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Resumo

Os linfomas cutaneos primarios de células T (LCCT) sdo um grupo heterogéneo de linfomas
ndo Hodgkin que se manifestam inicialmente na pele. A sindrome de Sézary (SS) é uma rara
variante de progndstico agressivo, caracterizada pela triade de eritrodermia, linfadenopatia
e envolvimento leucémico. A célula maligna, denominada células de Sézary, é o linfécito
TCDA4+, presente na circulagdo periférica, com nucleos cerebriforme. A contribui¢do da
inflamagdo, via inflamassomas, sobretudo no sitio nodal, ainda ndo é conhecido nos pacien-
tes com SS. O inflamassoma é um complexo multiproteico presente no citosol, considerado
um receptor de padrdes moleculares, que apds estimulos culmina na producéo de citocinas
pré-inflamatorias (IL-1p e IL-18) e piroptose. A nossa proposta foi avaliar a relagdo entre a
inflamagdo crénica por componentes do inflamassoma NLRP1, NLRP3, NLRP4, AIM-2 e
citocinas (IL-1p/IL-18) em amostras de linfonodos, pele e sangue periférico de SS. Para tal,
selecionamos 26 pacientes com SS (13 homens, 13 mulheres) entre 22-84 anos de idade
provenientes do Ambulatério de Linfomas Cutaneos do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP, e um grupo controle (CTRL) com 28 individuos sadios (14 homens,
14 mulheres) idade entre 30-85 anos. Para as analises de pele e linfonodos, foram usados
como grupo controle, pacientes com eritrodermia idiopatica (EI). Em linfonodos, as analises
de expressdo proteica por imunohistoquimica indicam reducéo na expressao de IL-1 e au-
mento na expressao de IL-18 nos estagios N2/N3 em relacgéo ao grupo El, a presenca de IL-
18 foi principalmente em macro6fagos (CD68+). Além disso, 0 aumento do transcrito de IL-
18 foi confirmado em CMN circulantes e a nivel proteico, no soro. A reducao na expressao
do transcrito de IL-1p e de vias de genes relacionadas a IL-1B, foi confirmada também por
analise de transcriptoma nos estagios mais graves em comparacao com casos de linfonodos
de EIl. Curiosamente, a IL-1p epidérmica estava aumentada enquanto a IL-18 estava dimi-
nuida na pele de pacientes com SS, na camada dérmica a expressdo de 1L-18 foi elevada em
relacdo ao grupo IE. Os resultados evidenciam que na sindrome de Sezary a regulacdo posi-
tiva de 1L-18 por macrofagos pode contribuir com a angiogenése e favorecer o crescimento
de células tumorais, e a inibicdo da IL-1p poderia ser um escape tumoral evitando piroptose.
Estes dados podem sugerir novos alvos terapéuticos para LCCT. Palavras-chave: Sindrome
de Sézary, linfonodos, inflamassoma, IL-1f, IL-18, eritrodermia cutanea, sequenciamento

de RNA e sistémica.



Abstract

Primary cutaneous T-cell lymphomas (CTCL) are a heterogeneous group of non-
Hodgkin lymphomas that initially manifest in the skin. Sézary syndrome (SS) is a rare vari-
ant with an aggressive prognosis, characterized by the triad of erythroderma, lymphadenopa-
thy and leukemic involvement. The malignant cell, called Sézary cells, is the TCD4+ lym-
phocyte, in the peripheral blood, with cerebriform nuclei. The contribution of inflammation,
through inflammasomes, especially at the nodal site, is not yet known in patients with SS.
The inflammasome is a multiprotein complex present in the cytosol, it is considered a recep-
tor of molecular patterns which after stimulation culminates in the production of pro-inflam-
matory cytokines (IL-1p and 1L-18) and pyroptosis. Our proposal was to evaluate the rela-
tionship between chronic inflammation by inflammasome components NLRP1, NLRP3,
NLRP4, AIM-2 and cytokines (IL-1p/IL-18) in lymph node, skin and peripheral blood sam-
ples from SS. We selected 26 patients with SS (13 men, 13 women) aged 22-84 years from
the Cutaneous Lymphoma Outpatient Clinic of the Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP, and a control group (CTRL) with 28 healthy individuals (14 men, 14
women) aged between 30-85 years. For skin and lymph node analyses, patients with idio-
pathic erythroderma (IE) were used as a control group. In lymph nodes, protein expression
analysis by immunohistochemistry indicates a reduction in the expression of IL-1p and an
increase in the expression of IL-18 in the N2/N3 stages compared to the IE group, the pres-
ence of IL-18 was mainly in macrophages (CD68+). Furthermore, the increase in IL-18 tran-
script level was confirmed in circulating mononuclear cells and at the protein level in serum.
The reduction in the expression of the IL-1p transcript and of IL-1B-related gene pathways
was also confirmed by transcriptome analysis in the most severe stages compared to cases
of IE lymph nodes. Interestingly, epidermal IL-1p was increased while IL-18 was decreased
in the skin of patients with SS, in the dermal layer the expression of IL-18 was increased in
relation to the IE group. The results show that in Sezary syndrome, the upregulation of IL-
18 by macrophages can contribute to angiogenesis and favor the growth of tumor cells, and
the inhibition of 1L-1f could be a tumor escape preventing pyroptosis. These data may sug-

gest new therapeutic targets for LCCT.

Keywords: Sézary syndrome, lymph nodes, inflammasome, IL-1p, IL-18, cutaneous

erythroderma, RNA and systemic sequencing
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1. INTRODUCAO

1.1 Linfomas

Os linfomas fazem parte de um grupo de neoplasias do sistema linforreticular e séo
divididos em dois tipos: linfoma de Hodgkin e linfoma ndo-Hodgkin. O linfoma de Hodgkin
acomete principalmente os linfonodos cervicais, mediastinais , axilares e supraclaviculares
e corresponde a 15% dos linfomas (1), ja os linfomas ndo-Hodgkin podem ser nodais quando
acometem primariamente os linfonodos ou extranodais. Considerando os linfomas ndo-Ho-
dgkin extranodais, o trato gastrointestinal € o érgdo mais acometido e a pele o segundo 6rgéo
mais envolvido, compreendendo aproximadamente 19% desses linfomas (2) (3). Existe uma
diversidade de neoplasias de células T e B que pode envolver a pele primariamente ou se-
cundariamente, como os linfomas cut&neos de células B (LCCB), que tém sua origem em
linfocitos B, e os linfomas cutaneos de células T (LCCT) que tém sua origem em linfocitos

T, assim como a micose fungoide (MF) e a sindrome de Sézary (SS) (4).

O termo LCCT foi proposto para agrupar micose fungoide, sindrome de Sézary e
outros linfomas T primarios de origem cutanea (5). No passado, os linfomas cutaneos ndo
eram reconhecidos como entidade propria, e sim como acometimento secundario da pele por
linfoma nodal. Em 2005, a Organizacdo Mundial de Satde (World Health Organization -
WHO) e a Organizacdo Europeia para Pesquisa e Tratamento do Cancer (European Organi-
zation for Research and Treatment of Cancer - EORTC), propuseram uma classificagao que
conferiu mais uniformidade ao diagnostico e tratamento dos processos linfoproliferativos
cutaneos primarios (6). Em 2019 houve uma atualizacdo realizada pela WHO-EORTC (4),

que é atualmente a classificacdo utilizada.

1.2 Sindrome de Sézary

A SS pertence a familia dos linfomas ndo-Hodgkin, classificada como uma forma
leucémica de linfoma cutaneo primario. A primeira descricdo da SS foi publicada em 1938,
quando Sézary e Bouvrain relataram a presenca de grandes células mononucleares atipicas
no sangue de um paciente acometido de eritrodermia e sinais histolégicos de MF (7). A SS
é tradicionalmente definida pela triade de eritrodermia, linfadenopatia e envolvimento leu-

cémico por células T CD4 circulantes, e é considerada uma variante rara e agressiva (4). As
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células neoplasicas circulantes, denominadas de Sézary, caracterizam-se pela presenca de
um nucleo cerebriforme, posteriormente descobriram que esse aspecto € devido a divisdo

nuclear de um grande linfdcito que ndo sofreu divisdo citoplasmatica (8).

1.3 Dados demogréficos do LCCT

Um estudo pioneiro do Hospital das Clinicas de S&do Paulo, ambulatério de linfomas
cutaneos da Divisao de Clinica Dermatoldgica, relatou a maior casuistica brasileira e latino-
americana de pacientes com MF e SS, onde foram revistos casos de 1989 a 2018. Neste
estudo demonstrou um predominio de pacientes homens (372/727) 51% em relacéo as mu-
Iheres (355/727) 48,8% (9) de acordo com estudos norte americano e europeu (10), (11)

Aincidéncia anual de SS é de 0,1 caso por milhdo de pessoas (2, 12) os pacientes sdo
diagnosticados com idade média de 60.9 anos e a sobrevida global em 5 anos é de 78,1%
para homens e 87,3 para mulheres. Os pacientes negros mostram menor sobrevida média de
72,3 % comparado com pacientes brancos 84,6% (9), os fatores que podem influenciar esta
menor sobrevida de pacientes negros com SS sdo os fatores demograficos e socioecondmico
(10).

O aumento da carga tumoral na circulagéo periférica e nodulos linfaticos de pacien-
tes com SS piora o progndstico, com sobrevida mediana entre 2 e 4 anos dependendo da
definicdo usada, grande parte dos pacientes vem a dbito devido a infec¢Bes oportunistas e

imunossupressao (6, 12).

1.4 Aspectos clinico e histoldgico

Os LCCT séo raros e nos estagios iniciais podem ser confundidos com outras doen-
cas, ndo ha um Unico exame que possa diagnosticar, sendo baseado em achados clinicos,
histopatoldgicos e moleculares. A SS é caracterizada por eritrodermia (eritema e descamacao
em mais de 80% da superficie corporal). Também podem ser observados alopecia difusa ndo
cicatricial, queratodermia palmo-plantar, onicodistrofias, além de linfonodomegalias. O pru-
rido € o sintoma mais frequente, e a perda de peso é também relatada pelos pacientes (13).

Os achados histologicos mais caracteristicos incluem a presenca de linfocitos com
nucleos hipercromaticos e convolutos, de tamanho semelhante ao dos queratindcitos, rodea-

dos por halo claro, isolados ou alinhados formando configuracéo linear na camada basal da
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epiderme, com agrupamento de pelo menos 4 linfécitos ao redor de uma célula de Lange-
rhans na epiderme (microabscessos de Pautrier) (14). Na SS, o epidermotropismo € menos
evidente uma vez que a maior parte dos linfocitos TCD4+ migraram para a circulacao peri-
férica (15). Em ate um terco das bidpsias de pacientes com SS, o quadro histologico pode
ser inespecifico, com infiltrados linfocitarios perivasculares superficiais esparsos (13).

A imunohistoquimica evidencia um infiltrado formado por células T CD4+ malignas,
com poucas células T CD8+, perda de expressdo de CD7, e presenca de rearranjo monoclo-
nal dos genes codificantes de receptores de celulas T (13).

Devido a dificuldade de confirmacéo diagndstica do linfoma cuténeo, eventualmente

faz-se necessaria a realizacao de repeticao de biopsias ao longo da evolugédo da doenca.

1.5 Critérios diagndsticos e estadiamento

Para o diagndstico da SS, é necessaria a presenca de populagdo monoclonal de células
T na pele e no sangue (mesmo clone) e contagem absoluta de células de Sézary > 1000
célulassrmm3 ou alteragcdes imunofenotipicas, observadas na citometria de fluxo (relacdo
CD4/CD8 > 10, perda de CD7 em > 40% dos linfocitos T CD4+, perda de CD26 em > 30%
dos linfécitos T CD4+) (16).

De acordo com a classificacdo de linfomas cutaneos da WHO-EORTC, os linfomas
podem ser separados de acordo com o comportamento clinico (4). Desta forma todos os
pacientes sdo estadiados (Tabela 1), adotando o critério TNMB (tumor, linfonodos, metas-
tase e sangue) para MF e SS, considerando o T como lesdes cutaneas, o0 N como nédulo
linfatico e 0 M como leséo viscerais e 0 B como sangue periférico (16, 17).

Foi visto em estudos que a curva de sobrevida piora progressivamente em funcéo da
extensdo do acometimento cutaneo, presenca de tumores e eritrodermia, acometimento lin-

fonodal, visceral e do sangue periférico (16), (18).
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Tabela 1. Estadiamento TNMB para MF e SS

T
T1
Tla
T1b
T2
T2a
T2b
T3
T4

NO
N1
Nla
N1b

N2

N2a
N2b

N3

NXx

MO

M1

BO

Bl

B2

Pele

Placas limitadas, papulas ou patches < 10% da superficie cutanea
apenas patches

patches e placas

placas generalizadas, papulas ou patches > 10% da superficie cutanea
apenas patches

patches e placas

um ou mais tumores (= 1 cm de diametro)

eritrodermia (eritema cobrindo > 80% da superficie cutanea)

Linfonodo

auséncia de linfonodos clinicamente alterados, bidpsia ndo é necessaria
linfonodo clinicamente anormal; histologia do linfonodo com linfadenite dermatopatica
clone negativo™

clone positivo*

linfonodo clinicamente anormal; histologia do linfonodo com comprometimento parcial por
células neoplasicas, estrutura arquitetural do linfonodo preservada

clone negativo™
clone positivo*

linfonodo clinicamente anormal; histologia do linfonodo com comprometimento total por
células neoplasicas, estrutura arquitetural do linfonodo alterada

linfonodo clinicamente anormal; sem confirmagao histoldgica
Visceras

auséncia de envolvimento visceral

envolvimento visceral com confirmacao histologica**
Sangue periférico

auséncia de envolvimento significativo do sangue: < 5% dos linfocitos periféricos Sao ati-
picos (células de Sézary) BOa Clone negativo. BOb Clone Positivo

baixa carga tumoral no sangue: > 5% dos linfécitos periféricos sdo atipicos (células de Sé-
zary), mas nao preenche os critérios para B2

Populacdo monoclonal de linfocitos T no sangue (clone positivo)* e > 1.000 células de
Sézary/uL e/ou CD4/CDS8 > 10 e/ou CD4+CD7- > 40% e/ou CD4+CD26- > 30%

* Pesquisa por PCR, Southern blot ou NGS do gene do receptor de células T ** exceto esplenomegalia (ndo precisa de
confirmagdo histolégica

ISCL/EORTC revision to the classification of mycosis fungoides and Sézary syndrome, Olsen et al., 2007.
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1.6 Aspectos fisiopatolédgicos do LCCT

A fisiopatologia do LCCT é parcialmente compreendida. A hipétese mais plausivel
é a de que ocorre ativacao inadequada de células T por células apresentadoras de antigenos,
0 que levaria aum acumulo gradual de mutacdes, resultando na proliferacdo maligna. Porém,
0 antigeno desencadeador a doenca é desconhecida e poderia variar entre os pacientes (19).

A superficie cutanea é um 6rgdo imunoldégico dindmico, constantemente em alerta
para proteger ao ataque a patdgenos bacterianos, fungicos, virais e micobacterianos. A pele
de um adulto contém aproximadamente 20 bilhdes de células T, quase o dobro do numero
presente na circulacdo (20). As células T presentes na pele podem nos proteger contra di-
versos antigenos e reac0es autoimunes, mas também participam das respostas inflamatdrias
e tumorais (20).

As células T malignas expressam moléculas de migracdo para a pele. Na MF, as cé-
lulas expressam fortemente o receptor de quimiocina CCR4 e antigeno associado a linfécitos
cutaneos (CLA), que conferem tropismo a pele, e sdo negativas para CCR7 e L-selectina,
receptores que conferem tropismo aos linfonodos, elas s&o reconhecidas como células T de
mémoria efetora (TEM) (21). As células de Sézary expressam CCR7 e L-selectina, que con-
ferem tropismo para os linfonodos, e CD27 (marcador caracteristico das células T de memo-
ria central), sdo reconhecidas como células T de memoria central (TCM). Esses achados
sugerem que MF e SS se originam de diferentes subtipos de linfocitos T de meméria (22,
23) Figura 1.
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Memoéria residente (CD103+ ou CD103-)
LCCT células TRM: lesbes cuténeas fixas
sem envolvimento de LN (MF)

TRM: T Memoria Residente
TCM: T Memoria Central
TMM: T Memoria Migratoria
TRM: T Memdria Residente

Epidermis Ghed T
P CD103" @ i
CCRT*
_ T CCRT*
o (S RM
Dermis  L-selectin 0 T Lselectin
cM CD69* MM
Fast CD103- Slow
migration migration

Recirculation

Memoria Central Memoria Migratoria

CTCLof T, cells: More discrecte
Remote LN  skin lesions with skin LN but not
systemic LN involvment

(Sezary syndrome)

CTCLof T, cells: Diffuse erythrema
with skin LN & systemic LN involvement

(Sezary syndrome)

Figura 1. Quatro subtipos de células T de memoria com padrdes distintos de recirculacao,
funcdes efetoras e potencial proliferativo presentes na pele humana em condi¢es normais.
Sua transformacdo maligna pode dar origem a varias formas de LCCT. A MF, com lesbes
cutaneas fixas e sem envolvimento de LN, é causada por células transformadas que se asse-
melham a células TRM CD69+CD103+ (verde) ou CD69+CD103— (laranja) ndo recirculan-
tes. Em contraste, as células T transformadas que recirculam pelo corpo, embora com pa-
drdes especificos de subtipos, causam formas leucémicas de LCCT. As células CCR7+L-
selectina+ TCM (roxo) migram rapidamente pela pele, através dos LN drenante, sangue e
LNs distais, podendo dar origem & SS com eritema difuso e envolvimento generalizado do
LN. As celulas CCR7+L-selectin— TMM (azul) recirculam com cinética mais lenta e nao
podem entrar nos LNs distais do sangue devido a falta de expressao de L-selectina. Assim,
sua transformacédo maligna pode resultar em SS com lesdes cutaneas mais discretas com NL
da pele, mas ndo envolvimento sistémico do LN. Adaptado de Katharina Hochheiser,
Annals of Trans Med 20, 2015 (24).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hochheiser%20K%5BAuthor%5D
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A SSéum LCCT agressivo, e as células neoplasicas interagem com o0 microambiente
tumoral. Com a progressao da doenca, ocorre a mudanca de resposta Thl para Th2, os niveis
de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 aumentam e facilitam o crescimento de clones tumorais e o
escape imunologico. Além disso, ocorre a diminuicdo de IFN-y e IL-2 nos pacientes, o que
reduz a imunidade celular (25), Mutag¢des somaticas, variagdes no nimero de copias e alte-
racdes epigenéticas em células de Sézary podem conduzir a ativacdo de pro-oncogenes e a
inibicdo de vias supressoras tumorais (26). O balanco entre o grau de ativacdo de STAT3
(sinal transdutor e ativador de transcricdo 3) e STATS parece ser crucial na determinacéo da
diferenciacdo de células Th17 ou T reguladora (27). A ativacdo de STATS5, e as citocinas IL-
2 e IL-15, induzem a expressao de FoxP3 e o desenvolvimento de células T reguladoras (28).
A fosforilacdo constitutiva de STAT3 desempenha um papel importante na expressao aber-
rante de IL-2R alpha, somente nas células de Sézary, contribuindo com a proliferacao e so-
brevivéncia dos linfocitos TCD4+ (29). A via de sinalizacdo STAT3 também induz a ex-
presséo de IL-17, IL-10, PD-L1 e SOCS-3 (supressor da sinalizagéo de citocinas 3) favore-
cendo um fenotipo Th17 e de evasdo imune contra o tumor (30). A IL-17 promove uma
regulagéo positiva na producdo do VEGF (fator de crescimento vascular endotelial) relacio-

nado a inflamagéo e angiogénese tumoral (31).
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Figura 2.Vias de Sinalizacao alterada e moléculas desreguladas em células de SS, um cami-
nho para novos estudos. Adaptado de Nicolay et al, 2016 (32)
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1.7 Aspectos da imunidade inata e adaptativa na Sindrome de Sezary

A SS exibe um estado de exaustdo da defesa antitumoral, esse microambiente favo-
rece a angiogénese, assim como a sobrevivéncia e proliferacdo de células malignas, sendo
considerada uma doenca de perfil Th2, as citocinas Th2 produzidas pelas células de Sézary
suprimem a resposta Th1l e prejudicam a imunidade celular. As células T reativas estdo pre-
sentes, mas séo disfuncionais devido ao desequilibrio (25), (33).

Considerando que a maioria dos estudos sdo realizados para entendimento da célula
de Sezary, a imunopatogénese da doenca necessita ser explorada para compreensdo dos me-
canismos, seja de contexto de imunidade inata e/ou adaptativa.

Em estudos prévios do grupo de pesquisa, foi visto disfuncdo na imunidade inata e
adaptativa em pacientes SS, sem tratamento prévio. No perfil de producéo de citocinas in-
duzida pela ativacgdo via receptores Toll-like (TLRSs), observamos em células mononucleares
dos pacientes uma diminuicdo das citocinas a todos os agonistas analisados (TLR2-TLR9).
Contudo a producdo de citocinas pro-inflamatorias induzida por agonistas de TLR2 e TLR4
esta preservada. Chamou atencdo a diminuigdo da producdo de IFN tipo Il (IFN-y) e de IFN
tipo I (IFN-p) e tipo IIT (IFN-X), que pode ser restaurada com o agonista quimerico TLR7-
TLR8 (CL097) (34).

Abrangendo a imunida inata, avaliamos as celulas Natural Killer (NK) nos pacientes
com a sindrome de Sezary, onde foi detectado uma diminuicédo percentual do subtipo citoto-
xico NK CD5649™, enquanto que o subtipo NK CD56"9"t ndo se alterou na frequencia, mas
em ambos subtipos mostraram diminuicdo da expressao de moléculas de ativacdo NKG2C
e NKG2D (35). Este estudo salientou a importancia do agonista duplo TLR7/TLR8 na res-
tauracdo da producéo de IL-12 e IFN tipo I, evidenciando potencial imunomodulador do
agonista de imunida inata. Os achados mostraram que as células NK em SS podem ser po-
tencializadas com o agonista TLR7/TLRS8, sugerindo ser um potente adjuvante da resposta
anti-tumoral (35).

Sabendo do comprometimento de células NK e linfécitos TCD8 em pacientes SS e
da sua importancia para o combate as células malignas, fomos avaliar os linfocitos TCD8
que faz parte da imunidade adaptativa. Os s achados mostraram um perfil de ativacdo crénica
de celulas T CD8+, como um perfil citotoxico atenuado, e a responsividade prejudicada de
IL-7 foi observado, sugerindo status de ativacdo cronica, de células T CD8+ em pacientes
com SS (36). Este perfil exausto dos linfocitos T CD8+, salienta a alternativa para ativagéo

da imunidade inata, reforcando a reposta de IFNs.
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Além disto, foi observado uma redugéo na producdo de quimiocinas relacionadas ao
interferon, CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10, nos pacientes por possivel falta de resposta ao
interferon, que pode ser contornado com agonistas de TLR (37). Além disto, foi evidenciado
de que os monocitos sdo responsivos ao IFN-y, evidenciado que as células da imunidade
inata sdo elevantes no processo de imunoterapia por IFN dos pacientes. Enfatizando que a
ativacdo da imunidade inata pode ser uma via importante para compensar a exaustdo das
células TCD8+ na sindrome de Sézary (37).

Como prosseguimento do estudo da imunidade na SS, ha um questionamento de que
o microambiente inflamatorio € um componente essencial para o desenvolvimento de tumo-
res, e que o escape tumoral é um atributo das células malignas que sdo capazes de suprimir
0s mecanismos de vigilancia imunoldgica. Assim, a carcinogénese e a progressao do tumor
sdo estimuladas ou interrompidas por processos inflamatdrios e imunoldgicos, respectiva-
mente (38). Neste sentido, a investiga¢do tem tomado rumo a mecanistica da resposta infla-

matoria mediada por inflamassomas.

1.8 Inflamassoma

Os inflamassomas tem um duplo papel podendo influenciar na formacao e progressao
de alguns tipos de cancer e contribuindo com a homeostase tecidual e resposta imune (39).

No conceito de imunidade inata, o inflamassoma é um complexo multiprotéico cito-
plasmatico, capaz de ativar a cascata inflamatdria em resposta a padrdes moleculares asso-
ciados a patdgenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a danos (DAMPs). A sinali-
zagdo leva a ativagdo da caspase -1, enzima responsavel pela producdo de citocinas pro-
inflamatdria IL-1p e IL-18. As células do sistema imune que expressam o complexo infla-
massoma sdo: mondcitos, macrofagos, células dendriticas, células de Langerhans e linfocitos
T, queratinocitos e mucosas, células endoteliais, assim como tecidos: placenta, cérebro e
testiculos (40). Os constituintes fundamentais do inflamassoma sdao: um receptor intracelular
de reconhecimento de padrdes moleculares (PRR), uma proteina ligada a ASC (proteina
speck-like associada a apoptose com dominio de recrutamento de caspase) e uma protease
(caspase-1) (41).
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Figura 3. Durante a infeccdo ou lesdo, os inflamassomas séo ativados direta ou indireta-
mente por uma ampla gama de padrées moleculares associados ao perigo. O evento inicial
leva a ativacao da caspase-1, liberacdo de IL-1p e IL-18 e, as vezes, piroptose. A liberacdo
de IL-1B e IL-18 resulta no recrutamento de populages de células efetoras da resposta imune
e reparo tecidual. Em circunstancias normais, a ativagdo dos inflamassomas culmina na re-
solucdo da infeccdo ou inflamagdo e contribui para os processos homeostaticos (ou seja,
ecologia microbiana intestinal e regeneracao de células epiteliais ap6s lesdo). No entanto, a
perpetuacdo da ativacdo do inflamassoma pode levar a doencas inflamatérias cronicas. Os
inibidores derivados de patogenos bloqueiam a ativacdo do inflamassoma e, portanto, a re-
solucdo da infeccéo, enquanto os inibidores do inflamassoma derivados do hospedeiro pre-
vinem a perpetuacdo da inflamacdo cronica. UV, ultravioleta. Adaptado de Jorge Henao-
Mejia, Nature, 2012 (42)

O inflamassoma possui diversos PRR entre eles as proteinas da familia dos receptores
tipo NOD (Nodlike receptor, NLR): NLRP1, NLRP3, NLRC4/NAIP, NLRP6, NLRP7 e
NLRP12 e a familia de sensores HIN, constituida por receptores de DNA citoplasmatico
AIM2 e IF116. NLRP1, NLRP3, NLRC4/NAIP e AIM2 s&o os receptores mais reconhecidos
responsaveis por ativar a via canonica do inflamassoma, ou seja, a via dependente de cas-
pase-1(43).

Os inflamassomas podem ser ativados por via ndo canonica e canonica. O inflamas-

soma ndo candnico é ativado pelo LPS intracelular liberado pelas bactérias Gram negativas,


https://www.nature.com/articles/ni.2257#auth-Jorge-Henao_Mejia
https://www.nature.com/articles/ni.2257#auth-Jorge-Henao_Mejia
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resultando na formacgédo de um complexo molecular que consiste em pro-caspase-11 inativa
e LPS (44).

Para que a ativacdo do inflamassoma acontega é necessario dois sinais: 0 primeiro
sinal geralmente ocorre apos a ativagdo de um receptor de membrana do tipo Toll (TLR),
ligado a membrana e as lectinas de tipo C (CTL), vigilantes do meio extracelular e os com-
partimentos endossémicos, em busca de algum PAMPs e/ou DAMPs, ao encontrarem, mui-
tos PRRs desencadeiam cascatas de sinalizagdo (primeiro sinal) que promove a transcri¢cdo
de genes pelo fator nuclear kB (NF-kB) ou fatores reguladores de interferon (IRFs), o que
leva a ativagdo de genes necessarios para a formacao das proteinas do inflamassoma pro-
IL-1B e pro-1L-18 (43).

O segundo sinal ocorre quando os receptores do tipo NOD (NLRs) reconhecem os
PAMPs/DAMPSs no citoplasma. Sua oligomeriza¢do ocorre quando qualquer destes recep-
tores sdo estimulados, o que leva ao recrutamento da proteina adaptadora ASC e da pré-
caspase-1, que ativa a caspase-1 a molécula efetora do complexo. A ativacao da caspase-1
cliva as pro-1L-1p e pro-1L-18 em suas formas ativas (45).

O NLRP-1 é o sensor de inflamassoma mais proeminente expresso na pele humana,
dentre os demais tecidos, e pode desempenhar um importante papel na resposta imune espe-
cifica. Além disso, mutacdes de ganho de funcdo do inflamassoma NLRP1 podem resultar
no desenvolvimento de desordens cutdneas e doencas autoinflamatorias, como no caso da
psoriase ou vitiligo (46).

O inflamassoma NLRP3 é um dos mais estudados com o mecanismo molecular ca-
racterizado para maturacao e formacéo de IL-1p e IL-18 (45). Os sinais de ativagdo do in-
flamassoma NLRP3 podem ser decorrentes de mecanismos de alteragdo da homeostasia ce-
lular como efluxo de K+, liberacéo de catepsina G lisossomal, producéo de espécies reativas
do oxigénio (ROS), efluxo de célcio, estresse mitocondrial e do reticulo endoplasmatico.
Incluem também PAMPs como compostos bacterianos (lipopolissacaride, LPS), virais, fun-
gicos e protozoarios, e DAMPs como raio ultravioleta, ATP, HMGBI (High-mobility group
protein B1), cristais de acido urico e fibrilas -amiloide, aluminio e silica (44).

O NLRP3 ¢ expresso em baixos niveis em células mieloides e pode ser transcricio-
nalmente induzido por agonistas de TLR4, como o LPS, e por citocinas inflamatorias, como
0 TNF-0, de maneira dependente do NF-kB. A ativacdo de NLRP3 também esta envolvida
no reparo de feridas regulando positivamente a expressdo de citocinas pro-inflaméatorias
(47).
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Figura 3. O NLRP3 é ativado por trés eventos celulares comuns induzidos por diferentes
estimulos: efluxo de potéssio; a geracao de ROS; e desestabilizacdo fagolisossomal e a libe-
racdo de mediadores endogenos no citosol. NLRP1b é ativado pela toxina letal do antraz. No
camundongo, o NLRC4 ¢ ativado por proteinas NAIP ligadas a ligantes especificos. O
NAIP5 e o NAIP6 ligam-se a flagelina bacteriana, enquanto o NAIP2 liga-se ao componente
bacteriano T3SS PrgJ. Esses complexos NAIP-ligando posteriormente se ligam e ativam
NLRCA4. LF, fator letal; PA, antigeno protetor. Adaptado de Vijay Rathinam, Nature
Immunology, 2012 (48).

O inflamassoma AIM2, membro da familia HIN-200, é composto pelo receptor AIM2,
ASC e caspase-1 e pode ser ativado por DNA de fita dupla citosélica (dsDNA) derivado de
virus, bactérias ou de células do hospedeiro, e induz a maturacdo de IL-1B dependente de
caspase-1(44).

AIL-1p é uma citocina importante, participa de todos os eventos envolvidos na ativacao
e na regulacao da inflamacdo, estimula a secre¢édo de outras citocinas inflamatorias como IL -

6, TNF-a e IL-1a. Como também de fatores responsaveis pelo crescimento e diferenciagao
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de células imunes, promove neutrofilia, secrecdo de VEGF, geragdo ROS e aumenta a ex-
pressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais vasculares, ativando assim as células
dendriticas e os linfocitos (49).

A expressdo elevada da citocina pré-inflamatoria 1L-18 é detectada em disturbios infla-
matérios de pele como na dermatite atopica (50). Em pacientes com LCCT os niveis plas-
maticos de IL-18 estéo elevados, independente do estagio, e nas lesdes de pele hd aumento
da expressdo de transcritos e proteina para IL-18 e caspase-1 (51). A IL-18 possui um papel
importante na patogénese de linfomas, uma vez que ele pode regular positivamente a expres-
sdo de c-myc e bcl-2 e negativamente e expressdo de TP-53 e bax, promovendo assim a
proliferacéo celular do linfoma e da inibicdo do apoptose celular, além de que pode influen-
ciar na geracao de resposta Th2. (52).

A atividade da caspase-1 dependente de inflamassoma, também pode resultar em uma
forma altamente inflamatéria de morte celular, conhecida como piroptose em células miel-
oides. A piroptose ocorre com mais freqliéncia apés a infeccdo por patdgenos intracelulares
e é dependente da caspase-1. Ocorre independente das caspases pré-apoptéticas e pode ser
desencadeada por rupturas da membrana plasmatica, influxo de agua, inchaco celular, lise

osmotica e liberacdo de contetdo celular pro-inflamatério (53).
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1.9 O inflamassoma no linfoma

As células T CD4 malignas no LCCT, induzem alteracdes na arquitetura da pele e pre-
judica a barreira cutanea (30) juntamente com o intenso prurido e descamagéo, contribuindo
com o comprometimento das defesas imunoldgicas, consequentemente aumenta o risco de
contrair infecgOes bacterianas na pele, em particular, a infeccdo por Staphylococcus au-
reus (SA) que contribui com a morbidade e mortalidade, e consequente 6bito por sepse
(54).

O papel do inflamassoma no LCCT ainda é algo pouco explorado e necessita de mais
estudos, no entanto sabe-se que em pacientes SS a inflamagdo causada pelas citocinas de
perfil Th2 (IL-4, I1L-13), possuem um papel prétumoral (55, 56), e que a IL-4 é capaz de
inibir a montagem do inflamassoma NLRP3, movendo-se para o nicleo das células TCD4+,
ativando subsequentemente a secrecéo de IL-4 e perpetuando o perfil Th2 (57)

A expressdo de NLRP3 e caspase-1 é reduzida em doencas dermatoldgicas, como na
dermatite atopica, onde os pacientes séo colonizados por Staphylococcus aureus, € possivel
que seja decorrente da acdo da IL-4, IL-5 e IL-13 que regulam negativamente NLRP3 e ASC,
(58). Considerando que na SS é frequente a colonizacdo na pele por SA e que o tratamento
com antibioticos pode melhorar a apresentagéo clinica, levando a uma reducgéo de citocinas
pro inflamatdrias e inibindo a sinalizacéo e proliferacdo aberrantes das células T malignas
(54).

A ativacdo do complexo inflamassoma NLRP3 pode favorecer o desenvolvimento de
linfoma ndo Hodgkin, por aumentar a expresséo de IL-18 no tecido linfoide, associado a
mucosa em pacientes com leucemia aguda de células T, e também o aumento da expresséo
de IL-18 que pode atuar como um fator proliferativo de células tumorais (59, 58)

Sabe-se que as lesdes cutaneas de SS e MF expressam niveis mais elevados de TLR2,
TLR4 e TLR9 em comparagdo com a pele de individuos saudavel (60) o que pode gerar o
primeiro sinal para a ativacao do inflamassoma (43). A regulacao positiva do inflamassoma
AIM-2 apds ruptura da barreira cutanea atua como primeira linha de defesa a patdgenos
invasores, porem em caso de comprometimento crénico sua ativac¢ao continua pode contri-
buir para um circulo vicioso de inflamag&o em doencas inflamatdrias cronicas da pele como
a psoriase (61).

Dessa forma, faz-se necessario melhor compreender a funcéo do inflamassoma na pato-

génese da SS, para contribuir ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar na sindrome de Sézary, a expressdo de componentes da via do inflamassoma
(NLRP1, NLRP3, NLRP4, AIM-2) e citocinas (IL-18 e IL-1p) na pele, linfonodos reativos

e em células mononucleares do sangue periférico.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar o perfil de expressio de mRNA dos componentes do inflamassoma
(NLRP1, NLRP3, NLRP4 e AIM-2) e citocinas (IL-18 e IL-1pB) em células mononu-
cleares de SS e controles saudaveis,

e Auvaliar a expressdo proteica de marcadores de inflamassoma na pele de pacientes
Sézary comparando com pacientes com eritrodermia idiopatica e controle saudaveis,

e Auvaliar também em linfonodos de pacientes Sézary comparados com eritrodermia

Idiopatica a expressdo proteica de marcadores de inflamassoma,

e Dosagem sérica de IL-18 e IL-18 BP,

e Auvaliar a atividade de Caspase-1 em linfocitos TCD4+ de SS e controles saudaveis,

e Avaliar o perfil de expressao dos transcritos em linfonodos de pacientes Sézary e

eritrodermia idiopética.
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3. METODOS

3.1 Casuistica

Foram selecionados 26 pacientes com SS (13 homens, 13 mulheres), com média de
idade de 61 (29-84) anos de idade provenientes do Ambulatério de Linfomas Cutaneos da
Divisdo Clinica Dermatolégica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP,
e um grupo controle com 28 individuos sadios,14 homens e 14 mulheres com média de idade
54 anos de idade (30-85) proveniente do Laboratdrio de Investigagdo Médica unidade 56 da
Faculdade de Medicina da USP, que ndo apresentam histdria de doenca dermatoldgica.

Foram coletadas de pacientes com SS, sangue periférico (n = 23 M12/F11;) e bidpsias
de pele para serem emblocados em parafina (n = 9; 4M/5F). Amostras de linfonodos (n = 8;
4AM/4F; estagio N1 = 4, estdgio N2/N3 = 4) foram obtidas a partir de bidpsia excisional de
linfonodos apos avaliacdo do envolvimento neoplasico por exame clinico ou exames de ima-
gem. Os critérios estabelecidos para suspeita de envolvimento neoplasico de linfonodos fo-
ram > 1,5 cm de maior didmetro, endurecidos, aglomerados ou aderidos a planos profundos.

Foram coletadas de pacientes com Eritrodermia idiopatica, linfonodos eritrodérmicos
sem a presenca de células malignas até o0 momento da biopsia (n = 8; 4M/4F; idade mediana
de 65 anos, variando de 32-77 anos) e pele (N=10-12). Este grupo foi utilizado como grupo
controle.

As amostras de sangue periférico foram obtidas previamente ao tratamento dos paci-
entes, todos os pacientes com SS apresentavam eritrodermia. Os diagnésticos de SS foram
estabelecidos de acordo com os critérios clinicos e histoldgicos, revisados propostos pela
Sociedade Internacional de Linfomas Cutaneos (ISCL) e pela forca-tarefa de linfoma cuta-
neo da Organizacéo Europeia de Pesquisa e Tratamento do Cancer (EORTC).

Para o grupo controle de individuos saudaveis, foram selecionados 28 doadores
(CTRL) (14 homens, 14 mulheres) com média de idade de 54 (26-75).

Os critérios de exclusdo do estudo foram doencas dermatoldgicas, autimunidades,
tratamento com drogas imunossupressoras ou imunomodificadoras, gravidez e idade inferior
a 18 anos. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Uso Institucional da Universidade de
Sao Paulo (CAAE, 65115317.7.0000.0068), e o consentimento informado foi obtido de to-
dos os sujeitos. Todos os protocolos experimentais utilizados neste estudo foram realizados

de acordo com o Comité de Etica da Universidade de S3o Paulo e o consentimento informado
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foi obtido de todos os sujeitos. Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes e regu-

lamentos desta institui¢do e os principios éeticos da Declaracdo de Helsinque.

3.2. Extracao de RNA, sequenciamento e analises transcriptémicas

A extragdo do RNA total foi realizada com o Mini Kit RNeasy Plus (Qiagen) de
acordo com as recomendacOes do fabricante. A qualidade da amostra foi verificada pela
Tape Station (Agilent). A expressdo génica foi analisada por sequenciamento de RNA utili-
zando a plataforma Illumina TruSeq Stranded. Esta etapa foi realizada no setor multi-usuario
da Rede Premium- FMUSP.

Ap0s a remocao dos adaptadores de sequéncia, as leituras foram submetidas a garan-
tia de qualidade com o programa FASTQC (62). As sequéncias resultantes foram mapeadas
contra o genoma humano de referéncia (assembly GRCh38.p13 release 103) com o programa
SUBREAD (63), apds contagem com FEATURECOUNTS (64). A avaliagdo da qualidade,
normalizacdo, analise estatistica e identificacdo de genes diferencialmente expressos (DEGS)
foram realizados utilizando o pacote R/Bioconductor DESEQ2 (65). Os valores-p foram
submetidos ao ajuste da taxa de falsa descoberta com 0 método de Benjamini-Hochberg. Os
genes foram considerados diferencialmente expressos se o valor de p < 0,05 e a variagéo
absoluta de vezes > 1,5. A analise de sobre-representacao foi realizada com o programa EN-
RICHR (66) e a rede génica foi construida com o Cytoscape (67). As analises bioinformati-
cas foram realizadas com a colaboragdo de Dr Frederico Moraes Ferreira, do Laboratério de
investigagdo medica LIM-50 da Faculdade de Medicina de S&o Paulo e o Prof. Helder Na-
kaya do Hospital Israelita Albert Einsten, S&o Paulo.

3.3. Obtencéo de células mononucleares (CMNSs) do sangue periférico

Para obtencdo de CMNs, amostras de sangue periférico dos individuos foram coleta-
das em tubo com heparina estéril e diluidas com solucéo fisioldgica, volume a volume. As
suspensdes das CMNs foram obtidas apés centrifugacdo por 20 minutos a 2200 rpm, através
de gradiente de concentracdo Ficoll-Hypaque (Amersham Pharmacia Biotech, NJ, EUA). As
células obtidas foram quantificadas em camara de Neubauer e a concentracao ajustada de
acordo com o ensaio realizado para analise de expressdo génica por reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real e cultura celular.
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3.4. Cultura celular de linhagens
As linhagens HUT-78, SeAx, SZ4 e PB2B, derivadas de pacientes com LCCT foram

gentilmente doadas por Professor Niels @dum (Copenhaga, Dinamarca). As células Hut78 e
PB2B foram cultivadas em meio RPMI (Invitrogen) com 20% e 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen), respectivamente. As células SZ4 foram cultivadas em meio RPMI contendo
10% de FBS e as celulas SeAx foram cultivadas em meio RPMI contendo 10% de soro
humano AB (SAB) (Sigma, St Louis, MO, EUA), 5 ng/mL de IL-2 e IL-4 humana recombi-
nante (R&D Systems, Minneapolis, MN). Todas as células foram cultivadas em 5% de
C02, 95% de incubadora humidificada a 37°C. As células foram utilizadas para realizar PCR
em tempo real.
3.5. Expressao génica por reagdo em cadeia da polimerase em tempo real

O RNA total foi analisado no espectrofotémetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific) e a reagdo de transcri¢do reversa realizada com o kit iScriptTM (Bio-Rad). Para
a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, 0 DNA complementar foi incubado com
SYBR Green (Applied Biosystem) e os primers para todos os genes alvo. Todas as sequén-
cias de primers para NLRP1, NLRP3, NLRP4, IL-18, IL-1B ¢ CARDS8 foram sintetizadas
pela Invitrogen e as sequéncias estdo listadas no quadro 1. A amplificacdo do DNA foi
realizada em um sistema de PCR 7500 em tempo real (Applied Biosystems) e a analise dos
dados foi realizada usando o software 7500 versdo 2.0.6 (Applied Biosystems) de acordo
com o método de limiar de AA-ciclo (68).
Quadro 1: Sequéncias dos primers usados para transcriptase reversa quantitativa em

PCR em tempo real

Gene FW primer REV primer

NLRP1 5’AAGACCAGCTG TTCTCGGAGTT3’ 5’AGGCATGAGATCTCCTGGTTTC3’

NLRP3 5'TGGAGTGTCGGAGAAGAG3’ 5'TGCTGTCATTGTCCTGGTGT3’

NLRP4 (5'GAACTACGGCTGGACTCTTTT3’ 5’AGCAAAGACATGTGGCGGAA3Y

AIM-2 5'CACCAAAAGTCTCTCCTCATGTT3’ 5’AAACCCTTCTCTGATAGATTCCTG3
IL-18 5’GACGCATGCCCTCAATCC3’ 5’CTAGAGCGCAATGGTGCAATC3’
IL-1B 5'TCCCCAGCCCTTTTGTTGA3’ 5'TTAGAACCAAATGTGGCCGTG3’

CARDS8 5'CAGTGTCCAAGCAACAAGCC3’ 5'TACTGGATCCACTGTCCCGT3'

GAPDH 5’GAAGGTGAAGGTCGGAGT3’ 5’GAAGATGGTGATGGGATTTC 3’
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3.6. Cultura celular e ensaio de atividade de caspase-1

Células mononucleares de sangue periférico foram isoladas de sangue venoso heparini-
zado por centrifugacdo em gradiente Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) e
diluidas em meio RPMI com 10% de soro humano AB (Sigma). As culturas de (1,0 x 108
células/pogo) foram incubadas em microplacas de 48 pocos (Costar, Cambridge, MA, EUA)
em meio na presenca de agonistas de TLR4 (lipopolissacarideo, LPS, 1 ug/mL) por 3 h a 37
°C e 5% de CO2, nos ultimos 15 min foi adicionado ATP (1nM). Os reagentes foram obtidos
da InvivoGen (San Diego, CA, E.U.A)).

As células foram submetidas a atividade de caspase-1 usando FAM-FLICA (GREEN
FLUORESCENCE) Caspase-1 Assay Kit (Immunochemistry Technologies, Bloomington,
Minnesota, EUA) por citometria de fluxo. Anticorpos para CD3-BV605 (SK7), CD4 V-450
(SK3), CD7-PERCEP-CY 5-5 (M-T701), foram usados da BD Biosciences. Foram adquiri-
dos 200.000 eventos no citdmetro de fluxo Fortessa (LSR Fortessa, BD, California, EUA)
com o software Diva (BD — EUA). Os dados foram analisados com auxilio do software For-

tessa versao etc.

3.7. Determinacgéo de IL-18 e IL-18BP

Os niveis séricos de IL-18 e IL18BP foram avaliados pelo método de ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de acordo com as instrucdes do fabricante kit
ELISA (R&D System), com limite de deteccdo de 26pg/mL e 1.700pg/mL, respectiva-

mente.

3.8. Imunohistoquimica

Os cortes histoldgicos foram desparafinizados em xilol, reidratados em etanol e blo-
queados comperdxido de hidrogénio a 3%. As secgdes de tecido foram entdo incubadas com
0s anticorpos primarios anticorpo de coelho anti-NLRP1 policlonal (Ab 3683); camundon-
gos monoclonais anti-NLRP3 (214185), anticorpo policlonal de coelho anti-AIM2 (93015),
anticorpo policlonal de coelho anti-IL-18 (Ab71495), anticorpo policlonal de coelho anti-
IL-1B (Ab2105), procedentes da Abcam, Cambridge, Massachusetts.

O sistema Reveal Biotin-Free Polyvalent HRP (SPB-999, Spring Bioscience Corp,
Pleasanton, California) foi selecionado como sistema de amplificacéo, e DAB (3,3' diami-
benzidina, D5637, Sigma) foi usado para revelacdo. Os controles negativos da reacdo foram

obtidos omitindo o anticorpo primario, substituindo-o por PBS pH 7,4. Apds a montagem



32

das ldminas com resina Permount (FISHER Scientific, Fair Lawn, NJ/JUSA). As laminas
foram digitalizadas usando um scanner de ld&minas Aperio ScanScope (Aperio Technologies,
Vista, California), e as imagens foram analisadas com Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29 (Me-
dia Cybernetics Inc., Bethesda, Maryland).

3.9. Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia para expressao de CD4/IL-18 e CD68/I1L18 foi realizada em
amostras de 4 um embebidas em parafina. As amostras foram desparafinizadas e fixadas
com paraformaldeido a 4% (Sigma) em solugéo salina tamponada com fosfato por 10 minu-
tos em temperatura ambiente. A permeabilizacao foi realizada utilizando 1% de Triton X-
100 (Sigma) em PBS, enguanto 5% de soro fetal bovino (Sigma) foi utilizado para bloqueio.
As amostras foram incubadas durante a noite com o anti-CD68 monoclonal primario (KP-1,
168M-96, Cell Marque, CA, EUA), anti-1L-18 (ab71495 Abcam) e camundongos anti-CD4
(Elabscience, E-AB -22098). Os anticorpos secundarios burro anti-camundongo Alexa 488
(verde, A11008, Thermo Fisher Scientific) e cabra anti-coelho Alexa 633 (vermelho,
A31570, Thermo Fisher Scientific) foram aplicados para dupla coloragdo de CD4/IL-18 e
CD68/1L18. A coloracdo DAPI (dicloridrato de 4',6-diamidino-2-fenilindol, Thermo Fisher
Scientific) foi usada para identificacdo nuclear. Para controles, o anticorpo primario foi omi-
tido antes da adicdo do anticorpo secundario. As imagens foram adquiridas utilizando os
filtros apropriados de um microscépio de imunofluorescéncia invertido Axiovert 200 (Zeiss,

Oberkochen, Alemanha).

3.10. Analise estatistica
Todas as representacOes estatisticas e graficas foram executadas no software Gra-
phPad Prism (versdo 7.0). A correlacdo estatistica entre os grupos foi realizada utilizando o
teste ndo parameétrico Man-Whitney e para comparagdes entre trés grupos Anova.
Todas as comparagdes que resultaram em P<0.05 foram consideradas significantes.

Os dados foram representados por média e desvio padrao, #p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1  Caracteristicas dos pacientes envolvidos no estudo

Foram selecionados 26 pacientes diagnosticados com SS, cujos achados clinicos e
laboratoriais no momento do diagnostico estdo descritos na Tabela 1. Como grupo controle,
CTRL foram selecionados 28 individuos saudaveis com idade pareada ao grupo SS. O sexo

dos pacientes SS e CTRL tem representacdo homogénea.

Tabela 1. Caracteristicas dos grupos de estudo

Pacientes Sexo ldade Linfécito | CD4+/ | CD4+/CD26- CD4+/CD7- CD8+ CD4/CD Biopsia Bio-
SS mm3 (%) (%0) 8 pele psia
linfo
SS1 F 36 3620 2908 1192 (41) 930 (32) 263 11 S N
SS2 M 62 6870 6270 3762 (60) 2696 (43) 452 11 N N
SS3 M 22 5687 4866 2335 (48) 1557 (37) 422 9 N N
SS4 F 69 4730 4209 2946 (70) 2147 (51) 94 44 N N
SS5 M 62 2100 1008 332 (33) 63 (3) 504 4 N N
SS6 F 81 2280 1940 1105 (57) 427 (22) 161 12 N N
SS7 M 53 1430 600 540 (9) 222 (37) 328 2 S S
SS8 F 76 1160 916 540 (59) 183 (20) 81 11 S N
SS9 M 57 3490 3176 2350 (74) 2604 (82) 174 18 N N
SS10 M 62 8670 8150 4238 (52) 3341 (41) 347 23 N N
SS11 F 60 131010 = 25767 @ 120736 (96) 120736 (96) = 5240 24 S S
SS12 M 48 21430 20572 4526 (22) 4114 (2) 428 50 N N
SS13 M 68 6830 6251 5376 (86) 5063 (81) 295 21 S N
SS14 F 58 3090 2472 1508 (61) 490 (2) 247 10 S S
SS15 F 29 4262 3580 1825 (51) 429 (12) 362 10 N N
SS16 F 61 2030 2030 1705 (84) 1218 (60) 182 11 N N
SS17 M 56 7640 6647 5251 (79) 2791 (42) 153 43 S S
SS18 F 70 7370 6706 5968 (89) 4158 (62) 147 45 S N
SS19 F 69 3260 2543 2060 (81) 585 (23) 242 10 S S
SS20 M 55 2240 1705 290 (17) 937 (55) 313 6 S S
SS21 F 65 3700 3293 2700 (82) 231 (7) 148 22 S S
SS22 M 84 2610 2531 2453 (94) 760 (30) 224 11 S S
SS23 M 70 2200 2068 1861 (90) 827 (40) 66 31 S N
SS24 F 43 5690 4840 4210 (87) 2904 (60) 178 27 N N
SS25 M 60 2250 1786 1327 (59) 1417 (63) 98 18 N N
SS26 F 40 3780 3080 215 (7) 92 (3) 296 10 N N
SS:26 13 F13 M 61 (22-84)
CTRL:28 14 F/14 M 54 (30-85) NR NR NR NR NR NR NR NR
EI:19 6 F/M 13 NR NR NR NR NR NR NR NR NR

F=feminina, M= masculino; NR= néo realizado;
Valores de referéncia: linfocitos (1000-3200/mm3); CD4+ (900-3400/mm3); CD4+CD26 (razdo>40%); CD4+CD7- (ra-
z80 >30%.); CD8+ (300-1000/mm3); CD4/CD8 (razdo >10%). N: N&o. S:Sim
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4.2 Expressao de componentes do inflamassoma em linfonodos e na pele eritrodér-
mica de pacientes com SS

Para verificar se a expressao dos componentes do inflamassoma pode estar alterada na
sindrome de Sezary, avaliamos a expressdao de NLRP1, NLRP3, AIM2 e IL-1p/IL18 por
imunohistoquimica, em linfonodos de pacientes em estagio inicial (N1) e com presenca de
células neoplasicas (N2/N3). A sigla “N” descreve a extensdao do linfoma nos ganglios lin-
faticos. O estadiamento e classificacdo da SS foi de acordo com as recomendagfes do
ISCL/EORTC (16), (69), (6). Até 0 momento, ndo ha evidencias de estudos realizados sobre
o perfil inflamat6rio em LN em pacientes com Sezary. Considerando que todos 0s pacientes
com SS possuem pele eritrodérmica, também incluimos casos de pacientes com eritrodermia
idiopatica (EI) como grupo controle, com auséncia de células malignas no momento da co-
leta.

Na Figura 1 pode-se observar que a expressao de IL-1p estd diminuida nos LN em esté-
gio N2/N3 comparados ao estagio N1 e aos LN EI (Figura 1B). Em contraste, houve au-
mento da expressdo de IL-18 no grupo N2/N3 do grupo SS em comparagdo com o grupo El
(Figura 1C).

No entanto, ndo foram detectadas alteracOes significativas de expressdo de NLRP1,

NLRP3 e AIM2 nos linfonodos N1 e nos estagios mais avancados N2/N3 (Figura 2).
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Figura 1. Regulacdo negativa da expressdo de IL-1p ¢ positiva de IL-18 em linfonodos em
estagio avancado de SS. A expressdo de IL-1p e IL-18 foi avaliada nas biopsias de linfono-
dos de pacientes com SS nos estagios N1 (n=4, circulo aberto), N2 (n=2, circulo rosa) N3
(n=2, fechado circulo) e pacientes com eritrodermia idiopatica (EIl, n=7, triangulo aberto)
por imuno-histoquimica. (A) As imagens possuem ampliacao original x40. (B) expresséo de
IL-1B e (C) expressdo de IL-18. Os dados estdo ilustrados por média e desvio padréo,

*p<0,05.
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Figura 2. Expressdo de NLRP1, NLRP3 e AIM2 em linfonodos de pacientes com SS. A
expressdo de NLRP1, NLRP3 e AIM2 foi avaliada nas biopsias de linfonodos de pacientes
com SS nos estagios N1 (n=4, circulo aberto), N2 (n=2, circulo rosa) N3 (n=2, circulo fe-
chado) por imunohistoquimica. Os dados sdo expressos por media e desvio padréo.
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4.3 Dupla-marcacéo de CD68/IL-18 e CD4/IL-18 em linfonodos e pele de SS

A 1L-18 é membro da familia de citocinas IL-1 e medeia a inflamacéo via a sinaliza-
¢do dos inflamassomas (70, 71). Em contraste com a IL-1pB, pode- se observar aumento da
expressao de IL-18 em LN de estagio tumoral (N2/3) (Figura 1C). No entanto, ndo foi pos-
sivel determinar a fonte de células secretoras de IL-18. Desta forma, para identificar o perfil
da celula secretora de IL-18, foi realizado duplas marcagdes de CD68 ou CD4 com IL-18
por imunofluorescéncia. Nas analises preliminares ja foi observado que a coloracdo de IL-
18 em linfonodos em controle saudavel a presenca de macrdfagos que secretam IL-18 no
centro germinativo do foliculo linfoide (dados ndo demonstrados). A Figura 3A mostra que
em SS a maioria das células positivas para IL-18 sdo macrdfagos (CD68+) e ndo células T
CDA4+ (Figura 3B).

O mesmo padréo foi encontrado na pele do mesmo paciente SS, em que varias células

CD68+ co-localizam com IL-18 (Figura 4).

CD68 IL-18

Figura 3. Dupla-marcacéo de CD68/IL-18 e CD4/1L-18 em linfonodos de SS. (A) Painéis
de imunofluorescéncia mostrando CD68 expressando IL-18 e (B) células CD4+ expressando
IL-18. As figuras sdo representativas de amostra de linfonodo de estagio N3. DAPI (azul)
foi utilizado para a visualizagdo do nucleo celular. Ampliagéo original x20.
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IL-18 CD68

DAPI MERGE

Figura 4. Dupla marcacdo de CD68/IL-18 em pele de paciente SS. Painéis de imunofluo-
rescéncia mostrando CD68 expressando IL-18. DAPI (azul) foi utilizado para a visualizacdo
do nacleo celular. Ampliacéo original x20

4.4 Aumento de expressdo de IL-1p epidérmica e IL-18 dérmica em pele de SS.

Na sequéncia foi avaliado a expressao de componentes da via de inflamassoma nas
camadas epidérmica e dérmica da pele eritrodermica de pacientes com SS. Como controles
foram utilizadas amostras de biopsias de pele de pacientes El e controles saudaveis. A Fi-
gura 5B, mostra aumento de expressdo de IL-1p no grupo SS em comparagdo com 0s grupos
CTRL e EI, enquanto a IL-18 epidérmica foi diminuida no SS em compara¢do com os dois
grupos controles (Figura 5B). Chama atencdo que tanto em LN como na pele houve expres-
sdo de IL-1P e IL-18 mostram expressao oposta. J& na camada dérmica foi observada uma
expressao aumentada de IL-18 em individuos SS em comparacdo ao grupo El (Figura 5C).
O perfil de expressdo de IL-1 B e IL-18 foram similares entre os grupos CTRL e EIl. Além
disso, observou-se diminuicdo da expressdo de NLRP1 na pele SS em comparagdo com o
grupo CTRL, enquanto a expressdo de NLRP3 e AIM-2 foram similares entre os grupos
(Figura 6).

Os achados mostraram que na SS de acordo com o acometimento linfonodal ha ini-
bicdo da expressdo de IL-1p, com regulacéo positiva da expressao de IL-18 principalmente
pelos macrofagos no LN. Na pele, a expressao epidermica do grupo SS é diferente do grupo

El, mostrando que as alteracdes podem ndo ser devido a condicéo eritrodermica.
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Figura 5.Aumento de expressao de IL-1p epidérmica e IL-18 dérmica em pele de SS eritro-
dérmica. A expressdo de IL-1p e IL-18 (5A) foi avaliada em bidpsias de pele de pacientes
com SS (n=7-8, circulo fechado), individuos saudaveis (n=9-12, circulo aberto) e eritroder-
mia idiopatica (EI , n=9-12, triangulo aberto) por imuno-histoquimica. As analises foram
realizadas separadamente na epiderme (5B) e na derme (5C). Os valores sdo expressos por
media e desvio padrdo, *p<0,05, **p<0,01.
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Figura 6. Expressdo de NLRP1, NLRP3 e AIM2 na pele de pacientes com SS. A expressao
de NLRP1, NLRP3 e AIM2 foi avaliada em bidpsias de pele de pacientes com SS (A) (n=3-
9, circulo fechado), individuos saudaveis (n=9-13, circulo aberto) por imuno-histoquimica.
As analises foram realizadas na epiderme (B) e na derme (C). Os valores sao expressos por
média e desvio padrdo, **p<0,01
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4. 5 Niveis séricos de IL-18 e IL-18 BP na sindrome de Sezary

Nesta etapa avaliamos os niveis sericos da proteina IL-18 e IL18 BP (do inglés binding
protein, BP). A proteina de ligacdo de IL-18 (IL-18BP) é um inibidor da atividade de IL-18,
pois se liga a forma madura desta citocina e blogueia sua interacdo com IL-18R (72).

Verificamos que o eixo IL-18/I1L-18 BP no soro foi regulado positivamente em pacientes
com SS em comparacdo com individuos saudaveis (Figura 7). Além disso, a relagdo IL-
18/1L18 BP foi semelhante entre os grupos, e os valores foram inferiores a 0,1, em fungao
da altas quantidade de IL-18BP. Quanto aos niveis séricos de IL-1[3 observamos previamente

gue estavam em niveis similares ao grupo CTRL (34).
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Figura 7 Niveis circulantes elevados de proteina de ligagdo de IL-18 (BP) e IL-18 em paci-
entes com SS. A determinagdo sérica de (A) IL-18 (SS, N=18 e CTRL, N=22) e (B) IL-18
BP (SS, N=8 e CTRL N=13) foi avaliada por ELISA. (C) Razdo IL18/IL18BP. Os valores
sd0 expressos por média e desvio padrdo. ***p<0,001.
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4.6 Perfil do inflamassoma em PBMC e atividade de Caspase-1 em células T CD4+

O perfil de expressdo de transcritos de inflamassomas foram avaliados em CMN nos
grupos SS e CTRL por RT-gPCR. Conforme a Tabela demografica 1, a maioria dos pacien-
tes SS mostram aumento numérico de celulas T CD4 (18/21), o que gera um aumento da
razao CD4/CD8 >10 (16/21), indicando presenca enriquecida de células tumorais no sangue
periférico.

Curiosamente, corroborando os achados em LN acometidos, na camada dérmica da pele
e no soro de paciente SS, também foi observado aumento dos transcritos de I1L-18, acompa-
nhado pela diminuicdo de IL-1p em PBMC (Figura 8B). Além disto, foi observado uma
diminuicao da expressdo de NLRP1, NLRP3 e aumento dos transcritos de CARD8 e NLRP4
em CMN de pacientes com SS em comparagdo com amostras de CTRL (Figura 8)

Considerando a dificuldade de purificar as células de Sezary, devido a heterogeineidade
de marcadores de superficie, resolvemos analisar linhagens de células LCCT em estagio
avancado, (Hut-78, SzZ4, SeAx) e linfoma avancado de pele linfoproliferativo CD30+
(PB2B) para a analise dos transcritos. (73, 74), (75, 76). Observa-se que as células Hut-78
mostram aumento de expressdo de NLRP1 e CARDS, e baixa expressao de NLRP4 e IL-18
(Figura 8C). As outras linhagens celulares expressam principalmente CARDS.

A expressdo das PBMCs e das linhagens foi de maneira constitutiva, ou seja, sem esti-
mulo, mostrando uma evidente expressdo de CARDS. Esta proteina possui um dominio que
recruta caspase (CARD) e esta envolvido nas vias ativacdo de caspase e NFkB, e encontra-

se elevado em cancer (77).
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Figura 8. Perfil de expressao de transcritos do inflamassoma em células mononucleares do
sangue periférico de pacientes com SS e de linhagens celulares de LCCT. A) a expressdo de
NLRP1, NLRP3, NLRP4, CARDS e B) pro-IL-18, pro-IL1p foi analisada em PBMC de
pacientes com SS (n=4-10, circulo fechado) e controles saudaveis (n=4-8, circulo aberto)
por g-PCR. C) As linhagens Hut-78, SZ4, PB2B e SeAx, também foram avaliadas quanto
ao perfil de inflammassomas. B) o mapa de calor mostra a expressdo dos componentes do
inflamassoma analisados em linhagens celulares de LCCT. Os dados sdo apresentados por
meédia e desvio padrdo, *p<0,05, **p<0,01.
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4.7 Células T CD4+ CD7- de pacientes SS possuem elevada atividade de Caspase -1.

A ativagdo da caspase-1 estd envolvida na clivagem de pré-IL-1p e pré-1L-18, tor-
nando-os maduros e também na apoptose. Analisamos células T CD4+ que expressam CD?7,
considerando que a perda de CD7 no SS é >40%, considerado util para o diagndstico da
doenca. A Figura 9B mostra que a atividade da Caspase 1 é observada nas células T
CD4+CD7- ap6s ativacao de LPS e ATP, em ambos 0s grupos, em niveis mais elevados em
pacientes com SS, sobretudo em dois deles (2/4). Isso significa que alguns pacientes com SS
mostram aumento de atividade da caspase 1, ou seja, provavelmente por células de Sezary e
que podem ser conduzidas a piroptose. Mais investigacdes sdo necessarias para verificar se

as células de Sezary podem apresentar ativagao funcional da Caspase-1.
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Figura 9. Células T CD4+ CD7- de pacientes SS possuem elevada atividade de Caspase -1.
(A) histograma para atividade de Caspase-1 (FLICA) células T CD4+ CD7- e CD4+ CD7+
em células mononucleares estimuladas por LPS (1 ug/mL) mais ATP (INm) (linha azul) ou
nado estimuladas (UNS, linha laranja) e sem coloracéo (linha preta) de SS ( B) (n=4, circulo
fechado) e CTRL (n=5, circulo aberto) foi avaliada por citometria de fluxo. Os dados séo
mostrados por média e desvio padrdo, #p<0,05.
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4.8 Analise transcriptémica de LN

Em conjunto com os dados obtidos, foi possivel observar em varios sistemas a existéncia
de uma regulacéo negativa de componentes dos inflamassomas, como NLRP3 e outros, o
que pode refletir na diminuicdo da producdo de IL-1B. Nos LNs, a inibigdo da expressio de
MRNA de IL-1p foi observada nos estagios mais proeminentes de células tumorais.

Para melhor avaliarmos a questéo dos genes envolvidos na producéo de IL-1, iniciamos
a analise de transcriptdmica de LN nos estagios N1 (sem acomentimento tumoral), N2 e N3.
As analises apesar de preliminares, ja apontam inibi¢dao de IL-1B como também de NLRP3
(Figura 10). Nesta rede pode-se observar que a maioria dos genes estdo modulados negati-
vamente (cor azul). Fatores relacionados com a via NFkB, também estdo modulados negati-
vamente. Estes dados confirmam as observacdes proteicas por imunohistoquimia de LN, que
mostrou diminuigédo da expresséo de IL-1p.

A Figura 11 mostra o mapa de calor z-score ndo supervisionado de contagens normali-
zadasdos 300 genes mais variaveis e expressos. As amostras foram segregadas em seus gru-
pos esperados e apresentam um perfil de expressao semelhante.

A amostra SS03 se comporta como uma amostra de controle e, de fato, corresponde ao
estagio N1. A andlise diferencial da expressdo génica resultou em 773 genes regulados po-
sitivamente e 646 genes regulados negativamente, ambos, nas amostras SS comparadas as
amostras EI.

Os dados preliminares sugerem que as alteragfes estdo de acordo com o acometimento
do LN com as células tumoral, considerando que as altera¢cdes sdo mais proeminetes nos
estagios N2 e N3. Confirma também que ha uma ampla modulagéo negativa de IL-1f nos

pacientes Sezary.
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Figura 10. Rede dos genes das vias de sinalizacao de IL-1p. Os genes das vias de sinaliza¢do
de IL-1B tém bordas magenta. Os genes com regulado positivamente no grupo SS em com-
paragdo com o grupo El séo coloridos em tons de vermelho e os genes regulados negativa-
mente sdo coloridos em tons de azul. Os genes quadrados sdo 0s que mais interagem com 0s

genes sinalizadores de IL-1p.
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Figura 11. Analises transcriptémicas de linfonodos de SS e EI. A) O grupo El esta colorido
em ciano e o grupo SS estad em rosa. Tons de vermelho significam expressdo acima da média
da linha e tons de azul significam expressdo abaixo da média. B) Grafico de vulcéo de -
log10(p-value) em fungédo de log2FC. Os genes regulados para cima sdo representados por
ciclos vermelhos e os genes regulados para baixo sdo representados por ciclos azuis. Os
ciclos de cinza representam genes alterados ndo significativos. As linhas verticais tracejadas
representam os limites absolutos dos valores de FC de 1,5 e a linha tracejada horizontal
representa o nivel de significancia do valor p de 0,05.
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5 Discusséo

Os linfonodos na sindrome de Sézary sdo frequentemente reativos, aumentados de
volume, denominado de linfadenopatia dermatopatica. E cacracterizado pela presenca de cé-
lulas tumorais e perda da arquitetura nodal , estagio N1, sem presenca de célula neoplésica
e arquitetura preservada; N2, presenca de células neoplasicas sem perda da arquitetura nodal
e N3 alteragéo da arquitetura nodal parcial ou completa)(16).

Nossos resultados mostram maior expressdo da proteina IL-18 em linfonodos de es-
tagio N2/N3 de pacientes com SS em comparagdo com pacientes com eritrodermia idiopa-
tica, ou seja sem acometimento nodal. O aumento de IL-18 pode ser devido ao déficit na
producéo de IFN-y, ja bem estabelecido na SS (78), ja que a citocina € um potente indutor
de IFN-y. Ensaios de imunofluorescéncia de co-localizagdo com IL-18, sugerem que a célula
secretora de 1L-18 sdo majoritariamente macréfagos (CD68+) do que linfécitos T CD4+,
tanto na pele quanto nos linfonodos. Entretanto, esses resultados séo preliminares devido ao
pequeno grupo amostral.

Macrofagos presentes no microambiente tumoral sdo chamados de macrofagos asso-
ciados ao tumor (TAM). Foi constatado em diversos canceres maior frequencia de perfil

M2, o que favorece a remodelagédo da matriz, angiogénese e crescimento de células tumorais
e inibicdo da imunidade adaptativa (79). Em pacientes com SS e MF foi visto anteriormente
aumento da razdo de células CD163/CD68, indicando polarizagdo M2 de acordo com pro-
gressao da doenca(80), o que nos leva a acreditar que a expressdo de macrofagos M2 e o
perfil cléssico de citocinas Th2 em SS, contribui com o aumento de IL-18. Sabe-se que na
auséncia de niveis elevados de IL-12, a IL-18 ndo consegue impulsionar a producéo de tipos
de IFN-y, pois a IL-12 induz a expressédo do receptor de IL-18 (IL-18R) induzindo a produ-
¢do de IFN- vy, a auséncia IL-12 e IFN- y ,contribui com a resposta inflamatéria Th2 no
LCCT (51). Assim, nossos resutados sugerem que o aumento de IL-18 observado nos LN
pode ser devido macrofagos de perfil M2, entre outras células.

Juntamente com o aumento da expresséo de IL-18 em linfonodos, sendo produzidos
possivelmente por macrofagos de perfil M2 vimos também uma diminuigdo da expressao de
IL-1pB nas amostras de LN de estagio avangado em comparacdo ao grupo El. A anélise dife-
rencial da expresséo génica ndo so confirma a menor expresséo do transcrito de IL1-f ob-
servada nos ensaios anteriores, mas também evidencia vias relacionadas a IL-1-f, como
parte dos componentes da via de sinalizagdo de NFkB, MyD88, IRAK4 e MAPKS8 também

estdo menos expressos em comparacao a LN do grupo El.
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E possivel também que o microambiente de replicacéo das células neoplasicas possa
estar contribuindo para esse cenario. Se a maturacao ou a secrecédo de IL-1p e IL-18 é regu-
lada por inflamassomas, é possivel também que a inibicdo de IL-1PB pode ser uma evasdo
tumoral para a piroptose

Apesar da expressao anormal de IL-18 e IL-1p nos LN de estagios N2/N3 de pacien-
tes com SS, os componentes de inflamassoma (NLRP1, NLRP3, AIM-2) encontram-se ex-
pressos de maneira similar entre os estagios N1 e N2/N3. Salientamos que, apesar da expres-
séo similar dos componentes de inflamassoma, disfuncéo das citonas pro-inflamatorias, ou-
tro aspectos funcional quanto a ativagéo de gasdermina e piroptose ndo foi avaliada.

Sabemos que as células malignas induzem alteracdes graves ndo somente em linfo-
nodos, mas também na pele, prejudicando a barreira cutanea. O comprometimento da bar-
reira cutanea pode aumentar a suscetibilidade a infec¢Ges bacterianas, como no caso da Sta-
phylococcus aureus (SA), que de fato constitui uma importante fonte de morbidade e mor-
talidade (81). Assim, analisamos a expressao dos componentes do inflamassoma na pele.

Observamos expressao atipica de IL-1p e IL-18 na pele eritrodérmica de pacientes
SS na porcéo dérmica e epidermica. Na camada epidermica, identificamos aumento de IL-
18 concomitante com diminugdo na expressao de IL-18 em comparagdo com ambos contro-
les, a pele de pacientes eritrodérmicos idiopaticos e de doadores saudaveis. De fato, na ana-
lise de imunofluorescéncia foi observado poucas células positivas 1L-18 na epiderme. E im-
portante salientar que os achados das analises de imunofluorescéncia séo preliminares de-
vido ao pequeno grupo amostral (n=1). Quanto a expresséo elevada de IL-1f, supomos que
possa ter relagdo com a ativacdo continua por antigenos bacterianos presentes na pele dos
pacientes com SS, uma vez que, IL-13 desencadeia a producéo de outras citocinas inflama-
torias, para o local da inflamacéo e também expressdo de moléculas de adeséo celular, fos-
folipase tipo 2, ciclooxigenase-2, prostaglandina E2 e produc¢éo de 6xido nitrico (82). A ex-
pressdo oposta da IL-1p em linfonodo e epiderme, demonstra que essa citocina age de formas
diferente em tecidos diferente, em dependéncia do estimulo.

Na camada epidérmica, foi detectado uma diminuicdo da expressdo de NLRP1, alte-
racdes na expressao de NLRP1 sdo descritas em algumas doencas dermatoldgicas, como
vitiligo (83), lupus eritematosos sistémicos (84) e carcinoma palmoplantar maltiplo, inclu-
indo sindromes de suscetibilidade ao cancer (84). Entretanto, essas muta¢Ges de maneira
geral levam a um aumento de NLRP1, através do bloqueio do efeito auto inibitério do do-
minio NLRP1 PYD. A diminuicéo de IL-18, pode estar sendo regulada pela baixa expressdo
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de NLRP1 em uma tentativa de contraregulagdo do aumento da IL-1p, porém mais estudos
s80 necessarios para confirmar essa hipotese.

Observamos que 0s casos de amostras de pele de eritrodermia idiopatica, ndo tem o
mesmo perfil de SS, sugerindo que outros mecanismos inflamatorios estejam envolvidos
nesse cendrio. Mais investigacdes sdo necessarias para entender os fatores causadores da
eritrodermia.

Sabe-se que as células tumorais de SS eritrodermicos, migram da pele para a circu-
lagdo periférica, por isso é importante avaliar a expressédo dos componentes do inflamassoma
em CMNs. Salientamos que as células de Sézary estdo presentes na composigéo celular das
células mononucleares em pacientes SS.

Vale a pena ressaltar que as linhas celulares Sz4 e HUT78 mostraram baixa expressao
de IL-1B e uma regulagdo positiva de IL-18, CARD-8 e NLRP1 em Hut78. A ativagéo do
inflamassoma CARDS8 pode desencadear piroptose em células T humanas de condigdo sau-
davel. A via de piroptose induzida por CARD-8 é engajada em células de repouso, mas ndo
em células T ativadas (85). Nao ha evidéncias sobre regulacao positiva de CARD8 em célu-
las de Sezary. Portanto, mais investigacOes sdo necessarias para entender sua relagdo com
ativalcéo de Caspase 1 ou piroptose.

A IL-18 parece estar elevada em diversos compartimentos em pacientes SS, inclusive
a a nivel sérico. Sabe-se que a atividade de IL-18 é balanceada pela presenca do ligante IL-
18BP, que também foi detectado em grandes quantidades no soro dos pacientes com SS. E
possivel que os niveis elevados de IL-18BP seja uma tentativa de neutralizacdo de IL-18,
com o objetivo de reverter o viés Th2. Foi descrito que os pacientes com LCCT apresentam
niveis plasmaticos elevados de IL-18 e caspase-1 independentemente do estagio (86). Os
niveis séricos de IL-18BP estéo significativamente elevados na sepse e em doencas inflama-
torias e alguns tipos de cancer (87, 88).

A menor expressao de IL-1p (de transcrito e proteina) em pacientes com SS pode
sugerir uma forma de evitar a hiper ativacao pelo inflamassoma. A sinalizagdo do inflamas-
soma e a secrecdo celular de IL-1p em sua forma madura séo frequentemente acompanhadas
de piroptose. Um sistema de detec¢do de perigo e alerta imunologico, que pode levar a hi-
perativacédo pelo inflamassoma. Seu mecanismo de contrarregulacéo € crucial para evitar a

IL-1B, uma vez que ¢ um mediador chave da resposta inflamatoria.
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Embora nossos achados de anélise diferencial da expressdo génica (transcriptoma)
tenham demonstrado que células de pacientes SS possue regulacao negativa de fatores rela-
cionados com a via NF«B, outros estudos viram que em linhagens tumorais de LCCT a via
de NFkB ¢ constitutivamente ativa e causa resisténcia a apoptose (89).

De fato, pacientes SS possuem a imunidade prejudicada, com diminuida producéo de
citocinas Thl, o que facilita a resisténcia a apoptose, que é uma caracteristica fundamental
das células malignas. Varias vias se combinam para induzir essa resisténcia no LCCT, como
expressdéo BCL2, que promove a sobrevivéncia celular (90), expressdo diminuida de
FAS/CD95, que reduz a sensibilidade a apoptose (91), delecdo do supressor tumoral
TNFAIP3 (92), entre outros fatores, que favorecem o escape tumoral.

Avaliamos a ativacdo de caspase-1 em celulas TCD4+CD7- em amostra de CMNSs,
populacdo considerada células tumorais. A perda de CD7 é utilizada na rotina para a detec-
cdo de células de Sézary, e chegamos a 10% de células positivas para caspase, quando tratado
com LPS/ATP.

Notamos também em nossos resultados que em condicdo sem estimulos a atividade
de caspase-1 de SS de células TCD4+CD7- é semelhante ao grupo CTRL. Entretanto apds
ativacdo via LPS/ATP, a atividade de caspase-1 € aumentada, possivelmente com a partici-
pacéo de receptores NLRP1 e NLRP3, pois sdo capazes de reconhecer LPS e RNA bacteri-
ano, demonstrando que mesmo em linfdcitos T a via de caspase-1 é ativada e funcional. No
grupo de pacientes com SS, 2 pacientes expressaram niveis acima de 15% de células positi-
vas para caspase-1, ou seja, possivelmente sdo células que podem ser conduzidas a piroptose.
E possivel que a atividade de Caspase-1 em CMNs tenha influéncia de outras celulas, para
confirmar se a atividade de Caspase-1 reflete somente as células tumorais, seria necessario
a purificacdo de celulas primarias desses pacientes.

Uma limitacdo do presente estudo é ndo validar os achados em PBMC em células
tumorais primarias de pacientes com SS. Assim, linhagens tumorais de LCCT foram usadas
como representacdes das células tumorais e confirmam achados evidenciados no LN, como
baixa expressdo de componentes do inflamassoma, mas elevada expessdo de CARDS .

Nosso trabalho evidencia expresséo alterada de IL-1p e IL-18 em CMNs, na pele e
em LN de pacientes com SS, é possivel que IL-18 tenha contribui¢éo na sustentacao do perfil
de citocinas Th2. Maiores investiga¢Ges sdo necessarias para compreender o papel dessas

duas citocinas na imunopatogénese da sindrome de Sezary.
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6 CONCLUSOES
Em pacientes Sézary,

e O aumento da expressdo de IL-18 nos linfonodos em estagio N2/N3, foi confirmado
no transcrito, a nivel proteico no soro, e na camada dérmica. A célula produtora de
IL-18 foi principalmente o macréfago (CD68), onde pode contribuir com a angioge-

nése e favorecer o crescimento de células tumorais de perfil Th2.

e E possivel que a baixa expressdo proteica e transcricional de IL-1f, nos linfonodos e
sangue periférico, seja reflexo da regulacao negativa das vias NFxB, e isso contribua
com a evasao tumoral e piroptose, porém a regulacdo positiva de IL-1p na camada

epidérmica pode estar relacionado com ativacao continua por antigeno bacteriano.

e Os resultados evidenciam importante alterag6es na via do inflamassoma que neces-
sitam de mais estudos para melhor ser compreendida e podem sugerir novos alvos

terapéuticos para LCCT



53

Referéncias

1. Ansell SM. Hodgkin lymphoma: 2014 update on diagnosis, risk-stratification, and
management. Am J Hematol. 2014;89(7):771-9.

2. Bradford PT, Devesa SS, Anderson WF, Toro JR. Cutaneous lymphoma incidence patternsin
the United States: a population-based study of 3884 cases. Blood. 2009;113(21):5064-73.

3. Dummer R, Vermeer MH, Scarisbrick JJ, Kim YH, Stonesifer C, Tensen CP, et al. Cutaneous T
cell ymphoma.

4, Willemze R, Cerroni L, Kempf W, Berti E, Facchetti F, Swerdlow SH, et al. The 2018 update
of the WHO-EORTC classification for primary cutaneous lymphomas. Blood. 2019;133(16):1703-14.
5. Lutzner M, Edelson R, Schein P, Green |, Kirkpatrick C, Ahmed A. Cutaneous T-cell

lymphomas: the Sézary syndrome, mycosis fungoides, and related disorders. Ann Intern Med.
1975;83(4):534-52.

6. Willemze R, Jaffe ES, Burg G, Cerroni L, Berti E, Swerdlow SH, et al. WHO-EORTC
classification for cutaneous lymphomas. Blood. 2005;105(10):3768-85.
7. A S. Eritrodermia com presenca de células monstruosas

na derme e no sangue circulante. In: Y B, editor. Bulletin de la Société francaise de dermatologie et
de syphiligraphie, Paris.1938.

8. Main RA, Goodall HB, Swanson WC. Sezary's syndrome. Br J Dermatol. 1959;71:335-43.

9. DR. M. Caracterizacdo demogrdéfica, clinica, histopatoldgica, imunopatolégica, molecular,
laboratorial e evolutiva de coorte observada no ambulatédrio de linfomas cutaneos da divisao de
clinica dermatolédgica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o
Paulo entre os anos de 1989 e 2018 In: JA. SJ, editor. 2021.

10. Geller S, Lebowitz E, Pulitzer MP, Horwitz SM, Moskowitz AJ, Dusza S, et al. Outcomes and
prognostic factors in African American and black patients with mycosis fungoides/Sézary syndrome:
Retrospective analysis of 157 patients from a referral cancer center. ] Am Acad Dermatol.
2020;83(2):430-9.

11. Quaglino P, Maule M, Prince HM, Porcu P, Horwitz S, Duvic M, et al. Global patterns of care
in advanced stage mycosis fungoides/Sezary syndrome: a multicenter retrospective follow-up study
from the Cutaneous Lymphoma International Consortium. Ann Oncol. 2019;30(3):494.

12. Agar NS, Wedgeworth E, Crichton S, Mitchell TJ, Cox M, Ferreira S, et al. Survival outcomes
and prognostic factors in mycosis fungoides/Sezary syndrome: validation of the revised
International Society for Cutaneous Lymphomas/European Organisation for Research and
Treatment of Cancer staging proposal. J Clin Oncol. 2010;28(31):4730-9.

13. Kubica AW, Davis MD, Weaver AL, Killian JM, Pittelkow MR. Sézary syndrome: a study of
176 patients at Mayo Clinic. ] Am Acad Dermatol. 2012;67(6):1189-99.

14. Klemke CD, Booken N, Weiss C, Nicolay JP, Goerdt S, Felcht M, et al. Histopathological and
immunophenotypical criteria for the diagnosis of Sézary syndrome in differentiation from other
erythrodermic skin diseases: a European Organisation for Research and Treatment of Cancer
(EORTC) Cutaneous Lymphoma Task Force Study of 97 cases. Br J Dermatol. 2015;173(1):93-105.
15. Kim EJ, Hess S, Richardson SK, Newton S, Showe LC, Benoit BM, et al. Inmunopathogenesis
and therapy of cutaneous T cell lymphoma. J Clin Invest. 2005;115(4):798-812.

16. Olsen E, Vonderheid E, Pimpinelli N, Willemze R, Kim Y, Knobler R, et al. Revisions to the
staging and classification of mycosis fungoides and Sezary syndrome: a proposal of the International
Society for Cutaneous Lymphomas (ISCL) and the cutaneous lymphoma task force of the European
Organization of Research and Treatment of Cancer (EORTC). Blood. 2007;110(6):1713-22.

17. Lamberg SI, Bunn PA, Jr. Cutaneous T-cell lymphomas. Summary of the Mycosis Fungoides
Cooperative Group-National Cancer Institute Workshop. Arch Dermatol. 1979;115(9):1103-5.

18. Zackheim HS, Amin S, Kashani-Sabet M, McMillan A.



54

19. Litvinov 1V, Shtreis A, Kobayashi K, Glassman S, Tsang M, Woetmann A, et al. Investigating
potential exogenous tumor initiating and promoting factors for Cutaneous T-Cell Lymphomas
(CTCL), a rare skin malignancy. Oncoimmunology. 2016;5(7):e1175799.

20. Clark RA. Skin-resident T cells: the ups and downs of on site immunity. J Invest Dermatol.
2010;130(2):362-70.

21. Clark RA, Watanabe R, Teague JE, Schlapbach C, Tawa MC, Adams N, et al. Skin effector
memory T cells do not recirculate and provide immune protection in alemtuzumab-treated CTCL
patients. Sci Transl Med. 2012;4(117):117ra7.

22. Campbell JJ, Clark RA, Watanabe R, Kupper TS. Sezary syndrome and mycosis fungoides
arise from distinct T-cell subsets: a biologic rationale for their distinct clinical behaviors. Blood.
2010;116(5):767-71.

23. Kallinich T, Muche JM, Qin S, Sterry W, Audring H, Kroczek RA. Chemokine receptor
expression on neoplastic and reactive T cells in the skin at different stages of mycosis fungoides. J
Invest Dermatol. 2003;121(5):1045-52.

24, Hochheiser K, Bedoui S, Gebhardt T. Multilayered T-cell memory in human skin. Annals of
Translational Medicine; Vol 3, No 20 (November 2015): Annals of Translational Medicine. 2015.
25. Krejsgaard T, Lindahl LM, Mongan NP, Wasik MA, Litvinov IV, Iversen L, et al. Malignant
inflammation in cutaneous T-cell lymphoma-a hostile takeover. Semin Immunopathol.
2017;39(3):269-82.

26. McGirt LY, Baerenwald DA, Vonderheid EC, Eischen CM. Early changes in miRNA expression
are predictive of response to extracorporeal photopheresis in cutaneous T-cell lymphoma. J Eur
Acad Dermatol Venereol. 2015;29(11):2269-71.

27. Yang XP, Ghoreschi K, Steward-Tharp SM, Rodriguez-Canales J, Zhu J, Grainger JR, et al.
Opposing regulation of the locus encoding IL-17 through direct, reciprocal actions of STAT3 and
STATS. Nat Immunol. 2011;12(3):247-54.

28. Abraham RMQZ, N. Odum and M. A Wasik. Cancer Bio Ther.

29. Eriksen KW, Kaltoft K, Mikkelsen G, Nielsen M, Zhang Q, Geisler C, et al. Constitutive STAT3-
activation in Sezary syndrome: tyrphostin AG490 inhibits STAT3-activation, interleukin-2 receptor
expression and growth of leukemic Sezary cells. Leukemia. 2001;15(5):787-93.

30. Brender C, Lovato P, Sommer VH, Woetmann A, Mathiesen AM, Geisler C, et al. Constitutive
SOCS-3 expression protects T-cell lymphoma against growth inhibition by IFNalpha. Leukemia.
2005;19(2):209-13.

31. Numasaki M, Lotze MT, Sasaki H. Interleukin-17 augments tumor necrosis factor-alpha-
induced elaboration of proangiogenic factors from fibroblasts. Immunol Lett. 2004;93(1):39-43.
32. Nicolay JP, Felcht M, Schledzewski K, Goerdt S, Géraud C. Sézary syndrome: old enigmas,
new targets. J Dtsch Dermatol Ges. 2016;14(3):256-64.

33. Quaglino P, Osella-Abate S, Novelli M, Lisa F, Comessatti A, Bernengo MG. Peripheral blood
involvement in a mycosis fungoides patient with limited skin lesions: phenotypical features and
homing molecule pattern. Eur J Dermatol. 2001;11(6):560-3.

34, Manfrere KCG, Torrealba MP, Miyashiro DR, Oliveira LMS, de Carvalho GC, Lima JF, et al.
Toll-like receptor agonists partially restore the production of pro-inflammatory cytokines and type
| interferon in Sézary syndrome. Oncotarget. 72016. p. 74592-601.

35. Manfrere CK, Torrealba MP, Miyashiro DR, Pereira NZ, Yoshikawa FSY, de MOL, et al. Profile
of differentially expressed Toll-like receptor signaling genes in the natural killer cells of patients
with Sézary syndrome. Oncotarget. 2017;8(54):92183-94.

36. Torrealba MP, Manfrere KC, Miyashiro DR, Lima JF, de MOL, Pereira NZ, et al. Chronic
activation profile of circulating CD8+ T cells in Sezary syndrome. Oncotarget. 2018;9(3):3497-506.
37. Torrealba MP, Manfrere KCG, Yoshikawa FSY, Pereira NZ, Branco A, Teixeira FME, et al. IFN-
y reshapes monocyte responsiveness in Sezary syndrome. IntJ Dermatol. 2021;60(1):e3-e6.

38. Mantovani A, Allavena P, Sica A, Balkwill F. Cancer-related inflammation. Nature. 454.
England2008. p. 436-44.



55

39. Zitvogel L, Kepp O, Galluzzi L, Kroemer G. Inflammasomes in carcinogenesis and anticancer
immune responses. NatImmunol. 13. United States2012. p. 343-51.
40. Kummer JA, Broekhuizen R, Everett H, Agostini L, Kuijk L, Martinon F, et al. Inflammasome

components NALP 1 and 3 show distinct but separate expression profiles in human tissues
suggesting a site-specific role in the infllmmatory response. J Histochem Cytochem.
2007;55(5):443-52.

41. Dunn JH, Ellis LZ, Fujita M. Inflammasomes as molecular mediators of inflammation and
cancer: potential role in melanoma. Cancer Lett. 314. Ireland: Published by Elsevier Ireland Ltd.;
2012. p. 24-33.

42. Henao-Mejia J, Elinav E, Strowig T, Flavell RA. Inflammasomes: far beyond inflammation.
Nat Immunol. 13. United States2012. p. 321-4.
43. Takeuchi O, Akira S. Pattern recognition receptors and inflammation. Cell. 140. United

States: 2010 Elsevier Inc; 2010. p. 805-20.

44, Schroder K, Tschopp J. The inflammasomes. Cell. 140. United States: 2010 Elsevier Inc;
2010. p. 821-32.

45. Di Virgilio F. The therapeutic potential of modifying inflammasomes and NOD-like
receptors. Pharmacol Rev. 65. United States2013. p. 872-905.

46. Gurung P, Kanneganti TD. Autoinflammatory Skin Disorders: The Inflammasomme in Focus.
Trends Mol Med. 2016;22(7):545-64.
47. Ito H, Kanbe A, Sakai H, Seishima M. Activation of NLRP3 signalling accelerates skin wound

healing. Exp Dermatol. 2018;27(1):80-6.

48. Rathinam VAK, Vanaja SK, Fitzgerald KA. Regulation of inflammasome signaling.

49, Perregaux DG, Bhavsar K, Contillo L, ShiJ, Gabel CA. Antimicrobial peptides initiate IL-1 beta
posttranslational processing: a novel role beyond innate immunity. J Immunol. 2002;168(6):3024-
32.

50. Konishi H, Tsutsui H, Murakami T, Yumikura-Futatsugi S, Yamanaka K, Tanaka M, etal. IL-18
contributes to the spontaneous development of atopic dermatitis-like inflammatory skin lesion
independently of IgE/stat6 under specific pathogen-free conditions. Proc Natl Acad Sci U S A.
2002;99(17):11340-5.

51. Yamanaka K, Clark R, Rich B, Dowgiert R, Hirahara K, Hurwitz D, et al. Skin-derived
interleukin-7 contributes to the proliferation of lymphocytes in cutaneous T-cell lymphoma. Blood.
2006;107(6):2440-5.

52. Zhao X, Zhang C,Hua M, WangR, Zhong C, Yu J, et al. NLRP3 inflammasome activation plays
a carcinogenic role through effector cytokine IL-18 in lymphoma. Oncotarget. 2017;8(65):108571-
83.

53. Lamkanfi M, Dixit VM. Mechanisms and functions of inflammasomes. Cell. 157. United
States: 2014 Elsevier Inc; 2014. p. 1013-22.

54. Lindahl LM, Willerslev-Olsen A, Gjerdrum LMR, Nielsen PR, Blimel E, Rittig AH, et al.
Antibiotics inhibit tumor and disease activity in cutaneous T-cell lymphoma. Blood, The Journal of
the American Society of Hematology. 2019;134(13):1072-83.

55. U G. Interleukin-13 is overexpressed in cutaneous T-cell ymphoma cells and regulates their
proliferation. In: Viragova S SD, Fuschiotti P., editor. 2015.

56. Setrerrahmane S, Xu H. Tumor-related interleukins: old validated targets for new anti-
cancer drug development. Mol Cancer. 2017;16(1):153.

57. Huanosta-Murillo E, Alcantara-Herndndez M, Hernandez-Rico B, Victoria-Acosta G,
Miranda-Cruz P, Dominguez-Gémez MA, et al. NLRP3 Regulates IL-4 Expression in TOX(+) CD4(+) T
Cells of Cutaneous T Cell Lymphoma to Potentially Promote Disease Progression. Front Immunol.
2021;12:668369.

58. Niebuhr M, Baumert K, Heratizadeh A, Satzger |, Werfel T. Impaired NLRP3 inflammasome
expression and function in atopic dermatitis due to Th2 milieu. Allergy. 2014;69(8):1058-67.



56

59. Baldini C, Santini E, Rossi C, Donati V, Solini A. The P2X7 receptor-NLRP3 inflammasome
complex predicts the development of non-Hodgkin's lymphoma in Sjogren's syndrome: a
prospective, observational, single-centre study. J Intern Med. 2017;282(2):175-86.

60. Jarrousse V, Quereux G, Marques-Briand S, Knol AC, Khammari A, Dreno B. Toll-like
receptors 2, 4 and 9 expression in cutaneous T-cell lymphoma (mycosis fungoides and Sézary
syndrome). Eur J Dermatol. 2006;16(6):636-41.

61. de Koning HD, Bergboer JG, van den Bogaard EH, van Vlijmen-Willems IM, Rodijk-Olthuis D,
Simon A, et al. Strong induction of AIM2 expression in human epidermis in acute and chronic
inflammatory skin conditions. Exp Dermatol. 2012;21(12):961-4.

62. Andrews S. FastQC: A Quality Control Tool for High Throughput Sequence Data [Online].
Available online at:. bioinformatics.babraham2010.

63. Liao Y, Smyth GK, Shi W. The Subread aligner: fast, accurate and scalable read mapping by
seed-and-vote. Nucleic Acids Res. 2013;41(10):e108.

64. Liao Y, Smyth GK, Shi W. featureCounts: an efficient general purpose program for assigning
sequence reads to genomic features. Bioinformatics. 2014;30(7):923-30.

65. Love MI, Huber W, Anders S. Moderated estimation of fold change and dispersion for RNA-
seq data with DESeq2. Genome Biol. 2014;15(12):550.

66. Xie Z, Bailey A, Kuleshov MV, Clarke DJB, Evangelista JE, Jenkins SL, et al. Gene Set
Knowledge Discovery with Enrichr. Curr Protoc. 2021;1(3):e90.

67. Shannon P, Markiel A, Ozier O, Baliga NS, Wang JT, Ramage D, et al. Cytoscape: a software
environment for integrated models of biomolecular interaction networks. Genome Res.
2003;13(11):2498-504.

68. Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-time
guantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods. 2001;25(4):402-8.
69. Vonderheid EC, Bernengo MG. The Sezary syndrome: hematologic criteria. Hematol Oncol

Clin North Am. 2003;17(6):1367-89, viii.

70. Mantovani A, Dinarello CA, Molgora M, Garlanda C. Interleukin-1 and Related Cytokines in
the Regulation of Inflammation and Immunity. Immunity. 2019;50(4):778-95.

71. Dinarello CA. Immunological and inflammatory functions of the interleukin-1 family. Annu
Rev Immunol. 2009;27:519-50.

72. Arend WP, Palmer G, Gabay C. IL-1, IL-18, and IL-33 families of cytokines. Inmunol Rev.
2008;223:20-38.

73. Gazdar AF, Carney DN, Bunn PA, Russell EK, Jaffe ES, Schechter GP, et al. Mitogen
requirements for the in vitro propagation of cutaneous T-cell lymphomas. Blood. 1980;55(3):409-
17.

74. Netchiporouk E, Gantchev J, Tsang M, Thibault P, Watters AK, Hughes JM, et al. Analysis of
CTCL cell lines reveals important differences between mycosis fungoides/Sézary syndrome vs.
HTLV-1(+) leukemic cell lines. Oncotarget. 2017;8(56):95981-98.

75. Kaltoft K, Bisballe S, Rasmussen HF, Thestrup-Pedersen K, Thomsen K, Sterry W. A
continuous T-cell line from a patient with Sezary syndrome. Arch Dermatol Res. 1987;279(5):293-
8.

76. Abrams JT, Lessin S, Ghosh SK, Ju W, Vonderheid EC, Nowell P, et al. A clonal CD4-positive
T-cell line established from the blood of a patient with Sézary syndrome. J Invest Dermatol.
1991;96(1):31-7.

77. Checinska A, Giaccone G, Hoogeland BS, Ferreira CG, Rodriguez JA, Kruyt FA.
TUCAN/CARDINAL/CARDS8 and apoptosis resistance in non-small cell lung cancer cells. BMC Cancer.
2006;6:166.

78. Yamanaka K, Clark R, Dowgiert R, Hurwitz D, Shibata M, Rich BE, et al. Expression of
interleukin-18 and caspase-1 in cutaneous T-cell lymphoma. Clin Cancer Res. 2006;12(2):376-82.
79. Ohmatsu H, Humme D, Gonzalez J, Gulati N, Moébs M, Sterry W, et al. IL-32 induces
indoleamine 2,3-dioxygenase(+)CD1c(+) dendritic cells and indoleamine 2,3-



57

dioxygenase(+)CD163(+) macrophages: Relevance to mycosis fungoides progression.
Oncoimmunology. 2017;6(2):e1181237.

80. El-Guindy DM, Elgarhy LH, Elkholy RA, Ali DA, Helal DS. Potential role of tumor-associated
macrophages and CD163/CD68 ratio in mycosis fungoides and Sézary syndrome in correlation with
serum sCD163 and CCL22. J Cutan Pathol. 2022;49(3):261-73.

81. Tokura Y, Heald PW, Yan SL, Edelson RL. Stimulation of cutaneous T-cell lymphoma cells
with superantigenic staphylococcal toxins. J Invest Dermatol. 1992;98(1):33-7.
82. Cerroni L. Mycosis fungoides-clinical and histopathologic features, differential diagnosis,

and treatment. Semin Cutan Med Surg. 2018;37(1):2-10.

83. Jin MS, Kim SE, Heo JY, Lee ME, Kim HM, Paik SG, et al. Crystal structure of the TLR1-TLR2
heterodimer induced by binding of a tri-acylated lipopeptide. Cell. 2007;130(6):1071-82.

84. Zhong FL, Mamai O, Sborgi L, Boussofara L, Hopkins R, Robinson K, et al. Germline NLRP1
Mutations Cause Skin Inflammatory and Cancer Susceptibility Syndromes via Inflammasome
Activation. Cell. 167. United States: 2016 Elsevier Inc; 2016. p. 187-202 el7.

85. Linder A, Hornung V. Inflammasomes in T cells. J Mol Biol. 2022;434(4):167275.

86. Nakanishi K, Yoshimoto T, Tsutsui H, Okamura H. Interleukin-18 regulates both Th1l and Th2
responses. Annu RevImmunol. 19. United States2001. p. 423-74.

87. Novick D, Schwartsburd B, Pinkus R, Suissa D, Belzer |, Sthoeger Z, et al. A novel IL-18BP
ELISA shows elevated serum IL-18BP in sepsis and extensive decrease of free IL-18. Cytokine.
2001;14(6):334-42.

88. Mazodier K, Marin V, Novick D, Farnarier C, Robitail S, Schleinitz N, et al. Severe imbalance
of IL-18/1L-18BP in patients with secondary hemophagocytic syndrome. Blood. 2005;106(10):3483-
9.

89. Giri DK, Aggarwal BB. Constitutive activation of NF-kappaB causes resistance to apoptosis
in human cutaneous T cell lymphoma HuT-78 cells. Autocrine role of tumor necrosis factor and
reactive oxygen intermediates. J Biol Chem. 1998;273(22):14008-14.

90. Dummer R, Michie SA, Kell D, Gould JW, Haeffner AC, Smoller BR, et al. Expression of bcl-2
protein and Ki-67 nuclear proliferation antigen in benign and malignant cutaneous T-cell infiltrates.
J Cutan Pathol. 1995;22(1):11-7.

91. Vermeer MH, van Doorn R, Dukers D, Bekkenk MW, Meijer CJ, Willemze R. CD8+ T cells in
cutaneous T-cell lymphoma: expression of cytotoxic proteins, Fas Ligand, and killing inhibitory
receptors and their relationship with clinical behavior. J Clin Oncol. 2001;19(23):4322-9.

92. Braun FC, Grabarczyk P, Mobs M, Braun FK, Eberle J, Beyer M, et al. Tumor suppressor
TNFAIP3 (A20) is frequently deleted in Sézary syndrome. Leukemia. 25. England2011. p. 1494-501.



58

Anexos

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNI-

VERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

TITULO DO PROTOCOL O DA PESQUISA: “ Avaliagdo do inflamassoma na

1.

Sindrome de Sézary”

Pesquisador principal: Prof2Dr2 Maria Notomi Sato
Laboratorio: LIM56 Departamento De Dermatologia

Convidamos o (a) Sr. Para participar desta pesquisa;

DESENHO DO ESTUDO E OBJETIVOS: O presente estudo tem como objetivo
investigar e entender melhor o desenvolvimento da sindrome de Sézary, com a
proposta final de estudar como potencializar a defesa do organismo no combate
ao cancer. Essas informacgdes estdo sendo fornecidas para a sua participagcao

voluntaria no presente estudo.

DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS: com seus
propositos e identificagcdo dos que forem experimentais e ndo rotineiros: serao
realizados exames laboratoriais, ndo rotineiros, para estudar os fatores de de-
fesa das células malignas presentes no sangue. Sera realizada coleta 30 mL (dez
colheres de sopa) de sangue, por puncao periférica da veia do antebraco. As amos-
tras serdo enviadas para o laboratério para serem analisadas.Os exames serdo
feitos no proprio 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.

EXPLIC ITA(;AO DE POSSIVEIS DESCONFORTOS E RISCOS DECORREN-
TES DA PARTICIPACAO NA PESQUISA: picada da agulha pode levar a um
leve desconforto que passara 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 controles saudaveis sera realizada a biopsia na

pele sob anestesia local. Durante o procedimento da biépsia, vocé podera sentir
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dor minima no momento da aplicacdo da anestesia, parecida com uma picada de
formiga. No local da biopsia, pode ocorrer uma peguena cicatriz. Em pacientes com
Seézary que estiverem com o diagndstico confirmado serado realizados a pun¢éo do
linfonodo para saber o grau de gravidade da doenca ( estadiamento) esse exame
sera realizado apenas em pacientes que estiverem internado no hospital das clini-
cas, parte desse material sera separado para a pesquisa com a finalidade de iden-
tificar a expresséo de alguns marcadores que podem ou ndo contribuir para a evo-
lugéo da doenca.

BENEFICIOS ESPERADOS PARA O PARTICIPANTE:N&o ha beneficio direto
para o participante, pois se trata de estudo que visa analisar as células brancas
do sangue periférico em pacientes com a doenca.

ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA AOS PARTICIPANTES DA PES-
QUISA: Os pacientes continuardo a ser acompanhados como sempre no am-
bulatério da dermatologia. Se houver a necessidade de mais algum exame,
vocé poderd 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 terdo acesso aos resultados de seus exames no
momento em que quiserem e com as explicagcdes necessarias para seu enten-
dimento. O paciente pode em qualquer momento ndo concordar em fazer os
exames que serdo pedidos penalizagédo alguma de sigilo ou privacidade.
GARANTIA DE LIBERDADE DA RETIRADA: de consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade
de seu tratamento na Instituicao;

DIREITO DE CONFIDENCIALIDADE: As informacdes obtidas serdo analisadas
em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificacéo de ne-
nhum paciente;

DIREITO DE SER MANTIDO ATUALIZADO: sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhe-
cimento dos pesquisadores;

DESPESAS E COMPENSACOES: ndo ha despesas pessoais para o partici-
pante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também n&o
ha compensacao financeira relacionada a sua participacao.

COMPROMISSO DO PESQUISADOR: de utilizar os dados e o material cole-

tado somente para esta pesquisa;
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Em qualquer etapa do estudo, vocé teré acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador € a Dra.
Maria Notomi Sato que pode ser encontrado no endereco Instituto de Medicina Tropi-
cal, Prédio Il, Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar 500. Telefone(s) 3061-7499/3061-
7457. Se vocé tiver alguma consideracao ou divida 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: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail: cap-
pesqg.adm@ hc.fm.usp.br

Vocé, participante, devera receber uma via do termo de consentimento livre e esclare-

cido.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Caracterizacao protedmica de exos-
somas na Sindrome de Sézary”

Eu discuti com os pesquisadores sobre a minha decisdo em participar nesse
estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propdsitos do estudo, os procedimentos
a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagéo 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 consen-
timento a qualguer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo

ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento

neste Servigo.

Assinatura do participante /representantelegal

Data [/ |/

Data [/ [/
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DADOS DE IDENTIFICACAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFiCA-
CAO) DO PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L N OME . e ea s e e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N® & .o, SEXO: MoFao
DATA NASCIMENTO. ........ [ivieinn. l......

ENDERECO . ..o e et et e e e e N° ...
APTO: i,

BAIRRO : .. e e

CIDADE ...t

2. RESPONSAVEL LEGAL ....oviiveiee ettt ettt et s
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, Curador €tC.) .........cuuveeuriiinieiirieiieieiieieeieieenns
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....coovoivieiieiiiv e, SEXO:MoF o

DATA NASCIMENTO.: ......J......[......

ENDERECO . ..o e et e e e e e N° ...
APTO: i,

BAIRRO: .. CIDADE: ...

CEP: oo TELEFONE: DDD (.......)..
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dand USP - HOSPITAL DAS
i CLINICAS DA FACULDADE asi
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

mo

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
ESQUISA
Titulo da Pesquisa: Caracterizacéo protedmica de exossomas na Sindrome de Sézary
Pesquisador: Maria Notomi
Sato Area Tematica:
Verséao: 2
CAAE: 65115317.7.0000.0068
Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.624.527

Apresentacdo do Projeto:

Os pesquisadores véo estudar o perfil protebmico de exossomas séricos de pacientes com Sin-
drome de Sézary sem tratamento e ainda vao avaliar as citocinas que podem interferir ou regular o
perfil supressor das células malignas.O projeto apresenta grande importancia na area médica e ndo
apresenta riscos para o sujeito da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa:

Os pesquisadores véo avaliar no presente projeto o perfil protedbmico e molecular,com énfase em
citocinas supressoras e fatores relacionados a eritrodermia e metaloproteinas, em exossomas cir-
culantes de pacientes com sindrome de Sézary. Os objetivos do estudo estdo bem definidos e apre-
sentam relevancia cientifica e faz parte da linha de pesquisa do grupo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
O protocolo proposto ndo apresenta riscos para o sujeito da pesquisa.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A caracterizacao das proteinas nesta Sindrome é de grande importancia na especialidade médica.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatéria:
O TCLE esta adequado para o desenvolvimento do estudo.

Recomendagfes:

Recomendamos sua aprovacéo.

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar
Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Aprovado.

Consideragfes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basi- |PB_INFORMACOES BASICAS DO_P | 28/02/2018 Aceito
cas do Projeto ROJETO_863222.pdf 13:40:20
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 01/02/2018 |Maria Notomi Sato Aceito
Assentimento / 14:12:03
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | Justificativa.pdf 30/01/2018 | Maria Notomi Sato Aceito
Assentimento / 18:44:16
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 30/01/2018 |Maria Notomi Sato Aceito
Brochura 18:28:49
Investigador
Folha de Rosto folha.pdf 22/07/2017 |Maria Notomi Sato Aceito

21:20:52
Outros Registro_online_16214.pdf 23/02/2017 |Maria Notomi Sato Aceito
11:01:52

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

SAO PAULO, 26 de Abril de 2018

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR




