/exon
do transcrito para o gene-alvo, ou iniciadores sense e antisense ocupando exons distintos
adjacentes. Adicionalmente, buscou-se que todas as sequéncias de oligonucleotideos

iniciadores fossem desenhadas em regides conservadas dos transcritos de seus respectivos
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genes-alvo, possibilitando amplificacdo de diferentes variantes ja descritas do RNAm (vide
Apéndice II). Iniciadores considerados apropriados e selecionados para 0s experimentos
(apresentados no Quadro S1) foram encaminhados para sintese em servigo especializado

oferecido pelas empresas Sigma-Aldrich e Thermo Fisher Scientific do Brasil.

As condicOes ideais de qPCR foram otimizadas partindo-se de condicGes genéricas,
dadas por reagdo composta por 5,0ul de mix de g°PCR GoTag® gPCR Master Mix , 0,30 [IM
de cada iniciador e 200 ng de cDNA, e programa de termociclagem de 95°C por 2 min, seguido
de 40 ciclos a 95°C por 15s, 60°C por 60s e finalizacdo com rampa de temperatura de 55°C a
99°C, para analise de curva de dissociacdo dos amplicons. Os experimentos de gPCR para
padronizacdo dos iniciadores foram executados em equipamento termociclador Rotor Gene Q
(Qiagen) (com excegéo do experimento de eficiéncia do alvo CTLA-4), os demais experimentos
de gPCR e experimento de eficiéncia do alvo CTLA-4 foram realizados em equipamento
termociclador AriaMX (Agilent Tech., Boeblingen, BW, Germany). A expressao diferencial
dos transcritos para cada linhagem celular/condicdo avaliada foi estimada pelo método 244¢T
(RAO et al., 2013), tendo por base a expressao constitutiva dos genes codificadores de proteina
ribossomal 18S (Ribossomal Protein S18 — 18s), proteina ribossomal 13S (Ribossomal Protein
S13 - RPS13), Hipoxantina guanina fosforiboxiltransferase (Hypoxanthine-Guanine
Phosphori-bosyltransferase — HPRT) ou da proteina de choque térmico citossélica alfa 90kDa
(Heat Shock Protein Citosolic 90 Alfa B - HSPCB) (JACOB et al., 2013).

5.3 Repressao de EBV LMP1 e RPMS1 por RNAI

Uma vez que células linfoides tipicamente sdo refratarias a métodos de transfeccéo
baseados em carreadores lipidicos, iniciamos avaliacdo da possibilidade de inibi¢do (knock-
down) da expressdo de RPMS1 e LMP1 do EBV empregando eletroporacdo com sistema Neon
(ThermoFisher). Ainda, na expectativa de obter melhores eficiéncias de transfeccdo, foi
utilizado DMSO, conforme indicado por Fyrberg e Lofti (FYRBERG; LOTFI, 2010). A
linhagem Jiyoye foi utilizada inicialmente em virtude de existéncia de um protocolo de
eletroporagdo com o sistema Neon para essa linhagem recomendado pelo fabricante do
equipamento. Os experimentos preliminares de padronizacgdo foram efetuados com controle de
transfeccdo BLOCK-IT Alexa Fluor (ThermoFisher) na concentragdo final de 20nM.
Adicionalmente, foram utilizados trés parametros de eletroporacdo (1,400 v, 20ms, 1 pulso;
1,600v, 20ms, 1 pulso; 1,600v, 10ms, 3 pulsos) baseados nos parametros pré-padronizados para

a linhagem. Para o tratamento de linhagens celulares constitutivamente infectadas pelo EBV e
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com expressdo verificada de RPMS1 ja foram obtidos dsiRNAs dirigidos ao transcrito de EBV
RPMS1, sintetizados pela empresa IDT (Newark, NJ, EUA): dsiRNARPMS1_1 (Sense: GCA
GGA UAU CUG CAG GAU CAG GUC e Antisense: UGC GUC CUA UAG ACG UCC UAG
UCC AGU) e dsiRNARPMS1_2 (Sense: GAG GAC GCA GGA UAU CUG CAG GAT Ce
Antisense: GUC UCC UGC GUC CUA UAG ACG UCC UAG). Os RNAs longos de dupla fita
(double-stranded RNA —dsRNA) séo degradados pela enzima Dicer em siRNAs, que
geralmente tém de 21-23 pares de bases (pb). Em mamiferos, o sSiRNA associa-se com a Dicer,
TRBP e Argonaute 2 (Ago2) para formar o complexo de silenciamento induzido por RNA
(RNA-induced silencing compex - RISC). Uma vez no RISC, uma fita do siRNA, a fita
passageira (sense), € degradada ou descartada enquanto que a fita guia (antisense) direciona a
clivagem do RNA alvo (CHENDRIMADA et al., 2005). Os dsiRNAs (IDT) que sdo dsRNAs
de 27 pb tém uma poténcia de RNAI aumentada quando comparados aos SIRNAs
convencionais. Este desenho mais longo favorece o processamento da Dicer e 0 carregamento

da fita antisense no RISC, resultando em aumento da clivagem do mRNA (ROSE et al., 2005).

5.4 Expressdo de EBV LMP1 e RPMS1 em células EBV negativas

O vetor utilizado para a expressao de EBV LMP1 do isolado viral B95.8 foi o
pZsGLMP1_B95-8, previamente produzido em outro trabalho do Grupo de Estudos em
Carcinogénese Viral e Biologia dos Canceres
(ViriCan) (MULLER-COAN, 2016), tendo
como vetor-base (backbone) comercial

PF.FI;!II'J

EBV LMPI

Sinal Poli A (gene BNLF1)

pEF1a-IRES-ZsGreenl (Clontech, Mountain ~ usv 1k
View, CA, USA), doravante denominado

pZsGLMP1B95-8

pZsGLMPIMS81
7655pb

pZsGreen. O vetor utilizado para a expressio yeomen. — o
de EBV RPMS1 foi o pcDNARPMSL1, que i 4 _
foi gentilmente cedido pelo grupo liderado i 1 #Green
pelo Prof. Paul J. Farrell, do Departamento de p?:clilc::l{[:()

Virologia do Imperial College em Londres, Figura 4 - Mapa dos construtos gerados com o gene
Inglaterra, tendo como vetor-base BNLF1 do EBV, codificador da oncoproteina viral LMP1

pcDNAS3.1/Hygro(+) (Invitrogen, California, (MULLER-COAN, 2016).

EUA). A transfeccdo dos vetores de EBV LMP1 e RPMS1 em linhagem Ramos, de linfoma de
Burkitt EBV negativa, foi realizada empregando eletroporacéo (1,300v 20ms, 2 pulsos) com

sistema Neon (ThermoFisher). A transfeccdo dos vetores em células epiteliais de nasofaringe
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NP69 SV4T foi realizada por carreador lipidico Lipofectamine 3000 (ThermoFisher) seguindo
protocolo indicado pelo fabricante. A analise das taxas de transfeccdo foram feitas, no caso dos
vetores de EBV LMP1, verificando o percentual de células que expressavam o GFP, que
indicaria a presenca do vetor na célula. Os vetores de RPMS1 nédo possuem fluorescéncia, por
tanto a transfecc¢éo foi validada por experimentos de gPCR. Células observadas em microscopio
invertido com contraste de fase Nikon Eclipse TS100 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY,
USA).

5.5 Andlise dos resultados

Os vetores pZsGLMP1 B95-8 e pcDNARPMSL1 foram empregados para transfec¢do
transiente da linhagem de linfoma EBV-negativo Ramos, modelo no qual os possiveis efeitos
da expressdo ectopica de EBV LMP1 e RPMS1 na expressdo de transcritos de moléculas
associadas a checkpoints imunolégicos: B7-H3, B7-H4, BTLA, CTLA-4, PD-L1, PD-L2, TIM-
3 e VISTA. Os dados obtidos apresentaram distribuicdo normal (teste de normalidade Shapiro-
Wilk). Assim sendo, os resultados de expressdo génica foram avaliados pelo teste paramétrico
t de Student pareado, empregando nivel de significancia p<0,05 e intervalo de confianca de
95%. As anélises estatisticas e graficos foram feitos empregando o software GraphPad Prism 9
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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6. Resultados

6.1 Validacao dos iniciadores

Todos os pares de iniciadores foram submetidos a validagdo experimental para analises

de especificidade e eficiéncia de amplificagdo dos segmentos esperados para 0s respectivos

transcritos-alvo. Foi efetuado escrutinio das linhagens celulares disponiveis (Quadros 1 e 2)

para identificacdo daquelas que pudessem ser empregadas como controles positivos adequados

a andlise de expressdo das moléculas de interesse. O Quadro 4 sintetiza os resultados obtidos

da analise da expressdo das moléculas selecionadas de checkpoints imunolégicos nas linhagens

celulares indicadas. A Figura 5 mostra os produtos amplificados por PCR com os esperados

pesos moleculares.

Quadro 4 - Linhagens celulares empregadas para padronizagéo dos iniciadores de genes de checkpoint

imunoldgico
Linhagem Moléculas avaliadas Resultado
BC-1 CTLA-4, LAG-3 EBV Lat | . Padronizagdo CTLA-4. Nao houve expressao
de LAG-32
IBL-1 BTLA, CTLA-4, LAG-3 EBV Lat Il/lll . Ndo houve expressdo de CTLA-4 e LAG-3 2
Jiyoye CTLA-4, LAG-3 EBV Lat | -N&o houve expressdo de CTLA-4 e LAG-3 2
Jurkatt BTLA, CTLA-4, LAG-3, TIM-3, Expressa Tim-3 e VISTA. Nao houve expressao de CTLA-
VISTA 4 e LAG-32
MCF-7 B7-H3, B7-H4, BTLA, CTLA-4, Padronizacdo B7-H3 e B7-H4. Baixa expressao de TIM-3.
LAG-3, TIM-3 N&o houve expressao de BTLA, CTLA-4 e LAG-3 2
MDA-MB-231  BTLA, CTLA-4, LAG-3 Nao houve expressao de BTLA, CTLA-4 e LAG-3 2
NPG9sv4oT BTLA, CTLA-4, LAG-3, PD-L1  Padronizacdo PD-L1. Nao houve expressao de CTLA-4 e
LAG-32
PC-3 CTLA-4, LAG-3 N&o houve expressdo de CTLA-4 e LAG-3 2
RAEL BTLA, CTLA-4, LAG-3 EBV Lat | . Padronizagdo BTLA. Nao houve expresséo de
CTLA-4 e LAG-32
Sa0S-2 CTLA-4, LAG-3 Né&o houve expressao de CTLA-4 e LAG-3 2
THP-1 BTLA, CTLA-4, LAG-3, PD-L2, Padronizacdo PD-L2, TIM-3 e VISTA. Baixa expressao de

TIM-3, VISTA BTLA. Ndo houve expressdo de CTLA-4 e LAG-3 2

() EBV: situacéo de infecgdo pelo EBV (Lat. - programas de laténcia I, Il ou Il); 2 A linhagem celular n&o exibiu expresséo

suficiente das moléculas avaliadas de checkpoints imunoldgicos, de modo que néo foi selecionada para uso em experimentos

subsequentes.
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Figura 5 - Validagao de iniciadores de PCR para anélise de expressao de moléculas selecionadas de checkpoints
imunolégicos em nivel transcricional. As linhagens celulares utilizadas para os alvos s&o: MCF-7 para B7-H3 (164
pb) e B7-H4 (100 pb); Rael para BTLA (97 pb); NP69 para PD-L1 (114 pb); e THP-1 para PD-L2 (190 pb), TIM-3
(189 pb) e VISTA (90 pb). Produto de PCR avaliado em gel de agarose 2% corado com corante intercalante Brilliant
Green.

Confirmada a amplificacdo dos alvos por PCR convencional, procedeu-se a
determinacéo da eficiéncia de amplificacdo por gPCR de cada par de iniciadores em uso. Para
tanto, foi efetuada curva com diferentes concentragdes do cDNA das amostras-teste por meio
de diluicGes seriadas. A Tabela 1 apresenta eficiéncia de amplificagdo atingida para cada alvo
e detalhes da diluicdo seriada. Os graficos de amplificacdo obtidos com as amostras de diluicdo
seriada preparadas para cada um dos genes alvos, o valor R? calculado para a reagéo e as curvas
de dissociagdo dos amplicons estdo apresentados na Figura S1 do material suplementar. Esses
experimentos foram realizados com as condic¢des de reacdo e de termociclagem previamente

descritas (vide secdo 4.2) e empregando duplicatas técnicas.
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Tabela 1 - Paré@metros e resultados da analise da eficiéncia de amplificagdo estimada para os iniciadores
utilizados nos experimentos de qPCR para avaliagdo de genes codificadores de proteinas regulatérias

de checkpoints imunoldgicos.

Alvo Diluicao Concentragoes (ng/mL)! Slope? Eficiéncia3
B7-H3 15 4, 20, 100, 500 -3,2 1,01
B7-H4 1:2 40, 80, 160 -3,3 1,00
BTLA 1:3 3,11, 33,100 -2,8 1,23
CTLA-4 1:3 32, 97, 293, 880 -3,4 0,94
PD-L1 1:2 25, 50, 100, 200 -3,1 1,08
PD-L2 1:3 18, 55, 166, 500 -3,5 0,92
TIM-3 1:3 18, 55, 166, 500 -3,40 0,96
VISTA 1:10 3,30, 300 -3,5 0,93

' Faixa de concentragdes de cDNA total utilizada para estimativa da eficiéncia de amplificagdo por gPCR
dos alvos indicados; 2 Slope calculado com base nos CTs alcangados em diferentes concentragoes; °
Eficiéncia de amplificagdo calculada pela formula (* = 104(-1/m) - 1). Para alvos B7-H4 e VISTA um ponto
de diluigéo foi retirado afim de obter melhores resultados de eficiéncia.

6.2 Painel de expressao de transcritos de moléculas de checkpoints imunolégico

Com os iniciadores padronizados e apresentando bons parametros de eficiéncia, foram
sintetizados cDNA das linhagens de linfomas constitutivamente infectadas pelo EBV e
realizado qPCR para a detec¢do de expressdo de transcrito dos alvos de moléculas de checkpoint
imunolégico. Os resultados obtidos com trés experimentos independentes (triplicata bioldgica)
e Unica replicata técnica estdo representados na figura 6. Com excecao de B7-H4, todos os alvos
tiveram expressao em pelo menos uma das linhagens linfoides testadas. A ultima linhagem dos
gréficos foi utilizada como controle de expressdo do alvo indicado, enquanto que a primeira
linhagem dos gréaficos foi a que apresentou menor nivel de expressdo dos alvos e foi utilizada

como referéncia.
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Figura 6 - Painel de expresséo de transcritos de moléculas associadas a checkpoints imunoldgicos em linhagens
linfoides in vitro constitutivamente infectadas pelo EBV. Foram empregados 200ng/uL de cDNA de amostra para
cada replicata biolégica. Resultados de expressdo génica normalizados pela expressdo de RPS18 e HSP90.
Linhagens utilizadas como controle de expressao: MCF-7 para B7-H3 (A) e B7-H4 (B); Rael para BTLA (C); BC-1
para CTLA-4 (D); NP69 para PD-L1 (E); e THP-1 para PD-L2 (F), TIM-3 (G) e VISTA (H). A) Apenas linhagem IBL-
1 expressou B7-H3. B) Nenhuma das linhagens expressou B7-H4. C) Todas as linhagens expressaram BTLA
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(Referéncia da expressao diferencial: BC-1). D) Apenas linhagem BC-1 expressou CTLA-4. E) Todas as linhagens
expressaram PD-L1 (Referéncia da expressdo diferencial: Mutu I). F) As linhagens BC-1, IBL-1 e Jiyoye
expressaram PD-L2 (Referéncia da expressao diferencial: BC-1. G) Todas as linhagens expressaram TIM-3
(Referéncia da expressao diferencial: BC-1). H) As linhagens BC-1 e IBL-1 expressaram VISTA (Referéncia da

expressao diferencial: BC-1).

6.3 Repressao de EBV LMP1 e RPMS1 por dsiRNA

A Tabela 2 apresenta os resultados das taxas de transfec¢éo e viabilidade das células
transfectadas utilizando sistema de eletroporacdo Neon (ThermoFisher), nas diferentes
condigdes listadas, utilizando a linhagem Jiyoye e BLOCK-iT (ThermoFisher) como controle
de transfeccdo. A Figura 7 mostra células transfectadas identificadas pela emissdo de
fluorescéncia vermelha pelo controle de transfeccdo (eletroporacdo: 1,400v, 20ms, 2 pulsos).
As taxas de viabilidade e transfec¢do foram calculados por contador automatico Countess |1
(ThermoFisher).

Tabela 2 - Condigdes de eletroporagdo empregadas com sistema Neon e resultados de transfecgéo de

linhagem Jiyoye utilizando controle de transfecgao BLOCK-iT.

Voltagem (v)* Tempo (ms)? Pulsos® Eficiéncia” Viabilidade®
1.600 10 3 32% 64%
1.600 20 1 35% 62%
1.400 20 2 43% 61%

1 Voltagem de pulso; 2 largura de pulso em milissegundos;  Quantidade de pulsos; * Taxa de transfeccéo e viabilidade

calculado por contador automético Countess Il (ThermoFisher)
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Figura 7 - Células Jiyoye transfectadas com sistema de eletroporagdo Neon™ (1,400v, 20ms, 2 pulsos) e 20nM
de RNA BLOCK-T™ Alexa Fluor® Red Fluorescent Control. Em 24h pés-transfeccéo as células foram analisadas
com azul de trypan por microscopia de contraste de fase (A) e por fluorescéncia em contador automatico Countess
[l (ThermoFisher) (B).

Identificada as melhores condicGes de eficiéncia de transfeccdo, seguiram-se
experimentos com dsiRNAs dirigidos ao gene enddégeno humano HPRT e EBV RPMSI1,
conforme os parametros de eletroporacéo detalhados na figura 7 (1,400v, 20ms, 2 pulsos), visto
que foi obtido melhores taxas de transfeccdo. A figura 8 A mostra boa obtencéo de knock-down
para 0 gene HPRT 24h apds a transfeccdo. Para o gene de EBV RPMS1 foram testadas
diferentes concentragdes de ambos dsiRNAs especificos sintetizados (detalhados na secéao 4.3).
Os resultados apresentados na Figura 8 indicaram niveis de expressao inconsistentes com as
crescentes concentragdes de dsiRNA empregados para inibi¢do da expressédo de EBV RPMSL.

Devido aos resultados inconsistentes de repressdo de EBV RPMS1 empregando a
estratégia de RNAi com disRNAs, optou-se por modificar a estratégia de analise dos efeitos
das proteinas virais em investigacdo na expressdo das moléculas que compdem o painel de
gPCR de reguladores de checkpoints imunoldgicos. Para tanto os experimentos subsequentes
empregaram modelos de células sem infeccdo pelo EBV transientemente transfectadas com
vetores recombinantes para expressao ectopica e constitutiva das proteinas virais LMP1 e
RPMSL.
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Figura 8 — Células Jiyoye avaliadas 24h ap6s eletroporacéo e transfectadas com dsiRNAs. Resultados de analise
por gPCR. A) Expressao do gene humano HPRT em nivel transcricional na linhagem linfoide Jiyoye eletroporada
sem dsiRNA, com dsiRNA controle negativo (CN) a 10nM e com dsiRNA especifico para o alvo HPRT em
concentragbes de 0,5nM, 10nM e 70nM. Normalizagao pela média dos niveis de expressao transcricional dos
controles endégenos RPS18 e HSP90. B) Expressdo de RPMS1 em linhagem linfoide Jiyoye eletroporada sem
dsiRNA, com 10nM de dsiRNA CN e com dsiRNAs especificos para RPMS1 em concentragées de 10nM, 50nM e
100nM para o dsiRPMS1_1; e 25nM e 200nM para o dsiRPMS1_2. Normalizagao pela média dos niveis de

expressdo transcricional dos controles enddgenos RPS13 e HPRT.
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6.4 Expressdao de EBV LMP1 e RPMS1 em células transfectadas transientemente

A linhagem Ramos (linfoma de Burkitt EBV-negativo; RRID:CVCL_0597), cedida
pela Profa. Dra. Ethel Cesarman, da Universidade de Cornell, foi selecionada para seguimento
dos experimentos com expressdo ectopica isolada das proteinas virais LMP1 e RPMSL.
Diferentes parametros de eletroporacéo utilizando o sistema Neon e vetor PMax-GFP (Amaxa-
Lonza, Waverly, AUS), que codifica proteina repérter fluorescente verde (GFP), foram
testados. Os resultados obtidos estdo indicados na Tabela 3; a Figura 9 apresenta imagens
representativas das células Ramos transfectadas, emitindo fluorescéncia relacionada a proteina

reporter GFP.

Tabela 3 - Condigdes de eletroporagdo empregadas com sistema Neon e resultados de transfecgéo de

linhagem Ramos utilizando controle de transfeccao PMax-GFP.

Voltagem (v)! Tempo (ms)? Pulsos? Eficiéncia’ Viabilidade®
1.350 30 1 45% 58%
1.350 20 2 53% 51%
1.350 10 3 52% 64%
1.550 20 1 64% 62%
1.550 10 3 17% 45%

1 Voltagem de pulso; 2 largura de pulso em milissegundos; 3 Quantidade de pulsos; * Taxa de transfecgéo e viabilidade
calculado por contador automatico Countess Il (ThermoFisher)
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Figura 9 - Células Ramos transfectadas utilizando Sistema de eletroporagdo Neon™ e 500ng de vetor PMax-GFP
(Amaxa). 24h pos transfecgao, as células foram analisadas por microscopia de luz (A) e fluorescéncia (B). Aumento
final de 400x.

Os experimentos subsequentes empregaram a condi¢do que proporcionou as melhores
taxas de transfeccdo e viabilidade (1.550v, 20ms, 1 pulso), inicialmente com 1ug dos vetores
base pEF1a-IRES-ZsGreenl (Clontech) e do vetor recombinante pZsGLMP1_B958 (Muller-
Coan, 2016), ambos apropriados para o monitoramento das eficiéncias de transfeccdo pela
expressdo constitutiva da proteina reporter verde ZsGreen. Em experimento piloto, apresentado
na Figura 10, foi observado morte celular consideravel e auséncia de células emitindo

fluorescéncia para células tratadas e ndo tratadas com vetor de EBV LMP1.
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Figura 10 - Células Ramos em 24h

pés transfeccdo  transfectadas
utilizando Sistema de eletroporagao
Neon™. Imagens de microscopia
¢tica de contraste de fase (a
esquerda) e fluorescéncia (a direita).
A) Células transfectadas sem vetor.
B) Células transfectadas com 1ug do
vetor repérter PMax-GFP (Amaxa)
C) Células transfectadas com 1ug de
vetor-base pEF10-IRES-ZsGreent
(Clontech); Nota-se aumento de
morte celular e ausencia de
fluorescéncia. D) Células
transfectadas com 1ug do vetor
pZsGLMP1_B958
2016).

aumento de morte celular, debris e

recombinante
(Muller-Coan, Nota-se
ausencia de fluorescéncia.

Magnificagéo de 400x.
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Em novos testes para padronizagdo da transfecgéo foi entéo utilizado o vetor pEF1a-
IRES-ZsGreenl como controle de transfeccdo; os resultados estdo apresentados na Figura 11.
Apenas uma das condicdes de eletroporacdo testadas (1.300v 20ms 2 pulsos; Figura 11E)
ofereceu razoavel taxa de transfec¢do, com cerca de 50% de células transfectadas (contagem
manual em hemocitdmetro), sendo entdo utilizada nos experimentos subsequentes de
transfeccdo de vetores EBV LMP1 e RPMSL.

Figura 11 - Células Ramos transfectadas com 1ug de vetor pEF10-IRES-ZsGreen1 (Clontech) utilizando sistema
de eletroporagdo Neon™ em 24h pés-transfecgé@o A) 1350v 10ms 3x. B) 1350v 30ms 1x. C) 1550v 10ms 3x. D)
1550v 20ms 2x. E) 1300v 20ms 2x. F) 1300v 30ms 1x. G) 1400v 20ms 2x. Anélises por fluorescéncia e

magnificacdo de 400x.

Uma vez determinadas as condicGes de transfecgdo, foram efetuados trés experimentos
independentes (com duplicatas técnicas) de transfecgédo transiente de células Ramos com 1u
dos vetores recombinantes para expressdo de EBV LMP1 e RPMS1. Em 48h pos-transfeccéo
as células foram submetidas a extracdo de RNA total, transcricdo reversa e avaliacdo da
expressao ectopica dos produtos virais por gqPCR. A Figura 12 mostra os resultados obtidos,

indicando que as células Ramos transfectadas passaram a expressar os transcritos de EBV
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LMP1 e RPMS1 em niveis semelhantes aos observados para células de linhagem Akata
constitutivamente infectada pelo EBV, utilizada como controle e referéncia de expressdo dos

produtos virais em investigacao.

EBV LMP1 EBV RPMS1 Experimento 1
e Experimento 2
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Figura 12 - Células Ramos transfectadas com 1ug de vetor pZsGLMP1_B95-8 e pcDNARPMS1 48h apés
transfeccdo. Resultados de expressao génica normalizados pela expressdo de RPS18 e HSP90. Linhagem Akata

utilizada como controle de expressao de LMP1 e RPMS1.

6.5 Expressao de reguladores de checkpoints imunolégicos

A Figura 13 apresenta resultados indicando os niveis basais de expressao dos transcritos
de genes reguladores de checkpoints imunolégicos em células Ramos. Esses resultados foram

gerados com trés experimentos independentes, sem replicatas técnicas.
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A Figura 14 apresenta os resultados obtidos em relacdo aos niveis de expressdo dos
transcritos de moléculas de checkpoints imunoldgicos em células Ramos EBV-negativas
transfectadas para expressao ectopica de LMP1 e RPMS1 do EBV. Esses experimentos foram

realizados em triplicata biologica e duplicata técnica.

Células Ramos expressando EBV LMP1 de modo ectopico apresentaram diminuicdo da
expressao de transcritos para BTLA (p = 0,002) e aumento de expressdo dos mRNAs de PD-
L1 (p = 0,01) e TIM-3 (p = 0,01). Nos casos das células expressando EBV RPMSL1 (vetor
pcDNARPMS1), houve aumento da expressédo de BTLA (p = 0,001) e TIM-3 (p = 0,006), mas
diminuicdo da expressdo de PD-L1 (p = 0,01). Os resultados de expresséo diferencial sdo dados
pela expressdo relativa entre células em 48h pos-transfeccdo com os respectivos vetores de
expressdo para LMP1 e RPMS1 (pZsGLMP1_B95-8 e pcDNARPMSI, respectivamente)
comparativamente as células transfectadas com os vetores-base, que ndo expressam os produtos
virais indicados (pEFla-IRES-ZsGreenl e pcDNA3.1/Hygro(+), respectivamente). A
estimativa de expressao transcricional de PD-L2 e VISTA por RT-gPCR apresentou a maior
variacdo dentre todos os genes analisados, decorrente de niveis muito baixos de expressdo
génica desse alvo, razdo pela qual a avaliacdo desses alvos nao foi possivel. Para os transcritos
de B7-H3, B7-H4 e CTLA-4, a expressdo se manteve ausente com as células expressando
LMP1 e RPMS1. A figura S2 do Material Suplementar apresenta os graficos correspondentes

aos resultados de expresséo diferencial nos trés experimentos independentes realizados.
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Figura 14 - Expresséo diferencial dos transcritos de BTLA, PD-L1 e TIM-3, 48h ap6s transfeccdo com vetor
codificante de EBV LMP1 e RPMS1, comparado a transfeccdo com vetor vazio. Normalizagdo pela média de
expressao dos controles enddgenos humanos RPS18 e HSPI0 para LMP1; e RPS13 e HPRT para RPMSH1. * p <
0,05, ** p <0,005.

Adicionalmente aos ensaios em linhagem de linfoma, foram avaliados as mudancas de
expressao dos transcritos de moléculas de checkpoint imunoldgico em linhagem NP69, de
células epiteliais de nasofaringe, apds transfeccdo com vetores codificantes de EBV LMP1 e
RPMS1, afim de obter mais informac@es sobre a acdo dos produtos virais em células humanas.
Para tanto, a linhagem NP69 foi transfectada com 1ug de vetores pZsGLMP1 B95-8 e
pcDNARPMS1, comparativamente as células transfectadas com os vetores-base pEF1a-IRES-
ZsGreenl e pcDNA3.1/Hygro(+), respectivamente (Figura S3). Células NP69 expressando
EBV LMP1 de modo ectopico apresentaram aumento de expressdo dos mRNAs de B7-H3 (p =
0,007), PD-L1 (p = 0,02) e PD-L2 (p = 0,0001). Nos casos das células expressando EBV
RPMS1 (vetor pcDNARPMS1), houve aumento da expressdo de B7-H3 (p = 0,01) e PD-L2 (p
=0,03), a expressdo de PD-L1 nédo apresentou diferenca significativa (p = 0,05) devido a niveis
de expresséo do transcrito inconsistentes. A expressao dos genes de B7-H4, BTLA, CTLA-4,
TIM-3 e VISTA se mantiveram ausente nas células expressando EBV LMP1 e RPMS1. Os

resultados estdo apresentados na figura S4 do material suplementar.
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A tabela suplementar S1 apresenta os valores dos Cts gerados a partir da amplificacdo
por qRT-PCR dos genes de checkpoint imunologicos avaliados, nas duas condigdes
experimentais avaliadas, para os trés experimentos independentes realizados para cada

linhagem celular.
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7. Discussao

Checkpoints imunoldgicos tém papel importante na carcinogénese e progressdo tumoral,
evidenciando a importancia de estudos sobre a acdo do EBV na regulacdo de genes que
codificam estas proteinas, especialmente em linhagens linfoides. Embora a literatura apresente
alguns dados que relatam a agdo da oncoproteina LMP1 do EBV na regulacdo de genes
reguladores de checkpoints imunitéarios (Bl et al., 2016, p. 1), essencialmente ndo ha dados
sobre um possivel papel regulatério exercido pela proteina viral RPMS1. No presente estudo
observamos, para células Ramos expressando LMP1, aumento nos niveis transcricionais de PD-
L1 e TIM-3 e diminui¢do de BTLA; para células Ramos expressando RPMS1 foi observado
aumento nos niveis transcricionais de BTLA e TIM-3 e diminuicdo de PD-L1.

A eletroporacdo na linhagem Ramos se demonstrou bem eficaz nos primeiros ensaios,
atingindo boas taxas de transfec¢édo e viabilidade celular quando transfectadas com vetor para
expressdo isolada da proteina-repérter GFP. Porém, quando transfectadas com os vetores para
expressdo ectopica de EBV LMP1 e RPMS1, notou-se grandes taxas de morte celular e baixos
niveis de transfeccdo. A LMP1 tem efeitos citotoxicos significativos ja documentados para
algumas linhagens celulares (BROCQUEVILLE et al., 2013; CHRISTOPHE et al., 2006), o
que implica experimentos in vitro, causando morte celular e inviabilizando anélises, visto que
a LMP1 possui capacidade de transformagdo bem documentada (DIRMEIER et al., 2003).
Outra possivel causa da morte celular observada pode ser atribuida ao tamanho dos vetores, que
possuem mais de 1,000 pb, ou até mesmo que o préprio vetor-base (backbone) possa ser toxico
para as células, visto que foi notada morte celular nas células transfectadas com
pcDNARPMS1, porém em menor intensidade. N&o ha dados sobre um possivel efeito
citotoxico de RPMS1 in vitro. Embora tenha sido observada oscilagdo nas eficiéncias de
transfeccdo entre os experimentos independentes realizados (principalmente para expressdo de
EBV LMP1, possivelmente devido a citotoxicidade da propria transfeccdo ou do transgene),
niveis suficientes de expressao dos produtos virais LMP1 e RPMS1 foram obtidos, semelhantes
inclusive aos niveis de expressdo em células constitutivamente infectadas pelo EBV (Figura
12).

Em relagdo aos efeitos de EBV LMP1 e RPMS1 na expressdo de mRNA de moléculas
de checkpoint imunolégico foi obtido dados semelhantes aos de trabalhos previamente
publicados, além de resultados inéditos. Células da linhagem Ramos expressando LMP1
exibiram um aumento significativo dos niveis de PD-L1, o que ja havia sido documentado para

diversas linhagens celulares (Bl et al., 2016, p. 1; FANG et al., 2014). Ademais, células Ramos
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expressando LMP1 neste estudo apresentaram diminui¢do nos niveis transcricionais de BTLA
e aumento de TIM-3. Keane et al. (2019) apontaram que a expressdo de mRNA de TIM-3 se
apresentou mais elevada em amostras de tumor de pacientes com DLBCL associados ao EBV,
em comparacao aos casos EBV-negativo (KEANE et al., 2019). No mais, ndo ha dados sobre
eventual impacto da infeccéo pelo EBV na expressédo de BTLA. Para EBV RPMSL1, no presente
estudo foi notado um aumento na expressao de transcritos de BTLA e TIM-3, além de
diminuicdo de transcritos de PD-L1 em células Ramos expressando de modo ectopico 0 gene
viral por meio de transfeccéo transiente. Também nédo ha dados publicados sobre qualquer efeito
da RPMS1 na modulagdo imunitaria; assim, este estudo apresenta informacdes novas acerca de
efeitos de EBV RPMS1 com moléculas de checkpoint imunolégico. Entretanto, é importante
destacar que este estudo tem a importante limitacdo de os efeitos terem sido observados apenas
em uma linhagem linfoide, além de que efeitos de RNA circular ou proteina de RPMS1 possam
ser diferentes dos de RNAmM.

Moléculas reguladoras de checkpoints imunolédgicos tém importancia potencial para o
manejo clinico de linfomas associados ao EBV, subsidiado em dados de estudos que indicam
papel significativo do virus na regulacéo destas moléculas (CRISTINO et al., 2019; JIANG et
al., 2019, p. 4). Empregando a técnica de imunoistoquimica (Immunohistochemistry — IHC), a
analise de tecidos de pacientes com DLBCL positivos (n=16) e negativos (n=155) para EBV
revelou imunoexpressdo de B7-H4 em mais de 80% dos casos com infeccdo pelo EBV e em
78% dos casos EBV-negativos, contrastando com sua hiperexpressdo em 54% dos casos
positivos para EBV e apenas 7% dos casos sem infeccéo viral associada (JIANG et al., 2019,
p. 4). Esse resultado indica que a infec¢cdo por EBV leva ao aumento da expressao de B7-H4,
porém o baixo nimero de amostras EBV+ € uma importante limitacdo deste estudo.

Um outro estudo analisando linhagens de DLBCL avaliou se miRNAs do EBV
poderiam potencialmente ter PD-L1 como alvo. Foi investigado o miR-BHRF1-2-5p viral,
selecionado por ter locais de ligagdo na regido 3> UTR de PD-L1 e PD-L2, confirmado por
ensaio reporter de luciferase. Linfocitos B naive imortalizados e infectados com o gendtipo
WIL do EBV foram transfectados com miR-BHRF1-2 e submetidos a andlise por citometria de
fluxo, que revelou redugéo significativa das proteinas PD-L1 e PD-L2 nestas células, bem como
em linfocitos infectados com o gendtipo viral B95-8 (CRISTINO et al., 2019). Nas formas
endémica do BL (eBL) e esporadica (sBL), bem como no BL relacionado a imunodeficiéncia
(idBL), foi relatado que a PD-L1 estava expressa em até 80% dos TAMs ( Tumor-associated

macrophages — TAMs) em amostras de eBL e idBL, enquanto que amostras de sBL, das quais
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aproximadamente 70% eram EBV-negativas neste estudo, a PD-L1 esteve expressa em 20-40%
das células (GRANAI et al., 2020).

Além da linhagem linfoide, foi avaliado a acdo de EBV LMP1 e RPMS1 em um
contexto de carcinoma de nasofaringe, utilizando linhagem NP695V4CT  derivada de células
imortalizadas de epitélio de nasofaringe humana. Isto foi realizado para que houvesse mais
dados sobre a acdo dos genes virais em células humanas, aléem de que estudos indicam
mecanismos semelhantes de acdo de LMP1 na regulacdo de moléculas de checkpoint
imunolégico tanto em linfomas (Bl et al., 2016) quanto em carcinoma de nasofaringe (FANG
et al., 2014). Os resultados para células expressando gene viral LMP1 mostraram aumento na
expressao de transcritos de B7-H3, PD-L1 e PD-L2. Esses dados foram consistente com dados
de literatura em relacdo a interacdo de LMP1 com PD-L1 (FANG et al., 2014). Porém, para B7-
H3 e PD-L2 ndo ha dados publicados sobre interacdo com produtos do EBV. Para células
expressando RPMSL foi observado aumento na expressdo de B7-H3 e PD-L2. Para o transcrito
de PD-L1 devido a variacdo nao foi observado diferenca estatistica.

Importante expressdao de moléculas moduladoras de checkpoints imunolégicos
potencialmente regulada pelo virus tem sido indicada no adenocarcinoma géstrico associado ao
EBV. Para avaliar se a expressdo de PD-L1 era regulada pela IFN-y em carcinomas gastricos,
linhagens de EBV-positivas (SNU719) e EBV-negativas (SNU1) foram tratadas com IFN-y,
sendo observado um aumento da expressdo de mMRNA dos genes IDO1 e PD-L1 na linhagem
EBV+ SNU719. Nesse estudo, também foi relatado que a inducédo do ciclo litico do EBV na
linhagem SNU719 ocasionou aumento da expressao de PD-L1, demonstrada por citometria de
fluxo. Em trabalho publicado em 2020, foi relatado que o0 RNA néo-codificante (hcRNA) miR-
BART5-5p do EBV atuou na regulacdo de PD-L1 em linhagens de adenocarcinoma gastrico
SNUG601 e YCCEL1. Nesse trabalho, a transfec¢do de miR-BART5-5p na linhagem SNU601
(EBV-negativa) ocasionou aumento significativo da expressdo de PD-L1, enquanto que 0
tratamento de células da linhagem EBV+ YCCELL com inibidor de miR-BART5-5p diminuiu
a expressdao de PD-L1 (YOON et al., 2020). Pelo exposto, as evidéncias de aumento de
expressao de PD-L1 em adenocarcinomas gastricos EBV-positivos se somam aos dados de
transcriptoma de carcinoma de nasofaringe e que revelaram hiperexpressdao de PD-L1 em
canceres EBV-positivos comparados aos canceres congéneres mas sem infeccdo pelo EBV
(CHAKRAVORTY et al., 2019).

Quanto a transfeccdo de células linfoides, principalmente derivadas de linfomas, é
reconhecida a dificuldade de serem transfectadas por carreadores lipidicos, logo, a transfeccéo
utilizando eletroporacéo foi a utilizada. Na linhagem Jiyoye, células eletroporadas mostraram
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boas taxas de transfeccdo avaliadas por fluorescéncia emitida por controle de transfeccéo
Block-iT. Utilizando dsiRNA contra o gene endégeno HPRT, foi obtido boas taxas de knock-
down desse gene, nas diferentes concentracGes avaliadas. Quanto a repressao de RPMS1
utilizando dsiRNAs, os resultados indicaram inconsisténcia nos niveis de expressdo de RPMS1,
nos quais a expressao do transcrito de EBV RPMS1 aumentava conforme maior concentragéo
de dsiRNA dirigidos contra esse transcrito. Logo, esse método ndo se apresentou confiavel para
repressdo de genes virais do EBV e foi decidido ndo prosseguir com o uso de RNAI contra o
transcrito de EBV LMPL.

O gene da proteina LAG-3 é geralmente mais expresso em linfocitos T ativos, como
CD4+ e CD8+ e com baixa expressao documentada em linfocitos T naive. O aumento da
expressao desse gene pode decorrer de exposicdo cronica a antigenos devido a infecgdo viral,
por bactérias ou mesmo pela existéncia de canceres (MARUHASHI et al., 2020, p. 3). Ha
estudos que relatam a hiperexpressdo de LAG-3 em amostras clinicas de pacientes com HL
(GANDHI et al., 2006; MOERDLER et al., 2020) e em populagdes de linfécitos B malignos
provenientes de pacientes com DLBCL (KEANE et al., 2020). Porém, sua expressdo em
linhagens celulares é mais restrita. No presente estudo foram testadas linhagens de diferentes
origens histogenéticas, como BC-1, Jurkat, MDA, NP-69, SAOS-2 e THP-1. Entretanto,
nenhuma expressou o gene LAG-3 em nivel suficientemente para que pudesse ser utilizada nas
etapas de padronizacdo das reac6es de qPCR. Conforme mostra a Figura S5, reproduzida da
plataforma The Human Protein Atlas (THUL et al., 2017), o LAG-3 é um alvo expresso
significativamente em células HDLM-2 (derivada de HL), mas essa linhagem n&o foi localizada
com nossos colaboradores cessdo e uso nesta pesquisa.

Dada sua importancia na imunobiologia de carcinogénese, e considerando seu potencial
valor tanto prognéstico como terapéutico, moléculas reguladoras de checkpoints imunoldgicos
sd0 um tema promissor no que tange aos canceres associados ao EBV, particularmente
linfomas. Porém, ainda € incipiente o conhecimento sobre o papel de produtos do EBV na
regulacao dessas moléculas. Neste estudo, observou-se interacdo ndo previamente descrita dos
produtos do EBV, LMP1 e RPMS1, com moléculas associadas com checkpoints imunoldgicos.
Por essas raz0es, este estudo contribui para um melhor entendimento sobre a atuacgéo do virus
na etiopatogenia e progressao de canceres, aléem de subsidiar possivel desenvolvimento de
terapias a base de moduladores de checkpoints imunoldgicos para portadores de canceres

associados ao EBV.
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8. ConclusOes

Em sintese, a presente dissertacdo de mestrado mostra que os produtos virais do EBV,
LMP1 e RPMSL1 possuem papel regulatdrio de genes relacionados a checkpoints imunolégico.
Células Ramos expressando EBV LMP1 apresentaram aumento na expressdo de RNAm de PD-
L1 e TIM-3, e diminuicdo da expressdo de BTLA; enquanto que células expressando EBV
RPMS1 apresentaram aumento na expressdo de RNAm de BTLA e TIM-3 e diminuic¢do na
expressao de PD-L1. Este foi o primeiro trabalho a elucidar uma acdo imunoregulatoria de EBV
RPMS1 propiciando melhor entendimento sobre as propriedades cancerigenas dos produtos
virais do EBV. Por fim, o trabalho também descreveu desenhos de iniciadores para analise da
expressao em nivel transcricional de genes codificadores para moléculas reguladoras de
checkpoints imunoldgicos. Os experimentos de eletroporacéo utilizando sistema Neon indicam
obteng&o de boas taxas de transfeccdo e de viabilidade celular nas linhagens testadas, resultados

que subsidiam o planejamento de experimentos futuros.
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10. Material Suplementar

Quadro S1 - Listagem de iniciadores empregados para anélise de expressao de genes codificadores

de proteinas envolvidas na regulacdo de checkpoints imunoldgicos

P(rg:::)a Transcrito(s)' Sequéncia (5’ -3’) An;zgc):on Ref.2
B7-H3 NM_001024736.2 S: GCTTTCGTGTGCTGGAGAAA 164 Desenho
(CD276) NM_0252402  AS: GGTCCTCATGGTCAGGCTATT original

NM_001329628.1

NM_001329629.1
B7-H4 NM_0246264  S:CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA 100 Cheetal.
(VTCN1) NM_001253849.1  AS: GAAATAGTTCTGTAGATCCCTGTTG 2017 (CHE

NM_001253850.1 etal.,

2017,p.7)

BTLA NM_1817804  S: TCTGGACATCTGGAACATC 97 Desenho
(CD272) NM_001085357.1  AS: AAAGGGATCTCCTGCTAAG original
CTLA-4 NM_0052145  S: TCTCTTCATCCCTGTCTTCTGC 93 Desenho
(CD152) NM_001037631.3 ~ AS: TCACACACAAAGCTGGCGAT original
LAG-3 NM_002286.6 S: GCGGGGACTTCTCGCTATG 177 Desenho
(CD223) AS: TCAAAATGACCCAGTCGGAGG original
PD-L1 NM_0141434  S: GCCCCATACAACAAAATCAACC 114 Desenho
(CD274) NM_001267706.1 ~ AS: GCTTGTCCAGATGACTTCGG original

NM_001314029.1
PD-L2 NM_025239.3  S: ACCCAGGACCCATCCAACTT 190 Desenho
(PDCD1LG2) AS: ACCACAGGTTCAGATAGCACT original
TIM-3 NM_0327825  S:CTTTCCAAGGATGCTTACCAC 189 Desenho
(HAVCR?2) AS: CAGATCCCTGCTCCGATGTA original
VISTA NM_0221532  S: TCATCCTGCTCCTGGTCTACA 90 Desenho
(VSIR) AS: TCCCTTGAATGTTGCTGTCCA original

1 Codigo na base de dados Genbank (NCBI) para sequéncias de referéncia de transcritos para os genes-alvo indicados; 2

Iniciadores indicados como “Desenho original” foram desenhados pelos pesquisadores do presente trabalho. S: Iniciador

sense; AS: iniciador antisense
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Figura S1 - CTJrvas de amplificagdo com os valores de R? alcangados e curvas de dissociagdo dos iniciadores
selecionados para analise de expressdo de genes codificadores de proteinas de checkpoint imunoldgico. As
linhagens celulares utilizadas para os alvos sdo MCF-7 para B7-H3 e B7-H4; Rael para BTLA; BC-1 para CTLA-
4; NP69 para PD-L1; e THP-1 para PD-L2, TIM-3 e VISTA. Foi realizado diluicdes seriadas 1:3 para os alvos BTLA,
CTLA-4, PD-L2 e TIM-3; 1:5 para o0 alvo B7-H3; 1:2 para os alvos B7-H4 e PD-L1; e 1:10 para o0 alvo VISTA.
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Figura S2 — Niveis de expressao em nivel transcricional de moléculas de checkpoint imunolégico em células
Ramos avaliadas por qPCR, 48h apés transfeccdo com vetor codificante de EBV LMP1 (A) e RPMS1 (B).
Expressao génica normalizada pela expressdo de RPS18 e HSPI0 para experimentos com EBV LMP1; e RPS13
e HPRT para experimentos com EBV RPMS1. Os resultados para células expressando LMP1 (A) apontam
diminuicdo na expressédo de transcrito de BTLA; aumento de expresséo de transcrito de PD-L1 e TIM-3. Os
resultados para células expressando RPMS1 (B) apontam aumento na expresséo de transcrito de BTLA e TIM-3;

e diminuic&o de transcrito de PD-L1. A expresséo dos transcritos de B7-H3, B7-H4 e CTLA-4 se mantiveram ndo
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detectaveis em ambos tratamentos. A expressao diferencial dos transcritos de PD-L2 e VISTA néo podem ser

avaliados devido niveis de expresséo inconsistentes.
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Figura S3 - Células NP69 ap6s 48h de transfecgdo com 1ug de vetor pZsGLMP1_B95-8 e pcDNARPMS1.

Resultados de expressao génica normalizados pela expressao de RPS18 e HSPI0. Linhagem IBL-1 utilizada como

referéncia e controle de expressédo de LMP1 e RPMS1.
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Figura S4 - Expresséo diferencial dos transcritos de B7-H3, PD-L1 e PD-L2, em linhagem NP69, 48h apds
transfecgdo com vetor codificante de EBV LMP1 (A-C) e EBV RPMS1 (D-F). Expresséo génica normalizada pela
expressao de RPS18 e HSP90 para experimentos com EBV LMP1; e RPS13 e HPRT para experimentos com EBV
RPMS1. Os resultados para células expressando LMP1 apontam aumento na expressao de transcrito de B7-H3
(A), PD-L1 (B) e PD-L2 (C). Os resultados para células expressando RPMS1 apontam aumento na expresséo de
transcrito de B7-H3 (D) e PD-L2 (F), e diferenca néo significativa para PD-L1 (E). Os genes de B7-H4, BTLA,

CTLA-4, TIM-3 e VISTA se mantiveram sem expressao detectavel com os tratamentos.
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Tabela S$1 - Valores dos Cts gerados a partir da amplificagéo por qRT-PCR dos genes codificadores de checkpoint imunolégico analisados, nas condigdes

experimentais avaliadas (células transfectadas com vetores vazios e codificantes de EBV LMP1 e RPMS1), para os as linhagens testadas (Ramos e NP69).

Linhagem Vetor-base 1 (Ct) Vetor EBV LMP1 (Ct) Vetor-base 2 (Ct) Vetor EBV RPMS1 (Ct)
Ramos
Exp. Replica BTLA PDL1 PDL2 TIM3 VISTA BTLA PDL1 PDL2 TIM3 VIST BTLA PDL1 PDL2 TIM3 VISTA BTLA PDL1 PDL2 TIM3 VISTA
ta A
A A1 2933 31,14 35,63 3052 3153 3553 3505 2969 314 3516 3539 2828 307 3416 3377 3354
A2 2933 31,14 36,46 3045 3184 0 355 2969 314 3549 3539 281 3066 3328 3408 3397
B B1 29,08 30,89 35,7 2904 3049 3439 3421 2849 31,18 3432 3414 2839 3113 3467 3415 34,18
B2 2908 3089 3583 3497 2924 31,31 3761 342 2849 31,18 3553 3414 2815 31,37 3392 3427 3462
c c1 27,88 3072 3534 3497 2864 308 333 3331 2917 3151 3563 3728 3472 2778 3092 347 3455 35
C2 27,88 30,72 3457 36,05 2855 30,94 3463 3341 2917 3151 3563 3728 3472 278 3106 3557 3543 3464
Ct 2876 3091 1762 3563 2940 3115 2924 3429 2911 31,36 3584 3475 2808 3097 3438 3437 34325
Mt;e::;: 0693 0,188 1930 0590 0873 0499 1439 0,869 0538 0,150 1,194 0559 0248 0270 0,783 0575 0530
5\7‘(’2 2% 1% 110% 2% 3% 2% 49% 3% 2% 0% 3% 2% 1% 1% 2% 2% 2%
Linhagem NP69 Vetor-base 1 (Ct) Vetor EBV LMP1 (Ct) Vetor-base 2 (Ct) Vetor EBV RPMS1 (Ct)
Exp. = Replicata B7-H3 PD-L1 PD-L2 B7-H3 PD-L1 PD-L2 B7-H3 PD-L1 PD-L2 B7-H3 PD-L1 PD-L2
A A 25,93 30,85 31,04 26,91 29,97 30,47 24,95 29,98 31,86 24,98 29,02 31,31
A2 26,12 30,17 31,04 26,96 29,86 30,55 25,04 28,98 31,75 25,11 29,19 31,76
B Bt 25,12 28,87 32,35 22,67 29,16 29,48 25,44 30,53 34,61 25,31 30,04 32,71
B2 25,12 28,87 32,35 22,73 292 29,26 25,12 30,53 34,61 25,49 30,24 33,32
c Cf 25,94 29,75 33,37 22,16 28,1 29,6 24,13 28,75 31,46 23,62 28,57 30,51
C2 25,94 29,75 34,27 22,69 28,13 30,1 24,13 28,75 31,46 24,02 28,41 31,09
Ct Médio: 25,69 29,71 32,40 24,02 29,07 29,91 24,80 29,58 32,62 24,75 29,24 31,78
Desv. Pad. 0,451 0,764 1,276 2,267 0,810 0,540 0,545 0,860 1,545 0,755 0,752 1,053
CV% 2% 3% 4% 9% 3% 2% 2% 3% 5% 3% 3% 3%
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Category Alphabetical

Cell lines ordered by descending RNA expression order.

RNA cell line category' : Cell line enriched (HDLM-2) Organ Origin

Figura S5 - Human Protein Atlas. LAG-3. Dado disponivel de v20.0.proteinatlas.org. Acesso em 26/11/2020
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11. Apéndices

11.1 Apéndicel

Em relacdo a Ultima etapa do trabalho que seria no caso de ser identificada uma ou
mais moléculas de checkpoint imunoldgico reguladas pela expressdo de EBV LMPL1 ou
RPMS1, verificaria eventuais mudancas no fenotipo das células cultivadas in vitro submetidas
a restricdo da expressao dessas moléculas empregando tecnologia de RNAI. Porém, em
virtude da pandemia do COVID-19 e o isolamento social, houve paralisacdo dos
experimentos no laboratorio sede da pesquisa (IBTEC), sendo retomada as atividades de
forma gradual apenas no segundo semestre de 2020, fazendo com 0 que 0 andamento da
pesquisa ocorresse de forma mais vagarosa.

Além disso, durante a padronizacdo dos experimentos de repressdo génica dos
produtos virais do EBV utilizando RNAI, foi notado que este método ndo se apresentou
confiavel para utilizacdo em linhagens linfoides, entdo foi optado por ndo seguir com este
método para 0s proximos experimentos.

Por estas razdes e devido ao tempo remanescente a pesquisa, esta ultima etapa do

projeto nao pode ser realizada.
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11.2 Apéndicell

Anotagdes para confirmagao das regides de anelamento dos iniciadores sense e
antisense, potencial de formac¢do de dimeros e outras estruturas indesejaveis, bem como os
tamanhos de amplicons esperados apds amplificacdo por gPCR. As sequéncias dos transcritos
para os genes selecionados foram extraidas da base de dados Genbank, do Centro de
Informacdes Biotecnoldgicas dos EUA (National Centers for Biotechnology Information — NCBI;
Bethesda, MD, EUA). Subsequentemente foi realizada a selecdo das sequencias dos
iniciadores com auxilio da ferramenta online Primer Blast (NCBI) e os softwares OligoExplorer

v.1.1 e OligoAnalyzer v.1.2 (ambos Genelink Inc., Orlando, FL, EUA).

B7-H3 (CD276)

F: 5 GCTTTCGTGTGCTGGAGAAA 3’
R: 5 GGTCCTCATGGTCAGGCTATT 3’/ C: 3 AATAGCCTGACCATGAGGACC &

Exon-7 Exon-8 Exon-9 Exon-10

>NM_001024736.2 Homo sapiens CD276 molecule (CD276), transcript variant 1, mRNA

gtctgtctgtctcattgcactgcetggtggecctgGCTTTCGTGTGCTGGAGAAAGATCAAACAGAGCTGTGAGGAG
GAGAATGCAGGAGCTGAGGACCAGGATGGGGAGGGAGAAGGCTCCAAGACAGCCCTGCAGCCT
CTGAAACACTCTGACAGCAAAGAAGATGATGGACAAGAAATAGCCTGACCATGAGGACCagggag
ctgctacccctccctacagctcctaccctetggetgcaatggggctgcactgtgagecctgeccccaacagat

>NM_025240.2 Homo sapiens CD276 molecule (CD276), transcript variant 2, mRNA

ggcagcctatgacattccccccagaggcecctgtgggtgaccgtggggctgtctgtctgtctcattgcactgetggtggecctgGCTTTCGTG
TGCTGGAGAAAGATCAAACAGAGCTGTGAGGAGGAGAATGCAGGAGCTGAGGACCAGGATGGG
GAGGGAGAAGGCTCCAAGACAGCCCTGCAGCCTCTGAAACACTCTGACAGCAAAGAAGATGATG
GACAAGAAATAGCCTGACCATGAGGACCagggagctgctacccctccctacagct

>NM_001329628.1 Homo sapiens CD276 molecule (CD276), transcript variant 3, mRNA

tgacattccccccagaggcecctgtgggtgaccgtggggctgtetgtctgtctcatigcactgetggtggecctgGCTTTCGTGTGCTGG
AGAAAGATCAAACAGAGCTGTGAGGAGGAGAATGCAGGAGCTGAGGACCAGGATGGGGAGGGA
GAAGGCTCCAAGACAGCCCTGCAGCCTCTGAAACACTCTGACAGCAAAGAAGATGATGGACAAG
AAATAGCCTGACCATGAGGACCagggagctgctaccccteecctacagctcctaccctet

>NM_001329629.1 Homo sapiens CD276 molecule (CD276), transcript variant 4, mMRNA

CCtgGCTTTCGTGTGCTGGAGAAAGATCAAACAGAGCTGTGAGGAGGAGAATGCAGGAGCTGAGG
ACCAGGATGGGGAGGGAGAAGGCTCCAAGACAGCCCTGCAGCCTCTGAAACACTCTGACAGCA
AAGAAGATGATGGACAAGAAATAGCCTGACCATGAGGACCagggagctgctaccect
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Sequence (5->3') Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCTTTCGTGTGCTGGAGAAA 20 59.06 50.00 4.00 2.00
Reverse primer GGTCCTCATGGTCAGGCTATT 21 59.23 52.38 4.00 1.00

Products on target templates
=NM_025240.3 Homo sapiens CD276 molecule (CD276), transcript variant 2, mMRNA

product length = 164
Forward primer
Template

GCTTTCGTGTGCTGGAGAAA 20
1 s 950

1

9
Reverse primer 1 GGTCCTCATGGTCAGGCTATT 21
Template 1094 ...l 1074

=NM_001329629 2 Homo sapiens CD276 molecule (CD2786), transcript variant 4, mRNA

product length = 164
Forward primer 1 GCTTTCGTGTGCTGGAGARA 20
Template 1452 Ll 1471

Reverse primer 1 GGTCCTCATGGTCAGGCTATT 21
Template 1615 ...l 1595

=NM_001329628 2 Homo sapiens CD276 molecule (CD276), transcript variant 3, mRNA

product length = 164
Forward primer 1  GCTTTCGTGTGCTGGAGAAA 28

Template [ N 1002
Reverse primer 1 GGTCCTCATGGTCAGGCTATT 21
Template 1146 .l 1126

=NM_001024736 2 Homo sapiens CD276 molecule (CD276), transcript variant 1, mRNA

product length = 164
Forward primer 1 GCTTTCGTGTGCTGGAGAAA 20

Template 1585 ... 1604

Reverse primer 1 GGTCCTCATGGTCAGGCTATT 21

Template B 1728
B7H3.F B7H3.R
Name : B7H3.F Name : B7H3.R
Primer : 57— Primer : 57—
GCTTTCGTGTGCTGGAGAAA 37 GGTCCTCATGGTCAGGCTATT 37
Reverse : 37- Reverse : 37-
AAAGAGGTCGTGTGCTTTCG 57 TTATCGGACTGGTACTCCTGG 57
Length 20 nt Length 21 nt
Tm (basic) : 60,0 °C Tm (basic) : 64,0 °C
Tm (salt) : 58,4 °C Tm (salt) : 61,3 °C
Tm (NN) : 59,0 °cC Tm (NN) : 63,0 °C
GC % : 50,0 % GC % : 52,4 %
dG : -39,7 kCal/mol dG : -43,9 kCal/mol
3'-tail GC % 42,9 % 3'-tail GC % 42,9 %
3'-tail dG -9,7 kCal/mol 3'-tail dG -9,4 kCal/mol

Molecular weight 6250,0 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
4,62 uM

and contains 28,9 pg ssDNA

B7H3.F self annealing:

5'-GCTTTCGTGTGCTGGAGAAA-3"'

[
3'- AAAGAGGTCGTGTGCTTTCG 5"
dG: -1,74 kcal/mol

B7H3.F loops:

Molecular weight 6490,2 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
4,72 pM

and contains 30,7 pg ssDNA

B7H3.R self annealing:

5'-GGTCCTCATGGTCAGGCTATT-
3 ]
[T
3'-TTATCGGACTGGTACTCCTGG-5"
dG: -2,29 kcal/mol

5'-GGTCCTCATGGTCAGGCTATT-3"
L]
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5'-GCTTTCGTGTG 3'-TTATCGGACTGGTACTCCTGG-5"

[ ) dG: -2,01 kcal/mol
3'-AAAGAGGTC

dG: -1,32 kcal/mol
B7H3.R loops:

5'"-GGTCCTCAT
11 : G
3'"-TTATCGGACTG
dG: -1,59 kcal/mol

B7H3.F - B7H3.R annealing:

5'-GCTTTCGTGTGCTGGAGAAA-3"'
: [ ]
3'-TTATCGGACTGGTACTCCTGG-5"
dG: -2,85 kcal/mol

5'"-GCTTTCGTGTGCTGGAGAAA-3"

: [ 1]
3'"-TTATCGGACTGGTACTCCTGG-5"
dG: -1,38 kcal/mol

5'"-GCTTTCGTGTGCTGGAGAAA-3"
[ 1]
3'"-TTATCGGACTGGTACTCCTGG-5"
dG: -0,88 kcal/mol
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B7-H4 (VTCN1) — PMID: 25400757

F: 5 CACCAGGATAACATCTCTCAGTGAA 3
R: 5 TGGCTTGCAGGGTAGAATGA 3’/ C: 3 TCATTCTACCCTGCAAGCCA &

Exon-6

>NM_024626.4 Homo sapiens V-set domain containing T cell activation inhibitor 1 (VTCN1), transcript
variant 1, mRNA

caaataagcattctgtctctttggctgctgcctcagcacagagagccagaactctatcgggCACCAGGATAACATCTCTCAGTG
AACAGAGTTGACAAGGCCTATGGGAAATGCCTGATGGGATTATCTTCAGCTTGTTGAGCTTCTAA
GTTTCTTTCCCTICATTCTACCCTGCAAGCCAagtictgtaagagaaatgcctgagttctagctcaggttttcttactctgaatt

tagatctccagaccctgcctggccacaattcaaattaaggcaa

>NM_001253849.1 Homo sapiens V-set domain containing T cell activation inhibitor 1 (VTCN1),

transcript variant 2, mMRNA

caaataagcattctgtctctttggctgctgcctcagcacagagagccagaactctatcgggCACCAGGATAACATCTCTCAGTG
AACAGAGTTGACAAGGCCTATGGGAAATGCCTGATGGGATTATCTTCAGCTTGTTGAGCTTCTAA
GTTTCTTTCCCTICATTCTACCCTGCAAGCCAagttctgtaagagaaatgcctgagttctagctcaggttttcttactctgaatt

tagatctccagaccctgcctggccacaattcaaattaaggcaa

>NM_001253850.1 Homo sapiens V-set domain containing T cell activation inhibitor 1 (VTCNL1),
transcript variant 3, mRNA

caaataagcattctgtctctttggctgctgcctcagcacagagagccagaactctatcgggCACCAGGATAACATCTCTCAGTG
AACAGAGTTGACAAGGCCTATGGGAAATGCCTGATGGGATTATCTTCAGCTTGTTGAGCTTCTAA
GTTTCTTTCCCTICATTCTACCCTGCAAGCCAagtictgtaagagaaatgcctgagttctagctcaggttttcttactctgaatt

tagatctccagaccctgcctggccacaattcaaattaaggcaa

Sequence (5'->3') Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA 20 58.80 55.00 3.00 200
Reverse primer GAAATAGTTCTGTAGATCCCTGTTG 25 57.22 40.00 6.00 0.00

Products on target templates
=NM_001253850.2 Homo sapiens V-set domain containing T cell activation inhibitor 1 (VTCN1), franscript variant 3, mMRNA

product length = 100

Forward primer 1 CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA 20
Template 538 ...l 557
Reverse primer 1 GAAATAGTTCTGTAGATCCCTGTTG 25
Template 637 e 613

=NM_001253849 2 Homo sapiens V-set domain containing T cell activation inhibitor 1 (VTCN1), franscript variant 2, mRNA

product length = 100
Forward primer 1 CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA 20
Template 1001 L.iieiiiiaieiiianns 1020
Reverse primer 1 GAAATAGTTCTGTAGATCCCTGTTG

25
Template L 1e76

=>NM_024626 4 Homo sapiens V-set domain containing T cell activation inhibitor 1 (VTCN1), transcript variant 1, mRNA

product length = 10@
Forward primer 1 CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA 20
Template 886 iiiiiiiiaiaiiiins 905
1
E

GAMATAGTTCTGTAGATCCCTETTG

rse primer 25
85 s 961

Reve
Template
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B7-H4.F

Name : B7-H4.F

Primer ¢ 57—
CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA-3"

Reverse : 37-
ATTCCCGACTCTCCGTCTTC 57

Length 20 nt

Tm (basic) : 62,0 °C

Tm (salt) : 60,5 °C

Tm (NN) : 62,7 °C

GC % : 55,0 %

dG : —-41,9 kCal/mol
3'-tail GC % : 57,1 %

3'-tail dG -11,6 kCal/mol

Molecular weight 6016,9 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
5,66 uM

and contains 34,1 pg ssDNA

B7-H4.F self annealing:

5'-CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA-3"'

[ 1]
3'"-ATTCCCGACTCTCCGTCTTC-5"
dG: -0,88 kcal/mol

B7-H4.F loops:

5'"-CTTCTGCC

[ T

3'-ATTCCCGACTC
dG: -0,46 kcal/mol

B7-H4.R

Name : B7-H4.R
Primer . 57—
GAAATAGTTCTGTAGATCCCTGTTG-3"
Reverse : 37-
GTTGTCCCTAGATGTCTTGATAAAG 57
Length 25 nt

Tm (basic) : 70,0 °C

Tm (salt) : 62,5 °C

Tm (NN) : 58,9 °C

GC % : 40,0 %

dG : -45,1 kCal/mol
3'-tail GC % : 57,1 %

3'-tail dG -9,9 kCal/mol

Molecular weight 7749,0 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
3,74 pM

and contains 29,0 pg ssDNA

B7-H4.R self annealing:

5'"-GAAATAGTTCTGTAGATCCCTGTTG-3"
N
3'-
GTTGTCCCTAGATGTCTTGATAAAG-5"
dG: -3,30 kcal/mol

5'"-GAAATAGTTCTGTAGATCCCTGTTG-
3 ]

[ 1]
3! GTTGTCCCTAGATGTCTTGATAAAG 5
dG: -1,38 kcal/mol

5‘_
GAAATAGTTCTGTAGATCCCTGTTG-3"
[ 1]
3'"-GTTGTCCCTAGATGTCTTGATAAAG-5"
dG: -0,62 kcal/mol

B7-H4.R loops:

5'-GAAAT

)

3'-GTTGTCCCTAGATGTCTTGA
dG: -0,20 kcal/mol

B7-H4.F - B7-H4.R annealing:

5'"-CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA-3"

1] :
3'"-GTTGTCCCTAGATGTCTTGATAAAG-5"
dG: -1,38 kcal/mol
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5'"-CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA-3"
[ ]
3'-GTTGTCCCTAGATGTCTTGATAAAG-5"'
dG: -1,38 kcal/mol

5'"-CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA-3"
[ ]
3'-GTTGTCCCTAGATGTCTTGATAAAG-5"
dG: -0,88 kcal/mol

5'"-CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA-3"
[ ]
3'-GTTGTCCCTAGATGTCTTGATAAAG-5"
dG: -0,88 kcal/mol

5'"-CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA-3"'
[ ]
3'"-GTTGTCCCTAGATGTCTTGATAAAG-5"
dG: -0,62 kcal/mol
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BTLA (CD272)

F: 5 TCTGGACATCTGGAACATC 3
R: 5 AAAGGGATCTCCTGCTAAG 3’/ C: 3 CTTAGCAGGAGATCCCTTT &

Exon-1 Exon-2

>NM_181780.4 Homo sapiens B and T lymphocyte associated (BTLA), transcript variant 1,
mRNA

agttatttcacagatgccactggggtaggtaaactgacccaactctgcagcactcagaagacgaagcaaagcecttctacttgageag
tttttccatcactgatatgtgcaggaaatgaagacattgectgecatgettggaactgggaaattattttgggtcttcttcttaateccat
aTCTGGACATCTGGAACATCCATGGGAAAGAATCATGTGATGTACAGCTTTATATAAAGAGACAATC
TGAACACTCCATCTTAGCAGGAGATCCCTTTgaactagaatgccctgtgaaatactgtgctaacaggectcatgtgact

tggtgca

>NM_001085357.2 Homo sapiens B and T lymphocyte associated (BTLA), transcript variant
2, mRNA

agttatttcacagatgccactggggtaggtaaactgacccaactctgcagcactcagaagacgaagcaaagecttctacttgageag
tttttccatcactgatatgtgcaggaaatgaagacattgectgecatgettggaactgggaaattattttgggtcttcttcttaateccat
aTCTGGACATCTGGAACATCCATGGGAAAGAATCATGTGATGTACAGCTTTATATAAAGAGACAATC

TGAACACTCCATCTTAGCAGGAGATCCCTTTgaactagaatgccctgtgaaatactgtgctaacaggectcatgtgact

tggtgca
Sequence (5"->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TCTGGACATCTGGAACATC 19 53.84 47.37 2.00 1.00
Reverse primer AAAGGGATCTCCTGCTAAG 19 5346 4737 6.00 3.00

Products on target templates
=NM_001085357.2 Homo sapiens B and T lymphocyte associated (BTLA), franscript variant 2, mRNA

roduct length = 97
mer 1 TCTGGACATCTGGAACATC 19
180 198

p
F
Template
R
I

BTLA.F BTLA.R

Name : BTLA.F Name : BTLA.R
Primer : 57— Primer : 57—
TCTGGACATCTGGAACATC-3" AAAGGGATCTCCTGCTAAG-3"
Reverse : 37— Reverse . 37—
CTACAAGGTCTACAGGTCT-5" GAATCGTCCTCTAGGGAAA-5"
Length : 19 nt Length : 19 nt
Tm (basic) : 56,0 °cC Tm (basic) : 56,0 °C
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Tm (salt) : 55,2 °cC

Tm (NN) : 55,8 °C

GC % : 47,4 %

dG : -37,8 kCal/mol

3'-tail GC %
3'-tail dG

42,9 %

-9,0 kCal/mol
Molecular weight 5849,8 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
4,97 uM

and contains 29,1 pg ssDNA

BTLA.F self annealing:

None!

BTLA.F loops:

None!

Tm (salt) : 55,2 °C

Tm (NN) : 56,9 °C

GC % : 47,4 %

dG : -36,2 kCal/mol
3'-tail GC % 42,9 %

3'-tail dG -9,0 kCal/mol

Molecular weight 5898,8 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
4,69 uM

and contains 27,7 pg ssDNA

BTLA.R self annealing:

5'"-AAAGGGATCTCCTGCTAAG-3"'
N
3'"-GAATCGTCCTCTAGGGAAA-5"
dG: -3,30 kcal/mol

5'"-AAAGGGATCTCCTGCTAAG-3"
[ I :
3'"-GAATCGTCCTCTAGGGAAA-5"
dG: -2,85 kcal/mol

5'-AAAGGGATCTCCTGCTAAG-3"

L1l
3'-GAATCGTCCTCTAGGGAAA-5"

dG: -2,01 kcal/mol

BTLA.R loops:

5'-AAAGGGA

[T

3'-GAATCGTCCTC
dG: -1,59 kcal/mol

BTLA.F - BTLA.R annealing:

5'"-TCTGGACATCTGGAACATC-3"
1]
3'-GAATCGTCCTCTAGGGAAA-5"
dG: -2,85 kcal/mol

5'"-TCTGGACATCTGGAACATC-3"
[ 1]
3'-GAATCGTCCTCTAGGGAAA-5"
dG: -2,85 kcal/mol

5'-TCTGGACATCTGGAACATC-3"'
[ 1]
3'-GAATCGTCCTCTAGGGAAA-5"
dG: -0,58 kcal/mol

73



Proteinas LMP1 e RPMS1 do EBV na regulagéo de checkpoints imunitdrios

74



Proteinas LMP1 e RPMS1 do EBV na regulagéo de checkpoints imunitdrios

CTLA-4 (CD152)

F: 5 TCTCTTCATCCCTGTCTTCTGC 3
R: 5 TCACACACAAAGCTGGCGAT 3’/ C: 3 ATCGCCAGCTTTGTGTGTGA &

Exon-1 Exon-2

>NM 005214.5 Homo sapiens cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4
(CTLA4), transcript variant 1, mRNA
tttcagcggcacaaggctcagctgaacctggctaccaggacctggcecctgcactctectgttttttct TCTCTTCATCCCTGTCTTCT
GCAAAGCAATGCACGTGGCCCAGCCTGCTGTGGTACTGGCCAGCAGCCGAGGCATCGCCAGCT
TTGTGTGTGAgtatgcatctccaggcaaagccactgaggtccgggtgacagtgcettcggcaggcetgacagccaggtgactgaagtctgt

gcggcaacctacatg

>NM 001037631.3 Homo sapiens cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4
(CTLA4), transcript variant 2, mRNA

tttcagcggcacaaggctcagctgaacctggctaccaggacctggcecctgcactctectgttttttct TCTCTTCATCCCTGTCTTCT
GCAAAGCAATGCACGTGGCCCAGCCTGCTGTGGTACTGGCCAGCAGCCGAGGCATCGCCAGCT

TTGTGTGTGAQgtatgcatctccaggcaaagccactgaggtccgggtgacagtgcticggcaggctgacagccaggtgactgaagtcetgt

gcggcaacctacatg
Sequence (5'->3') Length m GC% Self complementarity Self 3' complementarity

Forward primer TCTCTTCATCCCTGTCTTCTGC 22 59.50 50.00 200 200

Reverse primer TCACACACAAAGCTGGCGAT 20 60.53 50.00 400 200

Products on target templates

=NM_001037631.3 Homo sapiens cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 (CTLA4), transcript variant 2, mMRNA

product length - 93

Forward primer 1  TCTCTTCATCCCTGTCTTCTGC zz

Template 256 e 277

Reverse primer 1 TCACACACAAAGCTGGCGAT ze

Template 348 ...iiiieiieeieiienns

>NM_005214.5 Homo sapiens cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 (CTLA4), transcript variant 1, mMRNA

product length - 93

Forward primer 1 TCTCTTCATCCCTGTCTTCTGC 22

Template R

Reverse primer 1 TCACACACAAAGCTGGCGAT m

Template 348 ....................
CTLA.F CTLA.R
Name : CTLA.F Name : CTLA.R
Primer : 57— Primer : 57—
TCTCTTCATCCCTGTCTTCTGC-3" TCACACACAAAGCTGGCGAT-3"
Reverse : 37- Reverse HENCRE
CGTCTTCTGTCCCTACTTCTCT-5" TAGCGGTCGAAACACACACT-5"
Length : 22 nt Length : 20 nt
Tm (basic) : 66,0 °C Tm (basic) : 60,0 °C
Tm (salt) : 62,1 °C Tm (salt) : 58,4 °C
Tm (NN) : 61,6 °C Tm (NN) : 60,4 °C
GC % : 50,0 % GC % : 50,0 %
dG : —-45,4 kCal/mol dG : —-40,8 kCal/mol
3'-tail GC % : 57,1 % 3'-tail GC % : 57,1 %
3'-tail dG : -10,4 kCal/mol 3'-tail dG : -12,2 kCal/mol
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Molecular weight 6616,3 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
5,36 uM

and contains 35,4 pg ssDNA

CTLA.F self annealing:

None!

CTLA.F loops:

None!

Molecular weight 6157,0 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
4,51 pM

and contains 27,7 pg ssDNA

CTLA.R self annealing:

5'-TCACACACAAAGCTGGCGAT-3"'

[ 11
3'-TAGCGGTCGAAACACACACT-5"
dG: -4,34 kcal/mol

CTLA.R loops:

None!

CTLA.F - CTLA.R annealing:

5'"-TCTCTTCATCCCTGTCTTCTGC-3"

S 1]
3'-TAGCGGTCGAAACACACACT-5"
dG: -1,39 kcal/mol

5'"-TCTCTTCATCCCTGTCTTCTGC-3"
: [ 1]
3'-TAGCGGTCGAAACACACACT-5"
dG: -1,39 kcal/mol

5'"-TCTCTTCATCCCTGTCTTCTGC-3"

5 1]
3'-TAGCGGTCGAAACACACACT-5"
dG: -1,39 kcal/mol

5'"-TCTCTTCATCCCTGTCTTCTGC-3"
[ 11
3'-TAGCGGTCGAAACACACACT-5"
dG: -0,58 kcal/mol

5'"-TCTCTTCATCCCTGTCTTCTGC-3"'
1]
3'-TAGCGGTCGAAACACACACT-5"
dG: 0,22 kcal/mol
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LAG-3 (CD223)
F: 5 GCGGGGACTTCTCGCTATG 3

R: 5 TCAAAATGACCCAGTCGGAGG 3’/ C: 3 CCTCCGACTGGGTCATTTTGA 5°

Exon-3 Exon-4

>NM_002286.6 Homo sapiens lymphocyte activating 3 (LAG3), mRNA
gccggcagcGCGGGGACTTCTCGCTATGGCTGCGCCCAGCCCGGCGCGCGGACGCCGGCGAGTA

CCGCGCCGCGGTGCACCTCAGGGACCGCGCCCTCTCCTGCCGCCTCCGTCTGCGCCTGGGCCA
GGCCTCGATGACTGCCAGCCCCCCAGGATCTCTCAGAGCCTCCGACTGGGTCATTTTGAActgctce

ttcagccgccctgaccgeccagcctetgtgcattggttccggaaccggggcecagggcecgagteectgte

Sequence (5'->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCGGGGACTTCTCGCTATG 19 60.30 63.16 5.00 0.00
Reverse primer TCAAAATGACCCAGTCGGAGG 21 60.00 52.38 3.00 1.00
Products on target templates
=NM_002286 6 Homo sapiens lymphocyte activating 3 (LAG3), mMRNA
product le gth - 177
Forward pris 1 GCGGGGACTTCTCGCTATG 19
Template 719 i, 37
eeeeee primer 1 TCAAAATGACCCAGTCGGAGG 21
Templa:e 895 iiiiieiiieeieaaeas
LAG3.F LAG3.R
Name : LAG3.F Name : LAG3.R
Primer : 57— Primer HERES
GCGGGGACTTCTCGCTATG-3" TCAAAATGACCCAGTCGGAGG-3"
Reverse : 37- Reverse HENCRE
GTATCGCTCTTCAGGGGCG-5" GGAGGCTGACCCAGTAAAACT-5"
Length 19 nt Length 21 nt
Tm (basic) : 62,0 °C Tm (basic) : 64,0 °C
Tm (salt) : 61,6 °C Tm (salt) : 61,3 °C
Tm (NN) : 63,6 °C Tm (NN) : 61,5 °C
GC % 1 63,2 % GC % : 52,4 %
dG : -41,0 kCal/mol dG : -43,0 kCal/mol
3'-tail GC % : 57,1 % 3'-tail GC % 71,4 %
3'-tail dG -9,4 kCal/mol 3'-tail dG -13,1 kCal/mol

Molecular weight 5897,8 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
5,22 uM

and contains 30,8 pg ssDNA

LAG3.F self annealing:

5'-GCGGGGACTTCTCGCTATG-3"!
1]
3'- GTATCGCTCTTCAGGGGCG 5"
dG: -2,86 kcal/mol

Molecular weight 6526,2 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
4,19 pM

and contains 27,3 pg ssDNA

LAG3.R self annealing:

5'"-TCAAAATGACCCAGTCGGAGG-3"
[]]
3'-GGAGGCTGACCCAGTAAAACT-5"
dG: -1,89 kcal/mol
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LAG3.F loops:

5'-GCGGGGA
[l C
3'-GTATCGCTCTT
dG: -2,44 kcal/mol

51—
TCAAAATGACCCAGTCGGAGG-3"

1]
3'-GGAGGCTGACCCAGTAAAACT-5"
dG: -1,72 kcal/mol

LAG3.R loops:

5'"-TCAAAATGACC

11 C

3'-GGAGGCTGA
dG: -1,48 kcal/mol

LAG3.F - LAG3.R annealing:

5'-GCGGGGACTTCTCGCTATG-3"

[ P
3'-GGAGGCTGACCCAGTAAAACT-5"
dG: -3,77 kcal/mol

5'-GCGGGGACTTCTCGCTATG-3"'
1]
3'-GGAGGCTGACCCAGTAAAACT-5"
dG: -3,48 kcal/mol

5'"-GCGGGGACTTCTCGCTATG-3"'
1]
3'-GGAGGCTGACCCAGTAAAACT-5"
dG: -3,48 kcal/mol

5'-GCGGGGACTTCTCGCTATG-3"'
[ ]
3'-GGAGGCTGACCCAGTAAAACT-5"
dG: -1,38 kcal/mol
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PD-L1 (CD274)

F: 5 GCCCCATACAACAAAATCAACC 3’
R: 5 GCTTGTCCAGATGACTTCGG 3’/ C: 3* CCGAAGTCATCTGGACAAGC &’

Exon 2 (v2) Exon 3 Exon 3 (v2) Exon 4

>NM_001314029.1 Homo sapiens CD274 molecule (CD274), transcript variant 4, mRNA

tgaaagtcaatGCCCCATACAACAAAATCAACCAAAGAATTTTGGTTGTGGATCCAGTCACCTCTGAA
CATGAACTGACATGTCAGGCTGAGGGCTACCCCAAGGCCGAAGTCATCTGGACAAGCagtgaccatc
aagtcctgagtggtaagaccaccaccaccaattccaagagagaggagaagcttttcaatgtgaccagcacactgagaatcaacacaacaa
ctaatgagattttctactgcacttttaggagattagatcctgaggaaaaccatacagctgaattggtcatccc

>NM_001267706.1 Homo sapiens CD274 molecule (CD274), transcript variant 2, mRNA

ctactggcatitgctgaacGCCCCATACAACAAAATCAACCAAAGAATTTTGGTTGTGGATCCAGTCACCT
CTGAACATGAACTGACATGTCAGGCTGAGGGCTACCCCAAGGCCGAAGTCATCTGGACAAGCagt
gaccatcaagtcctgagtggtaagaccaccaccaccaattccaagagagaggagaagcttttcaatgtgaccag

>NM_014143.4 Homo sapiens CD274 molecule (CD274), transcript variant 1, mRNA

tatggtggtgccgactacaagcgaattactgtgaaagtcaatGCCCCATACAACAAAATCAACCAAAGAATTTTGGTT
GTGGATCCAGTCACCTCTGAACATGAACTGACATGTCAGGCTGAGGGCTACCCCAAGGLCCGAAG
TCATCTGGACAAGCagtgaccatcaagtcctgagtggtaagaccaccaccaccaatticcaagagagaggagaagcttttcaatgtg
accagcacactgagaatcaacacaacaactaatgagattttctactgcactt

Sequence (5™->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCCCCATACAACAAAATCAACC 22 58.40 45.45 2.00 0.00
Reverse primer GCTTGTCCAGATGACTTCGG 20 58.64 55.00 3.00 3.00

Products on target templates
>NM_001267706.2 Homo sapiens CD274 molecule (CD274), transcript variant 2, mRNA

product length = 114
1 GCCCCATACAACAAAATCAACC 22
121 142

34 e 215
>NM_001314029.2 Homo sapiens CD274 molecule (CD274), transcript variant 4, mRNA

product length = 114
Foruar d primer 1 GCCCCATACAACAARATCAACC 22
Template AB3 e 484

Reverse primer 1 GCTTGTCCAGATGACTTCGG 28
Template 576 e 557

>=NM_014143 4 Homo sapiens CD274 molecule (CD274), transcript variant 1, mRNA

product length = 114
Foruar: d primer 1 GCCCCATACAACAAAATCAACC 22
Template 3 484

p
Template 576 i 7

PDL1.F PDL1.R

Name : PDL1.F Name : PDL1.R
Primer : 57— Primer : 57—
GCCCCATACAACAAAATCAACC-37 GCTTGTCCAGATGACTTCGG-3"
Reverse : 37— Reverse . 37—
CCAACTAAAACAACATACCCCG-5" GGCTTCAGTAGACCTGTTCG-5"
Length : 22 nt Length : 20 nt
Tm (basic) : 64,0 °C Tm (basic) : 62,0 °C
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Tm (salt) 60,3 °C

Tm (NN) 59,6 °C

GC % . 45,5 %

dG : —-41,9 kCal/mol
3'-tail GC % 42,9 %

3'-tail dG -9,7 kCal/mol

Molecular weight 6672,3 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
4,09 pM

and contains 27,3 pg ssDNA

PDL1.F self annealing:

None!

PDL1.F loops:

None!

Tm (salt) 60,5 °C

Tm (NN) 60,1 °C

GC % : 55,0 %

dG : —-40,8 kCal/mol
3'-tail GC % 57,1 %

3'-tail dG -10,5 kCal/mol

Molecular weight 6186,0 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
4,92 pM

and contains 30,4 pg ssDNA

PDL1.R self annealing:

5'-GCTTGTCCAGATGACTTCGG-3"'

L1l
3'-GGCTTCAGTAGACCTGTTCG-5"

dG: -1,89 kcal/mol

PDL1.R loops:

5'-GCTTGTCCA

[ EE
3'-GGCTTCAGTA
dG: -1,48 kcal/mol

PDL1.F - PDL1.R annealing:

5'-GCCCCATACAACAAAATCAACC-3"

[
3'-GGCTTCAGTAGACCTGTTCG-5"
dG: -2,51 kcal/mol

5'-GCCCCATACAACAAAATCAACC-3"

[
3'-GGCTTCAGTAGACCTGTTCG-5"
dG: -2,51 kcal/mol

5'-GCCCCATACAACAAAATCAACC-3'
11

3'-GGCTTCAGTAGACCTGTTCG-5"

dG: -1,72 kcal/mol

5'-GCCCCATACAACAAAATCAACC-3"

L1
3'-GGCTTCAGTAGACCTGTTCG-5"

dG: -0,58 kcal/mol

5'-GCCCCATACAACAAAATCAACC-3"

ot [ 1]
3'-GGCTTCAGTAGACCTGTTCG-5"
dG: -0,11 kcal/mol

5'-GCCCCATACAACAAAATCAACC-3"
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11 -
3'-GGCTTCAGTAGACCTGTTCG=-5"
dG: -0,08 kcal/mol
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PD-L2 (PDCDILG2)

F1: 5 ACCCAGGACCCATCCAACTT 3
R1: 5 ACCACAGGTTCAGATAGCACT 3/ C: 3 AGTGCTATCTGAACCTGTGGT &’

Exon-5 Exon-6 Exon-7

>NM 025239.3 Homo sapiens programmed cell death 1 ligand 2 (PDCD1LG2), mRNA

gtcagatggaACCCAGGACCCATCCAACTTGGCTGCTTCACATTTTCATCCCCTTCTGCATCATTGCT
TTCATTTTCATAGCCACAGTGATAGCCCTAAGAAAACAACTCTGTCAAAAGCTGTATTCTTCAAAA
GACACAACAAAAAGACCTGTCACCACAACAAAGAGGGAAGTGAACAGTGCTATCTGAACCTGTG
GTcttgggagccagggtgacctgatatgacatctaaagaagcttctgga

Sequence (5->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer ACCCAGGACCCATCCAACTT 20 6078 55.00 3.00 3.00
Reverse primer ACCACAGGTTCAGATAGCACT 21 5874 4762 3.00 2.00

Products on target templates
>NM_025239 4 Homo sapiens programmed cell death 1 ligand 2 (PDCD1LG2), mRNA

9 i 48

ACCACAGGTTCAGATAGCACT 21
T S 1098

PDL2.F PDL2.R
Name : PDL2.F Name : PDL2.R
Primer : 57— Primer : 57—
ACCCAGGACCCATCCAACTT-3" ACCACAGGTTCAGATAGCACT-3"
Reverse : 37- Reverse . 37-
TTCAACCTACCCAGGACCCA-5" TCACGATAGACTTGGACACCA-5"
Length : 20 nt Length : 21 nt
Tm (basic) : 62,0 °C Tm (basic) : 62,0 °C
Tm (salt) : 60,5 °C Tm (salt) : 59,4 °C
Tm (NN) : 64,5 °C Tm (NN) : 61,3 °C
GC % : 55,0 % GC % : 47,6 %
dG : -43,2 kCal/mol dG : -42,2 kCal/mol
3'-tail GC % : 42,9 % 3'-tail GC % : 42,9 %
3'-tail dG : -8,9 kCal/mol 3'-tail dG : -10,3 kCal/mol
Molecular weight : 6052,9 g/mol Molecular weight : 6461,2 g/mol
1 ml of the primer solution 1 ml of the primer solution
with an with an
absorbance of 1 at 260 nm is absorbance of 1 at 260 nm is
4,91 uM 4,34 pM
and contains 29,7 pg ssDNA and contains 28,1 pg ssDNA
PDL2.F self annealing: PDL2.R self annealing:
5'"-ACCCAGGACCCATCCAACTT-3"' 5'-

[]] HIH : ACCACAGGTTCAGATAGCACT-3"
3'"-TTCAACCTACCCAGGACCCA-5" [ 1] T

dG: -2,85 kcal/mol 3'-TCACGATAGACTTGGACACCA-5"
dG: -2,52 kcal/mol
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PDL2.F loops:

5'-ACCCAGGACC

3'-TTCAACCTAC

PDL2.R loops:

[ ) None!

-2,43 kcal/mol

PDL2.F - PDL2.R annealing:

3'-TCACGATAGACTTGGACACCA-5"

3'-TCACGATAGACTTGGACACCA-5"

5'-ACCCAGGACCCATCCAACTT-3"'

5'-ACCCAGGACCCATCCAACTT-3"'

5'-ACCCAGGACCCATCCAACTT-3"
11

-2,52 kcal/mol

5'-ACCCAGGACCCATCCAACTT-3"
1]

-2,52 kcal/mol

1]
3'-TCACGATAGACTTGGACACCA-5"
-0,58 kcal/mol

e 1]
3'"-TCACGATAGACTTGGACACCA-5"
-0,29 kcal/mol
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TIM-3 (HAVCR2)

F:

5 CTTTCCAAGGATGCTTACCAC 3’

R: 5 CAGATCCCTGCTCCGATGTA 3/ C: 3’ TACATCGGAGCAGGGATCTG &’

Exon-3 Exon-4 Exon-5

>NM_032782.5 Homo sapiens hepatitis A virus cellular receptor 2 (HAVCR2), mRNA
agacttcactgcagcCTTTCCAAGGATGCTTACCACCAGGGGACATGGCCCAGCAGAGACACAGACAC
TGGGGAGCCTCCCTGATATAAATCTAACACAAATATCCACATTGGCCAATGAGTTACGGGACTCT
AGATTGGCCAATGACTTACGGGACTCTGGAGCAACCATCAGAATAGGCATCIACATCGGAGCAG
GGATCTGtgctgggctggctetggctcttatcttcg

Forward primer
Reverse primer

Sequence (5'->3') Length

GTTTCCAAGGATGCTTACCAC 21
CAGATCCCTGCTCCGATGTA 20

Products on target templates
=NM_032782.5 Homo sapiens hepatitis A virus cellular receptor 2 (HAVCR2), mRNA

p
F
A
R
P

C

oduct length - 189
oruard primer 1 2
mplate L7 522

CTTTCCAAGGATGCTTACCAC

rse primer 1 CAGATCCCTGCTCCGATGTA

eve 20
emplate [ 671

Tm GC% Self complementarity
56.87 4762 6.00
58 .67 55.00 4.00

Self 3' complementarity
1.00
200

TIM3.F

Name TIM3.F
Primer : 57—
CTTTCCAAGGATGCTTACCAC-3~
Reverse : 37-
CACCATTCGTAGGAACCTTTC-5"
Length : 21 nt
Tm (basic) 62,0 °C
Tm (salt) 59,4 °C
Tm (NN) 58,8 °C
GC % : 47,6 %
dG : -40,1 kCal/mol
3'-tail GC % 42,9 %

3'-tail dG -9,6 kCal/mol

Molecular weight 6403,1 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
4,72 pM

and contains 30,2 pg ssDNA

TIM3.F self annealing:

5'-
CTTTCCAAGGATGCTTACCAC-3"
1]
3'-CACCATTCGTAGGAACCTTTC-5"
dG: -2,85 kcal/mol

TIM3.R

Name
Primer

TIM3.R
5 -

CAGATCCCTGCTCCGATGTA-3"

Reverse

37—

ATGTAGCCTCGTCCCTAGAC-5"

Length :

Tm (basic)

Tm (salt)
Tm (NN)
GC %

dG

3'-tail GC %
3'-tail dG

Molecular weight

20 nt

62,0 °C
60,5 °C
61,8 °C

55,0
-42,0 kCal/mol

o

42,9 %
-8,8 kCal/mol

6114,9 g/mol

1 ml of the primer solution

with an

absorbance of 1 at 260 nm is

5,00 pM

and contains 30,5 pg ssDNA

TIM3.R self annealing:

5'-

CAGATCCCTGCTCCGATGTA-3'

3'-ATGTAGCCTCGTCCCTAGAC-5"
dG: -3,30 kcal/mol
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5'- 5'-
CTTTCCAAGGATGCTTACCAC-3"' CAGATCCCTGCTCCGATGTA-3"
1] I 1]
3'-CACCATTCGTAGGAACCTTTC-5" 3'-ATGTAGCCTCGTCCCTAGAC-5"
dG: 0,22 kcal/mol dG: -0,88 kcal/mol
5'"-CTTTCCAAGGATGCTTACCAC-3"' 5'-CAGATCCCTGCTCCGATGTA-3"'
[ =2 222 : N HH HE
3'-CACCATTCGTAGGAACCTTTC-5" 3'-ATGTAGCCTCGTCCCTAGAC-5"
dG: 0,22 kcal/mol dG: -0,58 kcal/mol
TIM3.F loops: TIM3.R loops:
5'"-CTTTCCAAGGA 5'"-CAGAT
L) L)
3'-CACCATTCGT 3'-ATGTAGCCTCGTCCC
dG: 0,64 kcal/mol dG: -0,46 kcal/mol
5'-CAGATCCCTG
1] )
3'-ATGTAGCCTC
dG: -0,17 kcal/mol

TIM3.F - TIM3.R annealing:

5'"-CTTTCCAAGGATGCTTACCAC-3'
[T
3'-ATGTAGCCTCGTCCCTAGAC-5"
dG: -3,93 kcal/mol

5'"-CTTTCCAAGGATGCTTACCAC-3"
[ ]
3'"-ATGTAGCCTCGTCCCTAGAC-5"
dG: -2,85 kcal/mol

5'"-CTTTCCAAGGATGCTTACCAC-3"
[ ] :
3'-ATGTAGCCTCGTCCCTAGAC-5"
dG: -2,01 kcal/mol

5'"-CTTTCCAAGGATGCTTACCAC-3"
[ ]
3'-ATGTAGCCTCGTCCCTAGAC-5"
dG: -0,54 kcal/mol
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VISTA (VSIR)
F: 5 TCATCCTGCTCCTGGTCTACA 3’

R: 5 TCCCTTGAATGTTGCTGTCCA 3/ C: 3 TGGACAGCAACATTCAAGGGA &

Exon-5 Exon-6

>NM_022153.2 Homo sapiens V-set immunoregulatory receptor (VSIR), mRNA

GTGCCCAGGAGCTGGTGCGGATIGGACAGCAACATTCAA

GGGATTGaaaaccccggctttgaagcctc

Sequence (5'->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TCATCCTGCTCCTGGTCTACA 21 59.99 52.38 3.00 200
Reverse primer TCCCTTGAATGTTGCTGTCCA 21 59.86 47.62 3.00 200
Products on target templates
>NM_022153 2 Homo sapiens V-set immunoregulatory receptor (VSIR), mMRNA
product length - 90
Foruard primer 1  TCATCCTGCTCCTGGTCTACA 21
Template 710 s 730
Reverse primer 1  TCCCTTGAATGTTGCTGTCCA 21
Template 799 s 779
VISTA.F VISTA.R
Name : VISTA.F Name : VISTA.R
Primer : 57— Primer : 57-
TCATCCTGCTCCTGGTCTACA 37 TCCCTTGAATGTTGCTGTCCA 3
Reverse : 37— Reverse : 37—
ACATCTGGTCCTCGTCCTACT 57 ACCTGTCGTTGTAAGTTCCCT 57
Length 21 nt Length 21 nt
Tm (basic) : 64,0 °C Tm (basic) : 62,0 °C
Tm (salt) : 61,3 °C Tm (salt) : 59,4 °C
Tm (NN) : 63,3 °C Tm (NN) : 60,7 °C
GC % : 52,4 % GC % : 47,6 %
dG : -45,1 kCal/mol dG : -42,8 kCal/mol
3'-tail GC % : 42,9 % 3'-tail GC % 57,1 %
3'-tail dG -9,7 kCal/mol 3'-tail dG -11,6 kCal/mol

Molecular weight 6370,1 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
5,08 pM

and contains 32,4 pg ssDNA

VISTA.F self annealing:

None!

VISTA.F loops:

None!

Molecular weight 6425,2 g/mol
1 ml of the primer solution
with an

absorbance of 1 at 260 nm is
4,92 pM

and contains 31,6 pg ssDNA

VISTA.R self annealing:

None!

VISTA.R loops:

None!
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VISTA.F - VISTA.R annealing:

5'-TCATCCTGCTCCTGGTCTACA-3"'
[ ]
3'-ACCTGTCGTTGTAAGTTCCCT-5"
dG: -2,35 kcal/mol

5'-TCATCCTGCTCCTGGTCTACA-3"'
[ ]
3'-ACCTGTCGTTGTAAGTTCCCT-5"
dG: -1,72 kcal/mol

5'-TCATCCTGCTCCTGGTCTACA-3"'
[ ]
3'-ACCTGTCGTTGTAAGTTCCCT-5"
dG: -1,39 kcal/mol

5'"-TCATCCTGCTCCTGGTCTACA-3"
[ ]
3'-ACCTGTCGTTGTAAGTTCCCT-5"
dG: -1,39 kcal/mol

5'"-TCATCCTGCTCCTGGTCTACA-3"
[ 1]
3'"-ACCTGTCGTTGTAAGTTCCCT-5"
dG: -0,08 kcal/mol
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12. Anexos
12.1 Anexo |
Reagent or Resource Source//Manufacturer Identifier / Reference
Wizard Genomic DNA Purification Promega A1120
SuperScript™ IV Reverse ThermoFisher 18090010
Transcriptase

Cell lines

Akata Dept. Infectious Diseases, Harvard Uni RRID #CVCL_0148

BC-1 Pathology and Laboratory Medicine, RRID #CVCL_1079
Weill Cornell University, NYC

IBL-1 Pathology and Laboratory Medicine, RRID #CVCL_9638
Weill Cornell University, NYC

Jiyoye Pathology and Laboratory Medicine, RRID #CVCL_1317
Weill Cornell University, NYC

Jurkat Pathology and Laboratory Medicine, RRID #CVCL_0065
Weill Cornell University, NYC

MCF-7 Dept. Microbiology and Immunology, RRID #CVCL_0031
UNESP, Botucatu

MDA-MB-231 Dept. Microbiology and Immunology, RRID #CVCL_0062
UNESP, Botucatu

Mutu 1 Dept. Infectious Diseases, Harvard Uni RRID #CVCL_7202
Pathology and Laboratory Medicine, RRID #CVCL_F755

NP69SV40T Weill Cornell University, NYC

PC-3 Dept. Structural and Functional RRID #CVCL_0035
Biology, UNESP, Botucatu

Rael Pathology and Laboratory Medicine, RRID #CVCL_7208
Weill Cornell University, NYC

Ramos Pathology and Laboratory Medicine, RRID #CVCL_0597
Weill Cornell University, NYC

Sa0s-2 Faculdade Odontologia Bauru, Bauru RRID #CVCL_0548

THP-1 IBTEC, UNESP, Botucatu RRID #CVCL_0006
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Reagent or Resource Source//Manufacturer Identifier / Reference

Chemicals, peptides, recombinant proteins

Lipofectamine 3000 Transfection Thermo Fisher L3000015
Reagent

Trizol Thermo Fisher 15596026
Chloroform Sigma-Aldrich (Merck) CAS-67-66-3

Oligonucleotides, RNAI

dsiRNARPMS1 1 IDT F: GCAGGAUAUCUGCAGGAUCAGGUC
- R: UGCGUCCUAUAGACGUCCUAGUCCAGU
dsiRNARPMS1 2 IDT F: GAGGACGCAGGAUAUCUGCAGGATC
- R: GUCUCCUGCGUCCUAUAGACGUCCUAG

18S Sigma F:CGAAAGCATCTTGAGAGC
R:TCGAGCCAAACGGTGAAC

RPS13 Sigma F:AGAAACGGCTACCACAA
R:CACCAGACTTGCCCTCA

HSP90 Sigma F:TCTGGGTATCGGAAAGCAAC
R:GTGCACTTCCTCAGGCATCG

HPRT Thermofisher F: AGATGGTCAAGGTCGCAAGC
R: GGACTCCAGATGTTTCCAAACTCAAC

EBV LMP1 Sigma F:CGTTATGAGTGACTGGACTA
R:TGAACAGCACAATTCCAAGG

EBV RPMS1 Sigma F: CATGGCCGGAGCTCGTCGAC
R: CACCATGGCCGGAGCTCGTCGAC

B7-H3 Thermofisher F:GCTTTCGTGTGCTGGAGA
R:GGTCCTCATGGTCAGGCT

B7-H4 Thermofisher F: CTTCTGCCTCTCAGCCCTTA
R: GAAATAGTTCTGTAGATCCCTGTTG

BTLA Thermofisher F:-TCTGGACATCTGGAAC
R:AAAGGGATCTCCTGCG

CTLA-4 Thermofisher F:-TCTCTTCATCCCTGTCTTC
R:TCACACACAAAGCTGGCT

LAG-3 Thermofisher F:GCGGGGACTTCTCGCTAG
R:TCAAAATGACCCAGTCGG

PD-L1 Sigma F:GCCCCATACAACAAAATCC
R:GCTTGTCCAGATGACTTG

PD-L2 Thermofisher F:ACCCAGGACCCATCCAATT
R:ACCACAGGTTCAGATAGT

TIM-3 Thermofisher F:.CTTTCCAAGGATGCTTACC
R:CAGATCCCTGCTCCGATTA

VISTA Thermofisher F:-TCATCCTGCTCCTGGTCTA
R:TCCCTTGAATGTTGCTGTA
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PMax-GFP Amaxa-Lonza VDC-1040
pcDNA3.1/Hygro(+) Invitrogen V87020
pEF10-IRES-ZsGreent Clontech V011161
pZsGLMP1_B95-8 IBTEC, UNESP, Botucatu Muller-Coan, 2016
pcDNARPMS1 Dept. Infectious Diseases, Imperal

College
OligoExplorer GeneLink, Inc. v.1.1
OligoAnalyzer Genelink, Inc. v.1.2
GraphPad Prism GraphPad Software, Inc. Prism 9.0.0 (121)
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