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Resumo

O cancro é uma doenca complexa -caracterizada por um crescimento
descontrolado de células préprias do organismo. O sistema imune tem a capacidade de
identificar estas células e desenvolver mecanismos de forma a elimina-las.

Na tentativa de melhorar o conhecimento sobre como o sistema imune reage
perante a presenca de células neoplasicas, tém sido realizados inUmeros estudos,
envolvendo diferentes tipos de tumores.

Os linffomas cutaneos de células T (LCCT), grupo de patologias malignas
caraterizado pela proliferacdo de linfécitos T (LT) na pele, tém sido alvo destes estudos.
Contudo, embora alguns demonstrem que as células imunolégicas intervéem ao longo da
evolucdo da doenca, outros sdo ainda tema de alguma controvérsia.

Desta forma, realizou-se este trabalho tendo como objectivo principal avaliar a
resposta anti-tumoral das células NK (CNK) e dos LT circulantes nos LCCT.

A nivel laboratorial, recorrendo ao uso da citometria de fluxo, caracterizou-se
imunofenotipicamente os LT e as CNK circulantes de um grupo de doentes com LCCT e
de um grupo controlo. Avaliou-se também em ambos os grupos a capacidade de os LT
desenvolverem uma resposta Thl, através da medicdo da expressao intracelular do
factor de necrose tumoral alfa (TNF-a) nestas células.

Os resultados obtidos ndo demostraram alteracdes significativas a nivel do
fenotipo das CNK e dos LT. O TNF-a foi expresso em maior quantidade nos LT CD8" dos
doentes (62,8 vs 36.4 p<0.05).

Ao contrario do esperado, de uma forma geral, este estudo ndo conseguiu provar
a existéncia, por parte das células imunes circulantes, de uma resposta anti-tumoral
efectiva. Tal facto, pode ser explicado devido a reduzida dimensédo da nossa amostra, e
aos doentes contemplados no estudo se encontrarem em estadios iniciais de LCCT.

Estudos futuros semelhantes, apresentando um maior numero de doentes, e em
fases mais avancadas da doenca seriam importantes para confirmarem as nossas

conclusoes.
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Abstract

Cancer is a complex disease characterized by an uncontrollable growth of cells in
the organism. The immune system has the ability of identifying these cells and develops
mechanisms to eliminate them.

In order to better understand how the immune system reacts in the presence of
malignant cells, a variety of studies have been performed with different types of tumors.

Cutaneous T- cell lymphomas (CTCL), group of malignant pathologies
characterized by T lymphocytes (TL) proliferation in skin, have been the target of these
studies. Although some have shown that immunological cells intervene during this
disease’s evolution, others are still somewhat controversial.

The main objective of this study is to evaluate the anti-tumoral response of the
natural killer cells (NKC) and the TL circulating cells in the CTCL.

TL and NKC circulating cells of a group of patients with CTCL and a control group
were characterized according to their immunophenotype in the laboratory by flow
cytometry. In both groups the ability of Lt developing a Thl response was also evaluated,
by measuring the intracellular tumor necrosis factor-a (TNF-a) expression of these cells.

The results obtained did not indicate significant alterations relatively to the NKC
and TL phenotypes. The TNF- a was greatly expressed in the TL CD8 of patients (62,8 vs
36.4 p<0.05).

Contrarily to what was expected, overall, this study was not able to prove the
presence of an anti-tumoral response of the immune circulating cells. This however is
probably due to the reduced amount of samples used, as well as the early stage of CTCL
in these patients.

Future similar studies with a greater amount of patients as well as a more

advanced phase of the disease are important in order to confirm our conclusions.
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Résumé

Le cancer est une maladie complexe caractérisée par une croissance incontrolée
de cellules propres de l'organisme. Le systéeme immunisé a la capacité d’identifier ces
cellules et développer des mécanismes de facon a les éliminer.

Dans la tentative d'améliorer la connaissance sur comme le systéme immunitaire
réagit devant la présence de cellules cancéreuses, a été réalisé d'innombrables études,
en impliquant différents types de tumeurs.

Les lymphomes cutanées a cellules T (LCCT), groupe de pathologies malignes
caraterisé pour la prolifération de lymphocytes T (LT) dans la peau, ont ét I'objet de ces
études. Néanmoins, bien que quelques-uns démontrent qu'aux cellules immunologiques
intervient au long de l'évolution de la maladie, autres sont encore objet de quelque
controverse.

De cette forme, s'est réalisé ce travail en ayant comme objectif principal évaluer la
réponse anti-tumoral des cellules NK (CNK) et des LT circulants dans les LCCT.

En laboratoire, en faisant appel a l'utilisation de la cytométrie en flux, s'est
caractérisé I'imunophénotypique des LT et des CNK circulantes d'un groupe de malades
avec LCCT et d'un groupe temoin. S'est évaluée aussi dans les deux les groupes, la
capacité de LT développer une réponse Thl, a travers de la mesure de I'expression
intracellulaire du TNF-a dans ces cellules.

Les résultats obtenus n'ont pas démontré de modifications significatives a niveau
de la phenotype de CNK et de LT. Le TNF-a nous a été exprimé en plus grande quantité
LT CD8+ des malades (62.8 contre 36,4 p < 0,05).

Au contraire de toute attente, d'une forme générale, cette étude n'a pas prouver
I'existence, de la part des cellules immunisées circulantes, d'une réponse anti-tumoral. Tel
fait, peut étre expliqué par la dimension réduite de notre échantillon, et que les malades
concernés soient dans une phase initiale de LCCT.

Des études futures concernant un plus grand nombre de malades, et en phase

plus avancée de la maladie, seraient importantes pour confirmer nos conclusions.

Vi
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Introducao

1. Linfomas T cutaneos

Os Linfomas cutaneos de células T (LCCT) sao um grupo heterogéneo de
neoplasias da pele com origem nos linfécitos T (LT) e apresentam uma grande variedade
de caracteristicas clinicas, histoldgicas e imunofenotipicas. Representam entre 75 a 80%
de todos os linfomas cuténeos primarios. Caracterizam-se pela acumulagéo de LT clonais
no microambiente cutdneo, que sao responsaveis por muitos fendmenos
imunopatolégicos.

Durante muito tempo, a Micose Fungdide (MF) e o Sindrome de Sézary (SS)
foram os Unicos tipos conhecidos de LCCT. Actualmente, fazem parte deste grupo cerca
de trinta patologias diferentes, que embora partilhem o envolvimento da pele, possuem
grandes diferencas a nivel de manifestac6es clinicas, prognostico e resposta ao
tratamento (Massone, Chott e col. 2004; Paulli and Berti 2004; Rosen and Querfeld
2006).

1.1 Epidemiologia

Os LCCT séo considerados doencas neoplasicas raras.

Tém sido realizados varios estudos para calcular a incidéncia e a prevaléncia dos
linfomas cutaneos, contudo a falta de uniformizacdo de critérios de diagnostico e as
dificuldades de classificacdo, tornam as comparacdes dificeis (Burg and Kempf 2005).

De acordo com os dados de um programa epidemiologico desenvolvido nos EUA,
desde 1973 até 1984, a incidéncia aumentou significativamente, sendo em 1984 de 0,4
casos por 100.000 habitantes. Entre 1984 e 1992 ndo houve evidéncia do aumento das
taxas de incidéncia (Koh, Charif e col. 1995; Weinstock 1994; Willenze 2003).

De acordo com uma andlise realizada recentemente nos EUA, a incidéncia
ajustada a idade, desde 1973 até 2002 foi de 6,4 casos/ano por milhdo de habitantes.
Esta incidéncia tem vindo a aumentar ao longo das ultimas trés décadas, o que pode ser
resultado de um melhor diagnéstico (Criscione and Weinstock 2007).

A doenca é cerca de 2 vezes mais comum nos homens do que nas mulheres e a
populacdo negra tem o dobro da probabilidade de a desenvolver em relagdo a populacéao
caucasiana (Morales, Llopis e col. 2000).

A incidéncia dos LCCT aumenta com a idade, da mesma forma que se verifica
nos linfomas em geral. A idade média de apresentacdo é de aproximadamente 50 anos,
tendo a maioria dos doentes idades entre os 40 e 60 anos (Kim, Liu e col. 2003). Contudo

também estdo descritos casos em doentes jovens (Crowley, Nikko e col. 1998).
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1.2 Etiopatogenia

As causas que levam ao aparecimento de LCCT estdo ainda longe de serem bem
compreendidas. Muitos investigadores acreditam que a génese destes linfomas
representa um processo complexo e multifactorial onde determinantes genéticos,
ambientais, infecciosos e imunolégicos podem intervir (Burg, Kempf e col. 2005).

O facto de existirem casos dentro da mesma familia levou a suspeitar que
alteracbes genéticas poderiam estar envolvidas na génese dos LCCT e durante as
Ultimas décadas, muitos estudos foram realizados (Baykal, Buyukbabani e col. 2002).
Contudo, comparando com outras neoplasias, a informacao obtida é insuficiente e ainda
nao foi encontrado um padrdo consistente. Factores como a variedade fenotipica da
doenca, a dificuldade em obter quantidades substanciais de células tumorais de bidpsias
de pele, e a auséncia ou raridade de células tumorais no sangue periférico, contribuem
para a pouca informacéo obtida.

A andlise citogenética demonstrou anomalias tanto a nivel numérico como a nivel
estrutural (Karenko, Hahtola e col. 2007; Sterry 2007).

Estudos utilizando hibridizacdo gendmica comparativa demonstraram perdas
cromossomais nas regides 1p, 10q, 17q e 19.

Scarisbrick e col. demonstraram que 22% dos pacientes estudados com LCCT
tinham instabilidade de microsatélites e apresentavam o promotor do gene hMLH1
hipermetilado (Scarisbrick, Mitchell e col. 2003).

Outro estudo identificou regides minimas de deleccao no cromossoma 10, numa
alta proporcédo de casos de MF e SS, 0 que levou a suspeitar que esta zona contenha
genes criticos para a patogénese dos LCCT (Mao, Lillington e col. 2002).

Em varios doentes com LCCT, foi observada a inactivacdo dos genes P15 e P16,
por hipermetilacdo e/ou perda alélica no brago curto do cromossoma 9, bem como do
gene P53, devido a mutacdes. Foram também encontradas, embora mais raramente,
mutacdes no gene Fas (Whittaker 2006).

Ensaios com cDNA demonstraram uma sobrexpressdo da T-plastina, do factor de
transcricdo oncogénica Twist e do receptor de tirosinas quinases EphA4 (van Doorn,
Dijkman e col. 2004)

Por ultimo, foram também verificadas alteracbes nas vias de sinaliza¢édo dos LT:
71% dos pacientes com MF e SS apresentavam amplificagdo gendmica do gene JUNB,
qgue é responsavel por regular a proliferacdo celular, a diferenciacéo e a transformacéo
(Mao, Orchard e col. 2003).

Alguns investigadores tentaram relacionar o desenvolvimento de LCCT com a

exposicdo a metais, pesticidas e solventes organicos, uma vez que as pessoas que
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trabalhavam na construcao e industria téxtil pareciam apresentar um risco aumentado de
os desenvolver. Contudo dois grandes estudos caso-controlo realizados ndo conseguiram
provar a existéncia de uma relacdo entre a exposi¢cdo ocupacional a quimicos e o
desenvolvimento de MF (Tuyp, Burgoyne e col. 1987; Whittemore, Holly e col. 1989).

Numerosos estudos tém investigado o envolvimento de virus, particularmente o
virus linfotrépico T humano (HTLV) e o virus Epstein Barr (EBV), na génese dos LCCT
(Wood, Salvekar e col. 1996; Chang, Liu e col. 1998)

Pancake e col. encontraram nos linfocitos de individuos com LCCT a sequéncia
Tax do HTLV-1 (Pancake, Wassef e col. 1996). Outros estudos revelaram que embora
numa minoria de doentes se tenha detectado sequéncias do gene HTLV, a maioria dos
casos de LCCT sao negativos para anticorpos dirigidos a proteinas estruturais do virus,
sugerindo que este ndo seja um agente etiolégico primario (Whittaker and Luzzatto 1993;
Li, Vowels e col. 1996; Kikuchi, Nishikawa e col.1997; Zucker-Franklin 2001).

1.3 Sistemas de classificacao

Ao longo de varias décadas, foram feitas algumas tentativas para tentar
estabelecer uma classificacdo dos linfomas cutédneos que conseguisse 0 acordo de
dermatologistas e hemato-oncologistas (Prince, O'Keefe e col. 2002; Willemze and Meijer
2006).

Com o aumento do nimero de estudos, e com o avan¢o do conhecimento destes
linfomas a varios niveis, ap6s muitos esforcos para adoptar aos LCCT as classificacdes
dos linfomas sistémicos, concluiu-se finalmente que os linfomas cutaneos deveriam ter
um sistema de classificacdo diferente, por apresentarem comportamentos clinicos e
prognosticos muito especificos. Surgiram assim duas classificagcdes, da organizacao
mundial de saude (WHO) e da organizacéo europeia para o diagnéstico e tratamento do
cancro (EORTC), que apresentavam algumas diferencas entre si, e originaram varias
discussotes (Willenze, Kerl e col. 1997; Jaffe, Harris e col. 2001). De forma a uniformizar
ao maximo a linguagem entre especialistas, em 2005 e ap0s varios encontros, a WHO e
a EORTC esforcaram-se para criar um consenso e uma Unica classificacdo para as
doencas linfoproliferativas cutaneas, surgindo assim a classificacgo WHO/EORTC
(Willenze, Jaffe e col. 2005) (Quadro 1).
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Quadro 1. Classificacdo WHO/EORTC dos linfomas cutdneos com manifestacdes

cutaneas primarias

Linfomas cutaneos das células T e NK

Micose Fungoide

Variantes e subtipos da Micose Fungoide

= Micose fungoide foliculotrépica

= Reticuloide pagetdide

= Pele laxa granulomatosa

Sindrome de Sezary

Linfoma/leucemia de células T do adulto

Doencas Linfoproliferativas cutaneas primarias CD30+

= Linfoma cutaneo primario células grandes anaplasticas

= Papulose linfomatéide

Linfoma subcutaneo de células T semelhante a paniculite

Linfoma extranodal de células T/NK, tipo nasal

Linfoma cutaneo primario de células T periféricas, ndo especificado

Linfoma cutaneo primario de células T CD8+ epidermotropico agressivo (provisorio)

Linfoma cutaneo de células T y/8 (provisoério)

Linfoma cutaneo primario de células T CD4+ pleomorficas tamanho pequeno /médio (provisorio)

Linfomas cutaneos das Células B

Linfoma cutéaneo primario de células B da zona marginal

Linfoma cutéaneo primario de células B do centro folicular

Linfoma cutaneo primario de células B grandes difuso, tipo perna

Linfoma cutéaneo primario de células B grandes difuso, outro

Linfoma intravascular de células B grandes

Neoplasia de células hematoldgicas precurssoras

Neoplasia hematodérmica CD4+/CD56+ (linfoma blastico de células NK)

2. Micose Fungoide e Sindrome de Sezary

A MF é o tipo mais comum de LCCT, compreendendo cerca de 50% de todos os
linfomas cutaneos primarios.

Apresenta geralmente um curso clinico indolente com uma progressao lenta
durante anos, por vezes décadas, desde manchas a placas mais infiltrativas e tumores.
Em alguns casos, nos estadios mais avancados, a disseminacdo da doenca pode afectar
os ganglios linfaticos e os 6rgaos viscerais, como o figado e o baco. Muitos doentes

apresentam histéria de lesbes na pele, normalmente dermatoses nao especificas.
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Em muitos casos, observa-se uma progressao: inicialmente manchas limitadas,
seguidas de manchas mais generalizadas, placas, tumores e envolvimento visceral. As
manchas caracteristicas sdo ligeiramente eritematosas, e aparecem normalmente nas
zonas protegidas do sol, nas extremidades e no tronco. As placas sdo mais infiltradas,
com margens bem definidas, e por vezes apresentam descamacado. Podem aparecer em
zonas com manchas que depois evoluem para placas, ou em zonas inicialmente néao
afectadas. As lesbes tumorais tendem a ser mais tardias, e estdo associadas a manchas
ou placas prévias. Podem localizar-se em qualquer parte do corpo, e apresentam
frequentemente ulceracdo (Kazakov, Burg e col. 2005; Hwang, Janik e col. 2008)

O SS é um LCCT que se apresenta com aspectos clinicos distintos como
eritrodermia generalizada, hiperqueratose palmo-plantar, linfadenopatias, e presenca de
LT neoplasicos no sangue periférico com caracteristicas morfolégicas tipicas. E um
linfoma raro, que corresponde a menos de 5% de todos os LCCT (Kempf, Kazakow e col.
2005).

2.1 Diagndstico

O diagnéstico de MF é normalmente feito pela presenca das manifestacbes
clinicas caracteristicas da doenca, apés exame histologico da pele afectada.

A observacdo ao microscOpio de seccdes de pele coradas com hematoxilina-
eosina continua a ser o “golden standard” do diagnostico. Contudo, em estadios muito
iniciais esta observacdo pode ndo ser muito Util, uma vez que outras dermatoses
inflamatdrias crénicas apresentam histologia da pele muito semelhante. Assim, em muitos
casos € necessario recorrer a testes laboratoriais adicionais como o estudo
imunohistoquimico, a imunofenotipagem por citometria de fluxo, e a analise do rearranjo
dos genes que codificam para o receptor da célula T (TCR) por técnicas moleculares
(Kazakow, Burg e col. 2005).

O diagnéstico do SS é baseado na combinacdo de manifestacfes clinicas e na
deteccdo de células tumorais no sangue periférico. Neste caso, o exame histolégico da
pele apresenta muitas vezes aspectos ndo especificos e é apenas de valor diagnéstico
em casos onde as caracteristicas tipicas de epidermotropismo estao presentes.

Devido a estas dificuldades, a Sociedade Internacional de Linfomas Cutaneos
(ISCL) estabeleceu critérios para o diagnostico do SS para que este fosse feito de uma
forma mais rigorosa e objectiva. Assim, perante a suspeita clinica, para se efectuar o
diagnostico do SS, pelo menos um dos seguintes critérios tem de estar presente: nimero
de células de Sézary circulantes de pelo menos 1000/mm?, anomalias imunofenétipicas
nos LT com razdo CD4:CD8 igual ou superior a 10, perda de um ou mais antigénios dos

LT circulantes (CD2, CD3, CD4 e/ou CD5) e demonstracdo de um clone de LT no sangue
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periférico recorrendo ao uso de técnicas de biologia molecular ou citogenética (Olsen
2007).

2.2 Estadiamento

Vérios sistemas de estadiamento foram propostos para a MF ao longo do tempo.
O sistema mais simples e mais frequentemente utilizado, baseia-se no sistema tumor-
ganglios-metastases (TNM) (Bunn and Lamberg 1979) (Quadros 2 e 3). Este combina
aspectos clinicos e histopatologicos, e actualmente, depois de sofrer varias revisoes,

inclui também o facto de existirem ou ndo células atipicas no sangue.

2.3 Prognéstico

O prognéstico da doenca é definido pelo estadiamento: doentes com estadios
precoces tém um progndostico excelente, com sobrevida igual a um individuo saudavel da
mesma idade, sexo e raca. Com o avanco do estadio e da idade (acima dos 60 anos), 0
prognostico vai piorando. Quando ocorre envolvimento extracutaneo, a sobrevida média é

normalmente inferior a um ano (Keehn, Belongie e col. 2007)

Quadro 2. Classificacdo TNM para os linfomas cutaneos de células T

Classificacéao Descricéao
Pele
TO LesGes clinicas ou histopatoldgicas sugestivas de LCCT
T1 Placas limitadas, papulas ou manchas eritematosas em menos de 10% da
T T2 Placas, papulas ou manchas eritematosas em mais de 10% da superficie da
T3 Tumor cutaneo
T4 Erotrodermia generalizada
Ganglios
NO Adenopatias ndo palpaveis, estudo anatomo-patoldgico negativo
N1 Adenopatias palpaveis, estudo anatomo-patoldgico negativo
A N2 Adenopatias ndo palpaveis, estudo anatomo-patoldgico positivo
N3 Adenopatias palpaveis, estudo anatomo-patoldgico positivo
Orgéos Viscerais
MO Sem envolvimento dos 6rgdos viscerais
M M1 Com envolvimento dos 6rgaos viscerais, patologia presente
Sangue
BO Auséncia de células atipicas em circulacao (<5%)
B Bl Presenca de células atipicas em circulagéo (=5%)
B2
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Quadro 3. Estadiamento dos linfomas cutaneos de células T

Estadio T N M
1A 1 0 0

IB 2 0 0

A 1-2 1 0
1B 3 0-1 0

1"l 4 0-1 0
IVA 1-4 2-3 0
VB 1-4 0-3 1

Kim e col. demonstraram que 2% dos pacientes que apresentavam lesdes
localizadas morreram apdés 32 anos de evolugdo, e que apenas 9% mostraram
progresséo da MF (Kim, Chow e col. 1999).

De acordo com varios estudos, a sobrevida em 10 anos é de 97% para doentes
com lesdes nao infiltradas ou placas localizadas (< 10% da superficie cutanea), 83% para
doentes com lesdes generalizadas (=210% da superficie cutédnea), 42% para doentes com
tumores e 20% para doentes com infiltragcdo ganglionar (van Doorn, Van Haselen e col.
2000; Vergier, de Muret e col. 2000; Zackheim, Amin e col. 1999).

2.4 Tratamento

Uma vez que a MF e o SS sdo raramente curaveis, 0 objectivo principal do
tratamento é controlar a doenca, com o minimo de efeitos colaterais.

Nos estadios iniciais utilizam-se frequentemente tratamentos tépicos, como os
corticoesterodides e retindides sintéticos (bexaroteno). Em alguns doentes, quando este
tratamento n&o resulta, recorre-se ao uso de terapias baseadas na luz ultravioleta:
fototerapia com radiacGes ultravioleta B (UVB), ou A (UVA), em associacdo com
psoralenos (PUVA) ou irradiacdo local (Kim, Hess e col., 2005; Dummer, Cozzio e col.,
2006; Trautinger, Knobler e col. 2006).

Quando a doenca comeca a avancgar sao introduzidos agentes sistémicos como
as citocinas (interferéo alfa) por via subcutanea e retindides sintéticos (bexaroteno) por
via oral, e em alguns casos, recorre-se a fotoférese extracorporal (Hymes 2007; Geskin
2007).

Nos ultimos anos tém surgindo novas terapéuticas com agentes biol6gicos, como
os inibidores da deacetilase das histonas e os inibidores de fosforilase dos nucleosideos
da purina ou os anticorpos monoclonais (Dummer 2006; Duvic and Foss 2007; Horwitz
2008).
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3. Resposta anti-tumoral

O cancro é uma doenca celular complexa induzida por alteragbes multifactoriais
da informacdo genética da célula. Estas alteracBes levam a que as células proliferem
desreguladamente ou escapem a apoptose. Ao longo de todo este processo, ocorre
perda e ganho de material genético (processo denominado por instabilidade genética), o
gue consequentemente leva ao surgimento de novas proteinas (Lynch and Houghton
1993).

O sistema imune tem como principal funcdo proteger o nosso organismo de
agentes estranhos, potencialmente nocivos, que ele nao reconheg¢a como “proprio”, e por
isso ele ataca e elimina bactérias, virus e também células neoplasicas.

Em 1909, Paul Ehrlich, postulou que o cancro poderia ocorrer numa frequéncia
muito maior se ndo fossem os mecanismos de defesa do hospedeiro (Ehrlich 1909). Mais
tarde, jA na década de 50, Lewis Thomas e Macfarlane Burnett propuseram a teoria da
imunovigilancia tumoral, que afirmava que o sistema imune tinha a capacidade de vigiar
constantemente o organismo e de identificar células tumorais, desenvolvendo respostas
efectoras conducentes a sua eliminacdo (Thomas 1959; Burnett 1970). Deste modo,
segundo este conceito, as células tumorais eram antigenicamente distintas das células
“proprias”, e no microambiente tumoral existiam condicdes que pemitiam o
desenvolvimento de uma resposta imune. Esta teoria foi bastante revolucionaria e deu
origem a uma nova era de ensaios clinicos focados na resposta imunolégica do
hospedeiro contra a célula tumoral, muitos dos quais demonstraram resultados
promissores.

Vérios estudos foram realizados em ratinhos deficientes em genes essenciais
para a imunidade (inata e adquirida), como RAG, STAT1, interferdo gama (IFN-y),
perforina entre outros, e demonstraram existir um aumento significativo da incidéncia e do
espectro tumoral (Kaplan, Shankarem e col. 1998; Engle, Hoying e col. 1999; Smyth, Thia
e col 2000; Street, Trapani e col. 2002; Trapani and Smyth 2002). Outras equipas
utilizaram ratinhos com inactivacdo de células imunes, como as células NK (CNK) ou os
LT, e os resultados foram semelhantes, reforcando a ideia de que realmente o sistema
imune parecia estar envolvido na defesa contra o cancro (Gallimore and Godkin 2008).

Também nos humanos, varios investigadores tem fornecido evidéncias que
suportam o conceito de vigilancia anti-tumoral. Em doentes transplantados a fazer
terapéutica imunossupressora verificou-se um aumento da incidéncia de certas
neoplasias. Da mesma maneira, individuos com imunodeficiéncias primarias e
secundarias apresentaram um risco aumentado de desenvolver cancro (Phann, Kormos e
col. 1995; Pen 1996; Pen 1999). E de salientar que em todos estes casos se observaram

formas raras de tumores e ndo ocorreu simplesmente um aumento da predisposicéo para
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as neoplasias mais frequentemente encontradas. Muitas equipas de investigacao,
utilizando bidpsias de varios tipos de tumores humanos concluiram que existiam
infiltrados de células imunes no tumor, nomeadamente linfécitos infiltrantes de tumor (TIL)
(Aaltomaa, Lipponen e col. 1992; Naito, Saito e col. 1998; Haanen, Baars e col. 2006;
Smyth, Dunn e col. 2006; Swann and Smyth 2007). Em 2003, Zhang e col. publicaram um
estudo onde observaram que pacientes com cancro do ovario com TIL possuiam uma
sobrevida maior aos cinco anos e um prognostico melhor apds cirurgia,
comparativamente com 0s pacientes com cancro do ovario que nao apresentavam TIL
(Zhang, Conejo-Garcia e col. 2003). Deste modo concluiram que no cancro do ovario
existia uma interaccdo clara entre o sistema imune e o tumor, e que este facto se
correlacionava com um melhor prognéstico, tal como ja se tinha observado noutras
neoplasias como o cancro da mama, o carcinoma hepatocelular e linfomas, entre outras.
Contudo, o papel do sistema imune no controlo do desenvolvimento e crescimento
do cancro ainda ndo esta totalmente conhecido, e ao longo dos anos tem sido tema de

investigacao e alguma controvérsia.

3.1 Antigénios tumorais e reconhecimento imunolégico

A transformacédo maligna é acompanhada de varias alteracdes a nivel do genoétipo
e fendtipo da célula, que originam a perda de alguns componentes e o ganho ou a sobre-
expressao de outros. Os novos componentes produzidos pelas células tumorais podem
ser reconhecidos pelo sistema imune como estranhos e, nesse caso, denominam-se
antigénios tumorais (Gilboa 1999).

Desta forma, a eficacia do sistema imune em eliminar as células neoplasicas esta
dependente das alteracdes destas células serem reconhecidas e suficientes para
desencadear uma resposta eficaz.

Muitas células neoplasicas produzem antigénios que podem ser libertados na
corrente sanguinea ou permanecer na superficie celular. Varias equipas de investigacao
identificaram antigénios em linfomas de Burkitt, neuroblastomas, osteosarcomas,
carcinoma da mama e do pulméo, cancro da préstata e do célon.

Inicialmente os antigénios tumorais foram classificados em duas categorias tendo
por base o seu padrdo de expressao: antigénios especificos do tumor, quando estavam
presentes apenas nas células tumorais e antigénios associados ao tumor, quando
estavam presentes no tumor de forma aberrante ou descontrolada, mas também em
células normais (Houghton 1994).

Com o desenvolvimento dos estudos, esta classificacdo mostrou-se imperfeita,
uma vez que muitos antigénios que se pensavam ser especificos do tumor ndo o eram.

Surgiu assim uma nova classificacdo baseada na origem e estrutura molecular dos
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antigénios tumorais, que engloba varias categorias: produtos de oncogenes e genes
supressores tumorais mutados, produtos de outros genes mutados, proteinas celulares
sub-expressas ou aberrantemente expressas, antigénios tumorais produzidos por virus
oncogénicos, antigénios oncofetais, glicoproteinas e glicolipidos da superficie celular
alterados (Van der Eyende and Boon 1997; Rosenberg 1999; Graziano and Finn 2005).

A alfa-fetoproteina e o antigénio carcinoembrionario sdo dois exemplos de
antigénios oncofetais. Estas proteinas sédo produzidas nos estados de desenvolvimento
embrionario e depois desaparecem quando o0 sistema imune estd completamente
desenvolvido. Os niveis séricos de antigénio carcino-embrionario estdo geralmente
elevados nos adenocarcinomas do tubo digestivo e as determinacfes periédicas deste
antigénio sdo Uteis para monitorizar a eficacia da terapia anti-tumoral e para detectar a
recidiva do tumor. A alfa-fetoproteina estd elevada na maioria dos doentes com
carcinoma hepatocelular e com carcinomas dos testiculos e ovarios (Sahin, Tureci e col.
1997)

As células infectadas por oncovirus, como o EBV ou o papiloma virus humano
(HPV), também podem produzir proteinas anormais, uma vez que o seu DNA contém

material genético virico.

3.2 Mecanismos imunoldgicos efectores

O reconhecimento pelo sistema imune de células tumorais desencadeia uma
resposta imunologica que pode ser dividida em dois grandes grupos, inata e adquirida,
estando estas intimamente relacionadas (Naftzger and Houghton 1991; Houghton and
Guevara-Patino 2004; Rubin 2009).

A resposta inata ou natural, como o proprio nome indica, € responsavel pela
destruicdo directa das substancias estranhas, sem ser necessario o desencadeamento
de processos complexos de reconhecimento, proliferacdo e diferenciacdo de células
imunes. E considerada a primeira linha de defesa e é activada na luta contra tumores,
mas também em infeccdes viricas e na rejeicdo de transplantes. E desenvolvida
principalmente pelos granulécitos, mondcitos/macrofagos e pelas CNK. Embora seja
independente da imunidade adaptativa, esta resposta é regulada por produtos deste
sistema, como por exemplo o IFN-y e outras citocinas (Davies 2008).

A resposta adaptativa requer inicialmente o reconhecimento de um antigénio, que
pode ser tumoral, 0 que vai desencadear uma série de processos celulares, mediados
essencialmente pelos LT.

A activacdo dos LT condiciona a sua diferenciacdo em células com funcdes
imunomoduladoras, indutoras ou supressoras da resposta imune, assim como em LT

citotoxicos (LTc), fundamentalmente de tipo CD8. Os LTc CD8+ reconhecem antigénios
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tumorais em associacdo com moléculas da classe | do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) (Klaus 2001).

O sistema imune apresenta também uma componente humoral constituida por
uma variedade de moléculas que sao também importantes na resposta anti-tumoral
(Honeyman and Harrison 2004; Moser and Willimann 2004).

A interleucina 2 (IL2) é essencial para a divisdo dos LT e a diferenciacdo dos
linfocitos B (LB) em plasmécitos. Também é importante na amplificacdo das CNK e na
geracdo de células citotoxicas activadas, capazes de destruir células de varios tipos de
tumor.

O Factor de Inibicdo da Migracao dos Macréfagos (MIF) liga-se a receptores na
membrana dos macréfagos e aumenta o nivel de AMP ciclico intracelular, resultando no
aumento da polimerizacdo de microtdbulos e diminuicdo da migra¢ao, conseguindo deste
modo reter os macréfagos junto do tumor.

Os interferdes séo citocinas conhecidas pelas suas propriedades anti-viricas e
imunomoduladoras, aumentam a citotoxicidade das CNK, assim como induzem a
expressao de moléculas MHC classe | e Il nas células adjacentes. O IFNy, inicialmente
conhecido como Factor de Activacdo dos Macréfagos, activa estas células e aumenta a
sua actividade tumoricida.

Os factores quimiotaxicos recrutam células fagociticas para local do tumor e os
factores mitogénios incluem moléculas com funcdes semelhantes as descritas para a IL-
2.

3.3 Mecanismos de escape ao sistema imune

Embora o sistema imune tenha a capacidade de identificar as células tumorais e
desenvolva respostas para as tentar eliminar (e prova disso sdo os varios estudos que
foram referidos anteriormente), o cancro € uma doenca cada vez mais incidente na
populacdo em geral, o que leva a suspeitar que as células malignas conseguem escapar
a accao controladora da imunidade, desenvolvendo para isso os chamados mecanismos
de escape (Finn 2008).

Foram realizados numerosos estudos que demonstraram gue estes mecanismos
podem estar relacionados com a localizacdo do tumor, com as caracteristicas e
apresentacdo dos antigénios e com a supressao, de variadas formas, do sistema imune
(Kiessling, Wasserman e col. 1999; Algarra, Garcia-Lora e col. 2004; Mapara and Sykes
2004; Rivoltini, Canese e col. 2005; Seliger 2005).

A localizacdo anatémica do tumor pode ser, por si s6, um mecanismo de escape,
uma vez que pode ser inacessivel ou de acesso dificil a resposta anti-tumoral, ou até ser

um local onde varios factores imunossupressores estéo presentes.
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Por outro lado, as células tumorais podem ter a capacidade de produzir factores
supressores da resposta imune, como o factor transformador de crescimento tumoral
(TGF-B1) que inibe a proliferacdo dos LT e regula a sua apoptose (Tada, Ohzeki e col.
1991; Teicher 2007).

Alguns antigénios tumorais, como os oncofetais, podem néo ser suficientemente
imunogénicos para gerarem uma resposta anti-tumoral. Por outro lado, existem casos em
gue ocorre uma apresentacdo do antigénio inadequada uma vez que o tumor provoca
alteracbes na expressdo das moléculas do complexo MHC classe |. Outros antigénios da
superficie celular podem estar mascarados por um excesso de mucina, aclicares e acido
sidlico, impedindo o reconhecimento pelo sistema imune. Todos estes factores podem
condicionar o ndo reconhecimento dos antigénios tumorais por parte das células do

sistema imune.

4. Células envolvidas na resposta anti-tumoral

Os macro6fagos, as CNK e os LT, como ja foi referido, sdo intervenientes-chave na
imunidade tumoral. De seguida faz-se uma breve caracterizacdo destes trés tipos de

células.

4.1 Macro6fagos e mondcitos

Dentro do sistema imune aferente, os macréfagos tem o papel chave de células
apresentadoras de antigénio: restos celulares tumorais sédo fagocitados, processados e
apresentados ao sistema imune. Esta apresentacdo é feita em associacdo com o0s
antigénios de classe Il do MHC.

No sistema imune eferente, os macrofagos “armados” pelos seus receptores para
os fragmentos Fc da imunoglobolina G (IgG) sdo um dos protagonistas na lise por
citotoxidade mediada por anticorpos (ADCC) (Todd 2005).

Além destas funcdes, estd claramente demonstrado que 0s mondcitos e 0s
macréfagos podem reagir espontaneamente contra células tumorais apos activacao por
citocinas (principalmente IFN-y) e endotoxinas. Esta actividade € independente do
reconhecimento de antigénios tumorais. Apdés o contacto, os macroéfagos secretam
substancias citostaticas e citoliticas agindo através de enzimas lisossomais, da producéao
de superdéxido e da sintese de factores citotoxicos. A actividade macrofagica é controlada

negativamente pela secrecdo da prostaglandina E2 (Bartholeyns 1993).

4.2 Células NK

Véarios estudos efectuados indicaram que as deficiéncias quantitativas e

gualitativas das CNK estdo frequentemente associadas com o desenvolvimento e

13



“Linfomas cutaneos de células T: papel das células NK e dos linfdcitos T circulantes na defesa anti-tumoral”

progressdao do cancro, infecgbes viricas, doencas autoimunes e quadros de
imunodeficiéncia em geral (Robertson and Ritz 1990; Becknell and Caligiuri 2008). Os
avancos recentes na caracterizacao fenotipica e funcional das CNK tém contribuido para
uma melhor compreensédo do envolvimento destas células em varias doencas (Lima e
col., 2004).

Origem das CNK

A origem precisa das CNK é desconhecida. Contudo muitos estudos sugerem que

estas células derivam de precursores da medula 6ssea e ndo estao dependentes do timo
para o seu desenvolvimento. Depois de “maduras” apresentam-se principalmente em

circulacao no sangue periférico ou no baco. (Yoon, Chung e col. 2007; Caligiuru 2008)

Caracteristicas morfolégicas das CNK

As CNK integram, juntamente com os LTc, um subgrupo de linfécitos com
caracteristicas morfolégicas de linfécitos grandes granulares (LGL), que correspondem a
cerca de 5-15% dos linfocitos do sangue. A nivel morfologico, estas células apresentam
um didmetro médio de 7 a 8 um no estado normal, e quando activadas este aumenta
para os 10 a 12um. Num esfregaco sanguineo, corado com May-Grunwald-Giemsa, 0s
LGL sédo facilmente reconhecidos pelos seus nucleos reniformes e pela presenca no
citoplasma de numerosos granulos azurofilicos. No entanto, para reconhecer as CNK no
sangue ou em fluidos corporais, a morfologia nédo é suficiente uma vez que os LTc podem

adquirir a mesma aparéncia (Farag and Caligiuri 2006).

Caracteristicas fenotipicas das CNK

Para se conseguir distinguir as CNK dos LT, é necessario recorrer ao estudo
imunofenotipico por citometria de fluxo, através do uso de anticorpos monoclonais ligados
a fluorocromos, que reconhecem marcadores de superficie celular distintos.

As CNK circulantes maturas caracterizam-se pela presenca do antigénio de
superficie CD56 e distinguem-se dos LT pela auséncia de expressédo de CD3 e do TCR.
Ao contrario dos LB, ndo expressam imunoglobulinas de superficie, mas expressam
receptores para os fragmentos Fc das imunoglobulinas, como o Fcy RIll (CD16). Este
receptor activa a citotoxicidade das CNK e desempenha um papel determinante na
proliferagédo destas células (Miller 2002).

Muitas moléculas de superficie expressas nas CNK, existem também noutras
células hematoldgicas, em particular nos LT. Entre os receptores avaliados neste estudo
gue podem ser expressos pelos LT e pelas CNK, embora com diferentes intensidades,
salientamos os seguintes: CD2, CD7, CD8, CD16, CD56, CD57, CD94 e HLA-Dr.

Subpopulacdes de CNK
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De acordo com a intensidade/densidade de expressdo de CD56 na superficie
destas células, distinguem-se 2 subgrupos distintos: as CNK com expresséo fraca de
CD56 (CNK CD56"™, adiante designadas por CNK CD56%), e as CNK com express&o
forte de CD56 (CNK CD56'™"™ adiante designadas por CNK CD56"") (Sedimayr,
Schallhammer e col. 1996; Cooper, Fehniger e col. 2001a; Di Santo 2008).

As CNK CD56" expressam niveis elevados de CD16 e receptores de morte celular
(KIR) da familia das imunoglobulinas. A nivel funcional, sdo células citotdxicas efectoras,
eficientes na lise celular natural dependente de anticorpos e tém receptores de afinidade
intermédia para a IL2.

As NK CD56"" sdo células agranulares, que ndo expressam (ou expressam com
intensidade fraca) CD16, tém niveis elevados de lectinas tipo-C, mas praticamente nao
expressam receptores KIR da familia das imunoglobulinas. Funcionalmente, séo células
imunoreguladoras produtoras de citocinas, que apresentam receptores de alta afinidade

para a IL2. (Cooper, Fehniger e col., 2001b)

Caracteristicas funcionais das CNK

A capacidade para lisar espontaneamente células infectadas por virus ou células
tumorais é a funcao melhor conhecida das CNK (Brittenden, Heys e col.,1996; Biron and
Brossay 2001; Schmitt, Ghazi e col. 2008)

A lise das células-alvo envolve uma sequéncia de passos: reconhecimento pelas
CNK através de mecanismos ainda pouco conhecidos; ligacdo das CNK as células alvo
(formacao do conjugado), envolvendo véarias moléculas de adeséo celular; activacdo das
CNK, levando ao rearranjo de granulos citoplasmaticos e a libertagcdo de enzimas
formadoras de poros na membrana das células alvo; agressédo e lise destas ultimas
(Chambers and Brissette-Storkus 1995; Timonen 1997; Hallett and Murphy 2004).

As CNK reconhecem as células-alvo através de receptores de superficie. Estes
sdo divididos em varias categorias: moléculas de adesdo, receptores activadores,
receptores inibidores e receptores co-estimuladores. Uma outra categoria pode ainda
surgir, referente aos receptores ambivalentes, que podem ser activadores e/ou inibidores
(Farag, Fehniger e col. 2002; Inngjerdingen, Damaj e col. 2001; Biassoni, Cantoni e col.
2003).

Todos estes receptores podem ter sinais positivos e negativos. Os sinais positivos
incluem a fosforilacdo de proteinas, o “turnover” de fosfoinositol e a elevacdo da
concentracao do célcio intracelular, o que activa a migracdo, os mecanismos citoliticos e
a producao de citocinas. Os sinais negativos incluem acc¢des opostas as enumeradas, 0
gue inibe a citotoxicidade e a producéo de certas citocinas (Lanier 1998; Radaev and Sun
2003; Biassoni 2009).
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Dentro dos linfocitos, as CNK sdo as primeiras a responder a activagéo por IL2,
produzindo uma variedade de citocinas: IFNy, TNFa, TNFpB, factor estimulador dos
granulécitos e macrofagos (GM-CSF), IL3 e IL8 (Fehniger, Cooper e col. 2003;
Makrigiannis and Anderson 2003).

Este perfil de citocinas levou a sugerir que as CNK podem ser importantes na
geracdo de imunidade celular mediada pelos LT, na regulagcdo da hematopoiese, na
resisténcia a virus e no recrutamento de leucécitos para locais de inflamacéo (Biron and
Brossay 2001).

Por dltimo, existem alguns estudos que atribuem as CNK actividades
responsaveis pela interface entre o sistema imune e outros sistemas, como o reprodutivo
e 0 neurolégico (Lotzova 1993; Whiteside and Herberman 1994). A nivel da reproducéo,
embora o papel das CNK ainda nédo esteja bem esclarecido, parece que desempenham
um papel regulador na implantagdo do embrido e na formacdo da placenta. Em
momentos de stress, as CNK, uma vez que expressam receptores para hormonas
neuroendocrinas e moléculas de adesdo neural a sua superficie, ajudam a modular a

resposta imune (Caligiuru 2008).

4.3 Linfécitos T

Origemdos LT

Os LT, assim designados pelo facto da sua maturagdo ocorrer em determinada

fase no timo, sao originados de precursores hematopoiéticos da medula 6ssea.

Caracteristicas morfolégicas dos LT

A maioria dos LT do sangue periférico normal sdo linfocitos pequenos sem
caracteristicas particulares, morfologicamente indistintos dos LB. Quando estimulados, os
LT aumentam de tamanho e o seu citoplasma torna-se maior e mais basdfilo.

Como ja foi mencionado, os LTc tém caracteristicas morfologicas de LGL, tal

como as CNK, que séo células citotoxicas por exceléncia (Klaus 2001).

Caracteristicas fenotipicas dos LT

O marcador mais caracteristico dos LT é o complexo CD3/TCR. O CD3 é um
complexo de sinalizacdo, constituido por quatro cadeias (8,y,€,§) que se associam
formando diferentes combinacbes. As regides citoplasmaticas destas cadeias sao
responsaveis pela transmisséo de sinais intracelulares resultantes do reconhecimento do
antigénio pelo TCR (Arosa e Cardoso 2007).

O CD4 e o CD8, componentes do complexo TCR, actuam como co-receptores
para a activacdo dos LT, induzidos pelo antigénio MHC classe Il e classe |

respectivamente.
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A molécula CD4 é uma glicoproteina de membrana com um peso aproximado de
55kDA, codificada por um gene localizado no cromossoma 12 dos humanos. E expressa
pelos LT e mondcitos/macrofagos. O CD8 é uma glicoproteina de membrana dimérica de
30 kDA, que pode ser constituida por dois tipos de cadeias (a e B) e é expressa pelos LT
e pelas CNK (Arosa e Cardoso 2007).

O CD2 é expresso em quase todos os linfocitos T e NK. Esta glicoproteina,
membro da superfamilia das imunoglobulinas, participa na adeséo e activacao dos LT.

O antigénio de diferenciacdo CD7, também esta implicado na adesao celular e é
um receptor de sinalizacdo dos LT.

O CD57 é um oligossacarideo com residuos de &cido glucorénico sulfatados,
expresso nos LT durante fases avancadas da resposta imune e em cerca de 50% das
CNK. Varios estudos levam a concluir que esteja envolvido na adeséao celular.

O CD25, cadeia a do receptor da IL-2, est4d presente nos LT activados, e
conjuntamente com o CD127 (receptor a da IL-7), importante na diferenciacdo e
proliferacdo dos LT, permitem identificar os LT reguladores. Ao contrario dos LT
activados, as células T reguladoras naturais expressam CD25 com intensidade forte, mas
nao expressam CD127.

O antigénio CD45RA € expresso nos LT “virgens”, que ainda néo tiveram contacto
com o antigénio. A medida que estas células s&o activadas a expresséo deste antigénio

diminui e a expressdo de CD45R0O aumenta.

Subpopulacdes de LT

De acordo com as cadeias que constituem o TCR, os LT podem ser divididos em
dois grupos: LTaB e LTyd, cujo receptores sdo constituidos pelas cadeias alfa beta e
gama delta, respectivamente.

Os LTyd representam apenas uma pequena fraccdo dos linfocitos do sangue
periférico (1-5%), contudo a nivel intra-epitelial representam grande parte destas células.
Distinguem-se dos LT aff pelo seu desenvolvimento poder ser independente do timo, pela
auséncia de restricdo ao MHC e pela sua capacidade em reconhecer proteinas soltveis e
antigénios ndo proteicos. A nivel das fun¢gbes sdo considerados por um lado, células do
sistema inato, uma vez que desenvolvem uma resposta rapida contra agentes estranhos,
por outro sdo considerados células do sistema adaptativo, pois desenvolvem memoria e
desempenham fun¢des importantes no controlo da inflamacéo e do cancro (Carding and
Egan 2002; Girardi 2006; Hayday 2000).

Os LT ap representam mais de 90% dos LT maduros circulantes e o seu TCR

reconhece péptidos em associacado com moléculas do MHC-I e MHC-II. De acordo com
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este reconhecimento, estes linfocitos podem ser divididos em duas populagfes: os LT
CD4" e os LT CD8".

Os LT CD4" representam cerca de 60% dos LT circulantes. Sdo seleccionados
por moléculas de MHC classe Il e tem como principal funcdo auxiliar as respostas
imunes, e por isso sao também conhecidos por LT helper (LTh): ajudam os LB a produzir
anticorpos e os macréfagos nas suas funcoes.

Os LT CD8" correspondem a cerca de 40% dos LT circulantes e sdo
seleccionados por moléculas de MHC classe |. Sdo células predominantemente
citotdxicas, responsaveis pela destruicdo de células infectadas por virus e células
tumorais (Masopust, Vezys e col. 2007). Os LTc tém granulos com perforina e granzimas,
utilizados na eliminicao das células-alvo.

+ o«

ApOls activagdo, os LT CD4" ‘“virgens” podem ainda diferenciar-se em duas
grandes populacdes, de acordo com o padréo de citocinas: os LT Thl e os LT Th2 (Arosa
e Cardoso 2007). Esta diferenciacdo é determinada no momento em que os LT séo
activados, e é influenciada por factores genéticos (ao nivel das células apresentadoras de
antigénios) e por factores ambientais (citocinas).

Os LT Thl secretam IL2, IFNy e TNFB e estdo envolvidos na regulacdo de
respostas celulares associadas a citotoxicidade e as reaccdes inflamatorias locais. Para
além desta funcdo, produzem também citocinas, como o TNFa, que contribuem para a
defesa do organismo a varios niveis (ex: inibem a replicacdo viral, activam o0s
macrofagos). O TNFa é uma citocina multifuncional envolvida na apoptose, sobrevivéncia
celular, inflamac&o e imunidade activada via 2 receptores. E uma proteina de 17 kDA
constituida por 157 aminoacidos.

Os LT Th2 libertam IL4, IL5, IL9, IL10 e IL13 e participam na regulacdo de
respostas humorais: estimulam a proliferacéo e producédo de anticorpos pelos LB.

Existem ainda um outro tipo de linfécitos, capazes de inibir respostas
imunologicas  especificas desenvolvidas pelos outros LT, sdo os LT

reguladores/supressores (Sakaguchi, Wing e col. 2007; Gallimore and Godkin 2008).
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Objectivos

Alguns estudos demonstraram que nos linfomas cutdneos de melhor prognéstico
existe uma resposta anti-tumoral mais activa, facto que levantou grande interesse para
novas investigacdes, uma vez que na grande maioria das doencas neoplasicas, o tumor
consegue enganar o sistema imunolégico, tornando-o débil e ndo eficaz.

Como foi fundamentado anteriormente, os LT e as CNK sdo elementos
importantes na resposta anti-tumoral.

Recorrendo ao uso da citometria de fluxo é possivel caracterizar o estado de
activacdo das CNK e dos LT através da seu perfil imunofenotipico, nomeadamente
através da analise do padrdao de expressdo de moléculas envolvidas na activacédo e
adesao celular. Por outro lado, a resposta imune dos LT ao tumor pode ser medida
através da quantificacdo das citocinas produzidas por estas células.

Com este trabalho pretendemos quantificar as CNK e LT circulantes e caracterizar
0 seu estado de activacdo em doentes com diferentes tipos de LCCT, em diferentes
estadios, comparando-os com uma populacéo controlo, bem como avaliar os LT a nivel
funcional, de forma a tentar relacionar a resposta anti-tumoral com o comportamento

clinico e biolégico do tumor.

Objectivo Geral

- Avaliar a resposta anti-tumoral das CNK e LT nos LCCT.

Objectivos Especificos

- Quantificar os LT e as CNK circulantes de doentes com LCCT;

- Caracterizar os LT e as CNK circulantes de doentes com LCCT, nomeadamente
guanto a representacado de diferentes subpopulacdes celulares e quanto ao estado de
activacao, através do estudo do seu perfil fenotipico;

- Avaliar funcionalmente os LT circulantes de doentes com LCCT, através do
estudo da producéo de citocinas Thi,

- Comparar o nimero de CNK e de LT circulantes, o perfil fenotipico destas
células e a funcdo dos LT dos doentes com LCCT com os observados em individuos
saudaveis;

- Correlacionar o numero e estado de activacdo das CNK do sangue periférico dos

doentes, com o estadio do linfoma.
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Material e Métodos

Questdes éticas

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Centro Hospitalar do Porto
(CHP).

Foi explicado a todos os participantes (doentes e controlos) o objectivo do estudo,
e estes aceitaram participar de livre vontade, assinando um termo de consentimento

informado.

Doentes e controlos

Neste trabalho estudaram-se dois grupos distintos de individuos: o grupo de
doentes e o grupo de controlos.

O primeiro grupo foi constituido por 18 doentes com LCCT da Consulta
Mutidisciplinar de Linfomas Cutaneos (CMLC) do CHP, que no momento do estudo néo
estavam a efectuar qualquer tipo de tratamento sistémico, nem tinham efectuado
tratamento nos 3 meses precedentes (6 homens, 12 mulheres, idade média 60 anos, dos
36 aos 78 anos).

O diagnéstico foi efectuado tendo por base as manifestacdes clinicas que
apresentavam, nomeadamente o tipo de lesdes da pele e a extensao destas, bem como
o resultado da biépsia da pele e de outros exames de diagnéstico requeridos.

Para cada doente, foi também realizada uma histéria médica completa e
efectuados os estudos analiticos e imagioldgicos necessarios ao estadiamento.

O segundo grupo foi composto por 11 individuos saudaveis, dadores benévolos
de sangue observados na Consulta de Dadores de Sangue do CHP, que n&o tinham tido
nenhuma doenca intercorrente durante os 6 meses precedentes, e ja ndo era a primeira
vez que davam sangue (6 homens, 5 mulheres, idade média 43 anos, dos 23 aos 56

anos).

Produtos biolégicos

Os estudos foram efectuados em amostras de sangue periférico colhidas em tubo
com EDTA-K3 (no caso dos estudos imunofenotipicos) ou heparina sddica (no caso dos

estudos funcionais dos LT para avaliacéo da producéo de citocinas).
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Estudos fenotipicos

Quantificacdo e caracterizacao fenotipica dos LT e das CNK

Os estudos imunofenotipicos foram realizados no mesmo dia das colheitas de

sangue.

Material

Anticorpos monoclonais

Foram utilizados anticorpos monoclonais com diferentes especificidades,

conjugados com diferentes fluorocromos (Tabela 1).

Tabela 1. Especificidades,

clones,

monoclonais utilizados no estudo imunofenotipico dos linfocitos.

fluorocromos e fornecedores dos anticorpos

Especicifidade Clone Isotipo Fluorocromo Fornecedor
CD2 SFCI3Pt2H9 19G1 FITC BC
CD3 SK7; UCHT, 19G1; 1gG1 APC; FITC BDB; IOT
CD4 SK3 1gG1 PERCP BDB
CD7 3A1E-12H7 19G2p PE BC
CD8 SK1 19G1, PE BDB
CD11b D12 10G2a PE BDB
CD11c S-HCL-3 19G2p PE BDB
CD16 + CD56 3G8+N901 1gG1 PE 10T
CD19 SJ25C1 19G1 APC BDB
CD25 2A3 19G1 PE BDB
CD38 HB7 19G1 FITC BDB
CD45 2D1 19G1 PERCP BDB
CD45RA L48 19G1 FITC BDB
CD45RO UCHL-1 10G2a APC BDB
CD56 NKH-1 19G1 PC5 10T
CD57 HNK-1 IgM, FITC BDB
CD9%4 HP-3D9 1gG1 FITC PH
CD127 HIL-7R-M21 1G4, x Alexa Fluor 647 PH
Anti-HLA DR L243; L243 19G2a; 19G2a PE; FITC BDB
CCR-4 1G1 1G4, x PE PH

Legenda: BDB (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA); BC (Beckman Coulter, Miami, FL); 10T

(Immunotech, Marselha, FR); PH (Pharmingen, San Diego, CA)
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Estes anticorpos foram usados nas combinacdes indicadas na Tabela 2, com o
objectivo de quantificar os LT, os LB e as CNK (tubo 1), as subpopulagdes dos LT (CD4"
e CD8") (tubo 2) e das CNK (tubo 3) (CD56" e CD56""), bem como caracterizar o perfil
fenotipico das CNK (tubos 3 a 6) e dos LT (tubos 7 e 8).

Tabela 2. Combina¢Bes de anticorpos monoclonais utilizadas para quantificacdo das

populacgdes linfocitarias e caracterizacao fenotipica das CNK e dos LT.

FL1 FL2 FL3 FL4

(APC) (PERCP ou PC5) (PE) (FITC)
Tubo 1 CD19 CD45 CD16+CD56 CD3
Tubo 2 CD3 CD45 CD8 CDh4
Tubo 3 CD3 CD56 CD7 CD2
Tubo 4 CD3 CD56 CD11b CD38
Tubo 5 CD3 CD56 CDl1c CD57
Tubo 6 CD3 CD56 HLA-DR CDo%4
Tubo 7 CD127 CDh4 CD25 HLA-DR
Tubo 8 CD45RO CDh4 CCR4 CD45RA

Outros consumiveis

Solugdo para lise dos eritrécitos e fixagdo das membranas dos leucdcitos
(FACSIysing®, Becton Dickinson Biosciences, BDB).
Tampao salino-fosfato (Phosphate Buffered Saline, PBS, pH7.3) com azida sédica

(0.1% plv), para lavagem e suspensao das células.

Métodos

Procedimento técnico

Inicialmente pipetou-se os anticorpos monoclonais conjugados com os diferentes
fluorocromos, para os respectivos tubos, de acordo as combina¢cdes mencionadas na
Tabela 2. Os volumes utilizados foram os recomendados pelos fabricantes, de forma a
proporcionar uma concentracao saturante de anticorpos durante a incubacéo.

De seguida, juntou-se a cada tubo 100 ul de sangue periférico, contendo 0.5 a
2x10° leucécitos, homogeneizou-se no vortex e colocou-se os tubos a incubar, protegidos
da luz e a temperatura ambiente, de forma a garantir as condi¢cdes 6ptimas de ligacao

dos anticorpos a superficie das células.
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Decorrido este periodo, adicionou-se a cada tubo 2 mL de FACSLysing® (BDB)
diluido a 1/10 em agua destilada, de forma a efectuar a lise dos eritrdcitos e a fixacédo das
membranas dos leucécitos. Colocou-se novamente a incubar durante 10 minutos sob as
mesmas condicdes.

Por ultimo, de forma a eliminar os anticorpos que nao se tinham ligado, procedeu-
se a uma centrifugacdo (2000rpm, 5409, 5 min) seguida de rejeicdo do sobrenadante, e

lavagem com PBS com azida sédica. Suspendeu-se as células em 0,5ml desse tampéao.

Leitura das amostras no citbmetro de fluxo

Para avaliar a expressdo dos marcadores celulares utilizados anteriormente,
recorreu-se ao citébmetro de fluxo FACS-Calibur (BDB), equipado com dois lasers, um de
argon (488nm) e um de néon (625nm), o que permitiu avaliar quatro fluorescéncias em
silmultaneo. Para a leitura das amostras no citdmetro, foi utilizada a aplicacao informatica
CellQUEST (BDB). Para cada amostra foram adquiridos 200.000 eventos do total de

células, de forma a garantir a representatividade das varias populacdes estudadas.

Andlise dos resultados

A andlise da expressdo antigénica, através dos dados obtidos por citometria de
fluxo, foi efectuada no programa Paint-a-Gate (BDB). As diferentes populacbes

estudadas foram seleccionadas utilizando diferentes estratégias.

Quantificacdo dos LT, dos LB e das CNK

Os LT foram seleccionados e quantificados tendo em consideracdo que sé&o
linfocitos que expressam CD3 na membrana. As CNK foram seleccionadas e
guantificadas tendo em consideracdo que sao linfécitos que se caracterizam pela
auséncia de expressdao de CD3 e pela expressdo de CD16 e/lou CD56 (CD3
CD16/CD56"). Os LB foram seleccionados e quantificados tendo em consideracdo que

sdo linfécitos que expressam CD19.

Caracterizacao das CNK

Dentro das CNK, foi avaliada a representacdo das subpopulacées CD56" e
CD56™ e, em cada uma destas subpopulacées foi avaliada a expresséo dos diferentes
antigénios de membrana, através dos seguintes parametros:

- percentagem de células positivas;

- intensidade de expressédo de cada um dos antigénios estudados, avaliada pela

intensidade média de fluorescéncia (IMF);
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- padréo de expressdo de cada antigénio (homogéneo ou heterogéneo), avaliado

pelo coeficiente de variagédo (CV) da IMF.

Caracterizacdo dos LT

Dentro dos LT, foi avaliada a representacdo das subpopulagées CD4" e CDS8", e
no total destas células (CD3") foi avaliada a expressdo de varios antigénios de
membrana, através dos parametros referidos anteriormente para CNK, de forma a se
conseguir identificar varias subpopulag@es: LT activados, LT citotoxicos, LT reguladores e

LT com capacidade de migracdo para a pele.
Estudos funcionais

Avaliacao da producéo de citocinas pelos LT

Os LT foram avaliados do ponto de vista funcional, nomeadamente quanto a sua
capacidade para, uma vez estimulados in vitro, produzirem citocinas, especificamente
TNF-a.

O TNFa produzido foi mantido propositadamente dentro das células, através da
utilizacdo de um inibidor do transporte de proteinas, a brefeldina. Esta interfere com o
transporte vesicular do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi, permitindo que
as citocinas sintetizadas pelas células se acumulem no seu interior.

No final, os LT que produziram TNFa foram detectados através de anticorpos

monoclonais especificos anti-TNFa (para avaliar os LT Th1l)

Material

Anticorpos monoclonais

O estudo funcional dos LT foi efectuado com anticorpos monoclonais com

diferentes especificidades, conjugados com diferentes fluorocromos (Tabela 3).

Tabela 3. Especificidades, clones, fluorocromos e fornecedores dos anticorpos

monoclonais utilizados no estudo funcional dos LT.

Especicifidade Clone Isotipo Fluorocromo Fornecedor
CD3 SK7 19G1 APC BDB

CD8 SK1 1gG1 PERCP BDB

TNF-a Mab11 19G1 PE PH

Legenda: BDB (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA)

; PH (Pharmingen, San Diego, CA)
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Estes anticorpos foram usados nas combinacdes indicadas na Tabela 4, com o

objectivo de quantificar a producdo de TNFa pelos LT CD4" e CDS8".

Tabela 4. Combina¢gBes de anticorpos monoclonais utilizadas para quantificacdo da

producéo de citocinas pelos LT

FL1 FL2 FL3
(APC) (PERCP) (PE)
Tubo 1 CD3 CD8 TNF-a

Outros consumiveis

SolucBes para fixagcdo e permeabilizacdo da membrana das células (Fix and
Perm®, Caltag)

Tampao salino-fosfato (Phosphate Buffered Saline, PBS, pH7.3) com azida sédica
(0.1% plv), para lavagem e suspensao das células.

Tampao salino-fosfato (Phosphate Buffered Saline, PBS, pH7.3) com azida sédica
(0.1% pl/v) e albumina bovina (Bovine Serum Albumin, BSA, Sigma) (0.2% p/v), para
lavagem e suspensao das células (PBS-BSA).

Meio de cultura (RPMI, Sigma) completo, com 10% de soro fetal, para cultura de
células.

Forbol-mirestato-acetato (Phorbol Myrestate Acetate, PMA, Sigma) e ionomicina
(Sigma), para estimulagdo das células em cultura.

Placas de cultura, tubos de poliestireno e outro material consumivel.

Métodos

Activacdo celular “in vitro”

Para cada poco da placa de cultura, pipetou-se 500ul de sangue periférico
heparinizado e igual quantidade do meio de cultura (RPMI). Adicionou-se também 2ul de
brefeldina (concentracao final:10ug/mL). Por ultimo, pipetou-se 25ul de forbol-mirestato-
acetato (PMA) (concentracdo final:25ng/mL) e 20yl de lonomicina (concentracao
final:1ug/mL), essenciais para que os linfocitos fossem activados, e consequentemente
produzissem citocinas.

Num outro poco da placa, pipetou-se exactamente as mesmas solucdes e
amostra excepto o PMA e a lonomicina. Este poc¢o funcionou como controlo negativo de
activacao.

A placa foi a incubar durante 4 horas a 37°C, numa atmosfera estéril, com 5% de
CO; e 95% de humidade.
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Findo este tempo, antes de se iniciarem as marca¢gbes com anticorpos, fez-se
uma lavagem das células em PBS-BSA, centrifugou-se a 2000rpm/540g durante 5
minutos, aspirou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se as células em PBS-BSA.

E de salientar que, tanto as marcacbes de superficie, como as marcacdes
intracitoplasmaticas, foram realizadas em duplicado: num tubo colocou-se o sangue

activado, noutro colocou-se o controlo negativo de activagéo.

Marcacédo de superficie (antigénios de membrana)

Os linfocitos a estudar, foram marcados na superficie com o anticorpo monoclonal
anti-CD3 conjugado com APC, e com o anticorpo monoclonal anti-CD8 conjugado com
PERCP.

Inicialmente pipetou-se os anticorpos monoclonais conjugados com os diferentes
fluorocromos, para os respectivos tubos, e 100 ul de sangue activado ou controlo
negativo. Os volumes de anticorpos utilizados foram os recomendados pelos fabricantes,
de forma a proporcionar uma concentracao saturante de anticorpos durante a incubacéo.

Colocou-se o0s tubos a incubar durante 15 minutos, protegidos da luz e a
temperatura ambiente, de forma a garantir as condicdes Optimas de ligacdo dos
anticorpos a superficie das células.

Findo este tempo, procedeu-se a uma lavagem com PBS - azida sddica, seguida

de centrifugacdo a 2000rpm/540g durante 5 minutos, e rejeitou-se o sobrenadante.

Marcacao intracelular (citocinas)

Antes de se proceder a marcacao intracelular, foi necessario fixar e permeabilizar
as células, e para tal recorreu-se ao uso dos reagentes Fix and Perm (Caltag)

Ressuspendeu-se gentilmente as células, e adicionou-se a cada tubo 100 ul de
solucéo fixadora (Fix and Perm, Reagente A).

Colocou-se novamente os tubos a incubar sobre as mesmas condi¢des anteriores,
e de seguida procedeu-se a um passo de lavagem com PBS-azida sédica, seguida de
centrifugacao a 2000rpm/540g durante 5 minutros, e rejeitou-se o sobrenadante.

Voltou-se a ressuspender as células, e adicionou-se 100 pl de de solucao
permeabilizante (Fix and Perm, Reagente B), e 20 ul anticorpo anti-TNFa.

Os tubos foram sujeitos a outra incubagéo durante 15minutos, protegidos da luz e
a temperatura ambiente. Por Ultimo as células foram submetidas a nova lavagem,

segundo descrito anteriormente, e suspendidadas em 0,5ml de PBS-azida sddica.

Leitura das amostras no citbmetro de fluxo

As amostras foram lidas no citometro de fluxo FACSCalibur (BDB) e foi utilizada a
aplicacao informatica CellQUEST (BDB).
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Para cada amostra foram adquiridos 200.000 eventos do total de células, de forma

a garantir a representatividade das varias populacées estudadas.

Andlise dos resultados

A andlise dos resultados foi efectuada no programa Paint-a-Gate (BDB).

Quantificacdo da Producao de Citocinas

Os LT CD8 foram seleccionados, tendo em consideracao que sédo linfocitos que
expressam CD3 e CD8 na membrana (CD3" CD8"). Os LT CD4 foram seleccionados,
tendo em consideracao que sao linfécitos que expressam CD3, mas nao expressam CD8
na membrana (CD3" CD8). Em cada uma das populacdes de LT foi quantificada a

percentagem de células que expressavam TNFa.

Anéalise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio dos programas Excel e Statistical
Package for Social Sciences (Versédo 16.0, SPSS Inc, 2007) para o Windows, e os dados
foram apresentados como média + desvio padrao, minimo — maximo, e mediana.

Foi utilizado o teste de Mann-Whitney/Kruskal-Wallis para verificar a associagédo
entre as variaveis nos dois grupos. O valor de p foi calculado e considerado

estatisticamente significativo quando inferior a 0,05.
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Resultados

Caracterizacéo do grupo de controlos

O grupo de controlos era constituido por 5 individuos do sexo feminino e 6 do
sexo masculino. Apresentava uma média de idades de 42 anos, com um desvio padrao
de 9 e uma mediana de 41 anos.

O numero de individuos incluidos neste grupo nédo foi o dobro do namero de
doentes, contudo, a homogeneidade entre grupos no que respeita a idade e sexo foi

garantida.

Caracterizacdo do grupo de doentes

Ao grupo de doentes pertenciam 6 mulheres e 12 homens, com uma média de
idades de 60 anos, desvio padrdao de 12 e mediana de 64 anos. Todos possuiam LCCT
(critério de inclusdo): 3 apresentavam-se com SS em estadio IV, e os restantes com MF
de estadio | ou Il.

A funcao renal estava normal em todos os pacientes, e a funcéo hepéatica apenas
estava ligeiramente alterada em dois individuos.

Em relagéo aos niveis de desidrogenase lactica (DHL) no sangue, apenas em dois
doentes se verificou um ligeiro aumento (237U/L e 374UI/L; intervalo de referencia: 135-

225U/L). A B2-microglobulina apresentava-se aumentada em trés individuos.

Avaliacdo dos parametros hematolégicos

A Tabela 5 apresenta os varios parametros hematologicos determinados, no

grupo de controlos e no grupo de doentes.

Tabela 5. Parametros hematolégicos dos doentes com LCCT e dos controlos.

HGB Plaquetas Leucdcitos | Neutrofilos Linfocitos
(g/dL) (/mm3) (x10% pL) (10°/uL) (10°/uL)
Controlos
Média +desvio padrédo 142+1,5 214,6 + 76,6 8,3+1,9 48+15 2,6 + 0,60
Médiana 14,3 205 8,20 4,6 2,5
Minimo — Maximo 12,3-16,8 104 - 355 5,50- 11,70 2,2-7,9 1,7-4,0
Doentes
Média +desvio padrédo 14,7+1,4 230,1 +63,3 75+3,4 42+1,8 22+15
Médiana 14,7 227 6,4 3,8 1,8
Minimo — Maximo 12,5-17,5 143 - 445 2,7-16,1 2,0-93 0,4-7,2
p 0,418 0,559 0,177 0,216 0,027
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Comparativamente com os controlos, o grupo dos doentes apresentava valores

ligeiramente inferiores de concentracdo de leucécitos no sangue periférico, o que se

traduzia no numero de neutréfilos e linfocitos. Contudo apenas nos linfécitos esta

diminuicao era significativa (p <0.05)

Quantificacdo dos LT, LB e CNK

A andlise por citometria de fluxo permitiu determinar a percentagem de LT (CD3%),
de LB (CD19%) e de CNK (CD16 e/ou 56°/CD3) (Figura 1). A Tabela 6 resume os

resultados obtidos para ambos os grupos. Embora os doentes com LCCT apresentassem

uma percentagem ligeiramente inferior de LT e uma percentagem ligeiramente superior

de CNK do que os controlos, as diferencas néo foram estatisticamente significativas.

B
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Figura 1 — Histograma biparamétrico, tipo “dot plot”, obtido por citometria de fluxo

exemplificando a expressao de CD16+56 e CD3 nos linfocitos de sangue periférico. A populagéo
verde representa os LT, a azul as CNK e a vermelha os LB.

Tabela 6. Populacbes dos LT, LB e CNK do sangue periférico dos doentes com LCCT e

dos controlos.

% Linfécitos

LT LB CNK
Média +desvio padrédo 78,1+4,9 95+2,6 12,4+ 3,9

Controlos Mediana 77,2 9,1 11,6
Minimo — Maximo 70,7 - 86,7 5,9-14,5 7,4-18,9
Média +desvio padrédo 73,3+10,7 9,8+4,7 16,8 £ 9,3

Doentes Mediana 71,7 9,3 14,0
Minimo — Méximo 53,1-93,4 0,8-188 4,2-38,6

P 0,146 0,947 0,238
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Quantificacdo das subpopulacfes de LT e de CNK

Dentro dos LT, determinou-se a percentagem de LT CD4" e LT CD8".

As CNK foram divididas em dois grupos: as CNK CD56" e as CNK CD56™".

A Figura 2 exemplifica estas popula¢Bes em histogramas obtidos por citometria de
fluxo, e a Tabela 7 resume os resultados obtidos.

Ao nivel das subpopulacdes dos LT, os valores obtidos foram muito semelhantes
nos dois grupos, enquanto nas CNK, verificou-se um aumento significativo da
representacdo das CNK CD56° e consequentemente uma ligeira diminuicdo da
representacédo das CNK CD56"" (p <0.05).
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Figura 2 — Histogramas biparamétricos, tipo “dot plot”, obtidos por citometria de fluxo
exemplificando as subpopulacdes de LT e de CNK. A populagéo rosa representa os LT CD4"
(CD3" CD8) e a populacdo azul celeste os LT CD8". A populacio verde representa as CNK
CD56" e a vermelha as CNK CD56™".

Tabela 7. Subpopulacdes dos LT e das CNK do sangue periférico dos doentes com LCCT
e dos controlos.

LT CNK

CD4+ CD8+ CD56+ CD56++
(%LT) (%LT) (%CNK) (%CNK)
Média + desvio padrao | 66,3+ 17,7 33,7+13,2 94,6 + 3,0 54+3,0

Controlos Médiana 71,6 27,8 94,4 5,6
Minimo — Maximo 19,3-81,1 15,8 - 43,5 90,5 - 98,3 1,7-9,5
Média + desvio padrao | 67,1+ 19,3 32,9+19,3 97,1+1,6 29+1,6

Doentes Médiana 71,6 28,4 97,1 2,9
Minimo — Maximo 41,0 - 84,2 15,8 - 59,0 94,3 -99,74 0,3-5,7

p 0,865 0,865 0,025 0,025
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Imunofenotipagem das CNK

Como ja foi referido anteriormente, as CNK podem ser divididas em dois grupos,
de acordo com a expressdo do CD56, que apresentam funcbes e caracteristicas
fenotipicas distintas. Assim neste trabalho, ao analisar o perfil fenotipico destas células,
separamos estas duas subpopulacdes, de forma a conseguirmos identificar se existiam
alteracdes em ambas ou apenas s6 numa delas (Figura 3).

As Tabelas 8 e 9 sumarizam as médias e os desvios padrdo da percentagem de
células positivas, da intensidade média de fluorescéncia (IMF) e do coeficiente de
variacdo da IMF (CV), dos varios marcadores estudados, nas CNK CD56" e CD56"" no
grupo de doentes e no grupo controlo.

Embora em alguns marcadores se observasse um ligeiro aumento (CD11c, CD57)
e noutros uma ligeira diminuicdo (CD2, CD94 e HLA-DR), a nivel estatistico ndo se
obteve nenhuma diferenca significativa entre o grupo de doentes com LCCT e o grupo

controlo, em nenhuma das subpopulacdes de CNK.
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Figura 3 — Histogramas biparamétricos, tipo “dot plot”, obtidos por citometria de fluxo
exemplificando a expressao dos varios antigénios nas CNK. A populacdo azul celeste representa
as CNK CD56"" e a populacéo verde as CNK CD56".
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Tabela 8. Caracteristicas imunofenotipicas das CNK CD56" do sangue periférico dos

doentes com LCCT e dos controlos. Os resultados séo apresentados em média + desvio padréo.

CNK CD56 "

CDh2 CD7 CD11b CD11c CD38 CD57 CD94 AntIiD_RHLA
vocélulas + | 813951 | 98,2:247 1000 | 69,8+18,78 [ 1000 60,7+13,86 | 559:17,70 | 22,8+16,73
Controlos | wp | 126/4£36,71 | 944,7+166,23 | 49,9:20,77 | 123,9+30,64 | 36,6:1623 | 409,5:166,41 | 49,5:11,69 | 48,4+1595
o 549:881 | 762:1658 |[205,1+142,2 | 933+10,63 | 109,962925 | 857+2132 | 540£11,18 | 162345317
Yecélulass | 742£16,36 | 97,9:2,51 1000 | 7852034 |  100,0 6681364 | 460:17,66 | 133+1243
Doentes | wg | 120634,90 | 11750£350,60 [ 514+18,22 | 142,0:36,60 | 39,2¢19,39 | 329,6:117,47 | 488+12,34 | 67,0:45,09
cv | 558#1111 | 688+1371 | 157,2690,83 | 105,7+2208 | 97,4+28,60 | 9071945 | 54,2:8,72 | 209,6:69,00

p 0,492 0,122 == 0,256 == 0,296 0,707 0,092

doentes com LCCT e dos controlos. Os resultados séo apresentados em médiatdesvio padréo.

Tabela 9. Caracteristicas Imunofenotipicas das CNK CD56"" do sangue periférico dos

CNK CD56 **

CD2 CD7 CD11b CD1lc CD38 CD57 CD94 A“tIiD'RHLA
%células+ 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 42,88+14,39
Controlos MFI 278,1+65,08 | 2128,9£312,59 | 57,7+64,59 203,7459,20 | 39,5+11,46 Negativo 109,6+32,60 | 66,62+18,77
CVv 34,1+3,84 50,045,39 313,3+357,48 72,3+6,37 101,1+38,15 Negativo 48,5+6,86 121,93+12,75
%células+ 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 0,0 100,0 52,30£15,01
Doentes MFI 318,7+40,66 | 2540,7+£711,29 | 57,8455,18 232,1495,35 | 45,8+17,51 Negativo 102,5+£29,58 | 62,92+22,49
CV 34,7+6,26 61,8+10,72 167,0£136,51 71,1+9,65 84,5+13,21 Negativo 58,9+21,88 | 102,24+27,37

p 0,465

Imunofenotipagem dos LT

No grupo dos LT, foram quantificados os LT reguladores (CD25" e CD127°), os LT

CCR4" (receptor de quimiocinas que confere capacidade de migracdo para a
pele).(Figura 4), os LT activados (CD45RO"; HLA-DR");e por ultimo os LT citotoxicos
(CD56"; CD57%) (Figura 5).

As tabelas seguintes resumem os resultados obtidos em ambos os grupos.
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Figura 4 — Histogramas biparamétricos, tipo “dot plot”, obtidos por citometria de fluxo
exemplificando as subpopulagdes dos LT CCR4" e LT reguladores.

Tabela 10. Subpopula¢bes de LT que migram para a pele e reguladores do sangue
periférico de doentes com LCCT e dos controlos. Os resultados sdo apresentados em
médiatdesvio padrao (mediana).

LT migram pele LT Reguladores
CCR4" CcD25" CD127
%células + 19,4+5,1 (17,7) 7,6%1,3 (7,6)
Controlos MFI 46,7+13,2 (51,3) 179,6+31,1 (168,3) 1,9+0,3 (1,8)
cv 81,9+7,2 (83,0) 74,8+7,4 (71,8) 69,4+8,4 (70,9)
%células + 28,0+11,9 (22,6) 8,32,1 (8,2)
Doentes MFI 55,0+23,2 (55,0) 213,9+51,9 (195,5) 1,840,2 (1,8)
cv 79,965 (79,0) 77,3%7,3 (77,0) 71,626,1 (70,9)
p 0,225 0,398
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Figura 5 — Histogramas biparamétricos, tipo “dot plot”, obtidos por citometria de fluxo

exemplificando as subpopulacfes dos LT activados e citotoxicos.
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Tabela 11. Subpopulactes de LT activados e citotoxicas do sangue periférico dos doentes

com LCCT e dos controlos. Os resultados sao apresentados em médiatdesvio padrdo (mediana).

LT Activados LT Citotéxicos
CD45RO" Anti-HLA DR" CD56" CD57"
% Células + 59,9+15,5 (57,3) 17,746,5 (15,2) 8,8%6,2 (7,5) 15,2+8,0 (14,3)
Controlos MFI 462,9+125,4 (427,6) 176,8+57,6 (162,0) 201,6+60,3 (197,9) 291,4+95,1 (291,8)
cv 68,2+8,9 (67,3) 236,3+28,1 (244,9) 94,0+20,3 (92,0) 106,2+17,0 (103,1)
% Células + 75,1+10,2 (77,5) 20,6+6,1 (20,5) 10,5+9,3 (8,2) 19,4+13,4 (16,6)
Doentes MFI 484,4+133,4 (495,2) 188,8+43,1 (189,1) 217,6+81,3 (196,2) 408,6+158,3 (393,9)
cv 68,7+13,5 (66,7) 228,6+25,7 (234,8) 92,0+15,7 (91,3) 93,6+16,1 (93,5)
p 0,085 0,157 0,560 0,467

Avaliagcdo da producéo de citocinas pelos LT activados in vitro

A sintese de TNF-a pelos LT CD4" e CD8" apds estimulagdo encontra-se
apresentada na Tabela 12. A percentagem células produtoras de TNF-a foi superior,
tanto na populacdo CD4" como na CD8", nos doentes com LCCT comparativamente com
os controlos (22,3% vs. 33.0% e 36,4% vs. 62,8%, respectivamente), contudo este

aumento apenas foi estatisticamente significativo nos LT CD8" (p<0.05).

Tabela 12. Expressdo de TNFa nos LT dos doentes com LCCT e dos controlos. Os

resultados sdo apresentados em percentagem de células CD4+ e CD8+ que expressavam TNFa.

TNFa
CD4+ CD8+
(%LT) (%LT)
Controlos Média * desvio padrao 22,3+15,8 36,4+ 27,4
(n=18) Mediana 13,2 24,3
Doentes Média + desvio padréo 33,0+18,1 62,8 12,0
(n=4) Mediana 39,2 60,4
p 0,126 0,004
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Figura 6 — Histogramas biparamétricos, tipo “dot plot”, obtidos por citometria de fluxo

exemplificando os LT (CD4" e CD8") produtores de TNF-q, antes e apds a estimulagao.
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Discussao

Os LCCT compreendem um grupo muito heterogéneo de doencas a nivel de
manifestacdes clinicas e progndstico, mas que se caraterizam por uma acumulacao de
LT clonais no microambiente cutdneo que sao responsaveis por varios fenémenos
imunopatolégicos.

A participacéo de células da imunidade inata e adquirida na defesa contra tumores
tem sido amplamente estudada.

Muitos estudos, realizados ao longo dos ultimos anos, demonstraram existir, em
doentes com varios tipos de neoplasias, entre elas os LCCT, respostas anti-tumorais nao
s6 no local onde o tumor se apresentava, mas também nas células circulantes, como os
LT e as CNK, dois grupos “major” da imunidade celular.

Neste trabalho pretendeu-se avaliar os LT e as CNK do sangue periférico de
doentes com LCCT, comparando com um grupo controlo, de forma a verificar se existia
por parte destas Ultimas, evidéncia de resposta anti-tumoral, e se esta se poderia
correlacionar com o estado e/ou progndstico da doenca.

Numa fase inicial, avaliou-se os principais parametros hematolégicos de ambos os
grupos, bem como as principais populacées e subpopulac¢es linfocitarias.

Na maioria dos parametros ndo se observaram diferencas significativas. A Unica
diferenca significativa encontrada refere-se ao numero de linfécitos totais,
consideravelmente menor nos doentes que nos dadores. Tal observacdo nado é
surpreendente, uma vez que o grupo de doentes padece de LCCT, doenca caracterizada
por uma acumulacao de linfécitos na pele.

Em relacdo as populacdes (LT, LB e CNK) e subpopulagdes (LT CD4", LT CD8",
CNK 56" e CNK 56™) linfocitarias, pode-se constatar que 0s dois grupos apresentavam
percentagens semelhantes, e que estas estavam de acordo com as descritas ha
literatura. A Unica diferenca significativa entre os dois grupos foi a percentagem das
subpopulagdes das CNK: as CD56", com funcbes de citotoxicidade, apresentavam uma
percentagem superior nos doentes (97,1 vs 94,6) e consequentemente as CD56"", com
funcdes imunoreguladoras, uma percentagem inferior (2,9 vs 5,4).

Com o objectivo de estudar as possiveis altera¢cdes imunofenotipicas que ocorrem
nas CNK circulantes de individuos com LCCT, analisamos estas células por citometria de
fluxo em ambos os grupos.

Nesta caracterizacdo, para além dos marcadores tipicos das CNK (CD16, CD56),
avaliamos a expressdo de alguns marcadores de activagdo, como o HLA-DR e o CD38,

de alguns receptores “killer” (CD94) e de algumas moléculas de adesédo (CD2, CD11b).
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Estudos anteriores demonstraram que as CNK activadas expressam moléculas
gue estao ausentes (ou presentes em niveis muito baixos) nas CNK nao activadas, e por
outro lado podem apresentar aumento ou diminuicdo de varios receptores expressos
constitutivamente nas CNK maduras (Jonges, Albertsson e col. 2001).

De acordo com a literatura, as CNK activadas podem apresentar de novo HLA-
DR, CD19, CD40L, CD25 e CD132. A expressao de CD2, CD26, CD44, CD56 e CD58
pode aumentar, enquanto os niveis de CD7, CD11b, CD11c e CD16 podem diminuir
(Levine and Ritz 1990; Rabinowich, Herberman e col. 1993; Rabinowich, Pricop e col.
1994; Yamabe, Takakura e col. 1997; Macias, Ballester e col. 2000)

Embora exista uma grande variabilidade inter-individual, de uma forma
generalizada, pode-se afirmar que, numa pessoa saudavel, as CNK circulantes CD56"
apresentam o seguinte fenétipo: CD27**"! CD7'™" HLA-DR, CD11lb" e CD38". A
expressdo de CD11c e CD57 é heterogénea e variavel (Lima, Teixeira e col., 2001).

Segundo Lima e col., os doentes com infec¢des crénicas e tumores apresentam,
no sangue periférico, CNK cronicamente activadas com caracteristicas fenétipicas Gnicas:
cb2ete cp7t**! cp38”"° e CD11b "°. A maioria destas CNK s&do negativas para o
HLA-DR, expressam de forma homogénea CD57 e de forma variavel e heterogénea
CD11c (Lima, Almeida e col. 2004).

Neste trabalho, tal como descrito por varios autores, conseguimos observar que
as CNK CD56" e CD56™" apresentam caracteristicas imunofenotipicas distintas.

De acordo com os resultados obtidos, verificamos que praticamente todas as CNK
exprimem CD2, CD7 e CD11b, emboras as CNK CD56" apresentem intensidades
médias de expressdo superiores. Em relagdo ao CD57, mais de metade das CNK CD56"
expressam este antigénio, enquanto nas CNK CD56"" ndo esta presente. A expresséo de
CD94 e de HLA-DR nas CNK CD56™" foi maior do que nas CD56".

Contudo, quando comparamos estas subpopulacdes de CNK nos doentes com
LCCT e nos controlos ndo encontramos diferencas significativas em nenhum dos
antigénios estudados.

Estas conclusdes, de acordo com os poucos estudos realizados e com o que foi
descrito anteriormente, sdo contraditrias, contudo tal facto pode dever-se a inlUmeros
aspectos.

Muitas das alteracfes que se observam nas CNK activadas dependem do tipo e
intensidade do estimulo que esta a provocar a activacao.

No estudo de Lima e col., a amostra era constituida por pacientes com varios tipos
de tumores, provavelmente em estados mais avancados, o que podera explicar as
alteracBes apresentadas. No nosso estudo, centramo-nos especificamente num grupo de

neoplasias, LCCT, e em estados precoces, uma vez que a maioria dos nossos pacientes
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se encontrava nos estadios | e Il, 0 que podera justificar, o facto das CNK circulantes
destes doentes ndo se encontrarem activadas, ja que o estimulo, que seria provocado
pelas células tumorais na pele, pode nao ser suficiente para provocar alteracbes
significativas nas CNK do sangue periférico. Em estudos futuros, sera importante realizar
um estudo semelhante, mas analisando CNK localizadas nas zonas da pele afectadas,
pois uma vez que se encontram mais proéximas do estimulo, certamente apresentar-se-ao
activadas.

Por outro lado, muitos estudos realizados nesta area, recorrem a CNK activadas
in vitro. No nosso estudo, as células utilizadas foram provenientes do sangue periférico, e
nao foram submetidas a qualquer tipo de activacdo. As diferencas inerentes a uma

activacao in vivo e in vitro, podem justificar as alterac6es observadas nas CNK.

Em relacdo aos LT, o nosso objectivo neste trabalho foi, através do peffil
fenotipico, quantificar alguns subgrupos com func¢bes especificas. Deste modo, o0s
anticorpos utilizados (CD25, CD45R0,CD56, CD57, CD127,CCR4, HLA-DR) permitiram a
identificacdo dos LT: activados, citotéxicos, reguladores e de migracdo para a pele.
Embora as diferengas encontradas ndo fossem suficientes para terem significado
estatistico, em todos os subgrupos a percentagem de células positivas foi sempre
superior nos doentes. Esta concluséo, por um lado, leva-nos a suspeitar que os LT estdo
a desenvolver uma resposta anti-tumoral, uma vez que os LT activados e citotéxicos se
encontram aumentados. Porém, uma vez que os LT reguladores também se encontram
em maior quantidade, faz-nos pensar exactamente no contrario.

O facto dos LT de migracéo para a pele estarem aumentados vai de encontro com
varios autores, uma vez que nos LCCT, os LT malignos caracterizam-se por
apresentarem marcadores para a pele, como o CCR4 e o antigénio associado aos
linfécitos cutaneos (CLA) (Ferenczi, Fuhlbrigge e col. 2002; Yawalkar, Ferenczi e col.
2003).

Os estudos efectuados envolvendo LT circulantes nos LCCT, tém identificado uma
grande variedade de alteracBes, que se tornam mais profundas nos estados mais
avancados.

Asadulhah e col. caracterizaram imunofenotipicamente os leucécitos circulantes
de doentes com LCCT primarios indolentes e verificaram um aumento do numero de LT
CD8" que expressavam antigénios de activacdo (HLA-DR) bem como CD1la (LFA-1)
(Asadullah, Friedrich e col. 1997).

Estudos anteriores demonstraram que os LT activados, que expressavam CLA e
CD11a estavam envolvidos na adesao e migracao destas células para a pele. Por outro

lado foi demonstrado que lesdes da pele de pacientes com MF, que continham infiltrados
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de LT CD8" HLA-DR" tinham um melhor prognéstico. Analisando estes dois aspectos,
juntamente com as conclusdes do seu trabalho, Assadulhah concluiu que as células HLA-
DR* e CD11a" eram importantes na imunovigilancia de dermatoses malignas como os
LCCT.

Gilmore e col demonstraram que nos pacientes com LCCT se observava uma
reducéo dos LT “virgens” (CD4" CD45RA") independente do estado da doenca, duracédo
e tratamento (Gilmore, Benson e col. 1991)

Num estudo mais recente, Jakob e col. investigaram a expressdo de alguns
marcadores nos LT periféricos em doentes com LCCT, dividindo-os de acordo com o
estadio: LCCT precoce (estados | e ll) e LCCT avancado (estado Ill e IV). Apés a analise
dos resultados, chegaram & conclusdo que apenas nos estados mais avancados se
observaram padrdes distintos (CD3", CD4", CD7, CD8, CD45RO", CD45RA),
apresentando os estados precoces valores muito semelhantes aos individuos saudaveis
(Jakob, Neuber e col. 1996).

Em relacdo a producdo de citocinas pelos LT, foi demonstrado ser um evento
essencial na maioria dos sistemas imunoreguladores, como é o caso da vigilancia
tumoral. Uma perturbacdo do padrdo normal de citocinas, quer seja sub ou
sobreexpressao pode levar a uma alteracdo da funcao imunol6gica normal.

Varios estudos demonstraram resultados controversos com respeito a producao
de citocinas em doentes com LCCT. Por isso neste estudo resolvemos determinar a
frequéncia de LT produtores de citocinas: tanto nos doentes com LCCT como nos
controlos, quantificarmos os LT CD4" e os LT CD8" e procedemos a uma estimulacéo in
vitro destas células, de forma a caracterizarmos a produc¢édo da citocina TNF-a por parte
destas células.

A quantificacdo de citocinas pode ser determinada recorrendo a técnicas de
ELISA, mRNA e citometria de fluxo. Neste caso recorremos ao uso desta ultima, uma vez
gue de acordo com varios investigadores tem a vantagem de medir de uma forma rapida
a producdo de citocinas de milhares de células individuais, permitindo deste modo
identificar a fonte celular da citocina.

Os resultados obtidos mostraram uma percentagem mais elevada de LT
produtores de TNF-a nos doentes com LCCT, embora esta producdo apenas foi
significativamente superior a observada no grupo controlo, nos LT CD8".

Muitos grupos de investigadores confirmaram que as células do sangue periférico
de pacientes com LCCT produziam padrdes anormais de citocinas, que poderiam
relacionar-se com algumas das altera¢gfes imunes observadas ao longo da progressao da

doenca.
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Vowels e col. utilizando sangue periférico de pacientes com SS, demonstraram
gue os LT produziam quantidades aumentadas de IL-4 e apresentavam uma deficiente
capacidade em produzir IL-2 e IFN-y. Contudo quando se tratavam de doentes em
remissdo o0s niveis das citocinas eram muito semelhantes aos dos controlos (Vowels,
Casin e col. 1992)

Dummer e col. recorrendo a técnica de ELISA, quantificaram a producéo de IL-4,
IL-6 e IFN-y pelos LT do sangue periférico de doentes com LCCT. A nivel da producao de
IL-6 ndo se observaram diferencas relativamente aos controlos, no entanto a nivel da IL-4
verificou-se um aumento, contrariamente a IFN-y que diminuiu (Dummer, Kohl e col.,
1993).

Outros estudos examinaram, nas lesGes cutaneas o tipo de citocinas que os LT ai
infiltrados produziam.

Saed e col. usando técnicas de biologia molecular, detectou mRNA de IL-4 e IL-5
no sangue e na pele de pacientes com SS, contudo em pacientes com MF apenas
encontrou mRNA de IL-2 e IFN-y.

Hoppe e col. observaram em lesdes precoces de LCCT, infiltrados abundantes de
LT citotoxicos CD8" produtores de IFN-y (Hoppe, Medeiros e col. 1995).

Tendo em consideracdo todos estes estudos, Rook e Heald concluiram que
existiam fortes evidéncias para afirmar que as células malignas dos LCCT sao do tipo
Th2 e que os LTh1l em circulacdo e presentes nas lesdes representam LT com resposta
anti-tumoral (Rook and Heald, 1995).

Em resumo, neste trabalho ndo conseguimos identificar, através do perfil
imunofenotipico, a existéncia, por parte das CNK e dos LT circulantes, de uma resposta
anti-tumoral.

A discrepéancia entre 0os nossos resultados e os de outros estudos pode ser devido
ao caracter heterogéneo deste grupo de patologias. No caso da MF, para um mesmo
estadiamento existem pacientes com apresentagdes clinicas muito diversas do ponto de
vista de comportamento biologico, que apresentam evolucdes diferentes em relacdo as
respostas terapéuticas, intervalo livre de doenca e tempo de sobrevida.

Por outro lado, o facto de a maioria da nossa amostra ser constituida por doentes
com estados iniciais da doenca, pode explicar estas diferencas, e levamos a suspeitar
gue provavelmente s6 em estados mais avancados € que se observam de uma forma
generalizada, alteragcbes no fenotipo.

A dimenséo da nossa amostra € outro aspecto que nao podemos deixar de referir,

uma vez que apresenta um numero reduzido de doentes e de controlos.
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Desta forma seria importante continuar o estudo, aumentando a amostra e
incluindo um maior nimero de doentes em estadios Ill e IV.

Ao nivel da producéo de citocinas, em particular do TNF-a nos LT CD8", parece
existir nos doentes com LCCT uma resposta anti-tumoral, uma vez que a producdo desta
citocina se encontra aumentada, contudo estudos com uma dimensédo da amostra maior

serdo necessarios para confirmar esta conclusao.
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