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Resumo




TORREALBA MP. Caracterizagédo fenotipica e funcional de linfécitos TCD8+ circulantes na
sindrome de Sézary [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2016.

INTRODUCAO: A Sindrome de Sézary (SS) é um linfoma cutaneo de células T (LCCT),
caracterizado por eritrodermia, linfadenopatia generalizada e presenca de células tumorais na
pele, linfonodos e sangue periférico. Os linfocitos TCD8+ tém papel fundamental na resposta
imune antitumoral, entretanto, ha escassos estudos evidenciando seu perfil fenotipico e
funcional. Considerando que a resposta imunoldgica do paciente com SS estd suprimida,
estratégias para potencializar a imunidade inata e adaptativa com agonistas de receptores Toll-
like (TLRs) tém sido exploradas. OBJETIVO: Caracterizar o perfil de marcadores de
ativacdo/inibicdo das células TCD8+, seus estagios de diferenciacdo, capacidade de resposta a
IL-7/IL-15 e ao agonista de TLR7/TLR8 de pacientes com SS. METODOLOGIA: Foram
selecionados 15 pacientes com SS (7 homens e 8 mulheres) com 48-85 anos do Ambulatério
de Linfomas Cutaneos, do HC-FMUSP, e um grupo de controle com 24 individuos sadios. A
analise de marcadores de ativacdo/inibicao e diferenciacdo celular em células TCD4/TCD8+
do sangue periférico foi realizada por citometria de fluxo. A expressdo de marcadores
extracelulares e citocinas intracelulares em células mononucleadas do sangue periférico
(CMN) apo6s estimulacdo com o agonista de TLR7/TLR8 foi analisada por citometria de
fluxo. Além disto, o efeito de IL-7 e IL-5 em células T foi avaliado pela fosforilacdo de
STATS5, na capacidade de proliferacdo mitogénica e expressdo de BCL-2 em CMNs, como
também pelos niveis séricos de IL-7 por citometria de fluxo. RESULTADOS: Os pacientes
com SS mostram perfil fenotipico de ativacdo crbnica nos linfocitos TCD8+ periféricos,
decorrente do elevadopercentual de células TCD8+ CD38+, reducdo percentual de TCD8+
CD127+ (IL-7R) e da populagdo naive. Além disso, ocorreu aumento de expressdao de PD-1
na populacdo naive de células TCD8+. O marcador de ativacdo, CD26, até entdo apenas
relacionado com linfocitos TCD4, foi detectado em reduzida percentagem de linfdcitos
TCD8. A resposta para IL-7/IL-15 parece estar funcionalmente presente tanto nos linfocitos
TCD4 quanto nos linfécitos TCD8. Contudo, foi encontrado um perfil diferenciado e
heterogéneo de fosforilagdo de STATS assim como de expressdo de BCL-2 nos linfécitos
TCD8+ de pacientes com SS. O nivel sérico de IL-7 reduzido dos pacientes com SS foi
inversamente correlacionado com o nimero absoluto de linfocitos TCD4+. CONCLUSAO:
Os linfécitos TCD8+ dos pacientes com SS encontram-se reduzidos em nimeros absolutos, e

possuem um perfil alterado de diferenciagéo celular e expressdo de marcadores extracelulares.



A reducdo percentual da populacdo de TCD8+ naive associada com a presenca de moléculas
de ativacdo cronica mostra um perfil de imunosenescéncia. As células TCD8+ exibem baixa
capacidade de resposta aos ligantes de TLR intracelulares, provavelmente devido ao perfil de
ativacdo cronica. Além disso, ha resposta parcial dos linfocitos TCD8+ as citocinas ligantes
do receptor yc. Nossos resultados evidenciam alteracdes em linfécitos TCD8+ que debilitam a

resposta imune antitumoral e que pode contribuir com a patogénese da sindrome de Sézary.

Descritores: Sindrome de Sézary, Imunidade Adaptativa, Linfécitos T CD8-positivos,

Interleucina-7, Antigenos CD38, Citometria de fluxo.
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TORREALBA MP. Phenotypic and functional characterization of circulating CD8+ T
lymphocytes in Sezary syndrome [Dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sdo Paulo”; 2016.

INTRODUCTION: Sézary syndrome (SS) is a cutaneous T cell lymphoma (CTCL),
characterized by erythroderma, generalized lymphadenopathy and the presence of tumor cells
in the skin, lymph nodes and peripheral blood. The TCD8+ lymphocytes play a key role in
anti-tumor immune response, whereas, there are few studies showing its phenotypic and
functional profile in SS. Considering that the immune response of SS patient is suppressed,
strategies to enhancing the innate and adaptive immunity by Toll-like receptors (TLRS)
agonists have been explored. OBJECTIVE: To characterize the profile of activation/inhibition
markers of CD8+ T cells, their stages of differentiation, ability of response to IL-7/IL-15 and
TLR7/TLR8 agonist of patients with SS. METHODOLOGY: Fifteen SS patients were
enrolled (7 men and 8 woman) with 48-85 years from the Clinic of Cutaneous Lymphomas,
HC-FMUSP, and a control group of 24 healthy individuals. Analysis of activation/inhibition
markers and cellular differentiation in CD4/CD8 T cells from peripheral blood were assessed
by flow cytometry. The expression of extracellular markers and intracellular cytokines in
mononuclear cells in the peripheral blood (CMN) were evaluated by flow cytometry.
Moreover, the effect of IL-7 and IL-15 stimulation in T cells was assessed by the STAT5
phosphorylation, proliferative mitogenic capacity, BCL-2 expression in CMNs as well as
serum IL-7 levels by flow cytometry. RESULTS: Patients with SS show a phenotypic CD8 T
peripheral lymphocytes profile of chronic activation, due to the high percentage of
CD8+CD38+ T cells, reduced percentage of CD8+CD127+ (IL-7R) and naive population.
Furthermore, it was observed an increased PD-1 expression in the naive CD8+ T cells. The
activation marker CD26, previously only associated with CD4 T lymphocyte, was detected at
decreased percentage in CD8 T lymphocytes. The TLR7/TLR8 agonist did not affect the IFN-
v and TNF secretion of CD8 T lymphocytes of SS patients, in contrast to the control group.
The response to IL-7/IL-15 appears to be functional in both CD4 and CD8 T lymphocytes.
However, it was founded a differentiated and heterogeneous profile of STATS
phosphorylation and Bcl-2 expression in the CD8 T lymphocytes in SS patients. The reduced
IL-7 serum of patients with SS was inversely correlated with the absolute number of CD4 T
lymphocytes. CONCLUSION: CD8 T lymphocytes of patients with SS are reduced in
absolute numbers, and show an altered cellular differentiation profile and extracellular

markers expression. The reduced percentage of CD8 naive population associated with chronic



activation of molecules reveals an immunosenescence profile. The CD8 T cells exhibit low
ability to ligands of intracellular TLR receptors, probably due to chronic activation profile. In
addition, there are partial response of CD8 T lymphocytes to the cytokine receptor yc. Our
results show disturbance in CD8 T lymphocytes that may impair the anti-tumor response

contributing to the pathogenesis of Sézary syndrome.

Descriptors: Sézary syndrome, Adaptive Immunity, CD8-Positive T-Lymphocytes,
Interleukin-7, Antigens CD38, Flow cytometry.
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1.INTRODUCAO

1.1 Linfomas: epidemiologia e classificacéo

A mortalidade e incidéncia de vérios tipos de cénceres vém se alterando
consideravelmente nas Ultimas décadas. Na década de 90, houve um pico de mortalidade
seguido por um declinio decorrente dos canceres relacionados ao fumo, especialmente cancer
de pulmao (1). Entretanto, trés dos mais frequentes diagndsticos de neoplasias apresentaram
mortalidade crescente em grande parte do mundo até o final dos anos 90: hepatocarcinoma,

mieloma multiplo e linfomas ndo-Hodgkin (2).

Os linfomas sdo neoplasias com origem em células linfoides. Caracteriza um grupo de
enfermidades distintas com uma heterogeneidade de achados clinicos, histologicos,
imunofenotipicos e genéticos, que representam juntos de 3 a 4% dos casos de canceres no
mundo (3).

A International Agency for Research on Cancer (IARC) estimou, em 2008, 12
milhdes dos novos casos de cancer, 6.64 milhdes em homens e 6.04 milhdes em mulheres.
Desses novos casos, 7.5% e 6.4% respectivamente, sdo classificados como neoplasias
hematoldgicas. Estima-se que, em ambos o0s sexos, aproximadamente metade desses

diagndsticos sejam de linfomas (4). Os dados estéo representados na Figura 1.

A classificagdo dos subtipos linfomas tem sido extensivamente alterada nas Ultimas
décadas, e deve continuar sendo na medida em que novas técnicas e métodos de diagnosticos
sdo desenvolvidos (5). A gualidade e acuidade do diagnostico e da classificacdo de linfomas
continuam um desafio aos profissionais da salde, devido a necessidade de correlacionar
informacdes clinicas e histopatologicas com ensaios elaborados de imunofenotipagem,

biologia molecuar e de citogenética(6).

Existem dois subgrupos principais de linfoma: os linfomas de Hodgkin (HL) e os
linfomas ndo-Hodgkin (NHL). Ambos tipos de linfoma estdo geograficamente distribuidos
por todos os continentes, figura 2. Os maiores indices estdo presentes em regides

economicamente mais desenvolvidas.
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Figura 1. Frequéncia global estimada de cancer em (A) mulheres e (B) homens.
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Figura 2. Incidéncia estimada de linfomas NHL e HL combinadas.

As taxas padronizadas de mortalidade por linfomas ndo-Hodgkin atingiram, nas
ultimas décadas, os valores mais altos na Unido Europeia e nos Estados Unidos. Estimativas
globais recentes sugerem 226.000 mortes por NHL, 71% destas em paises desenvolvidos e
29% em paises em desenvolvimento (7). Porém, em anos mais recentes, tem sido observada
uma tendéncia de estabilizacdo ou diminuicdo nas taxas de incidéncia de NHL, nos paises do
norte europeu, Estados Unidos, Canada, Australia e Nova Zelandia (8). Entretanto,
estimativas para o Brasil, apontam um aumento da mortalidade por NHL de 1996 para 2004
(9), indicando um comportamento divergente da incidéncia e mortalidade em comparacao aos
dos paises desenvolvidos. Atualmente € a 112 neoplasia mais frequente no Brasil, sendo a
segunda causa de morte por neoplasia hematologica, em ambos o0s sexos, segundo o SUS (9).

Globalmente € o 8° cancer em incidéncia e 11° em mortalidade (7).

Os linfomas de Hodgkin acometem principalmente os linfonodos cervicais em
individuos adultos. Os linfomas ndo-Hodgkin, 85% dos linfomas, s&o subdividos em relacdo
ao local de acometimento primario: nodais (linfonodo) e extranodais (outros sitios de
acometimento diferentes dos linfonodos). As regides mais comuns de acometimento primario

em NHL extranodais sdo: o trato gastrointestinal e a pele. Quando a pele é o sitio de



acometimento primario, o linfoma é classificado como cutneo primério, e representa 25%

dos NHL com acometimento extranodal (10).

Em 2007 a International Society for Cutaneous Lymphomas (ISCL) e a European
Organization for Research and Treatment of Cancer (EORTC), propuseram a classificacao
consensual e estadiamento para linfomas cutdneos primarios baseados nos aspectos
histopatologicos, imuno-histoquimicos, moleculares e clinicos.Anteriormente a 2007,
linfomas cutneos primarios ndo eram reconhecidos como entidade prépria e sim como

acometimento secundario da pele por linfoma nodal (11).

Ao contrario dos linfomas nodais do tipo ndo-Hodgkin, que sdo em sua maioria
derivados de células B, aproximadamente 75% dos linfomas cutaneos primarios sao derivados
de células T, sendo classificados como linfomas cutaneos de células T (LCCT). As principais
formas de LCCT sdo micose fungoide (MF) e sindrome de Sézary (SS) e representam juntos
65% de todos os casos de LCCT, com caracteristicas destoantes das outras formas de LCCT
(12).

Os casos de LCCT registrados nos EUA entre 1973 a 2002 evidenciaram uma
incidéncia de 6.4 pessoas por milhdo, sendo que 72% eram de MF e 2.5% de SS(12).A maior
incidéncia foi observada em homens afrodescendentes. Raramente acomete criancgas e jovens,
a incidéncia aumenta com a idade, com a mediana de idade ao diagndstico de 50 anos. Ha um
aumento de quatro vezes para adultos com mais de 70 anos (13). A classificacdo segundo a
WHO-EORTC permite estratificar os diferentes tipos de linfoma de acordo com o
prognostico. Os casos de MF tém sobrevida média de 5 anos variando de acordo com o

estadiamento. Os pacientes com SS tém expectativa de sobrevida média de 2 a 5 anos (13).
1.2 Contexto imunolégico no LCCT

N&o é sabida ainda a origem do comportamento das células malignas na MF, como
também na SS. Em um comportamento fisiologico, os linfocitos T sdo recrutados para a pele
apos injuria tecidual decorrente de trauma ou infeccdo. A injaria tecidual resulta na secrecéo
de citocinas por queratindcitos, e na ativacdo da resposta imune inata nas células residentes,
células dendriticas, macréfagos e mastocitos. Essa resposta pode ser mediada por
componentes de patdgenos (parede bacteriana, material genético viral) reconhecidos por
receptores de reconhecimento padrdo, como os receptores toll like (TLR). A ativacdo da via

NFk-B resulta no recrutamento e migragdo de células apresentadoras (APC) ativadas para 0s



linfonodos drenantes locais. Os linfdcitos T naive, apos ativacdo nos linfonodos drenantes da
pele, passam a expressar o antigeno linfocitario cutaneo (CLA), ligante da selectina, molécula
de adesdo vascular endotelial e receptores de quimiocinas (CCR4, CCR8 e CCR10)

necessarias para migracédo para a pele (14).

Outros receptores de quimiocinas, como CXCR3 e CXCR4, sdo encontrados em
células T em infiltrado de lesdes de pacientes MF (15). Esses receptores sdo fortemente
relacionados com o desenvolvimento e progressao de varios tipos de canceres, sendo que seu
efeito tumorigénico deve-se principalmente a acdo dos seus ligantes, CXCL11 (ITAC) e
CXCL12 (SDF-1) (16). A expressao desses receptores parece estar correlacionada com lesbes
nos estagios iniciais da MF, por conta de nao ser encontrada em estagios avancados. Nestes é
comum a expressao de CCR7, com perfil de receptores de quimiocinas apresentando menor
potencial de tropismo epidérmico nas biopsias de lesbes (15, 17).

A expansdo clonal das células ativadas é precedida pela diferenciacdo em subtipos de
células efetoras e de memodria. Células de memoria central (TCM) detém a habilidade de
acessar o sangue periférico e linfonodos, devido a expressdo de CCR7 e selectina-L. Células
efetoras de memdria (TEM) migram entre sitios extranodais, como a pele, enquanto uma
pequena parcela forma uma populacdo residente no tecido, denominadas de células residentes
de memoria (TRM). As TRM séo capazes de responder rapidamente a ativacdo antigeno
dependente, constituem 80% dos linfocitos T residentes na pele saudavel (18) e apresentam

um perfil de expressao genética especifico (19).

Os linfocitos T clonais em individuos com MF sdo comumente derivados de TRM,
evidéncia relacionada a tendéncia de permanecerem restritos a pele (20). As células T
malignas das variantes leucémicas, SS e MF com envolvimento leucémico, expressam CCR7
e selectina-L, indicativo de linfécitos TCM (21). A hipotese de células tumorais de origens
diferentes para SS (TCM) e para MF (TRM) sdo condizentes com o curso clinico distinto dos
dois tipos de LCCT, onde TCM podem ser encontradas nos linfonodos, sangue periférico e

pele, enquanto TRM permanecem apenas na pele (21).

Alguns estudos sugerem que em uma parcela dos pacientes com SS, as células T
malignas sdo derivadas das células T reguladoras (Tregs). Esses clones malignos expressam o
fator de transcricdo FoxP3 e sdo capazes de suprimir as células T convencionais (22). Podem
expressar também a cadeia alfa do receptor de IL-2, CD25, caracteristico de célula Treg (23).

A forma solivel do CD25 pode ser encontrada no sangue periférico em casos avangados de



LCCT, sendo considerado um fator de pior prognostico (24). Entretanto, ainda ndo esta
determinado se uma parcela dos pacientes apresenta clones tumorais derivados de Tregs ou se

alguns clones malignos assumem um perfil de célula Treg (25).

As células malignas TCD4+ na maioria dos pacientes com MF/SS apresentam um
perfil Th2. Estimulacéo in vitro de células do sangue periférico resulta em uma consideravel
producdo de IL-4 (26). Os precursores de IL-4 e IL-5 foram encontrados em lesdes de pele,
inclusive em pacientes em estagios iniciais de MF, porém nédo foram detectados em bidpsia de
pele ndo lesionadas desses pacientes ou de individuos controles saudaveis (27). O precursor
de IL-10 também foi identificado paralelamente com o aumento da densidade do infiltrado de
células T malignas conforme as progressdes das lesbes em individuos MF (28). Anélise por
PCR array identificou fatores de transcricdo com perfil Th2, como GATA-3 e Jun B,
altamente expressos em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com SS
(29). A producdo crénica de citocinas com perfil Th2 aparentemente representa um dos

mecanismos pelo qual as células tumorais contornam a resposta imune anti-tumoral.

Células ndo malignas, incluindo mondcitos, tém importante contribuicdo com a
patogénese em linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin (30). As células T malignas na pele séo
frequentemente encontradas associadas com células dendriticas e macréfagos, recrutados para
0 ambiente tumoral provavelmente por quimiocinas (31). Essas células derivadas de
monaocitos promovem a tumorigénese direta pela producdo de fatores que promovem o
crescimento da célula tumoral e sobrevivéncia, e de maneira indireta por suprimir a
imunidade antitumoral. Os mondcitos circulantes autélogos de pacientes LCCT sdo capazes
de promover, in vitro, o crescimento das células tumorais (32). A IL-10, altamente expressa
em pacientes SS (33), é capaz de impedir a maturagdo das células dendriticas e de induzir um
estado de incompeténcia imunoldgia, permitindo o escape tumoral. Além disso, células
dendriticas associadas ao tumor expressam PD-L1, ligante de PD-1 e CD80, que inibe a
proliferacdo de células T citotoxicas especificas ao tumor e promove a inducdo de células
Treg (34).

O uso de agentes imunossupressores, como ciclosporina, levou individuos com forma
avancada de LCCT a uma répida progressdo da doenca (35), 0 que sugere que a resposta
imunologica do hospedeiro embora aparentemente deficiente possa efetuar um papel

importante na contencdo da progressdo da doenca.



Além da aumentada producdo de citocinas perfil Th2, defeitos na producdo de
citocinas perfil Thl foram identificados em pacientes com células tumorais circulantes. A
producdo das citocinas IL-12 e IFN-o por células do sangue periférico se correlacionam
inversamente com o aumento das células tumorais circulantes (36). E, o declinio dessas
citocinas esté relacionado com o menor numero circulante de células dendriticas mieldides e
plasmocitoides (37). Presume-se que haja um déficit de citocinas produzidas por células
dendriticas mieldides, como IL-15 e IL-18, importantes agentes indutores de IFNy e da
resposta perfil Thl. Um defeito na expressao do ligante de CD40 em células T malignas, em
pacientes SS, pode estar relacionado com o déficit na producdo de IL-12, IFNy e maturagdo
das DC (38). O ligante de CD40 ndo é expresso em células T naive, e sim modulado
positivamente ap6s ativacdo via TCR. Células T malignas ndo expressam CD40L apos
ativacdo via TCR/CD3. A auséncia desse ligante na interacdo com CD40 em APC durante a
resposta imunoldgica pode levar a uma profunda reducdo na atividade de DC e producédo de
citocinas. Entretanto, a adicdo in vitro de CD40L recombinante foi capaz de reverter a
producdo deficiente de IL-12 e IFNy (38). Uma compilacdo de achados imunolégicos e, da

imunopatogénese em pacientes com MF e SS é ilustrado na Figura 3.

Alguma citocinas promovem a homeostase e manutencdo das células T, como a IL-7.
IL-7 é produzida principalmente por células com origem ndo hematopoieticas, como
queratinocitos, fribroblastos estromais da medula éssea, tecidos linfdides, células epiteliais do
timo, e intestino (39). A producéo de IL-7 por células estromais é relativamente constante e
independente de estimulos externos, a regulacdo do eixo IL-7/IL-7R é principalmente via

expressao do receptor (39).

A sinalizacdo da IL-7 com seu receptor IL-7R (CD127) promove em células T
periféricas, a proliferacdo e a sobrevivéncia celular por proporcionar um balango favoravel da
familia de proteinas anti-apopticas BCL-2 (40). A IL-7 é detectada em altas concentragdes
séricas em pacientes LCCT (41), e expressao do transcrito nas biopsias de pele (42). Cultura
de pele de individuos LCCT tem o crescimento das células malignas interrompido apos a
adicdo de anticorpo neutralizante de IL-7 (41). Além disto, a exposi¢do de células de Sézary
com IL-7 desencadeia aumento na expressdo dos receptores IL-7R (CD127) e IL-2 e efeitos
sinérgicos a IL-2 na proliferacdo dessas células (42). IL-7 e também IL-15 regulam a
expressdo de c-myb e BCL-2 em linhagens de LCCT promovendo a sobrevivéncia e
proliferacdo celular(43). A expressdo de BCL-2 também € encontrada nas lesbes de LCCT,



sendo que altos niveis da familia de proteinas esta relacionada com resisténcia das células

tumorais a radioterapia (44).
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Figura 3. Imunopatogénese da micose fungoéide e sindrome de Sézary.

A proteina sinalizadora STATS5 é um fator transcri¢do, que exibe um papel importante
de perfil inflamatério. Em linfocitos TCD8+, mas ndo TCD4, o STAT5 € essencial na
homeostase de células efetoras (45). Em modelo experimental knockout de STATS5 ocorre a
reducdo da populacgdo total de linfocitos TCD8+ (46). STATS ¢ fosforilado pelo complexo
Janus kinases (JAK1/JJAK3) de maneira dependente de sinalizagdo de citocinas



sensibilizadoras do receptor gama comum, como IL-7, IL-15, IL-2 e IL-21 (47). Subunidades
de STAT5p promovem transcri¢do de diversas proteinas, entre elas BCL2.

Fotoférese extracorporea foi capaz de diminuir a fosforilagdo de STATS5 apds estimulo
com IL-15 em linfécitos totais (48). Estudos recentes identificaram altos niveis de IL-15
circulantes em pacientes com LCCT, relacionado com o avanco da doenca. Um agente
transcripcional repressor de IL-15, Zeb1, encontra-se hipermetilado, promovendo 0 aumento
da transcricdo de IL-15. Em modelo experimental, a hiperexpressdo de IL-15 induz um
quadro espontaneo de LCCT similiar com a forma humana (49). Estudos recentes indicam
gue STATS induz a expressdo de miR-21 e miR-155, micro RNA pds transcripcionais
altamente expresso na pele e no sangue periférico de pacientes e que conferem propriedades

anti-apoptoticas em células malignas no LCCT, (50, 51).

A resisténcia a apoptose das LCCT é dificilmente atribuida apenas aos fatores de
resisténcia intrinsecos. A necessaria adicao de citocinas ou sinais co-estimuladores de células
T nas culturas de células malignas (41, 42) sugerem que fatores extrinsecos presentes no

ambiente tumoral contribuam para o crescimento e sobrevivéncia das células T malignas.
1.3 Sindrome de Sézary

Os primeiros relatos da Sindrome de Sézary sdo de artigos datados de 1938 a 1949,
nos quais o dermatologista francés, Albert Sézary, descreve pacientes com ceélulas
“monstruosas” na pele e no sangue, paralelamente a eritrodermia e prurido intenso (52).

Sendo assim, sindrome de Sézary foi definida historicamente pela triade de
eritrodermia, linfadenopatia generalizada e presenca de células neoplasicas (Células de
Sézary) na pele, nos linfonodos e no sangue periférico (53). A contagem de células de Sézary
por microscopia nem sempre é altamente sensivel ou reproduzivel por diferentes laboratorios
(54). Alem disso, linfécitos normais ativados podem se apresentar morfologicamente
similares as células de Sézary. Sendo assim, outros critérios, além da contagem absoluta de
células de Sézary >1000mm?, sugeridos pela International Society for Cutaneous Lymphomas
(ISCL), s@o necessarios para o diagnostico: alteracdes imunofenotipicas de marcadores de
células T maduras, CD2, CD3, CD4, CD5, delecdo do CD7 na populagdo CD4 >40% ou
delecdo do CD26 na populagdo CD4 >30%; razao de CD4:CD8>10, resultante da expansao
clonal maligna, e demonstracdo de um clone predominante de células T no sangue periférico e
em linfonodos ou em biopsias de pele (10). Devido ao grande numero de linfocitos

neoplasicos em lesdes tumorais dos pacientes com LCCT, ensaios moleculares normalmente
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evidenciardo um clone de células T predominante. Avaliagdes das cadeias VB predominantes
por citometria de fluxo ou por PCR possibilitam a identificacdo do clone maligno (55).

Dentre as alteragdes de marcadores mais comuns, é a perda de CD7, encontrada em
aproximadamente dois ter¢os dos casos, juntamente com a perda de CD26, maioria dos casos,
que representam ferramentas na identificacdo das células de Sézary (56). Entretanto, a
expressdo alterada desses marcadores de células T, embora frequénte, ndo é especifica para as
células T malignas, sendo descrito em individuos saudaveis como também em outros tipos
neoplasicos de células T (57) e dermatoses benignas (58).

Em raras ocasides, SS pode ocorrer ap6s curso classico de MF. Segundo a ISCL esses
casos devem ser denominados de "SS precedidos por MF". Da mesma maneira, pacientes com
MF sem eritrodermia, mas que apresentem critério hematoldgico devem ser denominados
"MF com envolvimento leucémico” (59).

Outro marcador, ligante de MHC de classe I, CD158k/KIR3DL2, pertencente a familia
a killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR), tem sido descrito como um marcador paras
células T malignas (60). Em individuos normais é expresso em uma parcela de células NK e
uma minoria de linfécitos TCD8+ circulantes (61). Trabalhos relatam a expressdo de CD158k
estar elevada em clones malignos de celulas T circulantes em individuos SS (62), e em
linfocitos T de infiltrado tumoral (63). Entretanto, estudos recentes identificaram a expressdo
de CD158k em células T circulantes em apenas 40% de um grupo de 107 casos de SS (64).
Devido a intensa heterogeneidade das células de Sézary, além da imunofenotipagem, outros

ensaios sdo necessarios para a identificacdo da célula maligna.

O 6bito normalmente é relacionado a sepse bacteriana (microorganismos mais
frequentemente isolados: Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeroginosa) atribuida a
imunodeficiéncia (65). A imunodeficiéncia em questdo pode ser decorrente do perfil de
citocinas Th2 secretadas pelas células malignas, diminuicdo da resposta & antigenos,
diminuicdo da citotoxidade mediada por células T (66) ou a perda do repertdrio de receptores
de células T (TCR) (67). A perda do repertorio de TCR é observada também em pacientes
infectados por HIV, e no LCCT, estima-se que seja devido a imunossupressdo pelas células T
malignas em células T ndo malignas, diminuicdo de geracdo de células T naive pelo timo ou
por outras causas ainda ndo identificadas (33). A diminuicdo do repertorio TCR é
correlacionada com o estagio do linfoma em pacientes com LCCT. O repertério € mais
comprometido nos estagios mais avancados, embora possa ser encontrado também em

estagios iniciais (67, 68).
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1.3.1 Imunidade anti-tumoral: células TCD8+ na sindrome de Sézary

O curso natural da resposta TCD8+ inclui ativagdo de células naive, expansao clonal
de celulas efetoras, reducdo das células efetoras e geracdo de células de memdria, sendo
memoria central e/ou memoria efetora (69).A homeostase € restaurada principalmente por
inducdo de apoptose apOs a expansdo massiva de células efetoras, via moléculas proé-

apoptdticas, como a molécula Bim (70).

A funcéo primordial das células TCD8+ é sua acéo citotoxica contra células infectadas
por virus ou patdgenos intracelulares via moléculas de classe | do MHC. O contato dos
linfécitos TCD8+ citotoxicos com as células alvo induz apoptose por dois mecanismos: num
primeiro evento ocorre a liberacdo de granulos de perforina que permitem a entrada de
granulos co-secretados de granzimas ou granulozima na célula alvo induzindo a apoptose. O
segundo evento envolve a ligacdo entre o Fas ligante dos linfécitos TCD8+ com o receptor
Fas no queratindcito que culmina em uma cascata de sinalizacdo intracelular apoptotica (71).
As células TCD8+ secretam citocinas como TNF e IFN-y e quimiocinas que atraem células

inflamatorias para os sitios de infec¢cdo(72).

Nas células T citotoxicas, os granulos liticos dos lisossomos que contem perforina e
granzima sdo revestidos por uma dupla camada lipidica constituida de glicoproteinas
lissosomais (LAMPs), incluindo CD107a (LAMP-1), CD107b (LAMP-2) e CD63 (LAMP-3).
A expressdo de CD107a e b na superficie de células mononucleares do sangue periférico é
marcador de degranulacdo, ou seja, de funcdo efetora celular, também pode aumentar a
adesdo vascular dos linfocitos (73). As duas populagdes efetoras contém perforina, secretam
IFN-y e TNF-a e conferem fungdes citotoxicas contra as células alvo (74). As células TCD8+
citotoxicas sdo essenciais na resposta antitumoral na SS, uma dele¢do ou um estado anérgico
das células TCD8+ especificas ao linfoma poderia resultar na progressdo da doenca (75).

A presenca de linfécitos TCD8+ no infiltrado tumoral é considerada um fator de
prognostico favoravel nos pacientes com MF (76). Existe uma relacdo positiva de linfocitos
TCDB8+ circulantes, > 600cels/uL, a um maior tempo de sobrevida de pacientes com LCCT
(77). Essa relacdo se torna mais proeminente de acordo com o avango da doenga.

A progressdo da doenca em pacientes com LCCT esté associada a uma reducdo nos
nameros de células NK circulantes e sua funcionalidade. O percentual de células citotoxicas,
NK e TCD8, expressando marcadores de ativacdo, CD69, é reduzido em pacientes com LCCT

em estagios iniciais e avancgados (78).
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Além da acdo citotdxica, a geracdo de células de memdria imunoldgica é essencial
para conferir protecdo imediata nos tecidos periféricos inflamados e nos drgédos linfoides
secundarios. As células T CD8+ podem ser classificadas em quatro populagdes distintas
baseadas em seus fendtipos: uma populacdo de memoria central (CD45RA-CCR7+), duas de
memoria efetora (CD45RA-CCR7-, CD45RA+CCR7-), e uma populagdo naive
(CD45RA+CCR7+). Mecanismos que controlam quais células efetoras entram em apoptose e
quais sobreviverdo para tornarem-se células de memoria ainda ndo estdo bem esclarecidos.
Dentro da heterogeneidade dos linfocitos TCD8+ efetores, algumas propriedades podem
apontar precursores de células de memdria. As células T efetoras de memaoria migram para 0s
tecidos periféricos ndo linfoides, tem potencial citolitico e promiscuidade no potencial
migratorio; enquanto que as células T de memoria central dirigem-se para as areas de células
T nos 6rgdos linfoides secundarios, tem baixo potencial citolitico e apresentam limitado

potencial migratorio (79).

Em alguns modelos bem estabelecidos de infeccdo, como virus da coriomeningite
linfocitica (LCMV), um pequeno grupo de células TCD8+ efetoras foi indicado como
precursor de células de memdria, baseado nas expressdes de receptor da subunidade alfa de
IL-7 (CD127), CD27, BCL-2, e redugédo da expressdo do receptor de lectina G1 (KLRG1)
(80). Apesar de esses marcadores serem entendidos como potenciais precursores da formacéo
de células de memoria, esses fendbmenos ndo sdo critérios exclusivos, uma vez que a morte
celular também é observada em células com alta expressdo de CD127 (81). Em infeccOes
agudas, células TCD8+ de memdria sdo mantidas de maneira independente de apresentacdo
antigeno por acdo das IL-7 e IL-15 que promovem sobrevivéncia celular e uma proliferagéo
basal (82). Os efeitos de sobrevivéncia IL-7 sdo, em parte, devidos a capacidade de aumentar
a expressao da familia de proteinas anti-apoptéticas BCL-2 via fosforilagdo de STATS (46). A
ativacdo dos linfocitos TCD8+ resulta em uma regulacdo negativa da expressdo de CD127,
acompanhada pela reducdo de BCL-2, o que pode estar envolvido com a fase de contracéo,
inducdo de apoptose em células efetoras (83).

Exaustdo celular nos linfocitos TCD8+ é caracterizada por uma fase temporaria em
qgue os linfécitos ndo apresentam mediadores liticos como granzima B, perforina ou
apresentam alguma funcdo adicional comprometida (84). Em contexto de infecgdo viral
crénica, como HIV, HCB, EBV e CMV, a reducéo do receptor CD127 em linfécitos TCD8+
tem sido correlacionado com exaustéo celular, decorrente da exposigdo antigénica persistente

(85). Pacientes com HIV apresentam uma correlagdo inversa entre a expressao de CD127 em
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linfocitos TCD8+ totais com o indice de apoptose desses mesmos linfocitos. A redugdo da
expressdo de CD127 esté relacionada também com a alta viremia e deplecdo de linfocitos
TCD4+ nesses pacientes, sendo considerado indicador de mau progndstico (86, 87). Em
pacientes com HCV, linfocitos TCD8+ virus-especificos considerados exaustos, com
alteracOes na capacidade proliferativa, diferenciagdo celular e reconhecimento antigénico,
com marcadores sugestivos de exaustdo celular como, PD-1, KLRG1 e CD160, apresentavam
exclusivamente expressdo baixa ou mediana do receptor CD127 (88). Em modelo
experimental de infeccdo (LCMV), estimulacdo persistente do TCR resulta na reducdo
irreversivel da expressdo de CD127 em linfocitos TCD8+ e delegdo desses linfocitos
especificos. No caso da estimulacdo por um curto periodo de tempo, os linfécitos TCD8+

voltaram a expressar CD127 e sua sobrevivéncia foi estendida por mais tempo (85).

Em bidpsias de lesdo em pele de pacientes com SS, a maioria dos linfécitos T CD8 séo
naive ou células de memoria, e ndo células T efetoras (89). O receptor de quimiocina CXCR3
é relacionado ao homing de células T efetoras ao sitio de inflamag&o e encontra-se diminuido
em linfocitos T de pacientes com LCCT (90). Esse predominio de células T imaturas pode ser
explicado pela reducdo de CXCR3, principalmente em células TCD8+ efetoras de pacientes
com LCCT (75). Além disto, ha uma correlagdo inversa entre 0s niveis de expressdo de
CXCR3 em células TCD8+ e a porcentagem de células tumorais CD4+ CD7- no sangue
periférico (75). De fato, a evolucdo da doenca estd associada ao aparecimento de células
tumorais circulantes paralelamente com a reducdo da contagem de células TCD8+ CXCR3+

no sangue periférico.

O fendtipo de células T CD8+ CD28- exibe fungdo reguladora, e sdo encontrados em
porcentagem elevada no sangue periférico de pacientes com LCCT, correlacionando-se

positivamente com idade, estagio clinico e niveis do infiltrado da pele (91).

O recrutamento de células T CD8+ é provavelmente gerado pela exposicdo aos
antigenos tumorais especificos, particularmente quando o infiltrado tumoral aumenta na pele.
A resposta antitumoral pelas células TCD8+ pode ser modulada com determinados

adjuvantes, como ligantes de receptores Toll-like (TLR).
1.4 Receptores Toll-like e cancer (TLR)

O estagio avancado de MF/SS tem prognostico reservado, 0 que gera interesse no

desenvolvimento de novas terapias adjuvantes com a¢do imunomoduladora para potencializar



14

a resposta antitumoral. Adjuvantes de resposta imune inata como os agonistas de TLRs,
tém sido amplamente abordados em pesquisas para potencializar a resposta tumoral,
utilizados em associac¢do ou ndo com antigenos do tumor.

Os receptores TLRs séo receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), pertencentes a
superfamilia de receptores interleucina-1-TLR (TIR), capazes de reconhecer estruturas
conservadas presentes nos diversos microorganismos (PAMPs, Padrdoes Moleculares
Associados a Patdgenos). O reconhecimento dos PAMPs inicia as vias de sinalizacdo que
resultam na producdo de citocinas/quimiocinas pro-inflamatérias e inducdo da resposta
adaptativa (92). Séo classificados de acordo com o tipo de PAMPSs que reconhecem.

Os TLRs sédo altamente conservados através da evolugdo e podem ser encontrados em
espécies distantes como plantas, peixes e mamiferos (93). Atualmente, existem 13 subtipos
distintos de TLRs identificados em mamiferos, sendo que 10 desses sdo codificados por
humanos. Cada subtipo de TLR exibe um padrdo de expressdo peculiar e responde a sinais
especificos. Ainda podem ser divididos em duas maiores categorias, de acordo com a
localizagdo celular: (1) TLRs endossomais ou intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9); e
(2) TLRs associados & membrana plasmatica ou extracelulares (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e
TLR6) (94).

O dominio citoplasmatico dos TLRs, apds o reconhecimento dos TLRs aos seus
ligantes, desencadeia o recrutamento de moléculas adaptadoras, como fator de diferenciacdo
mieldide (MyD88), proteina associada-TIR (TIRAP), receptor toll ativador de interferon
(TRIF) e o fator nuclear (NF)-kappa B. Essas plataformas moleculares regulam a transcri¢éo
de genes de ativacdo, como indutores de interferon tipo I e I1, e de citocinas pré-inflamatorias,
incluindo o fator alfa de necrose tumoral (TNF-a), IL-1, IL-6 e IL-12 (95). O padrédo de
citocinas induzidas é determinado pelo tipo celular ativado via TLR. A maioria dos TLRs,
com excecdo do TLR3, sinaliza via MyD88. Outros adaptadores como 0os membros da familia
de fatores de transcricdo IRF (fator regulador de IFN), particularmente o IRF 1, 3, 5 e 7 séo
ativados pela MyD88 ou TRIF e sdo cruciais para producéo de IFN tipo I (96). Os receptores
do tipo TLR respondem também a sinais enddgenos de células estressadas ou de morte
celular, o que sugere um papel na auto-vigilancia e reposta imune anti-cancer (95). Os

subtipos de TLRs e suas vias de sinalizagéo estdo representados na Figura 4.
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Figura 4. Representacdo esquematica dos subtipos de TLR e vias de sinalizagdo em
humanos.

Os receptores tipo toll sdo encontrados em diversos tipos celulares como células
dendriticas, mondcitos, neutrdéfilos, linfdcitos, células epiteliais, natural killers (NK), sendo
que cada tipo celular expressa uma combinacdo de diferentes tipos de TLR. Células
dendriticas mielGides expressam TLR1-6 e TLR8. TLR7 e TLR9 sdo encontrados
principalmente em dendriticas plasmocitdides e linfécitos B (97). Mondcitos expressam todos
0s TLR com excecdo do TLR3. Neutrofilos expressam TLR1, TLR2 e TLR4-10, enquanto
células NK expressam TLR1 (98, 99). Linf6citos T podem expressar TLR2, 8 e 10 (95).
Apesar dos TLRs serem expressos principalmente em células hematopoiéticas, também séo
encontrados em queratindcitos, células epiteliais da pele, do trato intestinal, urogenital e
respiratdrio (100).

Agonistas para TLR3, 4, 7, 8 e 9 sdo agentes promissores na imunoterapia para o

cancer, e estdo na lista de agentes imunoterapicos com altos potenciais para tratamento no
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cancer do Instituto Nacional do Céancer (102). IFN do tipo I, é a principal citocina induzida
apos ativacdo de TLR3, 7, 8 e 9. Fortemente associada com a imunidade anti-viral, é essencial
para a imunidade adaptativa por facilitar a apresentacdo antigénica, promover a proliferacéo
de células T de memodria, inibir a apoptose em células T e induzir ativacdo de celulas
dendriticas e células NK (103). Além da resposta dependente de IFN I, as citocinas IL-6 e IL-
12, induzidas também pela ativacdo de TLRs, inibem a efetividade das células T reguladoras e
polarizam a resposta para o perfil Th1, promovendo efeitos antitumorais. Ativacdo de TLR7 e
TLR8 com imidazoquinolinas desencadeia efeitos anti-tumorais, por inibira angiogénese,
potencializar a citotoxicidade de células NK e promover a apoptose direta de células tumorais
(104, 105).

Os ligantes de TLR podem promover ativacdo de células TCD8+ , induzindo o
fenotipo de memdria/efetor e aumento da expressdo de CD69 (106). Contudo, os agonistas de
TLR3 e TLR7 resultam na ativacdo de todos os fenétipos de maturacéo pelas células T CD8+.

Os agonistas de TLR sejam em uso topico ou in vitro tem mostrado ampla acdo
imunomoduladora e tém sido explorados para potencializar a atividade imune inata de células
dos pacientes com LCCT em estagio avancado (66). Nos pacientes de LCCT, o estimulo com
agonista para TLR8, Imiquimode 3M-002, induz aumento da expressédo de CD69 e CD25 em
células NK e células T, respectivamente, e aumento da atividade citolitica de células NK. A
combinacéo de agonistas para TLRs com citocinas, como IFN mostra um importante efeito no
tratamento de pacientes em estagios avancados de LCCT, por potencializar a resposta imune.
Além disto, a associa¢do do agonista para TLR 7/8 (3M-007) com IFN-a ou IL-15 induz a
producdo de citocinas por DCs, aumenta a atividade citolitica de células NK contra células
tumorais assim como induz células TCD8+ citotoxicas em pacientes com LCCT(107).

Similarmente, os agonistas de TLR9, CpG A e CpG B, sdo capazes de induzir a
producéo in vitro de IFN-a, e de aumentar a fungdo das células NK e células TCD8+ em
pacientes com LCCT avancado (107). O uso de PF-3512676 (CPG7909), um agonista de
TLR9, é capaz de promover a maturacdo de células pDC e eficacia anti-tumoral em protocolo
clinico de fase | em pacientes com MF e SS, que sdo refratarios a outros agentes terapéuticos
sistémicos. Estudos de vacinagdo in situ com agonista para CpG-ODN diretamente nas lesdes,
associado com tratamento de radiagéo localizada, mostrou-se eficaz para desenvolver resposta
anti-tumoral (108).

Os resultados sugerem que a radiacdo local pode tornar as células T malignas mais
susceptiveis para o processamento antigénico pelas APC e que a estimulagdo das células

pDCs por CpG-ODNs, mesmo em doses subterapéuticas, induz resposta anti-tumoral. Além
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das evidéncias histologicas de regressao de lesdes hd uma diminui¢do do numero de células T
reguladoras Foxp3+ e aumento de pDCs.

Nas biopsias de pele de pacientes com MF ha aumento da expressdo de TLRs 2, 4 e 9
enquanto no infiltrado tumoral de TLRs 5, 6 e 7 (109). Nos vasos dérmicos a presenca de
TLRs 4, 5 e 6 pode determinar um possivel papel na sinalizacdo de linfocitos na pele ou uma
regulacdo positiva de mediadores inflamatorios que atuam durante o ciclo da doenga (109). A
aplicacdo topica nas lesdes de agonista de TLR, como o Imiquimod ligante de TLR7 induz
uma resposta imune local capaz de regredir as lesdes (110). Ja o resiquimode, agonista para
TLR7 e TLR8, expresso em células pDCs e mDCs respectivamente, quando utilizado na
forma de gel tépico é 100 vezes mais potente para ativar a imunidade sistémica comparado ao
uso tépico de imiquimode (111).

Esses dados salientam a importancia de estimular a resposta inata, seja por
imidazoquinolinas ou CpG em combinagdo com modificadores bioldgicos para potencializar a
resposta imune de pacientes com LCCT em estagio avancado. Grande parte dos trabalhos
cientificos foca na caracterizacdo e na funcionalidade das células malignas. Abordagens com
o foco nos linfécitos TCD8+ podem contribuir para desenvolvimento de novas estratégicas

terapéuticas na sindrome de Sézary.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a expressdo de moléculas de ativacdo e exaustdo celular em células TCD8+,
verificar o potencial de ligantes de TLR na inducdo de citocinas e na expressdo de moléculas

de ativacdo em células TCD8+. Conferir resposta do eixo IL-7/IL-7R nos linfocitos T.

2.2 Objetivos especificos

Analisar no sangue periférico de pacientes com SS e controles saudaveis,

e A frequéncia e expressdo de marcadores de ativacdo/exaustdo em células TCD8+ e
TCDA4+ nos diferentes estagios de diferenciagéo;

e O potencial de resposta de células T ao ligante de TLR7/TLR8 em células
mononucleares na produgdo de IFN-y e TNF e na expressdo de marcadores de
ativacdo/exaustdo;

e A resposta do eixo IL-7/IL-7R pela andlise de fosforilacdo de STATS5, expressdo de
BCL-2 em células T, potencial proliferativo e nivel sérico de IL-7.
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3. METODOS

3.1 Casuistica

Os pacientes com Sindrome de Sézary (SS) (n=15), com idade de 48 a 85 anos,
composto por sete homens e oito mulheres, foram procedentes do Ambulatério de Linfomas
Cuténeos da Divisdo Clinica Dermatoldgica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP. O critério de selecdo utilizado foi o proposto pelas organizacbes EORTC e
ISLC (10, 11): presenca de células de Sezary >1000mm?, clone predominante de células T no
sangue periférico, clone idéntico ao circulante identificado na pele e razdo de CD4:CD8
circulantes >10 associados a avaliacdes clinicas. Exames de imunofenotipagem de
CD4+CD7- (>40%) e CD4+CD26- (>30%) também foram considerados. As amostras de
sangue periférico foram obtidas previamente ao tratamento, contudo para trés individuos com
SS, as amostras foram coletadas durante o tratamento: caso SS2 - PUVA, clorambucil e
deflazacort; caso SS5 — clorambucil, prednisona e betametasona; caso SS19 — prednisona,
interferon, UVBnb e betametasona.

O grupo controle foi composto por individuos sadios (n=24), sendo 12 homens e 12
mulheres, com idade entre 35-75. Todos os individuos foram informados do contetdo da
pesquisa, e submetidos ao termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pela
Comisséo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina de Universidade de Sado Paulo (CAAE
07965312.0.0000.0068).

3.2 Obtencao de células mononucleares (CMNs) do sangue periférico

Para obtengdo de CMNs, amostras de sangue periférico dos individuos foram
coletadas em tubo heparinizado estéril e diluidas com solugéo fisioldgica, volume a volume,
em tubo plastico. As suspensdes das CMNs foram obtidas apos centrifugacdo por 20 minutos
a 2200 rpm, atraves de gradiente de concentragdo Ficoll-Hypaque (Amersham Pharmacia
Biotech, NJ, EUA). As células obtidas foram quantificadas em cdmara de Neubauer e a

concentragéo ajustada de acordo com o ensaio realizado.
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3.3 Avaliacdo fenotipica de células TCD8+ e TCD4+ do sangue periférico.

Foram coletados cinco mL de sangue periférico em tubo contendo EDTA. A marcacao
extracelular das células foi realizada com a adicdo dos anticorpos descritos no Quadro 1, em
140uL de sangue e posterior incubacdo por 20 minutos a temperatura ambiente ao abrigo de
luz. As hemécias foram lisadas com a solugdo BD FACS™ LysingSolution (BD Biosciences)
por 15 minutos a temperatura ambiente.

Apb6s a marcagdo das células, 300.000 eventos foram adquiridos em aparelho de
citometria de fluxo Fortessa (LSRFortessa, BD, Califérnia, USA) com auxilio do software
Diva (BD — USA). A analises das células foi realizada através do software FlowJo (Try Star —
USA).

Quadro 1 - Anticorpos do painel de ativacdo/exaustdo e diferenciacdo de células T de

sangue periférico

Anticorpo Fluorocromo Clone Empresa

CD3 BV605 SK7 BD Biosciences
CD4 PE-CF594 RPA-T4 BD Biosciences
CD8 V500 RPA-TS BD Biosciences
CCR7 AlexaFluor 647 3D12 BD Biosciences
CD45RA APC-H7 HI1100 BD Biosciences
CD26 FITC M-A261 BD Biosciences
CD7 Violet 421 M-T701 BD Biosciences
CD38 AlexaFluor 700 HIT2 BD Biosciences
PD-1 PE MIH4 BD Biosciences
CD127 PE-Cy7 HIL-7R-M21 BD Biosciences
PDL-1 PE-Cy7 MIH1 BD Biosciences

3.4 Producéo de citocinas por células T apos estimulo com ligante de TLR

Para avaliar o efeito da ativacdo de células por ligantes de receptores Toll-like (TLR) na
producdo de citocinas e na expressdo de marcadores de ativacdo/exaustdo em células T, as
CMNs foram cultivadas em meio RPMI 1640 (GIBCO, Invitrogen, CA, EUA) suplementado
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com 10% de soro AB humano (Sigma Aldrich, CA, USA) e distribuidas em placa de 48 pocos
(Corning-Costar, NY, EUA), na concentraco de 2x10° células/mL a 37°C em estufa com 5%
de CO,. Apds 18 horas, as CMNs foram incubadas com anticorpo anti-CD107a (PeCy5) e
estimuladas com agonista de TLR7/8 (CL097, 5.0 ug/mL) (Invivogen, CA, EUA) ou acetado
de forbolmiristato (PMA, 50ng/mL) e ionomicina (1pg/mL) por 20 horas. Apds seis horas de
incubacdo, acrescentou-se a brefeldina A (10ug/mL, SigmaAldrich). Posteriormente, as
células foram lavadas e incubadas com marcador de viabilidade Texas Red (Invitrogen) por
20 minutos a temperatura ambiente. As celulas foram lavadas com PBS, fixadas e
permeabilizadas em tampédo CytofixCytoperm (BD), a marcagdo extra e intracelular foi
procedida com anticorpos descritos no Quadro 2. A técnica do FMO (Fluorescence minus
one) foi realizada com o objetivo de definir a intensidade de fluorescéncia correspondente ao
positivo cada marcador. Ap6s a marcagao das células 300.000 eventos foram adquiridos em
aparelho de citometria de fluxo Fortessa (LSRFortessa, BD, California, USA) com auxilio do
software Diva (BD — USA). A anélises das células foi realizada através do software FlowJo
(Try Star — USA).

Quadro 2 - Anticorpos do painel de células T secretoras de citocinas

Anticorpo Fluorocromo Clone Empresa

CD3 BV605 SK7 BD Biosciences
CD4 V500 RPA-T4 BD Biosciences
CD8 AlexaFluor 700 RPA-T8 BD Biosciences
CD26 FITC M-A261 BD Biosciences
CD69 APC-Cy7 FN50 BD Biosciences
CD107a PE-Cy5 H4A3 BD Biosciences
IFNy V450 B27 BD Biosciences
TNF PE-Cy7 MAb11 BD Biosciences
PD-1 PE MIH4 BD Biosciences

3.5 Avaliagéo da expressdo de BCL2 em células T

Para avaliar a expressdo da familia da proteina anti-apoptotica BCL2, as CMNSs foram
cultivadas em meio RPMI 1640 (GIBCO) suplementado com 10% de soro AB humano
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(Sigma Aldrich) e distribuidas em placa de 48 pocos (Corning-Costar), na concentragdo de
2x10° células/mL 37°C em estufa com 5% de CO,. Ap6s 18 horas as células foram
estimuladas com recombinante humano de IL-7 (10ng/mL) ou IL-15 (10ng/mL) (Peprotech,
NJ, USA) e incubadas por mais 48 horas. Posteriormente, as celulas foram coletadas, lavadas
e incubadas com marcador de viabilidade Texas Red (Invitrogen) por 20 minutos em
temperatura ambiente. Seguiu-se com o protocolo de marcagdo para citometria de fluxo e
aquisicdo apresentado no item anterior. O painel de anticorpos utilizados encontra-se no
Quadro 3.

Quadro 3 - Anticorpos do painel para a avaliagcdo da expressdo de BCL-2 em células T

Anticorpo Fluorocromo Clone Empresa

CD3 BV605 SK7 BD Biosciences
CD4 V500 RPA-T4 BD Biosciences
CD8 AlexaFluor 700 RPA-T8 BD Biosciences
CD127 PE-Cy7 HIL-7R-M21 BD Biosciences
CCR7 AlexaFluor 647 3D12 BD Biosciences
CD45RA APC-H7 HI1100 BD Biosciences
CD158k PE 180704 R&D Systems
BCL2 FITC 100 BioLegend

3.6 Avaliacéo da fosforilacdo de STAT5 em células T

Para avaliar o potencial de resposta ao estimulo de IL-7 e IL-15, foi analisada a
fosforilagdo de STATS em células T pela técnica Phosflow, em CMNSs de individuos sadios e
com SS. 1x10° de CMNs foram distribuidas em tubo de citometria, em500pL de meio de
cultura RPMI 1640 (GIBCO) suplementado com 10% de soro AB humano (Sigma Aldrich) a
37°C em estufa com 5% de CO,. Apds 18 horas, as células foram estimuladas com
recombinante humano de IL-7 (1ng/mL) ou IL-15 (1ng/mL) (Peprotech) e incubadas por 15’ a
37°C. Seguiu-se com o protocolo de marcacdo extracelular e intracelular para citometria sob
as instrucdes do fabricante. Apos a marcacao das células 300.000 eventos foram adquiridos
em aparelho de citometria de fluxo Fortessa (LSRFortessa) com auxilio do software Diva

(BD). A analises das células foi realizada através do software FlowJo (Try Star).
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Quadro 4 - Anticorpos do painel de fosforilacdo de STAT5

Anticorpo Fluorocromo Clone Empresa

CD3 BV605 SK7 BD Biosciences
CD4 APC RPA-T4 BD Biosciences
CD8 V500 RPA-T8 BD Biosciences
CD127 PE-Cy7 HIL-7R-M21 BD Biosciences
CCRY AlexaFluor 647 3D12 BD Biosciences
CD45RA APC-H7 HI1100 BD Biosciences
CD158k PE 180704 R&D Systems
STATS PE-CF594 pY694 BD Biosciences
CD132 FITC TuGh4 BD Biosciences

3.7 Ensaio de proliferacao de células T

CMNs de individuos saudaveis e com SS, foram marcadas com CFSE (CellTrace™
CFSE CellProliferation Kit, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucfes do
fabricante. As células marcadas com CFSE (4uM) foram cultivadas (1x10° células/500pL) em
meio RPMI 1640 (GIBCO) suplementado com 20% de soro AB humano (Sigma Aldrich), na
presenca de IL-7 (20ng/mL), fitohemaglutinina (PHA) (5pug/mL) ou com IL-7previamente e
apos 2h de estimulo com a PHA,durante 5 dias em placa de 48 pocos (Corning-Costar)
incubado a 37°C em estufa com 5% de CO,.A concentracdo de PHA foi uma sub-dose capaz
de induzir pelo menos dois ciclos de divisdo celular. Posteriormente ao periodo de cultura, as
celulas foram coletadas, lavadas e incubadas com marcador de viabilidade Texas Red
(Invitrogen) por 20 minutos em temperatura ambiente. Seguiu-se com o protocolo de
marcagdo extracelular para citometria de fluxo. A divisdo celular foi avaliada por citometria

de fluxo no citbmetro Fortessa. O painel de anticorpos utilizados encontra-se no Quadro 5.

Quadro 5 - Anticorpos do painel de linfoproliferagdo em células T

Anticorpo Fluorocromo Clone Empresa

CD3 BV605 SK7 BD Biosciences

CD4 V500 RPA-T4 BD Biosciences
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CD8 AlexaFluor 700 RPA-T8 BD Biosciences
CD127 PE-Cy7 HIL-7R-M21 BD Biosciences
CD158k PE 180704 R&D Systems

3.8 Quantificacéo de IL-7 sérico

Os valores de IL-7 foram avaliados em amostras de soro utilizando o kit human IL-7

CBA Flex Set (BD Bioscienses) por citometria de fluxo. O limite de detectacdo foi de 0,5

pg/mL.

3.9 Analise estatistica

Os dados foram analisados no software GraphPadPrism (versdo 5.0). A correlagdo

estatistica entre os grupos foi realizada utilizando o teste ndo paramétrico Man-Whitney e

Wilcoxon para teste intra grupos.

Todas as comparagdes que resultaram em p<0.05 foram consideradas significantes.
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4. RESULTADOS
4.1 Caracteristicas dos individuos envolvidos no estudo

Foram selecionados 15 pacientes diagnosticados com Sindrome de Sézary cujos
achados clinicos e laboratoriais no momento do diagndéstico estdo descritos na Tabela I e
Tabela I1 respectivamente. Como grupo controle foram selecionados 24 individuos saudaveis

com idade pareada ao grupo com SS.

O sexo dos pacientes com SS tem representagdo homogénea, sendo oito do sexo
feminino e sete do masculino. Todos pacientes apresentavam eritrodermia (15/15, 100%) e
intenso prurido (15/15, 100%). Apenas 13% (2/15) encontravam-se com ectropios, 76%
(10/13) com hiperqueratose palmo-plantar, 71% (10/14) com linfonodomegalia palpéavel,

sendo 38% (5/13) com confirmacdo por tomografia computadorizada.

A pesquisa de clones predominantes no sangue periférico € um dos critérios para
diagnostico dos pacientes com SS, sendo positiva para 80% dos pacientes. O clone circulante
foi identificado em bidpsias de pele em 61% dos individuos avaliados. Os achados
laboratoriais considerados no diagnostico foram: contagem absoluta de células de Sézary
(12/15, 80%), razdo de CD4/CD8 > 10 (12/14, 85%) e CD4+CD26- > 30% (14/15, 93%) e
CD4+CD7- > 40% (7/11, 63%). Em dois pacientes, SS5 e SS19, a pesquisa de clonalidade de
células T foi negativa (os probes utilizados em nossos servicos provavelmente néo
englobaram o clone presente nesses pacientes, contudo, os demais achados clinicos e
laboratoriais concluiram o diagndstico de sindrome de Sézary).

Outros achados como leucocitose (10/15, 66%), linfocitose (10/15, 66%) e contagem
absoluta de CD4+ (14/15, 93%) foram observados na maior parte dos individuos, condizente
com a expansdo de células malignas. A contagem de linfécitos TCD8+ absoluta mostrou-se
abaixo dos valores normativos (13/13, 100%) dos individuos avaliados. Eosinofilia (5/15,
33%) e valores elevados da enzima lactato desidrogenase (DHL) (12/15, 80%) foram

observados no grupo SS, e podem ser correlacionados com a progresséo da doenca.
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Tabela I. Caracteristicas clinicas dos pacientes no diagnostico

Paciente 1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 13 15 16 17 19
Sexo F F M M F M M F M M M F F F F
Idade (anos) 75 55 56 70 62 57 68 69 56 62 48 60 65 70 58
Eritrodermia X X X X X X X X X X X X X X X
Prurido X X X X X X X X X X X X X X X
Ectrépio - - - - - - X -- -- -- D G
Hiperqueratose -- X X - X X X nr nr X X = X X X
Linfonodomegalie
) X X -- X - - X nr X X X X X X -
palpavel
Linfonodomegalie X X - nr - x X X o -
palpavel(TC)
Clonalidade T x X X X - X X X X X X X X X -
Clonalidade T na
X X nr - - X nr X X X X X - X -
pele

Hiperqueratose palmo-plantar, TC = tomografia computadorizada; Clone de células T
predominante no sangue periférico, Clone de células T idéntico no sangue periférico e na
pele, nr = ndo realizado.

Tabela 1. Caracteristicas laboratoriais dos pacientes no diagndéstico

Linf. . ., CD4 CD26- CD7- CD8 CD4/ . DHL/
SS  Leuc. ) > Sézary glk()):) (%) (%) abs. CD8 Eosin. "~ ¢
1 X 10 X 9 75 nr 204 47 650 1,19
2 X 21 X 20 98 97 -- 48 260 1,23
3 -- 0,9 -- 0,8 36 3 29 28 300 1,55
4 -- 2,2 X 2 90 nr 66 31 1100 1,36
5 -- 2 X 1,7 52 nr 182 9 750 1,36
7 X 3,4 -- 3,1 74 82 174 18 50 1,74
8 X 6,8 X 6,2 86 81 295 22 150 1
9 -- 3 -- 2,3 81 23 -- 6 270 1
10 X 7,6 X 6,6 79 nr 153 43 340 1,84
11 X 8,6 X 8,1 52 41 -- 24 0 2,53
13 X 21 X 20 22 2 -- 48 10270 3,39
15 X 131 X 104 99 99 0 nr 1410 1,7
16 -- 3,7 X 3,2 89 88 148 22 160 1,76
17 X 7,3 X 6,7 59 62 147 45 0 1,82
19 X 3 X 2 61 2 247 10 280 1,57

Valores de referéncia para: Leucdcitos > 10x10°/L; Linfocitos (x10%) 0,9-3,4/mm™ Células de
Sézary >1000/mm? CD4 abs. (x10% 0,5-1,7/mm> CD26 e CD7 em linfécitos TCD4+;
TCD8+ abs. 330-1460/mm?; eosinéfilos 50-500/mm?; nr= nio realizado.
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4.2 Perfil fenotipico das células TCD8+ no sangue periférico

A imunidade celular esta deprimida nos pacientes com SS, contudo avaliacbes de
marcadores de ativacdo ou exaustdo celular de células TCD8+ sdo escassas. Inicialmente, foi
avaliado o perfil fenotipico das células TCD8+ quanto aos estagios de diferenciagéo,
expressdo de moléculas de ativacdo (CD26, CD38), naive (CD127) e de exaustéo celular (PD-
1/PDL-1) no sangue periférico dos pacientes com SS, e comparados com individuos
saudaveis por citometria de fluxo. A Figura 5 ilustra a estratégia de analise utilizada para
avaliar as etapas de diferenciacdo do linfocito TCD8+ definidas pela expressdo de CCR7 e
CD45RA como: naive (CCR7+CD45RA+), memoria central (CCR7+CD45RA-), efetor
(CCR7-CD45RA-) e efetor RA (CCR7-CD45RA+). A Figura 6 exibe estratégia de analise

utilizada para avaliacdo de marcadores de ativacdo/inibicao.

Os pacientes com SS mostraram um percentual diminuido de células TCD8+ em
relacdo aos individuos controles (Figura 7A) com mediana de 3.7% em comparacdo a
31.15% dos individuos controles. Além disto, o valor absoluto dos linfocitos TCD8+ em
100% dos pacientes com SS esteve abaixo do valor de normalidade.

Em relacdo a diferenciacdo celular, o grupo SS mostrou menor frequéncia (mediana
5.1%) da populacdo TCD8+ naive em relacdo ao grupo controle (26.9%), ndo diferindo

guanto aos demais estagios de diferenciacao (Figura 7B).

O percentual de células TCD8+ com presenca do marcador de ativacdo CD26 foi

reduzido no grupo SS (mediana de 11.54%) em relacdo ao grupo CTRL (26.5%) Figura7C.

Por outro lado, o percentual de células TCD8+ que expressam o marcador de ativacao
crbénica, CD38, esteve elevado no grupo SS comparado ao grupo CTRL (Figura 7C). Esse
aumento também foi observado quando avaliado o MFI, median fluorescence intensity
(Figura7D). Ao estratificar a expressdo de CD38 de acordo com o grau de diferenciacdo
celular, observou-se o aumento na frequéncia das populagdes mais diferenciadas: efetora e

efetora RA no grupo SS (Figura 8A), porém sem interferir no MFI (dado ndo mostrado).

Em contraste com a expressdo de CD38+ nas células TCD8+ mais diferenciadas, o
percentual de células TCD8+CD127+ foi reduzido nas populacdes efetora e efetora RA
(Figura 8A e B).
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Quanto a expressao da molécula inibidora PD-1 (CD279), os grupos mostraram-se
similares (Figura 8C). Ao estratificarem relacdo aos estagios de diferenciacdo, o percentual
de células TCD8+PD-1+ foi elevado na populacdo naive nos pacientes com SS em
comparacdo ao grupo CTRL (Figura 8C), enquanto nao houve diferenca no seu ligante PDL-

1 entre os grupos (dado ndo mostrado).

Os dados evidenciam que na SS, as células TCD8+ do sangue periférico expressam
marcador de exaustdo (PD-1) ja no inicio de diferenciacdo, naive, enquanto que nos estagios
mais diferenciados expressam o marcador de ativacédo crénica, CD38.
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Figura 5. Estratégia de analise para caracterizacdo de linfdcitos e sua diferenciacdo em
individuo saudavel e paciente com s. Sézary. Amostra de sangue periférico foi avaliada por
citometria de fluxo. a) Individuo saudavel; b) Paciente com SS (SS4).
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Figura 6. Estratégia de andlise de marcadores de ativagdo/inibicdo em linfécitos TCD8+.
Amostra de sangue periférico de individuo saudavel e com SS foi analisada por citometria de
fluxo. a) Individuo saudavel; b) Paciente com SS (SS4).



34

O controle
[ ] Sezary

A) TCD8 B) Diferenciagao

1001 100 -

75 754
* k% 4

TCD8+

50 50

TCD8+

Oo 00 *kkk

%

25 254

%

&,
95d%%%> Q0
M 5

SRR
®
® o

OOOO : g ° ;
0 Sonpoeane® 0 g_*
Controle Sezary Naive Efetor Efetor RA Memoria
C) D)
CcCD38,PD-1,CD127,PD-L1 e CD26 8000 5000
, 6000 ° 6000 M
* % * % g 5
100- o v
le) 2000 o = 2000
1)
75 4 ’ (0'e) . e , .o
¥
o) o  cemel seay convew
a o o)
o O
= so{o o * o0
@ (] ) 4000 o
E ° ]
25 ° 2000
O g Ld L]
e Co e 1000 jg s
i . o
0 - ’ Controll s
CcD38 PD-1 CcD127 PD-L1 CD26

Figura 7. Avaliacdo fenotipica dos linfocitos TCD8+. Os linfocitos TCD8+ foram
analisados por citometria de fluxo em amostras de sangue periférico de individuos saudaveis
(n=14-19) e de pacientes com S. Sézary (n=4-15) quanto: a) percentual em linfécitos CD3+;
b) populacbes naive, memoria, efetor e efetor RA; c) expressdo de CD38, PD-1, CD127, PD-
L1 e CD26; f) MFI da expressdo de CD38, CD127 e CD26. Os dados estdo representados
com mediana e interquartis. **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.
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Figura 8. Expressdo de marcadores de ativacao/exaustdo nas fases de diferenciacdo dos
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4.3 Perfil fenotipico das células TCD4+ no sangue periférico

O sangue periférico de individuos com SS mostrou uma importante expansdo de
células malignas (Tabela I). Desta forma, o percentual de TCD4+ foi elevado no grupo com
SS em comparagdo com ao grupo CTRL (Figura 9A). Similarmente, a média dos valores
absolutos de células TCD4+ no grupo SS (Tabela I1) esteve acima dos valores de referéncia
de individuos adultos normais. Contudo, em relacdo a diferenciacdo celular, os grupos nédo
diferiram entre si (Figura 8B). Apesar da avaliacdo da expressdo dos marcadores CD26 e
CD7, as andlises em células TCD4+ nao distinguiram células malignas das ndo-malignas, toda

via sugerem a presenca de células malignas circulantes.

A Figura 9C exibe reducdo no percentual de células CD4+CD26+ e de CD7+, um dos
critérios considerados para o diagnéstico de SS. Observamos uma reducao nas populactes
TCD4+CD127+ e TCD4+CD38+ em comparac¢do ao grupo controle (Figura 9D).

A molécula inibidora PD-1 e seu ligante PDL-1 também foi avaliada em linfocitos T
CD4+ do grupo SS. O percentual de TCD4+PD-1+ foi maior no grupo SS quando comparado
com grupo CTRL, porém os grupos ndo diferiram em relacdo a expressdo de PDL-1 (Figura
9D).Vale ressaltar que a avaliacdo de PD-L1 do grupo SS foi possivel em apenas 4 individuos

do grupo.

Os achados mostram que as células TCD4+, neoplésicas ou ndo, no sangue periférico
de individuos do grupo com SS apresentaram aumento na expressdo do marcador de exaustdo,

PD-1, e diminui¢do no marcador de ativacao cronica, CD38.
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Figura 9. Avaliacdo fenotipica dos linfocitos TCD4+ no sangue periférico. As células
TCD4+, de sangue periférico de individuos saudaveis (n=14-19) e de pacientes com SS (n=3-
15), foram analisadas por citometria de fluxo quanto: a) percentual em TCD3+; b) populagdes
naive, memoria, efetor e efetor RA; c)expresséo de CD26 e CD7 e d)expressdao CD38, PD-1,
CD127 e PD-L1.0s dados estdo representados com mediana e interquartis. *p<0,05,
#%p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001.

4.4 Perfil de resposta de células TCD4+ e TCD8+ apds estimulo com agonista de

receptor Toll-like

Considerando a imunossupressao nos pacientes com SS, avaliamos se a ativacdo de
componentes da imunidade inata pode estimular a resposta de células T. Neste sentido,
agonistas sintéticos de TLR sdo amplamente utilizados como adjuvantes de resposta vacinal

com o intuito de potencializar a producdo de citocinas/quimiocinas. Desta forma, células
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mononucleares de individuos controle e com SS foram cultivadas por 20hrs com agonista de
TLR 7/8, CL097 ou com forbol acetato de miristato (PMA) como controle positivo. A
producao de citocinas, como IFNy e TNF, molécula de desgranulagdo CD107a, marcador de
ativacdo precoce CD69 e a moléecula inibidora PD-1, foram avaliadas em células TCD8+ e
TCD4+ por citometria de fluxo. A Figura 10 ilustra a estratégia de analise para
caracterizacdo de linfocitos TCD4+ e TCD8+ em células mononucleares.

A FigurallA ilustra que no grupo SS, na condi¢do sem estimulo, houve um maior
percentual de linfocitos TCD8+IFNy+ em relagdo ao grupo CTRL. E importante ressaltar
queo grupo SS ndo se mostrou permissivel a modulagdo da producdo de IFNy pelos agonistas,
PMA e CL097, em contraste do grupo controle. Da mesma maneira com a molécula de
desgranulacdo, CD107a, somente o grupo controle mostrou aumento de resposta apos adicdo
do estimulo (Figura 11B). A expressdo de PD-1, molécula com potencial inibidor em células

T, exibe percentuais similares entre 0s grupos.

As células TCD4+ secretoras de IFNy e TNF manifestaram um perfil similar de
producdo de citocinas, IFNy e TNF, entre os grupos (Figura 12A). Entretanto, o0 grupo com
SS ndo expressou resposta aos estimulos, PMA e CL097, na producdo de IFNy ou de CD107a
(Figura 12B). Apesar da produgdo de citocinas ndo ser modulada pelos agonistas, houve
aumento da expressdo de CD69, em niveis similares entre os grupos para PMA, e ndo via
agonista de TLR7/8, CL097, como observado no grupo controle, tanto para as células TCD4+

quanto para TCD8+ .

Os dados evidenciam alteracdo na via de ativacdo TLR7/8 seja por linfocitos ou
células apresentadoras, que por sua vez, ndo foram capazes de promover a ativacdo dos

linfocitos T.
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Figura 10. Estratégia de andlise de linfécitos TCD8+ e TCD4+ em células
mononucleares. CMNs de individuo saudavel cultivadas com agonista de TLR 7/8 (CL097)
ou com PMA + lonomicina por 20 horas, e analisadas por citometria de fluxo quanto a
expressdo de marcadores de desgranulacdo, ativacdo, exaustdo e producao de citocinas.
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Figura 11. Producdo de citocinas e expressdo de marcadores de ativacdo/exaustdo em
células TCD8+ ap6s estimulo com agonista de TLR 7/8. Amostras de CMNs de individuos
saudaveis (n=22) e de pacientes com SS (n=8) foram cultivadas com agonista de TLR 7/8
(CLO97) ou PMA +lonomicina por 20 horas, e analisadas por citometria de fluxo quanto: a)
produgdo de IFNy e de TNF; b) expressdo de CD107a, CD69 e PD-1; ¢) MFI de CD107a,
CD69 e PD-1.0s valores estdo representados como mediana e interquartis. *p<0,05,
**p<0,01, quando comparado entre grupos e #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 e
####p<0,0001quando comparado com o condi¢do ndo estimulada (basal).
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Figura 12. Producdo de citocinas e expressdo de marcadores de ativagdo/exaustdo em
células TCD4+ apds estimulo com agonista de TLR 7/8. As amostras de CMNs de
individuos saudaveis (n=22) e de pacientes com SS (n=8) foram cultivadas com agonista de
TLR 7/8 (CL097) ou PMA + lonomicina por 20 horas, e analisadas por citometria de fluxo
quanto a: a) produgdo de IFNye TNF; b) expressdo de CD107a, CD69 e PD-1; c) MFI de
CD107a, CD69 ede PD-1.0s valores estdo representados como mediana e interquartis.
*p<0,05 e **p<0,01, quando comparado entre grupos e #p<0,05, ##p<0,01, #H#p=<0,001 ou
#####p<0,0001quando comparado com a condic¢do néo estimulada (basal).

4.5 Perfil fenotipico de células TCD8+ em pacientes com SS ap6s tratamento

Investigamos se a terapia medicamentosa poderia ter alterado o perfil fenotipico dos
linfocitos TCD8+. Em quatro pacientes com SS o perfil fenotipico foi reavaliado durante a

terapia. Considerando que os pacientes iniciam a terapéutica imediatamente apds diagndstico,
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0 tempo sob terapéutica foi heterogéneo entre os pacientes: SS2 foram 23 meses, SS5 11
meses, SS16 5 meses e 0 paciente SS19 apds 3 meses.

Em todos os pacientes avaliados foi possivel detectar aumento na populagdo TCD8+
CD26+ (Figura 13). Os individuos SS5 e SS19 apresentaram um perfil semelhante, com
aumento das populacbes TCD8+CD38+, CD26+, PD-1+ e CD127-, sugestivo de ativacdo. O
individuo SS2 se destacou do grupo pela redugdo do percentual TCD8+PD-1+.
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Figura 13. Expressdo de marcadores de ativagdo/inibicdo em TCD8+ antes e apds
tratamento de pacientes com SS. Amostras de sangue periférico de pacientes com SS (n=3-
4) foram avaliadas por citometria de fluxo antes e apds tratamento.

4.6 Eixo IL-7/IL-7R: fosforilacdo de STAT5 em células T

Com a constatagdo da reducdo de CD127, subunidade o do receptor de IL-7, em
células TCD4+ e TCD8+ dos pacientes com SS continuamos a investigacdo para avaliar se 0
eixo IL-7IL-7R poderia estar comprometido. A subunidade gama de IL-7R é comum a IL-15
e outras citocinas, e compartilham similaridades na cascata de sinalizago intracelular, como a

fosforilagdo de STATS. Por essa razéo a citocina IL-15 foi utilizada como controle positivo.

A fosforilagcdo de STATS de células T apds estimulo com IL-7 ou IL-15 foi avaliada
em CMNs de individuos com SS (n=3) e individuos saudaveis (n=4) por citometria de fluxo
(Figura 14). Optamos pela exibi¢do de casos individualizados devido a pequena amostragem
de pacientes. E possivel observar um aparente retardo no deslocamento do pico da intensidade
de fluorescéncia dos trés pacientes avaliados (Figura 14A). O paciente SS2 exibiu menor
deslocamento em relacdo a condi¢do sem estimulo, enquanto o paciente SS19 revelou indices
de STAT5p até maiores do que os controles. Nota-se também que o pico na condi¢do sem
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estimulo do paciente SS2 encontra-se ligeiramente deslocado, sugerindo um aumento na
STATS5p constitutivo (MFI de 1472, sendo que o MFI do grupo controle foi de 810).

Os dados evidenciam que a fosforilagcdo de STATS5 em células TCD8+ é variével entre

0S pacientes com SS e mostram que pode ocorrer alteracdo na sinalizacdo ja na condicdo

basal, como apds estimulo da via IL7-IL-R.
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Figura 14. Andlise da fosforilacdo de STAT5 apds estimulo com IL7/1L-15 em linfécitos
TCD8. CMNs de individuos saudaveis (n=4) e de pacientes com SS (n=3) foram cultivadas
com IL-7 ou IL-15 por 15°, e analisadas por citometria de fluxo quanto a fosforilacdo de
STATS5. a) Representacdo em histograma de STAT5p em TCD8+ de um individuo saudavel e
dos trés pacientes; b) MFI de STAT5p em TCD8+ . Linha pontilhada preta mostra a condi¢édo
com IL-7, linha pontilnada azul mostra a condicdo com IL-15 e preenchido de cinza a
condicdo sem estimulo. Cada barra representa um individuo.

O perfil de STAT5p nos linfocitos TCD4+ se mostrou similar entre os grupos (Figura
15). Observou-se também a formacdo de dois picos de fluorescéncia (Figura 15A), o que
evidencia a auséncia de deslocamento parcial da populacdo de linfocitos TCD4+ nos
pacientes com SS. E fato que nos linfécitos TCD4+ do grupo com SS encontramos células

neoplésicas e ndo neoplasicas, o que poderia justificar a disparidade na fosforilacdo de
STATSp.
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Figura 15. Andlise da fosforilacdo de STATS5 apds estimulo com IL7/1L-15 em linfocitos
TCDA4. CMNs de individuos saudaveis (n=4) e de pacientes com SS (n=3) foram cultivadas
com IL-7 ou IL-15 por 15°, e analisadas por citometria de fluxo quanto a fosforilacdo de
STATS5. a) Representacdo em histograma de STAT5p em TCD4+ de um individuo saudavel e
dos trés pacientes; b) MFI de STAT5p em TCD4+. Linha pontilhada preta mostra a condicédo
com IL-7, linha pontilhada azul mostra a condicdo com IL-15 e preenchido de cinza a
condicdo sem estimulo. Cada barra representa um individuo.

4.7 Eixo IL-7/1L-7R: expressdo de BCL2 em células T

A IL-7 é um potente fator de sobrevivéncia para linfécitos durante o desenvolvimento
e na homeostase periférica. Os efeitos de sobrevivéncia IL-7 sdo, em parte, devidos a
capacidade de aumentar a expressao da familia de proteinas anti-apoptoticas BCL-2 via
fosforilagdo de STATS (46). Desta maneira, avaliamos a expressdo de BCL2 em linfocitos
TCD8+ e TCD4+ em resposta a IL-7 e IL-15. Observou-se um perfil peculiar de expressdo
parcial de BCL-2 dos linfocitos TCD8+ dos pacientes com SS (Figura 16A), em relacdo ao
grupo controle, no qual se percebeu a ndo uniformidade na expressdao de BCL-2. Revelado
tambem no percentual de células TCD8+BCL2+ (Figura 16B).

O perfil de expressdo de BCL2 pelos linfocitos TCD8+ do grupo SS se manteve o
mesmo apds os estimulos. Evidéncia de que parte dos linfocitos TCD8+ néo € responsivo. O

individuo SS2 se destacou por apresentar 0 menor percentual de expressdo de BCL2 (em
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todas as condi¢des) em comparacdo ao grupo controle e aos demais pacientes com SS. Além
disso, o AMFI do paciente SS2, ou seja, a diferenca entre a condi¢cdo com estimulo IL-7 e a
condicdo sem, foi 120, enquanto a média dos individuos controles foi de 1758. Pode-se
observar no histograma (Figura 16A) a auséncia de deslocamento apos o estimulo IL-7 no
caso SS2. Os casos SS5 e SS19, no entanto, apesar do menor percentual de TCD8+ BCL-2+

constitutivo equivalem-se ao grupo controle apds os estimulos, tanto no percentual de
TCD8+BCL2+ quanto para 0 MFI de BCL-2 em linfocitos TCD8+.
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Figura 16. Expressdo de BCL2 apds estimulo com IL-7 ou IL-15 em linfécitos TCDS.
CMNs de individuos saudaveis (n=4) e de pacientes com SS (n=3) foram cultivadas com IL-7
ou IL-15 por 48 horas, e analisadas por citometria de fluxo quanto a expressdo de BCL2. a)
Representacdo em histograma da expressédo de BCL2 em TCD8+ de um individuo saudavel e

dos trés pacientes; b) Expressédo de BCL2 em TCD8+ . Cada barra representa um individuo.

Em linfécitos TCD4+ a expressdo constitutiva de BCL2 foi similar entre os grupos no
percentual de células (Figura 17B). Apenas o paciente SS19, mostrou-se heterogéneo na
expressao de BCL2 de linfécitos TCD4+ (Figura 17A). Novamente, 0 grupo SS se mostrou

bastante heterogéneo, sendo que o caso SS5 exibiu um elevado MFI de expressdo de BCL2
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constitutivo, 3182, em relacdo a média do grupo controle, 2069, ndo diferindo nos valores de
AMFI. Paralelamente, contatou-se baixo AMFI apés IL-7 do caso SS2, 323, comparado a
mediana dos controles de 1617.
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Figura 17. Expressdo de BCL2 apds estimulo com IL-7 ou IL-15 em linfécitos TCDA4.
CMNs de individuos saudaveis (n=4) e de pacientes com SS (n=3) foram cultivadas com IL-7
ou IL-15 por 48 horas, e analisadas por citometria de fluxo quanto a expressdo de BCL2. a)
Representagcdo em histograma da expressdo de BCL2 em TCD4 de um individuo saudavel e
dos trés pacientes; b) Expresséo de BCL2 em TCD4+.

A presenca do marcador sugestivo de malignidade, KIR2DL2/CD158k, em celulas
TCD4 foi considerada para avaliacdo da expressdo de BCL2 (Figura 18A). O individuo SS2

registrou o maior percentual de CD158k+ em linfdcitos TCD4, 2,66%, em relagdo a 0,16% no
individuo SS19 e 0,79% do individuo SS5.

No grupo SS observamos um perfil de expressdo de BCL2 diferente entre os linfocitos
TCD4+CD158k- e TCD4+CD158k+, sendo que a populacdo dita maligna, CD158k+, exibiu
menor potencial de expressdo de BCL2, tanto no percentual quanto no MFI em comparacao as
células TCD4+CD158k- (Figura 18B). Além disso, os valores de MFI do caso SS2 revelaram
alta similaridade entres as populacbes TCD4+CD158k+ e TCD4+CD158k-, sugerindo a
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presenca de células malignas na populagdo sem o marcador de malignidade. Contudo, este
paciente exibe um perfil atipico dos demais avaliados.
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Figura 18. Expressdo de BCL2 ap6s estimulo com IL-7 ou IL-15 em linfdcitos
TCD4+CD158k+ e TCD4+CD158k- de individuos com S. Sézary. CMNs de individuos
com SS (n=3) foram cultivadas com IL-7 ou IL-15 por 48 horas, e analisadas por citometria
de fluxo quanto a expressdo de BCL2. a) Marcador de malignidade, CD158k+, em TCD4+; b)
Expressédo de BCL2 em células TCD4+CD158k- (barra preenchida) e TCD4+CD158k+ (barra
hachurada).Cada barra representa um individuo.

4.8 Eixo IL-7/IL-7R: resposta proliferativa de células T

E reconhecido o papel da IL-7 na inducdo de sobrevivéncia e proliferagdo mitogénica
de linfécitos T, sendo assim, avaliamos o efeito de IL-7 na capacidade proliferativa dos
linfocitos de pacientes com SS. As CMNs de individuos com SS e controles saudaveis
marcadas com CFSE foram incubados por cinco dias com IL-7, na presenca do mitdgeno

fitohemaglutinina (PHA) ou previamente incubados com IL-7 por duas horas e depois com
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PHA por cinco dias. A incubagdo apenas com IL-7 ndo é capaz de induzir ciclos de
proliferacdo detectaveis por CFSE, sendo assim utilizamos uma baixa concentracdo de PHA

para que possibilitasse avaliar os efeitos da IL-7, como previamente descrito (112, 113).

Os linfocitos TCD8+ dos trés individuos do grupo SS, na condicdo IL-7 + PHA,
mostraram um percentual maior de células que sofreram divisdes que a mediana dos
controles, 39% (Figura 19A e Figura 19B). Esse potencial proliferativo aumentado dos
pacientes ndo parece ser dependente somente de IL-7, considerando que na condi¢do apenas
com PHA obtivemos os seguintes valores: mediana dos controles, 11%, e mediana do grupo

SS, 33%.
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Figura 19. Resposta linfoproliferativa de células TCD8+ por CFSE. CMNs de individuos
saudaveis (n=4) e de pacientes com SS (n=3) foram marcadas com CFSE e cultivadas com
IL-7, PHA, ou IL-7 previamente e depois com PHA, por 120 horas, e analisadas por
citometria de fluxo quanto a capacidade de proliferacdo. a) Representagdo em dot spot dos
TCD8+ que proliferaram de um individuo saudavel e dos trés pacientes; b) TCD8+ que
proliferaram. Dot spot vermelho indica a situagdo sem estimulo, e dot spot azul a condicdo IL-
7+PHA. Cada barra representa um individuo.



A)

49

O potencial proliferativo dos linfocitos TCD4+ do grupo SS ndo se mostrou
homogéneo entre os pacientes como observado com os linfocitos TCD8+. O caso SS5 se
destacou do grupo SS por mostrar alta capacidade proliferativa, de 47% para PHA e 89% para
IL-7 e PHA, sendo a mediana do grupo controle 14% com PHA, 43% para IL-7 e PHA
(Figura 20A e 20B). Paralelamente, o caso SS2 mostrou-se 0 menor potencial com 5% para
PHA e 13% para IL-7 e PHA.

Como os linfécitos TCD4+ incluem as células malignas esperava-se um maior
potencial proliferativo em comparacao ao grupo controle, o que foi observado apenas no caso
SS5, salientando a heterogeneidade de resposta entre os pacientes com SS. Além disto, o caso
SS2 exibiu menor potencial proliferativo e maior percentual de células TCD4+CD158k+,

sugestiva de células de Sézary (Figura 18A).
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Figura 20. Resposta linfoproliferativa de células TCD4 por CFSE. CMNSs de individuos
saudaveis (n=4) e de pacientes com SS (n=3) foram marcadas com CFSE e cultivadas com
IL-7, PHA, ou IL-7 previamente e depois com PHA, por 120 horas, e analisadas por
citometria de fluxo quanto a capacidade de proliferacdo. a) Representacdo em dot spot
TCD4+ que proliferaram de um individuo saudavel e dos trés pacientes; b) TCD4+ que
proliferaram. Dot spot vermelho indica a situacdo sem estimulo, e dot spot azul a condigéo IL-
7+PHA. Cada barra representa um individuo.
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4.9 Eixo IL-7/IL-7R: Determinacdo sérica de IL-7

A avaliacdo do eixo IL-7/IL-7R foi realizada pela expressdo do receptor CD127,
fosforilacdo de STATS, expressdao de BCL2, capacidade proliferativa e também os niveis
séricos de IL-7 de pacientes SS e controles. Os trés casos com SS foram avaliados pré e pds

terapia.

Detectamos menor quantidade de IL-7 circulante no grupo com SS em comparagéo ao
grupo controle (Figura 21). Em trés pacientes foram avaliados os niveis anteriores e
posteriores ao tratamento: SS2 - 1.13 e 0.2pg/mL, SS5 - 2.18 e 0.3pg/mL e SS19 - 88 e
118pg/mL respectivamente. Pode-se observar que dois casos permaneceram com niveis de IL-
7 diminuidos em relacdo aos niveis dos controles. No grupo com SS 5/16 (31,25%) dos

individuos exibiram valores de IL-7 abaixo do limite de deteccdo, e 2/28 (7,14%) do grupo de

individuos saudaveis.
IL-7
*%*
90 ]
80
20—

Controle Sézary

Figura 21. Determinacdo sérica de IL-7. Os niveis de IL-7 em soro de individuos saudaveis
(n=28) e de pacientes com SS (n=16) previamente ao tratamento foram avaliados pelo método
cytometric bead array por citometria de fluxo. A linha horizontal representa o limite de
deteccdo do ensaio. Os valores estdo representados com mediana e interquartis. **p<0,01.
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5. DISCUSSAO
5.1 Caracteristicas laboratoriais dos pacientes com SS

Um dos critérios segundo a EORTC para o diagnoéstico de SS € a contagem de células
Sézary acima de 1000mm? no sangue periférico. Embora, em trés (3/15) pacientes a pesquisa
morfolégica em esfregaco foi negativa, estes possuiam quadro clinico compativel com SS e
achados laboratoriais condizentes, como imunofenotipagem, razdo CD4/CD8 e clonalidade de
células T. A quantificacdo das células malignas por lamina de esfregagco sanguineo ainda €
utilizada, porém outros fatores devem ser considerados para o diagnostico, uma vez que 0
resultado pode apresentar variacdes interoperador (66). E possivel, ainda, que as alteragdes

fenotipicas, que caracterizam as células neoplasicas, precedam as alteracdes morfoldgicas.

AlteracOes de alguns parametros laboratoriais, como elevacao de desidrogenase lactica
(DHL) e eosinofilia sdo frequentes em pacientes LCCT, podem estar associados com pior
prognostico (59, 65). A eosinofilia é considerada um marcador relacionado com a progresséo
da doenca (114), e em associa¢do com o elevado nivel de IgE, revela o um perfil de secrecdo
predominante de citocinas Th2, como IL-5, encontrado nos pacientes (115-118). Do total de
15 pacientes SS, foi observado eosinofilia em 33%, sendo um paciente (n° 13) com valor 20

vezes acima do limite normalidade de eosinéfilos.

Quanto a distribuicdo dos linfocitos T no sangue periférico, foi observada grande
alteracdo na proporgdo de células CD4/CD8 em todos os pacientes, perfil caracteristico de SS,
decorrente da massiva expansdo clonal de células malignas. A reducdo porcentual de
linfocitos TCD8+ observada nos pacientes pode ser explicada pela expansdo das células
TCD4+ malignas, confirmado em 93% do grupo com SS. Em LCCT, na tentativa de avaliar o
prognostico de sobrevida dos pacientes SS com celulas TCD8+, observaram a relacéo positiva
de linfocitos TCD8+ circulantes > 600céls/ul. com maior tempo de sobrevida dos pacientes
(77). A mediana dos valores absolutos de células TCD8+ do grupo com SS neste estudo foi de
153 células/mm?. E possivel que a reducéo dos valores absolutos dos linfécitos TCD8+ , seja
decorrente de alteracdo de fatores considerados essenciais na homeostase e sobrevivéncia,
como a IL-7. De fato, evidenciamos valores sericos de IL-7 nos pacientes com SS abaixo do
grupo de controles. Contudo ainda se faz necessario a dosagem de CD127 ligante soltvel, um

competidor de IL-7, para assim compreendermos seus baixos niveis séricos.
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5.2 Perfil de células TCD8+ na sindrome de Sézary

Nossos resultados mostram alteracdo na expressdo de marcadores nos linfocitos
TCD8, CD38 e CD127, sugestivo de ativagdo cronica, achados ainda ndo documentados. A
estratégia de estimular a resposta adaptativa estimulando a imunidade inata via agonistas de
TLRs néo foi capaz de impulsionar producéo de citocinas com perfil Thl por células TCD8+,
considerando este quadro de exaustdo/ativagdo cronica por células TCD8+. Por outro lado, 0
uso de agonistas de TLRs é capaz de modular a producéo e citocinas/quimiocinas em células
mononucleares de pacientes com SS (dados ndo mostrados).

As células TCD8+ na SS exibem valores absolutos reduzidos e menor representacao
percentual da populacdo de células naive. O numero de células naive na periferia é
determinado pelo balanco entre reducdo do nimero de células (morte ou diferenciacao) e
renovacao celular através da divisdo celular ou emigracdo de tecidos linfoides (82). Apesar da
diminuicdo percentual de células TCD8+ naive as células mais diferenciadas, efetora e efetora
RA, encontram-se percentualmente preservados em comparagdo ao grupo controle. A
emigracdo de tecidos linfoides e homeostase periférica das células T naive é regulada
principalmente por IL-7, dentre outros fatores (119). Como o grupo com SS exibiu indices
séricos de IL-7 abaixo do grupo controle, é possivel que as células emigrantes do timo, assim
como a homeostase das células TCD8+ naive, estejam prejudicadas. De fato, os indices
séricos de IL-7 mostraram correlagéo positiva (fspearman = 0.59; p<0.05) com o porcentual de
linfocito TCD8+ circulante, mas ndo com o valor absoluto ou com o percentual da populacdo

naive circulante nos pacientes com SS.

As células T ndo-malignas nos pacientes com LCCT sdo usualmente encontrados com
nameros reduzidos. A linfopenia de células T é observada nos pacientes com valores
absolutos de células T elevados decorrente da expansao de células malignas, mas também nos
que possuem valores normais de linfécitos T ou em estdgios iniciais da doenca (120).
Yawalkar e colaboradores identificaram perda da complexidade do repertorio do receptor de
células T, avaliando a cadeia variavel beta (BV) e da regido altamente varidvel CDR3 em
linfocitos TCD4+, mas também em TCD8+, em pacientes em todos os estagios de LCCT
(67). A causa dessa linfopenia relativa ndo € conhecida, mas sugere uma desregulacdo

sistémica da geracdo ou homeostase de células T.

O biomarcador TREC, T-cell receptor excision circles, reflete as celulas recem

imigradas do timo circulantes no sangue periférico (121). Yamanaka e colaboradores
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evidenciaram reducdo de TREC em células T circulantes malignas e ndo malignas de 108
pacientes com LCCT (121). A reducdo de TREC nesses pacientes correlaciona-se de maneira
positiva com a perda da complexidade do TCR. Existem dois parametros bioldgicos que
afetam a concentracdo do TREC periférico: longevidade das células T e diluicdo do
biomarcador devido & expansdo clonal, vez que o biomarcador ndo € replicado durante a
mitose celular (122). Desta maneira, 0os niveis de TREC podem ser reflexos também da
expansdo clonal das células T. Entretanto, essa hipdtese ndo exclui a possibilidade de os

niveis baixos de TREC serem decorrentes de output timico deficiente.

CD38 (ADP-ribosylcyclase) € um complexo molecular multifuncional, predominante
expresso em ceélulas de linhagens linfo-monociticas em diferentes estagios de diferenciacédo
(123). Participa da ativacdo e migracdo de células imunocompetentes, sendo que a interacdo
da molécula CD38 e seu ligante induz inibicdo da adesdo ao endotélio de leucéticos via
selectina (124). Além disto, a sinalizacdo via CD38 em células T purificadas induz alta
producéo de IL-6, IFNy e baixos niveis de IL-4 e IL-2 (125).

O aumento da expressdo de CD38 foi um achado homogéneo no grupo com SS, tanto
em linfécitos TCD8+ totais quanto nas populacGes efetoras. Até 0 momento, nao ha relatos na
literatura sobre a expressdo de CD38 em linfocitos TCD8+ de individuos com SS. Em
infeccdes cronicas virais, como na infeccdo por HIV, ha aumento da expressdo de CD38 nas
células TCD8+, evidéncia associada com rapida progressdo da doenca, processo de
imunoativacdo e independente da carga viral plasmatica (126). Além do mais, estes linfdcitos
TCD8+CD38+ especificos ao HIV, sdo mais suscetiveis a morte celular mediada por
Fas/FasL, e apresentam alta expressdo de CD95 (Fas) (127). E possivel que o maior
percentual de TCD8+ CD38+ nos pacientes com SS seja resultante de imunoativacéo
persistente, entretanto maiores investigacfes sdo necessarias para avaliar o impacto dessa

populacdo na progresséo da doenca.

Além disto, o perfil de ativacdo crénica dos linfécitos TCD8+ nos pacientes com SS
foi enfatizado pela reducdo da populacdo naive e também de TCD8+CD127+, caracteristico
do processo de imunoativacdo (83). A reducdo da populacdo TCD8+CD127+ é descrita em
diversas doencas, como na infecgdo por HIV e no céncer (128). O achado pode ser decorrente
também de regulacdo negativa por citocinas de células Th2, comum em pacientes com SS,
visto que IL-4 in vitro reduz a expressdo de CD127 em linfécitos TCD8+ purificados (129).

Na imunodeficiéncia comum variavel, analisado pelo nosso grupo de pesquisa, foi observado
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aumento de expressao CD38 na populacdo de células TCD8+ TEMRA e diminuigdo de
CD127, revelando um fen6tipo de imunosenescéncia das células TCD8+ (130).

Em modelo experimental de infeccdo por LCMV, estimulagdo persistente do TCR
resulta na reducdo irreversivel da expressdo de CD127 em linfocitos TCD8+ e posterior
delecdo desses linfocitos especificos. No caso da estimula¢do por um curto periodo de tempo,
os linfocitos TCD8+ voltam a expressar CD127 e sua sobrevivéncia é estendida por mais
tempo (85). Como no modelo experimental de LCMV, a redugdo na expressdo de CD127
observada nos pacientes pode ser decorrente da estimulagéo antigénica prolongada.

Intensa sinalizacdo via TCR em células TCD8+ promove a regulagdo negativa da
expressao de CD127 (IL-7R) (82), conforme observado nas populagdes mais diferenciadas do
grupo com SS. Esse achado, em conjunto com maior percentual de TCD8+CD38+, marcador
de ativacdo cronica, também nas populacdes efetoras, sugerem perfil de ativacdo das células
TCD8+ .

A interacdo PD-1/PD-L1 resulta em inibicdo de fun¢Bes imunes em linfocitos T, essa é
uma das raz0es pela expressdo de PD-1 ser relacionada com exaustdo celular. A expressdo de
PD-1 nos linfécitos TCD8+ é comum em dermatoses eritrodérmicas benignas (131), porém
existe escassa evidéncia em individuos com LCCT. Observamos que os linfécitos TCD8+
naive do grupo SS mostraram-se com uma expressao proeminente do marcador, entretanto de

maneira heterogénea sendo que cinco (5/12) pacientes tiveram valores acima de 50%.

Na avaliacdo fenotipica dos linfocitos TCD8+ identificamos uma diminuicdo da
populacdo CD8+CD26+ no grupo SS. CD26 é uma molécula co-estimuladora, e a ativacao
via CD26 em linfécitos TCD8+ CD26™%" propicia um perfil citotéxico, com produgéo
elevada de IFNy, TNF, FasL, ¢ Granzima B (132). Entretanto, investigacbes em LCCT
limitam-se a avaliar CD26 em linfocitos TCD4+, categorizando-o como marcador de célula
maligna. E possivel que a reducfo dessa via de ativagdo, CD26, nos linfocitos TCD8+ , possa

prejudicar a resposta antitumoral.

Em pacientes com LCCT os genes relacionados com o perfil Thl e citotoxicidade
estdo menos expressos (133), enquanto ha maior expressdo de genes relacionados com
resposta Th2. Devido a predominancia de resposta Th2 no SS, procuramos avaliar se a
utilizacdo in vitro de adjuvantes de imunidade inata, como os ligantes de TLRs, seria capaz de

imunomodular a producgédo de citocinas e quimiocinas. Os agonistas de TLR sejam em uso
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topico ou in vitro tem mostrado ampla acdo imunomoduladora e tém sido explorados para

potencializar a imunidade inata de pacientes com LCCT em estagio avancado (66).

As células TCD8+ do grupo com SS, ndo modularam positivamente a producéo de
IFNy e CD107a apds estimulo com PMA e Ionomicina, ao contrario do grupo de individuos
controles.O marcador de desgranulacioCD107a € um indicador de citotoxicicidade em
linfocitos TCD8+ , e IFNy, de perfil Thl. Porém, a produgdo da citocina fator de necrose
tumoral, TNF, expressao do receptor de ativagdo precoce, CD69, e marcador de exaustdo PD-
1 pelas células TCD8+ foi similar entre os grupos nas condicGes avaliadas.

Nossos resultados evidenciam alteragfes fenotipicas nas células TCD8+ do grupo com
SS sugestivas de ativacdo cronica e diferenciacdo celular, porém com perfil similar de

producdo de citocinas com o grupo controle.
5.3 Perfil de células TCD4+ na sindrome de Sézary

As avaliacdes realizadas com os linfécitos TCD4+, no grupo SS, incluem tanto as
células malignas como as nao malignas, considerando que ndo ha um marcador especifico
para todas as células tumorais. Contudo, existem marcadores sugestivos de malignidade no
LCCT, como o CD158k/KIR3DL2 (134). Entretanto, grande parte dos linfocitos TCD4+ dos
pacientes com SS esteja comprometida, visto o aumento percentual das populagdes
CD4+CD26- e CD4+CD7-.

Similarmente, aos linfocitos TCD8+ , a populacdo TCD4+CD127+ encontra-se
reduzida nos pacientes com SS. E possivel que fatores extrinsecos, como interleucinas,
possam regular negativamente a expressao do receptor nos linfécitos T, como descrito em
outras enfermidades (129). Entretanto, existe o relato de aumento de até 300% de CD127 em
queratindcitos e nos linfocitos do infiltrado tumoral em bidpsias de individuos com SS e MF
(133). Além do receptor, 0 RNAm de IL-7 é encontrado no tecido tumoral de individuos com
SS e, também, na propria célula tumoral (135). Cultivos de biopsias de pele de pacientes
LCCT produziram alta secrecéo de IL-7 com concomitante proliferagdo de células T CLA+ e
CCRA4+, fenotipo caracteristico de homing para pele. O bloqueio in vitro de IL-7 desencadeia

diminuigéo na proliferagéo celular (41).

Evidenciamos menor expressdo da populagdo TCD4+CD38+ no grupo com SS.
Nossos dados corroboram o mesmo achado em um estudo recente onde 101/107 pacientes

com SS exibiram o mesmo perfil. O mesmo estudo observa correlagdo positiva entre
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TCD4+CD38- e TCD4+CD26- (64). Os autores sugerem que o CD38 pode ser parametro para
definir uma populagdo de células T atipica em individuos com SS. De fato, avaliando em
nossos pacientes com SS, houve correlagdo negativa entre o percentual de células
TCD4+CD38+ e parametros de progressdo da doenga como o numero absoluto de linfocitos
TCDA4+ circulantes (rspearman = -0.58; p< 0.05) e correlagdo positiva com o percentual de
TCD4+CD7- (rspearman = 0.6; p< 0.05).

Entretanto, além de possivel marcador é necessario investigar 0s possiveis prejuizos
imunolégicos nos pacientes com SS decorrentes dessa alteracdo, visto que CD38 esta
envolvida em adesdo celular, transducdo de sinais, regulacéo intracelular de célcio, e sua
auséncia esta associada com reducéo de func@es imunes (136). CD38, como ectoenzima pode
associar-se com outras enzimas, como a molécula CD26 (137), comumente citada no LCCT.
A sinalizagdo da interacdo CD38 e CD26 em SS ainda ndo s&o bem estabelecidas. A forma
soltvel de CD38 também pode ser detectada em soro e fluidos biolégicos (138), as quais
estdo alteradas em algumas enfermidades e neoplasias (139, 140). No fluido seminal tem
papel tolerogénico para células dendriticas e células TCD4+ com perfil regulador (Foxp3)
(141). E possivel que a reducdo da populacio TCD4+CD38+ nos pacientes cm SS seja
decorrente de clivagem do receptor CD38 em forma sollvel, embora ainda ndo existam
relatos de CD38s em LCCT.

Nas condicdes sem estimulo, os linfocitos TCD4+ mostraram niveis similares de
producdo de IFNy, TNF, CD107a, CD69 ¢ PD-1 entre os grupos. Entretanto, no grupo com
SS, o estimulo de PMA e lonomicina evidenciou disfun¢do de IFNy e CD107a paralelamente
a uma modulacdo positiva de PD-1 pelos linfécitos TCD4+. As células TCD4+ na SS
exibiram baixa responsividade & ativacdo via TLR 7/8, similarmente aos linfocitos TCD8+. O
estimulo via TLR pode ser indireto via APCs ou de maneira direta, apesar da baixa expressdo
de TLRs nos linfocitos.

A expressdo de PD-1 em células malignas de individuos com SS é sugerida como
marcador de célula maligna. O blogueio in vitro da interagdo PD-1 com seu ligante, em
células mononucleares periféricas de individuos SS, é uma estratégia terapéutica utilizada por
promover aumento da secrecdo de IFNy (142). Existem dois ligantes de PD-1, PD-L1
expresso em muitos tipos celulares, como células T, células dendriticas e células tumorais, e
PD-L2 cuja expressao é restrita a APCs (143). Além da molécula inibidora PD-1, avaliamos o

seu ligante PD-L1. O grupo com SS mostrou niveis de expressdo similares ao grupo controle,
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tanto de linfocitos TCD4+ e TCD8+, contudo a anélise foi feita em apenas quatro dos 15
pacientes. Além disto, a estratégia de analise foi realizada em linfocitos TCD4+ totais,
incluindo as potenciais células malignas. A expressdo do ligante inibidor tem sido descrita em
linfécitos T malignos circulantes como também em mondcitos e células dendriticas (34).
Contudo, outro estudo mostrou expressao de PD-L1 apenas nos mondcitos dos pacientes SS e
ndo em linfocitos T(142). A interagdo PD-L1 com seus ligantes pode ser autdcrina ou
paracrina e, em pacientes LCCT, confere resisténcia a lise mediada por CTL, inibe ativacédo e

proliferacdo de CTL além de suportar o crescimento de células malignas (32).
5.4 Eixo IL-7/IL-7R na sindrome de Sézary

Evidenciamos alteragcdes na expressao do receptor de IL-7, CD127, em células T e nos
niveis circulantes de IL-7 nos pacientes com SS. O potencial de fosforilacdo de STATS e
expressdo de BCL-2 podem estar comprometidos de maneira parcial nos linfécitos TCD8+
dos pacientes, considerando que os trés pacientes avaliados exibiram dois padrdes diferentes
de fosforilacdo (dois picos) enguanto o mesmo ndo foi observado no grupo controle. A
responsividade ao IL-7 € regulada principalmente pela expressdo da subunidade a do receptor
(CD127), uma vez que a subunidade gama é comum a outras citocinas além de I1L-7 (144).
Diante do perfil alterado de expressdo do IL-7R (CD127) seguiu-se com a investigacdo do

eixo IL-7/IL-7R nas células T dos pacientes com SS.

O perfil de fosforilacdo de STATS pelos linfocitos TCD8+ ap6s estimulo com IL-7 ou
IL-15 ndo foi homogéneo entre os pacientes com SS. Entretanto, a comparag¢do entre 0s
grupos exibiu um perfil semelhante. Evidenciamos um aumento de STAT5p constitutivo no
paciente SS2, em células TCD8+ como também em linfocitos TCD4+, em relagdo aos outros
pacientes e ao grupo com individuos saudaveis. Estudos anteriores indicam que STAT5 exibe
estado anormal de ativacdo em células tumorais em pacientes com LCCT (145), outros
evidenciam que STATS ¢é truncado e funciona como um repressor transcricional em células
malignas em pacientes com SS (146). Outro grupo reporta que STAT5S esta envolvido na
sobrevivéncia de células malignas através da inducdo de Bcl-2 (43). Além disto, as janus
kinases JAK3/JAK1, indutoras de STATb5p, estdo constitutivamente ativadas em células
malignas na pele de pacientes com SS (147, 148). Apesar de varias evidéncias de alteragdes
em STAT5 em pacientes com LCCT, séo todas em células tumorais, ndo havendo relatos da
relacdo de STAT5S com linfocitos TCD8+ em pacientes com LCCT. Ressaltamos que apesar

de o MFI total de STAT5p entre 0s grupos estarem semelhantes é evidente que uma parcela
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dos linfocitos TCD8+ dos pacientes com SS exibe um perfil de fosforilacdo tardio ou até

inexistente.

Similarmente ao distinto perfil de STAT5p, com duplo pico de expressdo em linfécitos
TCD8+ dos pacientes, identificamos o mesmo padrdo na expressao de Bcl-2, nos linfocitos
TCDB8+. Contudo, nao ha diferenca na fosforilacdo de STAT5S e expressdo de BCL2 entre os
grupos em células TCD8+, exceto no caso SS2 que mostrou um déficit dessas funcbes. De
fato, tem sido descrito perda gendmica do gene codificador de Bcl-2 em pelo menos 40% dos
pacientes com SS e MF (149). Ainda evidenciam a menor expressdo da proteina e do
mensageiro in situ em biopsias dos pacientes (149). Em contraste, nds ndo evidenciamos
alteracdo da expressdo de Bcl-2 em linfocitos TCD4+ totais nos trés pacientes com SS
analisados. Contudo, avaliando a expressdo de Bcl-2 nas populagdes TCD4+CD158k+ e
TCD4+CD158k-, observamos que a populacdo sugestiva de malignidade exibe menor
intensidade de Bcl-2. Este dado ainda ndo descrito na literatura sugere ser um interessante

marcador nos pacientes com SS.

Entretanto, apesar das alteracfes funcionais observadas, o potencial proliferativo dos
linfocitos TCD8+ dos pacientes encontra-se preservado equiparando-se, ou sobrepondo-se

inclusive, ao grupo controle.

O paciente SS2 exibe um perfil atipico quanto a STAT5p e expressdo de Bcl-2 nos
linfocitos TCD8+. Em comparacdo aos pacientes SS5 e SS19 revelou indices laboratoriais
alterados, como valores absolutos seis vezes superior de linfocitos ao da normalidade, onze
vezes superior de células TCD4/mm?, 98% de CD26- em células TCD4+ e 97% para CD7-.

A disponibilidade de IL-7 sérico exibiu forte correlacdo inversa com o numero de
células TCD4+. Elevacdo de IL-7 tem sido descrito em enfermidades com linfopenia de
células TCD4+, como infeccdo por HIV, altas doses de quimioterapia e doengas autoimunes
(144). Apbs recuperacdo dos niveis de TCD4+ usualmente, esses pacientes mostram
restauracdo gradativa de IL-7 circulante, pelo consumo pelas células naive geradas. Os niveis
séricos de IL-7 parecem ser regulados principalmente pelo montante de linfocitos TCD4+
circulantes. De fato, os indices séricos de IL-7 dos pacientes com SS exibem correlacdo
inversa com o percentual de células TCD4+ (fspearman = -0.5; p< 0.05) e valores absolutos de
TCDA4+ (rspearman = -0.55; p<0.05). Contudo, esse dado foi dependente do valor sérico de IL-7
do caso SS19, 10 vezes mais do que o grupo controle. H& um Unico relato referente a IL-7 no

plasma de pacientes com LCCT, com descricdo de valores circulantes elevados nos quatro
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estagios das principais formas de LCCT (41). Entretanto, a metodologia aplicada por nos foi
por CBA e o estudo avaliou por ELISA. A intensa reducdo dos niveis séricos de IL-7 dos

pacientes com SS pode ser decorrente da expansao de células TCD4+ malignas.
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Conclusao
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6. CONCLUSAO

Em pacientes com SS,

O agonista de TLR7/8, composto CL097, ndo foi capaz de promover aumento da
producdo de IFNy ¢ TNF ou de ativar os linfocitos TCD4+ e TCD8+, seja de maneira
direta ou indireta. E possivel que este perfil ndo responsivo tenha decorrido do
aumento das células cronicamente ativadas TCD8+ CD38+ ou naives com potencial
de exaustdo, TCD8+ PD-1+;

Houve um comprometimento parcial da sinalizacdo de STATS5 e expressdo de BCL-2
nos linfécitos TCD8+ , mas ndo nos linfocitos TCD4+. A popula¢do TCD4+CD158k+
(presumidamente neoplésica) exibiu expressdo de BCL-2 reduzida em comparacao a
populacdo ndo maligna. Além disto, a diminuicdo sérica de IL-7 pode ter decorrido da

expansdo massiva de células T malignas;

Os resultados evidenciaram importante acometimento das células TCD8+, pelo
decréscimo do nimero absoluto, perfil de ativacdo/exaustdo celular e além da reducéo
de fatores séricos relevantes na homeostase celular como a IL-7.
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1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA “lmunomodulacdo in vitro com agonistas de
receptores Toll-like em células NK e TCD8+ polifuncionais na Micose Fungdide e

Sindrome de Sézary”

PESQUISADOR: Maria Notomi Sato

CARGO/FUNCAO: Professor Doutor INSCRICAO CONSELHO
REGIONAL N° 1690

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Dermatologia

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [

RISCOBAIXO O RISCO MAIOR [

4.DURACAO DA PESQUISA : 3 anos e 12 meses.



66

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Desenho do estudo e objetivo(s): O estudo tem como objetivo estudar e entender
melhor a sua doenca Linfoma de células T cutdneo. Esta doenca € um tipo de céncer de
pele. Essas informacfes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste
estudo, que visa analisar a defesa pelas células brancas do sangue para o combate ao
cancer.

2 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados: Serdo realizados exames
laboratoriais, para estudar as células brancas que participam da defesa do organismo que
estdo presentes no sangue e na pele. Os exames serdo feitos no préprio Hospital das
Clinicas sem nenhum custo para o paciente, que pode aproveitar o dia das consultas para
realizar a coleta de das amostras de sangue ou biépsia de pele. Os individuos saudaveis,
chamados de grupo controle (ndo possuem a doenga), serdo do Laboratério de Investigacéo
Médica unidade 56 da Faculdade de Medicina da USP, localizado no 3 andar do Instituto de
Medicina Tropical Prédio Il. Os pacientes continuardo a ser acompanhados nas consultas do
ambulatério de dermatologia. Se houver a necessidade de mais algum exame, vocé podera
ser ainda convocado via telefone ou carta para vir a uma consulta, mesmo antes do seu
retorno e tera todos os esclarecimentos e assisténcia que precisar. Todos os pacientes terédo
acesso aos resultados de seus exames no momento em que quiserem e com as explicacdes
necessarias para seu entendimento. O paciente pode em qualquer momento nao concordar
em fazer os exames que serdo pedidos.

3 — Relagédo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados: sera realizada coleta
de 30 mL (dez colheres de sopa) de sangue, por puncado periférica da veia do antebraco.
Para coleta da amostra de pele os pacientes receberdo anestesia local, e serdo obtidas
bibpsias de pele da lesdo (3mm de didametro). As amostras serdo enviadas ao laboratério
para analise da presenca de fatores no soro por ensaio imunoenzimatico, cultura celular das
células mononucleares por citometria de fluxo e imunoistoquimica das bidpsias de pele.

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e
3:

A picada da agulha pode levar a um leve desconforto que passard em poucos minutos. Um
dia apds pode se sentir em torno da picada uma mancha roxa que desaparece em poucos
dias sem maiores problemas; em alguns pacientes sera realizada a bidpsia na pele sob
anestesia local. Durante o procedimento da bidpsia, vocé podera sentir dor minima no
momento da aplicagcdo da anestesia, parecida com uma picada de formiga. No local da

biopsia, pode ocorrer uma pequena cicatriz.
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5 — Beneficios para o participante: Nao h& beneficio direto para o participante, pois se
trata de estudo que visa analisar as células brancas do sangue periférico em pacientes com

a doenca.

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o
paciente pode optar: Vocé ndo é obrigado a realizar estes procedimentos especificos se
ndo quiser, o que ndo implica que sofrera alguma penalidade. Mesmo que nao concorde em
participar do estudo, teré todos os beneficios de atendimento e de informag8es sobre novas
descobertas com relagéo a doenca.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador é a Dra. Maria Notomi Sato que pode ser encontrado no endereco Instituto de
Medicina Tropical, Prédio Il, Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 500. Telefone(s) 3061-
7499/3061-7457. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de
Campos, 225 — 5° andar — tel.: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX: 3069-6442 ramal
26 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de

participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;

9 — Direito de confidencialidade: As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas,
quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores;

11 - Despesas e compensacfes: ndo ha despesas pessoais para 0 participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacéo
financeira relacionada a sua participacao.
12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente

para esta pesquisa;
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Imunomodulagéo in vitro com agonistas de
receptores Toll-like em células NK e TCD8+ polifuncionais na Micose Fungodide e Sindrome

de Sézary”

Eu discuti com a Dra. Maria Notomi Sato sobre a minha decisdo em patrticipar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sao 0s propositos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de
despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de

qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou ho meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores
de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo Data / /
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