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Resumo

A morte celular € fundamental para uma variedade de funcdes fisioldgicas,
incluindo a imunidade protetora ou patogénica. Os mecanismos de morte celular mais
estudados sdo apoptose e necrose. A apoptose possui caracteristicas bem distintas e
claras, como a ativacao da via das caspases e a formacéo de corpos apoptoticos. Ja a
necrose é caracterizada pela ruptura celular. A etose € um mecanismo de morte celular,
descrito em 2004, caracterizado pela liberacdo de armadilhas extracelulares (ETS)
compostas principalmente por DNA e histonas. As ETs sdo capazes de desencadear ou
amplificar respostas inflamatérias e exercer diretamente atividade microbicida. Células
da resposta imune inatas como neutréfilos, eosindfilos e macréfagos podem liberar ETs,
e tem sido sugerido que os linfocitos B e T também podem ser capazes de fazé-las. Aqui
demonstramos, através do uso de varias técnicas, como microscopias confocal,
eletrbnica e de varredura, citometria de fluxo, dentre outras, que as células T CD4+ e
CD8+ humanas séo realmente capazes de liberar ETs. Além disso, ETs derivadas de
células T CD4+ e CD8+, que denominamos LETs (Lymphocyte-derived extracelular
traps), sdo morfologica e funcionalmente distintas. De particular interesse € o fato de que
as LETs derivadas de CD8 conectam células distantes e colocalizam com CD107a, um
marcador de vesiculas contendo granulos citotéxicos. Nossos resultados sugerem que
essas estruturas podem emergir como uma nova estratégia de entrega de vesiculas
citotoxicas para células-alvo distantes, fornecendo novos insights sobre mecanismos de
morte celular mediada por células CD8+. Além disso, nesse estudo, demonstramos que
lesdes de pacientes com leishmaniose cutdnea e mucosa também apresentam LETS,
associadas as ceélulas CD8+, onde sdo encontradas vesiculas CD107+. Estes dados
mostram que células CD8+ liberam LETs in vivo. Esse achado traz novas perspectivas
de pesquisas para compreender melhor o papel das LETs na patogénese da

leishmaniose tegumentar americana.

Palavras chaves: Linfécitos T CD8+, Etose, Leishmaniose



Abstract

Cell death is critical to a variety of physiological functions, including protective or
pathogenic immunity. The most studied mechanisms of cell death are apoptosis and
necrosis. Apoptosis has well-defined and clear characteristics such as activation of the
pathways of the caspases and the formation of apoptotic bodies. Necrosis is characterized
by complete cell rupture. Etose is a mechanism of cell death, described in 2004,
characterized by the release of extracellular traps (ETs), which are composed mainly of
DNA and histones. ETs are able to trigger or amplify inflammatory responses and directly
exert microbicidal activity. Cells of the innate immune response such as neutrophils,
eosinophils and macrophages may release ETs, and it has been suggested that B and T
lymphocytes may also be able to do so. Here we demonstrate, through the use of various
techniques such as confocal, electron and scanning microscopies, flow cytometry, among
others, that human CD4 + and CD8 + T cells are actually capable of releasing ETs. In
addition, CD4 and CD8-derived ETs (which we have called LETs — “lymphocyte
extracellular traps”) are morphologically and functionally distinct. Of particular interest are
the facts that CD8-derived ETs connect distant cells, and co-localize with CD107a, a
marker of vesicles containing cytotoxic granules. In addition, in this study, we have also
demonstrated that lesions from patients with cutaneous and mucosal leishmaniasis also
present ETs. These ETs are derived from CD8+ cells and co-localize with CD107+
vesicles, showing that CD8+ T cells release LETs in vivo. Our results suggest that LETs
may emerge as a hew strategy for the delivery of cytotoxic vesicles to distant target cells,
providing new insights into mechanisms of CD8-mediated cell death and the pathogenesis

of American tegumentary leishmaniasis.
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As redes extracelulares de DNA (ETs) foram descritas em 2004 sugerindo um novo
mecanismo de eliminacdo de microrganismos e de morte celular através da liberacdo do
DNA em forma de rede para o meio extracelular. Esse evento celular foi descrito em
células da resposta imune inata, como neutroéfilos, mastocitos e monadcitos. Esse trabalho
demonstrou que linfocitos T, células da resposta imune adquirida, sdo capazes de liberar
redes extracelulares de DNA (LETs) e, além disso, avaliamos a relacéo entre as LETs e

a leishmaniose tegumentar americana.

1. Introducao:

1.1.Mecanismos de morte celular

Necrose, apoptose e etose sdo mecanismos de morte celular que tém sido
extensivamente estudados em diversas situacdes fisiologicas e patoldgicas. A necrose é
caracterizada por um aumento de volume do citoplasma, resultando na ruptura da
membrana plasmatica (MAJNO; LA GATTUTA; THOMPSON, 1960). Além disso, ocorre
a desintegracao das organelas e a liberacao do conteudo celular de forma desordenada.
A necrose ocorre em decorréncia de situagdes de stress extremo como, por exemplo,
exposicdo ao calor, choque osmoético, congelamento/descongelamentos seguidos, e
pode também ser induzida por TNF, IFN-y, RNA de fita dupla (dsRNA), e deplecédo de

ATP (KRYSKO et al., 2008; MORGAN; KIM; LIU, 2008).

A apoptose caracteriza-se por alteracées morfolégicas definidas que incluem a
condensacdao da cromatina e sua marginalizacdo para a membrana nuclear,

fragmentacao do nudcleo e formacao de corpos apoptoéticos (WYLLIE, 1980). Além disso,



15

observa-se a exposicao da fosfatidilserina na membrana externa da célula (FADOK et al.,
2010), alteracdo da permeabilidade da membrana mitocondrial (KROEMER; REED,
2000), e ativacdo da via das caspases (THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998). A ocorréncia
da apoptose envolve o balanco entre fatores pré-apoptoticos e anti-apoptoticos e a
participacdo de proteinas. Dentre elas, podemos destacar as proteases caspases 3 e 9,
que sdo ativadas exclusivamente em células em apoptose (COHEN, 1997; MINKO;
KOPECKOVA; KOPECEK, 2001). A ativacdo dessas proteases acarreta no aparecimento
das alteracdes celulares caracteristicas de células em apoptose e funcionam na forma
de cascata (HENGARTNER, 2000; THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998). Esse evento de
morte celular pode ter origem intrinseca (mitocondrial) ou extrinseca, que é quando o
estimulo (BETTS; KOUP, 2004; MITTENDORF et al., 2005) e sinalizacdo para que a
célula entre em apoptose sao provenientes de fatores externos, como

perforinas/granzimas e citocinas (MARTINEZ-LOSTAO; ANEL; PARDO, 2015).

A etose, nome dado a producdo de redes extracelulares, foi descrita como um
mecanismo de morte celular diferente de apoptose e necrose. Inicialmente demonstrou-
se que neutrofilos liberavam tais estruturas, dai o nome “neutrophil extracelular trap”:
NET (BRINKMANN et al.,, 2004). Estes autores descreveram que essas células
estimuladas com acetato de forbol miristato (PMA), interleucina 8 (IL-8),
lipopolissacarideos (LPS) ou por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas eram
capazes de liberar material nuclear para o meio extracelular. Por microscopia eletronica
de varredura, foi evidenciado que as redes eram formadas por fios finos de 15-17nm de
diametro e por dominios globulares de cerca de 25nm e que se agregavam em

segmentos maiores de até 50nm. Através da microscopia eletrénica de transmisséo, foi
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constatado que ndo havia a presenca de membrana celular nessas redes. Utilizando-se
a técnica de imunofluorescéncia, foi descrita a presenca de algumas proteinas que
compunham a rede como as histonas H1, H2A, H2B, H3 e H4 de localizacdo nuclear,

enguanto outras proteinas como a-tubulina e f-actina néo faziam parte da rede.

Comprovou-se que o DNA é o principal componente das redes extracelulares
através da marcacao positiva pelo DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride)
e pelo fato de que o uso de DNAse resultou na auséncia da formacao e/ou destruicdo
das redes em neutrofilos (BRINKMANN et al., 2004). Sendo assim, essas redes séo
estruturas complexas formadas por cromatina descondensada sendo o DNA o
componente mais abundante seguido das histonas (figura 1). Proteinas citoplasmaticas,
granulares e de citoesqueleto, enzimas glicoliticas e de peroxissomas também estdo
presentes na composicado dessa estrutura conforme demonstrado por experimentos de
protedmica (figura 1) (URBAN et al., 2009). Na etose, ndo ocorre a fragmentacao do
DNA, nem a exposicdo da fosfatidilserina na face externa da membrana celular e néo
ocorre ativacdo das caspases (FUCHS et al., 2007a), como ocorre na apoptose

(THORNBERRY; LAZEBNIK, 1998).
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Figura 1: Desenho esquematico dos componentes presentes nas redes extracelulares de DNA em

neutréfilos (MIYATA; FAN, 2012)

Um fato interessante é que as redes participam da eliminacdo de microrganismos
e controle de infecgbes, de tal forma que séo capazes de conter fisicamente e eliminar
patégenos (BARTNECK et al.,, 2010; URBAN et al., 2009). Alguns microrganismos
apresentam mecanismos de defesa contra as NETs, como a presenca de uma capsula
de carga elétrica semelhante a do DNA, impedindo assim a sua fixacao a rede (WARTHA
et al., 2007). Além disso, algumas bactérias como Streptococcus pyogenes, S.
pneumoniae (BUCHANAN et al.,, 2006), e Staphylococcus aureus (BERENDS et al.,
2010) codificam, em sua superficie, endonucleases capazes de clivar as redes de DNA

(WARTHA et al., 2007).

A atividade microbicida ou microbiostatica das ETs ocorre também em funcéo de

algumas proteinas que constituem a rede como enzimas (proteases, lisozima), peptideos
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antimicrobianos, ions quelantes (calgranulina), e histonas. A concentracdo aumentada
de alguns componentes na rede e/ou a combinacdo destes fornece a rede sua
caracteristica microbicida. Entretanto, alguns componentes sdo capazes de atuar
sozinhos, como a catepsina G e proteinase 3, que estéo intimamente relacionados com
NETs e podem clivar fatores de viruléncia de patégenos (AVERHOFF et al., 2008). De
forma similar, foi descrito por Parker e colaboradores, em 2012, a importancia das
mieloperoxidases (MPO) na eliminacdo de S. aureus. Ainda nesse contexto, atraves da
utilizacdo de anticorpos neutralizantes contra histonas, verificou-se que a acao
microbicida das NETs era reduzida, o que demonstra a importancia dessas proteinas na
morte de microrganismos (GUIMARAES-COSTA et al., 2009). A acdo antifungica das
redes ja foi descrita, uma vez que a calgranulina é capaz de quelar o zinco, um cétion

indispensavel para o crescimento dos fungos (BIANCHI et al., 2011; URBAN et al., 2009).
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Muito ja se tem descrito sobre como as redes extracelulares (ETs) sdo formadas.
No entanto, muitos aspectos ainda permanecem obscuros. O evento de liberacao da rede
extracelular (também conhecido como Netose) se d&, geralmente, com a célula sendo
estimulada, seguida da desorganizacéo nuclear e descondensacéo da cromatina. Dessa
forma, as caracteristicas morfolégicas normais do nucleo desaparecem e a membrana
nuclear expande-se, fragmentando-se em vesiculas. Ao mesmo tempo, a ruptura das

membranas facilita a mistura do contelddo citoplasmatico granular com a cromatina.

LPS, fMLP. PMA A B C
Platelets
Cvtokines (IL1B etc) \ Neutrophil
Type | interferons —, ogog‘z?
Bacteria —> '278 —®
Fungi 7
Viruses f *  PADA citrullination of histones
promotes chromatin decondensation
Autoantibodies + NE & MPO nucleosome cleavage
and destabilisation
Ca mobilisgtion. -
NET triggering agent Activation 2322}:0‘;’32322' BoByaOm; S::ilsﬁ ;(;Llllr;dr :lzé(s:gn;lrg%
::r?s?échg:ignand NE nuclear

Figura 2: Representacdo esquemaética da via da Netose. (A) ApoOs a estimulacdo dos receptores, 0s
neutréfilos aderem ao substrato (B) e mobilizam grénulos contendo proteinas como, por exemplo,
mieloperoxidase. A membrana nuclear é desestabilizada e o conteudo nuclear se mistura com o
citoplasmatico, a membrana celular € rompida (C). O contetido celular é extravasado em forma de rede
(MASUDA et al., 2016)

Finalmente, ocorre a permeabilizacdo da membrana da célula e o DNA misturado com o
conteudo citoplasmético é liberado no meio extracelular (FUCHS et al., 2007b). Este

processo esta resumidamente apresentado na figura 2.
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A via de sinalizacéo celular Raf-MEK-ERK esta envolvida no processo da Netose,
através da ativacdo da proteina cinase C (PKC). Sabe-se que substancias analogas ao
Diacilglicerol (DAG), como PMA, sédo capazes de ativar essa via. Um fator critico na
formacao das redes, mas nao exclusivo, é a producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que, em neutréfilos, sdo produzidas pela NADPH oxidase. As espécies reativas
de oxigénio inativam as caspases e, com isso, ocorre 0 bloqueio da via de morte por
apoptose (FADEEL; ORRENIUS, 2005; METZLER et al., 2011). Neutréfilos de pacientes
gue sofrem de doenca granulomatosa crénica, que possuem NADPH oxidase defeituosa,
sao incapazes de formar ETs (BIANCHI et al., 2009; FUCHS et al., 2007b). Além disso,
a citrulinizacdo (substituicdo da arginina por citrulina) da histona € um processo
fundamental na producéo das redes extracelulares de DNA de neutrofilos, uma vez que
estd associada a descondensacao da cromatina (NEELI et al., 2008; WANG et al., 2009).
A enzima nuclear peptilarginina deaminase 4 (PAD4), € uma das enzimas responsaveis
por catalisar a citrulinizacéo da histona, sendo dependente dos niveis citoplasmaticos de
Ca?*. Também tem sido relatado que os microrganismos, como Staphylococcus aureus
e Leishmania donovani (GABRIEL et al., 2010) sdo capazes de induzir a liberacdo das
redes por um processo molecular que € independente de ROS. Isso demonstra o quao
complexa é a regulacdo da liberacdo das redes extracelulares (etose) e o quanto esse
evento, ao nivel molecular, ainda € um enigma, principalmente em outras células que

fazem etose.

O papel dos mecanismos de morte celular em eventos patoldgicos tem sido alvo

de diversos estudos, sobretudo naqueles quadros que envolvem doencas inflamatérias
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elou infecciosas. Sabe-se que a necrose estd associada ao desenvolvimento e
amplificacéo de reacao inflamatoria local, por causa da liberac&o de conteudo intracelular
(BOLIVAR; VOGEL; BOUCHIER-HAYES, 2019). Ja a apoptose tem sido associada a
diversas alteracoes fisiologicas como na eliminacao de populacdes celulares especificas,
por exemplo, no desenvolvimento embrionario (FADEEL; ORRENIUS, 2005), ou em
processos patologicos interferindo na homeostase celular e na patogénese de varias
doencas (YOKOYAMA; THOMPSON; EHRHARDT, 2012), incluindo doencas
parasitarias (BIENVENU; GONZALEZ-REY; PICOT, 2010). Ja o papel da etose
permanece ainda bastante obscuro, uma vez que ela foi apenas recentemente descrita.
Embora as NETs desempenhem uma funcdo microbicida e possam controlar infeccoes,
a persisténcia dessas estruturas no organismo podem levar a danos teciduais como
ocorre na sepse e na vasculite dos pequenos vasos sem contribuir para o controle ou
resolucao da infec¢éo (CLARK et al., 2007). No modelo murino de pneumonia pelo virus
da Influenza, as NETs contribuiram para a injuria pulmonar aumentando o dano

microvascular do 6rgdo (NARASARAJU et al., 2011).

Ao contrario da necrose e apoptose que podem ocorrer em todos os tipos de
células, até o momento, o fendmeno de etose foi descrito em neutréfilos (BRINKMANN
et al., 2004), mastécitos (KO et al., 2008), eosindéfilos (MUNIZ et al., 2018; YOUSEFI et
al., 2008) e mondcitos/ macrofagos (CHOW et al., 2010). Recentemente, sugeriu-se que
linfécitos também podem liberar essas estruturas, embora os experimentos nao tenham

sido definitivos (ROCHA ARRIETA et al., 2017).

A etose é um evento que nédo esta restrito as células humanas. Ja foi descrito em

outros animais como camundongos (MARTINOD et al., 2017), peixes (BROGDEN et al.,



22

2014), gatos (ABI ABDALLAH; DENKERS, 2012), galinhas (CHUAMMITRI et al., 2009) e

invertebrados como insetos (ALTINCICEK et al., 2014).

A capacidade de produzir redes extracelulares compostas por DNA e histona
também ja foi descrita em plantas, onde parecem desempenhar um papel importante na
defesa contra infeccbes fungicas na ponta da raiz estabelecendo uma resposta
microbicida. Experimentos utilizando DNAse | em raizes inoculadas com esporos de
Necteria haematococca demonstrou a evolucéo da necrose na raiz, uma vez que a planta

nao € capaz de controlar o crescimento fungico (WEN et al., 2009).

Ja é conhecida a participacéo das redes extracelulares em diversos contextos de
doencas causadas por agentes infecciosos como bactérias (BRINKMANN et al., 2004;
VON KOCKRITZ-BLICKWEDE et al., 2009), fungos (MCCORMICK et al., 2010; URBAN
et al., 2009), virus (FITZPATRICK; WILSON, 2003) e protozoarios, dentre eles, a

Leishmania (GUIMARAES-COSTA et al., 2009).

1.2.Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A infeccdo humana com parasitos do género Leishmania causa a leishmaniose,
doenca que afeta milhdes de pessoas no mundo. No Brasil, as formas mais comuns de
leishmaniose sdo as formas tegumentares, principalmente as formas cutanea e mucosa

(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A caracterizacao da leishmaniose cutanea (LC) se da pela formacdo inicial de uma
papula ou nédulo no local da infeccdo, que progride para uma lesdo ulcerada. Essa

manifestacdo cutdnea pode ser Unica ou multipla e pode gerar consequéncias
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esteticamente desfigurantes. Em alguns casos, as Ulceras podem, apds algumas
semanas ou meses, cicatrizar de forma espontanea. As espécies relacionadas a essa
manifestacdo clinica no Novo Mundo s&o, principalmente: Leishmania tropica,
Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis (DE OLIVEIRA-NETO et al., 2000),

sendo essa Ultima espécie a principal causadora da forma cutanea no Brasil.

A leishmaniose mucosa (LM), causada no Brasil principalmente por Leishmania
braziliensis, é caracterizada por lesbes desfigurantes da mucosa, com a auséncia de
lesBes cutadneas concomitantes e é resultado da migracdo hematogénica ou linfatica de
amastigotas para a mucosa da orofaringe e/ou da laringe, nasal e oral (CASTES;
AGNELLI; RONDON, 1984; HERWALDT, 1999; LESSA et al., 2001). Acredita-se que a
patogénese da LM seja diretamente dependente da resposta imune mediada por células,
uma vez gque a presenca dos parasitos nas lesdes mucosas € escassa, evidenciando a
importancia da resposta imune inclusive na eliminacdo do parasito. Diferentemente da
LC, a LM geralmente ndo apresenta cicatrizacdo espontanea, sendo considerada uma

doenca progressiva e destrutiva (LESSA et al., 2001).

O tratamento da leishmaniose apresenta distintas orientacdes terapéuticas em
diferentes paises e regiées do mundo, o que demonstra a complexidade da abordagem
terapéutica na leishmaniose. Fatores como diferentes espécies de Leishmania,
suscetibilidade ou ndo as drogas, manifestacdes da doenca, bem como a variacdo da
resposta imune do hospedeiro ou a propriedade farmacocinética das drogas sao
importantes e influenciam na eficacia e na escolha da terapia (MCGWIRE; SATOSKAR,

2014).
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Muitos aspectos sobre a imunopatologia na lesdo das LC e LM ainda permanecem
obscuros, mas sabe-se que a presenca da Leishmania é rara (LESSA et al., 2001), e que
o infiltrado mononuclear nas lesdes é rico em linfocitos (FARIA et al., 2009). Nao se sabe
0 mecanismo exato pelo qual o parasito é eliminado da lesdo, mas sabe-se da
participacdo fundamental de células do sistema imune. Estudos in vitro mostraram que a
producdo de espécies reativas de oxigénio € importante na eliminacdo do parasito
(Assche et al., 2011; Peters e Sacks, 2006), além da participacao de linfocitos TCD4+ na
producado de citocinas, que impedem a multiplicacdo da Leishmania e a progressédo de
lesbes cutaneas (Carvalho et al.,, 1992). Mais recentemente, mecanismos de
citotoxicidade por linfécitos TCD8+ tém sido também relacionados a morte de Leishmania

(NOVAIS et al., 2013).

Os linfécitos TCD8+, quando ativados, atuam como células citotoxicas que apos o
reconhecimento do antigeno, sdo capazes de liberar granulos liticos na superficie da
célula alvo (BETTS et al., 2003; BETTS; KOUP, 2004) . Esses granulos contém proteinas
efetoras chamadas de perforinas (criam poros na célula) e granzimas (clivam substratos
cripticos dentro da célula) levando a célula alvo a apoptose (FAN; ZHANG, 2005). Esses
granulos liticos entdo contidos em vesiculas que possuem proteinas de membrana
associada ao lisossoma (lysosomal-associated membrane proteins - LAMP) dentre eles,
podemos destacar o LAMP-1 (CD107a) (PETERS, 1991). Os mecanismos de liberacao
de granulos citotéxicos descritos até o momento envolvem uma intima proximidade entre
a célula citotoxica e seu alvo (DE LA ROCHE; ASANO; GRIFFITHS, 2016; FLESCH et

al., 2012; GERTNER-DARDENNE et al., 2007).
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Na leishmaniose, mecanismos de citotoxicidade podem estar associados a
eliminacao do parasita (NOVAIS et al., 2013), mas alguns estudos demonstram também
a participacdo de linfécitos T CD8+ na patogénese da doenca e agravamento da leséo.
Ja foi demonstrado que a maioria das células T CD8+ da les&o expressaram marcadores
citoliticos CD107a e granzima B, associado ao fato da expressdo da granzima B em
lesGes de LC ter sido correlacionada positivamente com o tamanho da lesdo (SANTOS
et al., 2013). Além disso, a avaliacao in situ demonstrou que células CD8+ expressando
granzima A estdo associadas a progresséao da lesdo de pacientes com a forma cutanea
da leishmaniose (FARIA et al., 2009). Esses dados também sugerem que os linfécitos T

CD8+ séo capazes de causar danos teciduais (DA SILVA SANTOS; BRODSKYN, 2014).

Em 2009, Guimardes-Costa e colaboradores (GUIMARAES-COSTA et al., 2009)
observaram redes extracelulares de neutrofilos em bidpsias de pacientes com
leishmaniose cutédnea causada por Leishmania amazonensis. Eles postularam que as
redes poderiam ser responsaveis pelo controle da carga parasitaria, e possivelmente
modular a resposta imune local. Em 2014, o mesmo grupo demonstrou a importancia da
enzima 3’ nucleotidase/nuclease (3'NT/NU) expressa pela Leishmania infantum no
escape do parasita das redes (GUIMARAES-COSTA et al., 2014). Os estudos de
Guimaraes-Costa mostram que diferentes espécies de Leishmania podem interferir
diferentemente com a producdo de redes. Considerando-se a importancia da L.
braziliensis como principal causadora da LTA, € de grande interesse avaliar os efeitos
dessa espécie na inducdo de redes e, de forma importante, se ha alguma associacdo

com a patogénese da doenca.
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Estudos preliminares do nosso grupo (Koh, 2015) mostraram a presenca de DNA
extracelular em lesdes cutaneas e mucosas de pacientes infectados com L. braziliensis.
De forma interessante, a presenca de neutrofilos nessas lesdes é extremamente baixa,
sendo, de fato formadas por aproximadamente 60% de linfocitos T. Este achado formou
a base da hipotese que norteou este estudo: linfécitos T humanos podem fazer redes

extracelulares.

2. Objetivos

2.1.0bjetivo geral
Demonstrar que linfocitos T séo capazes de liberar redes extracelulares de DNA e
avaliar a associacéo dessas estruturas na imunopatologia das formas cutanea e mucosa

da leishmaniose tegumentar americana.

2.2.0bjetivos especificos

a) Caracterizar a formacdo de redes extracelulares em linfécitos totais, linfocitos
TCD4+ e TCD8+ humanos provenientes de individuos néo infectados, in vitro;

b) Avaliar as diferencas morfoldgicas e caracteristicas bioguimicas entre necrose, e
etose em linfocitos provenientes de individuos nado infectados submetidos a
diferentes condicfes para inducdo dos mecanismos de morte in vitro;

c) Verificar o papel leishmanicida dos produtos de necrose e etose de linfécitos
humanos provenientes de individuos néo infectados;

d) Identificar a ocorréncia de etose em lesdes de pacientes com as formas mucosa e

cutanea da leishmaniose tegumentar americana;
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e) Verificar o papel da Leishmania braziliensis na liberacdo de redes extracelulares

de DNA provenientes de linfécitos T;

3. Materiais e Métodos

3.1.Desenho experimental e populagéo de estudo.

O esquema apresentado na figura mostra o desenho experimental que foi utilizado
para a execucdo dos objetivos especificos. Para executar os experimentos, sangue de
individuos ndo infectados foi coletado, assim como biopsias de pacientes com LTA. As
biopsias de 14 pacientes voluntarios com leishmaniose tegumentar americana (cutdnea
e mucosa) sdo provenientes da regido endémica de Corte de Pedra na Bahia. O
diagndstico, cuidados clinicos e tratamento dos pacientes foram de responsabilidade do
Dr. Edgar Carvalho, do Hospital Edgar Santos (UFBA, Salvador, BA). O tratamento €
oferecido a todos os pacientes, independentemente de sua participacéo no projeto. Os
critérios de selecdo dos pacientes foram baseados em exames clinicos, reacdo de
Montenegro e parasitolégicos. Biopsias de pele foram obtidas das bordas das lesdes
ativas com punch de 4mm, ap6s a aplicacdo do anestésico local, processadas e
armazenadas como previamente feito por ndés (FARIA et al., 2005). Quinze voluntarios
saudaveis foram incluidos neste estudo para os varios experimentos de ativacdo de
células T para detectar etose, apoptose, ativacdo celular, bem como expressao de

moléculas citotoxicas e citocinas e avaliagcdo com coculturas de parasitos e células T.
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Os comités de ética das Universidades Federais da Bahia e de Minas Gerais
aprovaram todos os procedimentos envolvidos neste estudo e todos assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido.

3.2.Separacdao, plaqueamento e cultura de CMSP (Células mononucleares do
sangue periférico).

Para realizar a separacdo das CMSP, o sangue de doadores saudaveis foi
coletado em tubos com heparina e aplicado cuidadosamente sobre 0 mesmo volume de
Ficoll-Paque (GE Healthcare - Chicago, lllinois, EUA) separando-se as células
mononucleares por gradiente de densidade, por centrifugacdo a 500g. As células
mononucleares foram coletadas, colocadas em placas de 6 po¢os para que 0s mondcitos
aderissem (37°C, 5% CO:z por uma hora) e o sobrenadante enriquecido em linfocitos foi
recolhido. As células foram colocadas em laminulas circulares 13mm, de vidro, pré-
tratadas com poli-L-lisina (0,01%), no total de 5x10° células por laminula para microscopia
eletrdnica e, para as laminulas preparadas para fluorescéncia, foram utilizadas 1x10°
células para cada laminula. Os grupos de estudo foram: células cultivadas apenas em
meio de cultura (denominado meio/controle), células estimuladas com anti-CD3/anti-
CD28 (2ug e 1ug/mL, respectivamente — Biolegend- San Diego, California, EUA). Além
desses grupos, células foram tratadas com estaurosporina, que é uma droga indutora de
apoptose ou entdo, induziu-se a necrose (incubacdo a 56°C uma hora) — sendo estes

controles positivos nos experimentos.

3.3.Separacéao de Linfécitos T CD8+ e T CD4+ por citometria de fluxo (sorting):
Os linfocitos foram purificados por gradiente de densidade e plagueados para a

adesdo de mondcitos a 37°C, 5% CO:2 por uma hora. O sobrenadante recolhido foi


https://www.google.com/search?rlz=1C1GGRV_pt-BRBR771BR771&q=ge+healthcare+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MM6OT0pT4gAxDeNTTLS0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxYtY-dJTFYAiOSUZyYlFqQoAZyC5LVQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjE9Yfbq4vjAhV7ILkGHSSIDJIQmxMoATATegQICBAN
https://www.google.com/search?rlz=1C1GGRV_pt-BRBR771BR771&q=biolegend+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCs3SSpKVuIAsc0Ny4q0NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRuEiVq6kzPyc1PTUvBQFANYBVxBPAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjvwKPNq4vjAhXCB9QKHS2YDvsQmxMoATASegQICxAK
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marcado com anticorpos antimarcadores de superficie (anti-CD8-PeCy7 e anti-CD4-
PeCy5, Biolegend - San Diego, Califérnia, EUA), ja diluidos, conforme titulacdo
padronizada no nosso laboratorio. As células foram lavadas com PBS 1x por
centrifugacéo e ressuspendidas em RPMI onde permaneceram a 4°C até o momento da
separacao por citometria de fluxo (FACSAria 3, Becton Dickenson, Centro de Pesquisas
René Rachou, sob a supervisdo da Dra. Lis Antonelli e consultoria do Dr. Ken Gollob).

3.4.Marcacdo com CFSE (ou CFDA-SE - carboxyfluorescein diacetate succinimidyl

ester)

Para marcar os linfécitos com CFSE (Sigma Aldrich - San Luis, Missouri, EUA), foi
ajustada a concentracdo de 5x10° linfécitos por mL e a eles foi acrescido CFSE a 5mM
na proporcao de 1uL para 1000uL de células ressuspendidas em PBS 1x (Sigma Aldrich
- San Luis, Missouri, EUA), sem soro. As células foram incubadas por 15 minutos na
estufa, 37°C e 5% de COz, e a cada 5 minutos os tubos foram levemente agitados. Apoés
a incubacdao, as células foram lavadas 3x com PBS 1x, a 500g por 10 minutos e, por fim,
ressuspensas em DMEM (Sigma Aldrich - San Luis, Missouri, EUA) no volume desejado
para serem plaqueadas com 1x10° células por laminulas.

3.5.Reacdes deimunofluorescénciaem culturade linfécitos T aderidas as laminulas.

Para a avaliagdo por imunofluorescéncia, 1x10° células foram plaqueadas em
laminulas pré-tratadas com poli-L-lisina. Posteriormente foi adicionado o estimulo e as
células foram cultivadas por 24 horas, 37°C a 5% de CO.. Para a marcacado de
imunofluorescéncia, as laminulas com as células foram fixadas com paraformaldeido 2%
(Sigma Aldrich - San Luis, Missouri, EUA) por 15 minutos e lavadas 5 vezes com PBS

1X por trés minutos cada. As células foram permeabilizadas usando Triton x-100 (Sigma


https://www.google.com/search?rlz=1C1GGRV_pt-BRBR771BR771&q=biolegend+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCs3SSpKVuIAsc0Ny4q0NDLKrfST83NyUpNLMvPz9POL0hPzMqsSQZxiq_TEoqLMYqBwRuEiVq6kzPyc1PTUvBQFANYBVxBPAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjvwKPNq4vjAhXCB9QKHS2YDvsQmxMoATASegQICxAK
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Aldrich - San Luis, Missouri, EUA) a 0,01% por 5 minutos, seguido de lavagens com PBS
1x. Para reduzir as marcacdes inespecificas, as laminulas foram incubadas em uma
solucéo de bloqueio (PBS/BSA 1 + tween 20 a 0,1%) durante 60 minutos. Em seguida,
foi adicionado anticorpo monoclonal anti-histona (EMD Millipore- Burlington,
Massachusetts, EUA) em PBS/BSA 1% (1:10) e as preparacdes foram incubadas
overnight (~15 horas) a 4°C. Posteriormente, foram realizadas sequéncias de cinco
banhos com duracdo de trés minutos cada, em PBS 1x. Entdo, as laminas foram
incubadas por uma hora, a temperatura ambiente, com anticorpo secundario Donkey anti-
mouse IgG (H + L) conjugado com Alexa fluor 488, diluido em PBS/BSA 1% (1:500). Para
a marcacao com o anti-CD107a, foi acrescido o anticorpo diluido em PBS/ BSA 1% (1:5),
overnight. ApGs esse processo, as laminulas foram lavadas, com PBS, em uma
sequéncia de cinco banhos com duracao de trés minutos cada, e por fim, foram secados.

Para a marcacao de linfécitos T CD8+, foi acrescido o anticorpo anti-CD8 (1:5 em
PBS/BSA 1%), por uma hora em temperatura ambiente, seguido de cinco lavagens com
PBS 1x por trés minutos cada. Para realizar a marcagao com faloidina, que se liga aos
filamentos de actina do citoesqueleto, as células nas laminulas foram fixadas,
permeabilizadas, e coradas com uma solugéo de faloidina (1:40, em PBS 1x) por 20 min.
Uma nova etapa de cinco banhos com duragéo de trés minutos cada em PBS. Adicionou-
se, entdo, DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride — Sigma Aldrich - San
Luis, Missouri, EUA) diluido em PBS/BSA 1% (1:500) durante 15 minutos e/ou o lodeto
de propideo (Pi- 1:100). As laminas foram montadas com Vectashield® e permaneceram
a 4°C, protegidas da luz até o momento da aquisicdo no microscopio confocal a laser

(Zeiss 880 — software: ZEN 2009 — CAPI, UFMG). Em uma |lamina de cada doador e
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condicdo, foi feito controle de anticorpo secundario e/ou isotipo para descartar a ligacéo
inespecifica. As imagens foram processadas utilizando o programa Zeiss LSM Image
Browser.
3.6.Microscopia eletrénica de varredura

Apos a separacdo de CMSP e o enriquecimento de linfécitos, as células foram
plaqueadas em laminulas pré-tratadas com poli-L-lisina na proporcéo de 5 x 10° células
por laminula. Posteriormente as células foram incubadas na presenca ou auséncia de
estimulos por 24 horas. Para a digestdo do DNA, foi acrescida DNAse | (Ambion™ DNase
I RNase-free, Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA - 2U/uL) nas ultimas 6 horas de
incubacdo. As amostras foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato
0,1M por 2h. As laminulas foram processadas e as imagens adquiridas no CAPI -
ICB/UFMG ou no Centro de microscopia da UFMG. A pds-fixacéo foi feita em OsO4 1%
em tampédo 0,1M e posteriormente foram imersas em acido tanico a 1%. As laminulas
foram desidratadas em concentracBes crescentes de alcool até 100%. Apos o ponto
critico (desidratacdo do material), as laminulas foram fixadas e metalizadas, com uma
camada de ouro de 3nm, e posteriormente as imagens foram adquiridas pelo microscépio
eletronico de varredura FEG - Quanta 200 FEI no Centro de Microscopia da UFMG.

3.7.Microscopia eletrénica de transmisséo

Em preparo semelhante aquele realizado para microscopia eletrénica de varredura,
as células provenientes da cultura enriquecida em linfocitos foram plaqueadas em
laminula Thermanox®, pré-tratadas com poli-L-lisina, na proporcéo de 5 x 10° células por
laminula. Apés cultura de 24 horas, na presenca ou auséncia de estimulos, as células

foram fixadas em solucéo de glutaraldeido a 2,5% em tampé&o cacodilato 0,1M por 2h. As
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células foram poés-fixadas em OsO4 a 2% (Sigma Aldrich - San Luis, Missouri, EUA) em
tampédo 0,1 M e depois foram contrastadas com acetato de uranila (2% aquoso). A
desidratacéo foi realizada em concentracdes crescentes de etanol seguida de acetona.
A monocamadas de células na laminula foram transferidas para a resina Epon pela
técnica de flat embedded (MILLER, 2004). Secc¢des ultrafinas foram feitas e coradas com
citrato de chumbo. As imagens foram feitas usando o microscopio de transmissao Tecnai
G2-12 - SpiritBiotwin FEI - 120 k- no Centro de microscopia da UFMG.
3.8.Quantificacdo de DNA e tratamento com DNAse |
As células provenientes da cultura enriquecida em linfocitos foram incubadas na
presenca ou auséncia de diferentes estimulos. Passado o tempo de incubacéao, as células
foram centrifugadas a 500g por 10 minutos para retirada das células, e o sobrenadante
foi coletado e congelado a -20°C. O mesmo procedimento de centrifugacdo e
congelamento foi feito para o soro dos pacientes. O DNA no sobrenadante das culturas
e do soro foi quantificado pelo kit Picogreen dsDNA (Invitrogen - Carlsbad, Califérnia,
EUA) de acordo com as informagdes do fabricante. Para a digestdo do DNA pela DNAse,
foi utilizada uma solucdo de DNAse | (Invitrogen - Carlsbad, Califérnia, EUA) a 100u/mL
na propor¢cdo de 1:1 com as amostras. A digestdo ocorreu a 37°C por um periodo de 6
horas e posteriormente foi feita a quantificagcédo do DNA.
3.9.LDH
A lactato desidrogenase (LDH) € uma enzima citosoélica estavel que é liberada no
sobrenadante da cultura apos a lise celular. A quantificacao foi realizada com o kit LDH
UV gentilmente cedidos pela Bioclin (Belo Horizonte, MG, Brasil) e as orientagées do

fabricante foram seguidas.
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3.10.Citometria de CMSP (células mononucleares do sangue periférico)

Para as marcacoes, foram adicionadas 20uL de meio com 2x10° de células em cada
poco da placa de 96 pocos fundo concavo. Em seguida, foram adicionados os anticorpos
anti-marcadores de superficie, ja diluidos, conforme titulacdo padronizada no nosso
laboratério, em um volume final de 40ul. Apés adi¢éo dos anticorpos, a placa foi incubada
a 4°C por 15 minutos ao abrigo da luz. Terminado o periodo de incubacéo, foi realizada
a lavagem das células adicionando-se 150ul de PBS gelado em cada poco. A placa foi
entdo, centrifugada a 500g durante 10 minutos a 4°C. Ao final da centrifugacéo, o
sobrenadante foi vertido e, em seguida, a placa foi agitada a fim de suspender as células.
De posse das células ja suspendidas, foram adicionados, 100ul de PBS e 100ul de
solucdo de formaldeido 4%, por 15 minutos a temperatura ambiente. Para a marcacao
intracelular, as células foram lavadas 2x com PBS 1x seguido da permeabilizacdo com
solucdo de saponina a 0,5% Os anticorpos intracelulares foram diluidos na solucéo
permeabilizante e permaneceram 30min, em temperatura ambiente, em contato com as
células. Foram feitas lavagens para remocao dos anticorpos que nédo se ligaram, e as
células foram ressuspensas em PBS 1x.

Para a marcacdo com anexina V e iodeto de propidio (Pi), apenas a marcacao de
superficie foi feita e as células nédo foram fixadas, sendo lidas frescas. Foram adicionados
2uL de anexina V diluida na solugdo prépria fornecida pelo fabricante as células
marcadas com anti-marcadores de superficie. Proximo ao momento de leitura foi
adicionado 1uL de Pi por amostra. A leitura foi feita no FacsCanto Il e a analise foi feita

no FlowJo V10.
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3.11. Reacdes de imunofluorescéncia em lesdes de pacientes com LTA.

As biopsias de lesdes utilizadas em nosso estudo foram previamente coletadas de
pacientes infectados na area endémica de Corte de Pedra, parte da colecdo de lesdes
do projeto de pesquisa Tropical Medicine Research Center, do qual nosso grupo faz
parte. Brevemente, as biopsias coletadas foram embebidas, por 30 minutos, em solucéo
de sacarose 30% a 4°C. Logo apds, as amostras foram transferidas para o meio de
inclusdo Tissue-Tek (Sakura) e imediatamente colocadas em gelo seco. Apoés
aproximadamente 08 horas, as amostras foram transferidas para o freezer -80°C, onde
permaneceram até o processamento. Para a marcagdo das lesdes, os cortes de 5-7um
de espessura coletados em laminas siliconadas da marca Micro Slides (VWR Scientific -
Seattle, WA, EUA) e fixados em acetona a -20°C por 10 minutos ou em paraformaldeido
4% a temperatura ambiente. As laminas foram submetidas a uma sequéncia de cinco
banhos de PBS 1x gelado com duracédo de trés minutos cada. Para reduzir as marcacfes
inespecificas, os cortes foram incubados em uma solucdo de bloqueio (PBS/BSA 1 +
tween 20 a 0,1% + Triton X-100 a 0,1%) durante 60 minutos. Em seguida, foi adicionado
anti-histona (EMD Millipore - Burlington, Massachusetts, EUA) em PBS/BSA 1% (1:10).
Os cortes foram incubados overnight (~15 horas) a 4°C. Posteriormente, foram realizadas
sequéncias de cinco banhos com duracdo de trés minutos cada, em PBS 1x. Entdo, 0s
cortes foram incubados por uma hora, a temperatura ambiente, com anticorpo secundario
Donkey anti-mouse IgG (H + L) conjugado com Alexa Fluor 488 por uma hora, diluido em
PBS/BSA 2% (1:500). Ap0s esse processo, 0s cortes foram lavados com PBS, em uma
sequéncia de cinco banhos com duragéo de trés minutos cada, e por fim, foram secados.

Adicionou-se, entdo, DAPI diluido em PBS/BSA 2% (1:500) durante 15 minutos e uma
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nova etapa de cinco banhos com duracao de trés minutos cada em PBS. Para avaliar a
frequéncia das subpopulacdes de células mononucleares, marcadores anti-moléculas de
superficies foram utilizados (anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68 — Biolegend- San Diego,
California, EUA) e incubados por 1h, seguido de cinco lavagens com PBS 1x por 3min.
Posteriormente foi feita a coloracdo com DAPI (1:500). As laminas foram montadas com
Vectashield® e permaneceram a 4°C, protegidas da luz, até o momento da aquisicdo no
microscopio confocal a laser (Zeiss 880 — software: ZEN 2009 — CAPI, UFMG). Em uma
lamina de cada paciente, foi feito controle de anticorpo secundario e/ou isotipos para
descartar a ligacao inespecifica. As imagens foram processadas utilizando o programa
Zeiss LSM Image Browser. Para determinar a frequéncia das subpopulacdes de células
mononucleares, foi contado o numero total de células marcadas em 3 campos por lamina

e feita a média da contagem.

3.12. Acéo leishmanicida
Os sobrenadantes (50pL) das culturas estimuladas ou nédo (1x10° células), foram
adicionados a cultura de Leishmania amazonensis (1x107 parasitos) durante 30 minutos
(34°C). Posteriormente foi acrescido meio Schneider/10% SFB (Gibco - Waltham,
Massachusetts, EUA), e a cultura transferida para a estufa a 24°C. Foi feita a contagem,
na camara de Neubauer, dos parasitos presentes na cultura durante 11 dias para avaliar

a curva de sobrevivéncia dos parasitos.

3.13. Coculturade linfécitos e parasitos
Para a realizacdo desse experimento, foram colocadas 1x10° células no tubo de

5mL de cultura. Posteriormente foi adicionado o estimulo anti-CD3/CD28 e acrescido L.
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braziliensis na propor¢éo de 1:1, ou seja, 1x10°8 parasitos. Assim, 0s n0ssos grupos de
estudo consistiram em: controle, controle + parasito, estimulado com anti-CD3/CD28,
estimulado + parasito. Apos 24 horas de cultura, o sobrenadante foi recolhido apos
centrifugacdo e armazenado a -20°C para posterior quantificacdo do DNA no

sobrenadante das culturas conforme descrito na se¢cdo materiais e métodos.

3.14. Analise estatistica
A andlise estatistica foi feita utilizando o software GraphPadPrism 7. Optou-se por
realizar o teste T pareado sempre que se tratava de amostras iguais em diferentes
condicBes ou ndo pareado quando se tratava de amostras diferentes. A avaliacdo da
normalidade nos grupos foi realizada. Quando o grupo tinha a distribuicdo normal, foi
utilizado testes T paramétricos, quando néo, fizemos os testes ndo paramétricos. Caso
as amostras fossem ndo pareadas e ndo paramétricas optou-se pelo pds-teste Mann-

Whitney.



38

4. Resultados

4.1.Redes extracelulares de DNA liberadas em culturas enriquecidas em
linfocitos

Avaliacdo da pureza dos linfocitos utilizados nos ensaios para analise da producao de
redes extracelulares.

As redes extracelulares de DNA ja foram descritas em diversos tipos celulares
como neutroéfilos, eosindfilos e mastdcitos (BRINKMANN et al., 2004; KO et al., 2008;
MUNIZ et al., 2018). Com o objetivo de verificar se linfocitos T sdo células capazes de
liberar redes extracelulares de DNA, coletou-se sangue de doadores saudaveis,
separaram-se as células mononucleares de sangue periféricos (CMSP) por gradiente de
densidade, realizou-se a adesdo de células (mondcitos) e por fim coletou-se o
sobrenadante enriquecido em células ndo aderentes: os linfocitos. Para verificar a pureza
dessa cultura, uma aliquota foi recolhida e realizada a marcagfes com anti-CD19
(linfocitos B), anti-CD14 (mondcitos e granuldcitos), anti-CD4 e CD8 (subpopulacdes de
linfécitos T - LT). Citometria de fluxo foi utilizada para obter as frequéncias de cada
populagéo celular. Na figura 4 esta demonstrada a estratégia de analise utilizada para
verificar a frequéncia dos diversos fenétipos celulares. Na figura 5 é possivel observar

que a frequéncia de células marcadas com CD14 e CD19 é baixa (1,5% e 4,86%

CDid+
1 153

\"Lymphacytes
B84

FSC
Figura 4:Estratégia de andlise para avaliar a frequéncia das popula¢gdes de CD14+, CD19+, CD4+ e CD8+ ap6s a marcagcédo com
anticorpos anti-marcadores de subpopulagdes celulares e a aquisi¢cdo por citometria de fluxo.
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respectivamente), enquanto ha um predominio de linfécitos T sendo que
aproximadamente 11,46% da subpopulacao de linfécitos T era composta de células T

CD8+ e 46,56% de linfocitos T CD4, caracterizando assim uma cultura enriquecida em

linfécitos T.
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Figura 5: Andlise por citometria de fluxo da composicado celular da cultura de enriquecida em linfécitos. Os
resultados foram obtidos apds a separacdo de CMSPs e a adesdo de mondcitos. Foram utilizados anticorpos
monoclonais anti-CD14, anti-CD19, anti-CD4 e anti-CD8. Barras representam média e desvio padrdo. As porcentagens
acima das barras correspondem aos valores percentuais médios.

Com o objetivo de verificar as diferencas bioquimicas relacionadas a morte celular
decidiu-se avaliar, por citometria de fluxo, a ocorréncia de apoptose e necrose nos grupos
estudados. Para isso, apos fazer a separacdo de CMSPs e coletar a cultura enriquecida
em linfécitos, as amostras foram cultivadas por 24 horas, a 37°C em estufa imida a 5%
de CO2, em meio de cultura, estimuladas com anti-CD3/CD28 (especifico para linfocitos

T), induzidas a necrose (56°C por 1h) ou tratadas com estaurosporina, um controle

positivo para apoptose. Apos decorridas as 24 horas, incubaram-se as células com
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anexina V e iodeto de propideo (Pi) conforme descrito na metodologia. Observando a
figura 6, o primeiro grafico (A), o grupo em que foi induzida a necrose apresenta uma
porcentagem de morte total maior do que os demais grupos de estudo (meio e anti-
CD3/CD28. Estaurosporina corresponde ao grupo controle positivo para morte celular).
A avaliacdo da porcentagem de morte celular total consiste na soma das porcentagens
de células apenas anexina V+ (apoptose), células anexina V+ e Pi+ (apoptose tardia e

necrose) e apenas Pi+ (necrose).

No segundo gréfico (B) é possivel observar que o grupo em gque foi induzido a
necrose possui uma frequéncia maior de células anexina V+ e Pi- quando comparado as
células dos grupos “meio” e células estimuladas com anti-CD3/CD28. Da mesma forma

que o grafico anterior, o grupo de controle positivo, tratado com estaurosporina,

w
S 80- 1 60~ 15-
3 a — + ab
=] + —— o
£ > — | '
£ @ 404 —] £10-
@ = =
— @ %
S c H
= © p
3 @ 204 S 5
() S c
. Rl
g -g € a b
£ S o- o A | | ==
-\s o \E T T T
° = T o ® o o
& Qq, & &£
S O & O
) o N R
KX & TS
X < &

Figura 6: Avaliagdo da porcentagem de morte celular por citometria de fluxo. Apés separar as CMSP, estimular
com anti-CD3/CD28 ou induzir as células a necrose, foi realizada a marcagdo com anexina V e iodeto de propideo (Pi)
apos 24 horas de cultura. As células positivas apenas para anexina V sdo caracteristicas de células em apoptose,
enquanto as positivas apenas para Pi sdo caracteristicas de necrose. Porcentagem de morte totais em linfécitos foi
feita através da soma de células apenas anexina V positivas, apenas Pi positivas e as células duplo positivas para
esses marcadores. Estaurosporina € um controle positivo para morte celular por apoptose. Em A foi avaliado a
porcentagem de morte celular total em linfocitos. Em B foi avaliado a porcentagem de linfocitos em apoptose (anexina
V + e Pi). Em C foi avaliado a porcentagem de linfocitos em necrose (apenas Pi+). Letras iguais = estatisticamente
significativo (p<0,05).
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apresenta uma frequéncia maior de células apenas anexina V+ demonstrando uma
predominancia maior de morte por apoptose do que os demais grupos. O terceiro grafico
(OC), frequéncia de células anexina V- e Pi+, demonstra a ocorréncia de morte celular por
necrose. Dessa forma é possivel observar que o grupo em que foi induzida a necrose
possui uma frequéncia maior de células apenas Pi+ quando comparado aos demais
grupos analisados, demonstrando assim que a nossa estratégia de inducao a necrose de
fato € capaz de induzir as células a necrose. Além disso, as tabelas demonstram,
também, que as células cultivadas apenas em meio de cultura e aquelas estimuladas
com anti-CD3/CD28 apresentam uma baixa frequéncia de morte celular, diferenciando o

grupo estimulado e o induzido a necrose quanto a caracterizacdo do tipo de morte celular.

Quantificacdo da producao de redes extracelulares em culturas enriquecidas de
linfocitos utilizando-se coloracdo histoguimica especifica para DNA.

Apés obter uma cultura enriquecida, verificar que a estratégia de inducdo da
necrose € efetiva e que os grupos meio e estimulado sédo diferentes do induzido a
necrose, realizou-se o plaqueamento de 1x10° células em laminulas de vidro pré-tratadas
com poli-L-lisina. Posteriormente, as células foram colocadas em cultura apenas com
meio (controle), estimuladas com anti-CD3/CD28 ou induzidas a necrose. Com o objetivo
de identificar a ocorréncia de DNA fora das células, foram utilizados os corantes DAPI e

lodeto de propidio (Pi) e a analise foi realizada através de microscopia confocal.

Na figura 7 é possivel observar que, apds o estimulo com anti-CD3/CD28,
observam-se estruturas em forma de fio coradas com DAPI (azul) e por Pi (vermelho)

evidenciadas pelas setas em branco. Em contrapartida, nas imagens relacionadas ao



42

grupo controle (meio) e ao grupo induzido a necrose € possivel observar uma quantidade

pequena ou inexistente dessas estruturas.

Meio ecrose

DAPI+PI+

Anti-CD3/CD28

Figura 7: Avaliacdo, em culturas enriquecidas em linfocitos, por microscopia confocal, da ocorréncia de DNA
extracelular através da coloragdo do DNA com DAPI (azul) e iodeto de propideo (vermelho). Setas indicam ocorréncia
de DNA for a da célula. Barras = 20um. Em A observa-se a sobreposi¢do da coloracdo com o DAPI e o Pl em células
cultivadas em meio. Em B tem-se a imagem de cultura induzidas a necrose e no painel C observa-se células
estimuladas com anti-CD3/CD28 DAPI+, Pl+ e com a sobreposicdo das duas coloracdes (DAPI+PI+). Imagens
representativas.

Com o objetivo de quantificar essas estruturas de DNA observadas nas imagens
de microscopia confocal, foram contadas as estruturas coradas com DAPI e Pl que
estavam presentes fora das células. Além disso, como essas estruturas aparentam
conectar uma célula a outra, contaram-se também as células que estavam envolvidas
nesse processo. Dessa forma, observando-se o grafico A da figura 8, pode-se destacar

que o grupo estimulado com anti-CD3/CD28 apresenta aproximadamente 2,5 vezes mais
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Figura 8: Quantificagdo da ocorréncia de etose nas culturas enriquecidas em linfocitos. Quantificacdo de redes extracelulares e de
células envolvidas no evento nos grupos analisados de culturas enriquecidas em linfocitos, estimulados ou ndo com anti-CD3/anti-CD28
por 24h, induzidos ou ndo a necrose. Letras iguais indicam diferenga estatistica (p<0,05). No gréafico A é observado a razdo da quantificagao
das redes extracelular dos grupos estimulado e induzido & necrose sobre a quantificacéo de redes no grupo controle (células cultivadas
apenas em meio de cultura). No grafico B é demonstrado a razdo da quantificagcdo de células envolvidas no processo de liberacéo e/ou
participacao das redes de DNA dos grupos estimulado e induzido a necrose sobre a quantificacdo dessas células no grupo controle.

estruturas que o grupo controle, enquanto o grupo que foi induzido a necrose
praticamente apresenta a mesma quantidade de estruturas que o grupo controle. Ainda,
€ possivel destacar que, o grupo estimulado é estatisticamente diferente do grupo
induzido a morte celular. Ainda nesse contexto, € possivel observar no gréfico B da figura
8 que a quantidade de células envolvidas nesse processo € maior no grupo estimulado
do que nos demais grupos. Esses dados ressaltam a importancia do estimulo no

surgimento dessas estruturas extracelulares de DNA.

Quantificacdo de DNA e lactato desidrogenase no sobrenadante das culturas
enriguecidas de linfécitos.

Diversos estudos que avaliam ocorréncia de etose liberadas por diversos tipos
celulares utilizam a quantificacdo de DNA no sobrenadante da cultura para avaliar e
quantificar a ocorréncia desse evento (BRINKMANN et al., 2010; DE BUHR et al., 2016).
Sendo assim, apoés visualizar, por microscopia confocal, a ocorréncia de estruturas
extracelulares de DNA em culturas enriquecidas em linfocitos e estimuladas com anti-
CD3/CD28, quantificou-se a liberacdo, no sobrenadante das culturas de DNA, utilizando

o kit Picogreen, e de lactato desidrogenase (LDH), com o Kit da Bioclin, como descrito na
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sessdo materiais e métodos. Apds a obtencdo desses dados, foi feita a razdo entre os
grupos estudados e o grupo controle (células cultivadas apenas no meio de cultura). Nos
grupos tratados com DNAse, a razéo realizada foi o valor encontrado na quantificacdo do
DNA no sobrenadante das culturas tratadas com DNAse dividido pelo valor dessa cultura
sem o tratamento. Observando-se a figura 9 A, € possivel constatar que a liberacéo de
DNA em culturas estimuladas com anti-CD3/CD28 foi quase 25% maior que em culturas
controle. Além disso, a liberagcdo de DNA das culturas estimuladas € estatisticamente
diferente da liberacdo de DNA das culturas em que foi induzida a necrose. Como controle

positivo do experimento, lisaram-se as células (-70°C por 1h) para quantificacdo do DNA
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Figura 9 Avaliacdo de caracteristicas bioquimicas no sobrenadante das culturas enriquecidas em linfécitos. (A)
Razao da quantificagdo de DNA dos grupos de células estimuladas com anti-CD3/CD28 ou induzidas a necrose sobre a
quantificagdo de DNA no grupo controle. (B) Razdo da quantificagdo de lactato desidrogenase (LDH) no sobrenadante de
culturas estimulas com anti-CD3/CD28 ou induzidas a necrose sobre a quantificagdo de LDH no sobrenadante do grupo
controle. O grupo “lise” (em que as células foram lisadas) foi utilizado como grupo controle. Letras iguais = estatisticamente
significativo (p<0,05).

liberado. Para confirmar que a metodologia de fato dosava DNA, trataram-se as amostras
com a enzima DNAse | conforme descrito na metodologia. Foi possivel observar que

houve uma reducdo na quantificagdo de DNA em todos os grupos avaliados apos o
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tratamento com a DNAse, o que reforca a especificidade da quantificacdo de DNA nesse
experimento. A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima que apresenta-se aumentada
no sobrenadante das culturas quando a célula morre por necrose (CHAN; MORIWAKI;
DE ROSA, 2013). Na figura 9 B, € possivel observar que a liberacdo de LDH no grupo
induzido a necrose é estatisticamente diferente do grupo estimulado com anti-CD3/CD28.
Além disso, como controle positivo, foi quantificada a liberacdo dessa enzima em
sobrenadante de células lisadas, apresentando assim uma quantidade maior de LDH no

sobrenadante.

Avaliacdo da producdo de redes extracelulares em culturas enriguecidas de linfécitos
utilizando-se coloracdo especifica para DNA, histona e actina.

Quando as redes extracelulares de DNA (ETs) foram descritas, foi demonstrado
que sdo principalmente constituidas de DNA e histonas (BRINKMANN et al., 2004;
FUCHS et al., 2007a). Dessa forma decidiu-se verificar, através de imunofluorescéncia,
se as estruturas observadas em culturas estimuladas enriquecidas em linfocitos
marcavam concomitantemente para DNA e histonas. Para isso, foram plaqueadas 1x10°
células em laminulas pré-tratadas com poli-L-lisina, e foram estimulas com anti-
CD3/CD28 por 24 horas, em estufa Umida, a 37°C. Apds esse periodo, as laminas foram
coradas com anticorpo anti-histona e DAPI e as imagens foram adquiridas no microscépio
confocal. Na figura 10 é possivel observar a presenca de estruturas extracelulares

coradas concomitantemente em azul, que demonstram a ocorréncia de DNA, e em
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DAPI Anti-Histona Merge
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Figura 10: Redes extracelulares coradas por DAPI e anti-histona. Avaliagdo, em culturas enriquecidas em linfocitos, por
microscopia confocal, da ocorréncia de redes extracelulares através da marcagdo de DNA por DAPI (azul) e histona (amarelo) e
em merge observa a sobreposicéo dessas duas imagens. Setas indicam a ocorréncia de redes extracelulares. Barras = 50um.

amarelo, a ocorréncia de histonas, evidenciando que essas estruturas sdo compostas
por DNA e histonas. Ainda com o objetivo de caracterizar a composicdo dessa rede
extracelular, utilizou-se o corante faloidina que cora o0 componente actina filamentosa do
citoesqueleto celular. Na figura 11 pode-se observar a ocorréncia da rede extracelular
evidenciada em ETs azul pela coloracdo com o DAPI e em vermelho, a actina. Ao
observar a sobreposicdo das duas imagens € possivel verificar que as Ets ndo sao

compostas por actina.
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DAPI Faloidina Merge

Figura 11: Redes extracelulares coradas por DAPI ndo apresentam actina. Avaliacdo, em culturas enriquecidas em
linfocitos, por microscopia confocal, da presenca de actina corada pela faloidina em redes extracelulares de DNA.
Barras = 50um.

Avaliacado da liberacdo de redes extracelulares em cultura enriquecida de linfocitos T
humanos por microscopia eletrénica de varredura e transmissao

A microscopia eletrbnica € uma ferramenta importante para estudar a etose (DE
BUHR et al., 2016). Apos fazer a separacdo de CMSP e recuperar uma cultura
enriguecida em linfécitos, 5x10° células foram plaqueadas em laminulas pré-tratadas com
poli-L-lisina e cultivadas por 24 horas, a 37°C em estufa Umida na presenca e auséncia
de anti-CD3/CD28. Plaguearam-se, ainda, utilizando-se protocolo semelhante, células
gue foram induzidas a necrose. Nas ultimas 6h de cultivo foi adicionada DNAse | em
algumas das amostras, e todas foram avaliadas por microscopia eletrénica de varredura.
Na figura 12 A, D, G estdo mostradas imagens ilustrativas de células que foram cultivadas

apenas com meio de cultura. Ja as imagens B, E, H sdo imagens de células que foram
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estimuladas, e C, F, | sdo imagens de culturas que foram induzidas a necrose. Todos 0s
grupos apresentam estruturas em forma de fio que aparentam conectar uma célula a
outra. Entretanto, o grupo que foi estimulado, apresenta uma frequéncia maior dessas
estruturas. Ao se tratarem essas culturas nas laminulas com DNAse é possivel observar
que as estruturas afiladas antes existentes deixam de existir como pode ser observado
nas imagens D, E, F. Nas imagens G, H, | da figura 12 é possivel observar diferencas
morfolégicas na morfologia externa das células. Comparativamente com a imagem do
grupo cultivado apenas com meio de cultura, o grupo que foi estimulado apresenta
diversas projecdes da membrana da célula, enquanto o grupo que foi induzido a necrose
apresenta a membrana rompida, com poros, sem uniformidade. Ja no painel J é
demonstrado em detalhe a ocorréncia dessa rede extracelular. De forma individualizada
€ possivel medir o diametro desses fios que parecem agrupar-se, sendo 14,7nm o

didmetro médio de cada uma dessas fibras.

Na figura 13 observam-se imagens de microscopia eletrénica de transmissao.
Essa técnica nos permite avaliar a morfologia interna celular. Sendo assim, a imagem A
apresenta aspectos morfolégicos normais de uma célula, como envoltério nuclear e
diversas organelas distribuidas no citoplasma celular. Ja na figura 13 B, observam-se,
em células provenientes do grupo estimulado com anti-CD3/CD28, auséncia do
envoltério nuclear, mistura do contetdo citoplasmatico com o nuclear e a polariza¢do do

conteudo intracelular.

4.2.Redes extracelulares de DNA liberadas por linfocitos T CD4+ e TCD8+

Avaliacdo por microscopia confocal e eletrbnica de varredura da capacidade de
linfécitos T CD8+ e T CD4+ fazerem etose
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ApOs observar por diversas técnicas que as células das culturas enriquecidas em
linfécitos T séo capazes de liberar estruturas compostas por DNA e histona, propusemo-
nos a avaliar se culturas isoladas das subpopulacdes de linfocitos T (CD8+ e CD4+) sao
capazes de fazer etose. ApoOs realizar a separacao dessas subpopulacdes por citometria
de fluxo (sorting), as células foram coradas com CFSE, conforme descrito. As células das
subpopulacdes de linfécitos T foram plagueadas e estimuladas com anti-CD3/CD28 por
24 horas, em estufa imida, a 37°C e posteriormente coradas com DAPI. Por fim, as
imagens foram adquiridas por microscopia confocal. Na figura 14 € possivel observar em
azul a presenca de DNA (DAPI) e em rosa € observada a ocorréncia da marcacdo com
CFSE. Quando é avaliada a sobreposicao das imagens, € possivel observar que, nas
setas, elas ocorrem concomitantemente. Células CD4+ apresentam estruturas dispersas,
enguanto as estruturas provenientes das células CD8+ parecem conectar uma célula a

outra (setas)
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Figura 12 Avaliacdo por microscopia eletrénica de varredura da presenca de redes extracelulares em culturas enriquecidas em
linfécitos. Os quadros de A J foram adquiridos por microscopia eletrénica de varredura; as barras de aumento estdo presentes em cada
figura. As setas evidenciam a presenca de estruturas extracelulares. As imagens A, D, G séo referentes a cultura controle; B, E, H sdo
de culturas estimuladas por anti-CD3/CD28 por 24h e C, F, | sdo referentes as culturas induzidas a necrose. Os quadros D, E F
corresponde a culturas que foram tratadas com DNAse |. O painel J demonstra rede extracelular e a medigcdo média de 14,7nm do

filamento individualizado.
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(B)

Figura 13 Avaliagcdo por microscopia eletr6nica de transmissao da morfologia interna dos linfécitos. A imagem
A corresponde uma célula do grupo controle e B a uma célula do grupo estimulado com anti-CD3/CD28 por 24 horas.

As barras de aumento estdo presentes em cada figura.

CFSE Merge

Figura 14: Redes extracelulares de linfécitos T CD4+ e CD8+ em microscopia confocal. Avaliagao por microscopia
confocal de redes extracelulares produzidas por linfécitos T CD4+ e CD8+ apds 24h de estimulo com anti-CD3/CD28
através da marcagdo com CFSE (rosa — contetdo citoplasmatico) e DAPI (DNA- em azul). Setas evidenciam a

presenca de redes extracelulares de DNA.
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CD4+

CD8+

Figura 15: Avaliagcdo por MEV de linfocitos T CD4+ e CD8+. Avaliagcdo por microscopia eletrdnica de varredura de culturas de
linfécitos T purificadas em CD4 e CD8 e estimuladas com anti-CD3/CD28 por 48h. Seta indica a presenca de rede extracelular. A
e B séo referentes a células CD4 purificadas e estimuladas com anti-CD3/CD28. C e D sao referentes a culturas purificadas de
linfécitos T CD8 estimuladas com anti-CD3/CD28.

Apés a separacdo das subpopulacdes de linfocitos T, e o estimulo com anti-
CD3/CD28 por 48 horas, avaliou-se a ocorréncia de redes extracelulares por microscopia
eletrbnica de varredura. Na figura 15 € possivel observar que culturas das células CD4+

e CD8+ parecem apresentar morfologias diferentes. As células T CD4+ parecem estar



53

envoltas por “nuvens” dispersas enquanto as células T CD8+ parecem liberar estruturas
conectando uma célula a outra (seta), como de fato sugerido pelos resultados de

microscopia confocal.

Caracterizacdo da rede produzida por linfécitos T CD8+

Para determinar a frequéncia de morte celular nas culturas de células purificadas,
realizou-se a marcacdo com anexina V e Pi, como descrito anteriormente. Na figura 16
estdo demonstrados os resultados da avaliacdo da frequéncia de morte total, de células
em necrose ou apoptose tardia (anexina V+ e Pi-) e células em necrose (anexina V- e
Pi+). A morte celular total consiste na soma das porcentagens de células apenas anexina
V + (apoptose), anexina V+ e Pi- (apoptose tardia ou necrose) e apenas Pi+ (necrose).
Observando-se os gréficos é possivel dizer que tanto linfocitos T CD4+ quanto CD8+
apos serem induzidos a necrose apresentam um aumento na frequéncia de células em
morte total quando comparado aos demais grupos. Além disso, foi possivel observar que
células CD4+ estimuladas apresentam uma porcentagem maior de células anexina V+ e
Pi+ quando comparado ao grupo cultivado apenas no meio de cultura (meio). Esse

resultado nao é observado em linfocitos T CD8+.

Com o objetivo de avaliar a expressdo de moléculas importantes relacionadas a
ativacado celular, como o CD69, e relacionadas a morte celular, como TNF-a, culturas
estimuladas com anti-CD3/CD28 foram submetidas a marcacdo com anticorpos anti-
CD69 e anti-TNF-a e lidas em citdmetro de fluxo, conforme descrito na metodologia. Na
figura 17, em A e B, € possivel observar que apds o estimulo, células CD4+ apresentaram

um aumento de CD69 e um claro aumento da expressdo de TNF-a embora ndo seja
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estatistico. Ja linfécitos T CD8+, apresentaram um aumento representativo embora nao

estatistico tanto da ativacao celular quanto da expressao de TNF-a.
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Figura 16: Avaliacao da porcentagem de morte celular por citometria de fluxo de linfécitos T CD4+ e CD8+. ApGs
separar as CMSP, estimular com anti-CD3/CD28 ou induzir as células a necrose, foi realizada a marcagdo com anexina
V e iodeto de propideo (Pi) anti-CD4 e anti-CD8 ap6s 24 horas de cultura. Os gréficos A, B e C séo relativos as analises
em linfécitos T CD4 e os gréficos D, E e F relativos aos linfécitos T CD8. Porcentagem de morte totais em linfécitos foi
feita através da soma de células apenas anexina V positivas, apenas Pi positivas e as células duplo positivas para esses
marcadores). Em A e D, foi avaliada a frequéncia de morte total em linfocitos CD4 (A) e CD8 (D). As células positivas
apenas para anexina V (graficos B e E) é caracteristicas de células em apoptose, enquanto as positivas apenas para Pi

(graficos C e F) é caracteristicas de necrose. Letras iguais = estatisticamente significativo (p<0,05).
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Granzimas e perforina sdo moléculas citotoxicas importantes nesse contexto de

morte celular (RUSSELL; LEY, 2002). Sdo moléculas exocitadas em vesiculas recobertas

com LAMP (ESKELINEN; TANAKA; SAFTIG, 2003; LIU et al., 2009; MITTENDORF et

al., 2005). Utilizar anticorpo anti-LAMP (CD107a) conjugado a um fluorocromo em

culturas de células € uma estratégia para avaliar o potencial citotoxico das subpopulacfes

de linfécitos T. Dessa forma, através de citometria de fluxo foi possivel observar, na figura

18, que h&a uma elevada expressao de CD107 em células T CD8+, mesmo antes do

estimulo, e que esta expressédo € bastante elevada comparando-se com a observada em

células T CD4+.
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Figura 17: Avaliacdo da ativacéo celular e producdo de TNF-alfa+. (A) Frequéncia de células expressando CD69 (marcador de
ativacéo) e (B) frequéncia de células produzindo TNF por linfécitos T CD4+ e CD8+ antes e apds estimulagdo com anti-CD3/anti-
CD28. Os dados séo apresentados como média por grupo + erro padrdo da média e a presenca das mesmas letras em diferentes
barras representa diferencas estatisticamente significantes entre elas (p <0,05).
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Figura 18 Avaliagéo por citometria de fluxo da frequéncia de células CD107+. Frequéncia de células CD4+ e CD8+
expressando CD107 antes e depois da estimulacdo com anti-CD3/CD28. A presenca das mesmas letras em diferentes
barras representa diferencas estatisticamente significantes entre elas (p <0,001). Os dados sdo apresentados como
média por grupo * erro padrao da média.

Tendo em vista que a ocorréncia de vesiculas CD107+ esté associada a linfocitos
T CDB8+, propusemo-nos a avaliar se vesiculas CD107+ estariam associadas a redes
extracelulares derivadas de linfécitos T CD8+. Para isso, realizou-se a marcagao por
imunofluorescéncia utilizando anticorpos anti-CD8, anti-CD107 e corante DAPI que cora
DNA. Através de microscopia confocal observa-se, na figura 19, que os linfocitos T CD8+
(amarelo) eram capazes de liberar redes extracelulares de DNA (azul) e que, nessas
estruturas, estavam presentes vesiculas citotoxicas CD107+ (rosa), evidenciadas nas

setas.

ApoGs a observacgédo da ocorréncia de vesiculas CD107+ em redes extracelulares

de DNA liberadas por linfécitos T CD8+ na microscopia confocal, propusemo-nos a
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avaliar, por microscopia eletrénica de varredura, a associacao entre a ocorréncia de ETs
e morte celular. Para isso, culturas de linfécitos CD8+ purificados por sorting foram
estimuladas com anti-CD3/CD28 e, na figura 20, € possivel observar que associada a

rede extracelular existe uma célula com a membrana celular caracteristica de uma célula

viva, e outra com a topografia celular caracteristica de uma célula morta.

Figura 19: Imunofluorescéncia de células CD8+, LETs e CD107. Imagem de imunofluorescéncia representativa de
culturas enriquecidas com linfécitos T coradas com anti-CD8 (amarelo), anti-CD107 (rosa), DAPI (azul claro). A seta
indica vesiculas CD107+ colocalizadas com a armadilha extracelular (DAPI). Barras = 10um.
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Figura 20: MET de cultura purificada de Linfécitos T CD8+ ap6s 48h de estimulo. Através da microscopia eletrdnica
de varredura de uma cultura purificada de linfocitos T CD8, observam-se estruturas conectando uma célula a outra, e
morfologia diferentes entre as células (A). Em B observa-se uma célula em detalhe com a morfologia tipica de uma
célula em morte. O tamanho das barras esta indicado na imagem.

4.3.Redes extracelulares de DNA e Leishmaniose tequmentar americana (LTA)

Avaliacdo da frequéncia de Linfécitos T em lesdes de pacientes com LTA através de
imunofluorescéncia

Tendo em vista a demonstracdo por diversas técnicas que linfocitos T sdo capazes
de liberar redes extracelulares de DNA (LETSs) propusemo-nos investigar a ocorréncia de
LETs em lesGes de pacientes com leishmaniose tegumentar americana. Para isso,
avaliou-se a frequéncia de células mononucleares, polimorfonucleares, de neutrofilos e
eosinofilos através da coloragcdo com hematoxilina e eosina e a avaliagao por microscopia
Otica. Na figura 21 é possivel observar que quase 100% das células presentes nas lesdes
de pacientes com leishmaniose tegumentar americana sdo mononucleares, enquanto 0s
outros tipos celulares avaliados apresentam uma frequéncia proxima de zero. Por
imunofluorescéncia e microscopia confocal, avaliou-se a presenca de células
mononucleares CD68+ (macrofagos residentes) e linfocitos T (CD4+ e CD8+) nas lesdes
de pacientes com as formas cutanea (inicial e tardia) e mucosa da leishmaniose

tegumentar americana. Na figura 22, é possivel observar que aproximadamente 1/3 das
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células mononucleares sdo CD68+, 1/3 CD4+ e 1/3 CD8+, tanto em lesdes de pacientes
com leishmaniose cutanea, inicial ou tardia, ou com a forma mucosa. Ainda como parte
deste trabalho, avaliou-se a frequéncia de células T CD4+, CD8+ e CD68+ em pacientes
com LC antes e ap0s o tratamento com pentoxifilina associada ao antimonial. Estes

resultados estdo apresentados no anexo 1.
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Figura 21: Avaliacdo da composicédo celular de lesdes de pacientes por meio de analise histopatolégica por
coloracd@o de hematoxilina/eosina.
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Figura 22: Avaliacédo da composicdo celular de lesbes de pacientes com LTA por meio de microscopia confocal
com anticorpos monoclonais anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD68 como descrito em Materiais e Métodos.

Avaliacdo da presenca de redes extracelulares em lesbes de pacientes com a
forma cutédnea e mucosa de LTA utilizando-se coloracdo histoquimica especifica para

DNA e histonas.

Aproximadamente 2/3 das células presentes nas lesdes sao de linfécitos T. Dessa
forma, nos perguntamos se existia a presenca de redes extracelulares nessas lesdes.
Como uma primeira investigacao decidiu-se por corar as lesdes de pacientes com a forma
cutdnea da doenca com o corante DAPI (azul) e avaliar por microscopia confocal se
existiam estruturas compativeis com as ETs. Na figura 23, € possivel observar, de forma

representativa, a ocorréncia dessas estruturas (setas) em 3 pacientes distintos (P1, P2 e
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Figura 23 : Avaliacdo por microscopia confocal de ETs em lesBGes de pacientes da forma cutédnea da LTA. Sec¢bes de tecido
congeladas foram coradas com DAPI como descrito em Materiais e Métodos e adiquiridas por microscopia confocal. Imagens
representativas da ocorréncia de estruturas extracelulares compostas por DNA (positivas para DAPI- azul- (setas)) em les6es de pacientes
com leishmaniose cutanea. P1, P2 e P3 representam trés pacientes diferentes. Barras = 10um.

P3). Na figura 24, é possivel observar a coloracdo com DAPI (azul) e com a marcacéo
com anti-histona (verde) em lesdes provenientes de pacientes com as formas cutanea e
mucosa da LTA. Nas imagens € possivel observar (nas setas) a presenca de estruturas
extracelulares afiladas coradas evidenciando a presenca de histona e DNA. Nas imagens
em detalhe é possivel observar, nas setas, as estruturas coradas com esses dois

componentes ao mesmo tempo.

Apds observar a ocorréncia de estruturas extracelulares de DNA + histona,
decidiu-se avaliar se linfécitos T CD8 eram capazes de liberar essas estruturas nas
lesBes de pacientes com leishmaniose cutanea e mucosa da LTA. Para isso, atraves de
imunofluorescéncia realizou-se a coloragdo com DAPI (azul), anti-CD8 (amarelo) e anti-
CD107 (rosa). Na figura 25 é possivel observar a presenca de células CD8+CD107+
emitindo redes extracelulares (setas) tanto em lesbes de pacientes com a forma cutanea

(A) e mucosa (B) da LTA.
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Figura 24: Avaliacdo por microscopia confocal da ocorréncia de redes extracelulares em lesdes cutaneas e mucosas de pacientes
com leishmaniose tegumentar americana. Seccdes de tecido congeladas foram coradas omo descrito em Materiais e Métodos e
adiquiridas por microscopia confocal. DNA marcado com DAPI (azul) e anti- histona (verde). Setas evidenciam a ocorréncia de redes
extracelulares. A sobreposi¢do das imagens esta demonstrada na coluna “merge”. Barras = 50um. Imagens representativas

Figura 25: Avaliacdo, por microscopia confocal, da ocorréncia de redes extracelulares de DNA em
lesBes de pacientes com a forma cuténea (A) e mucosa (B) da LTA. Secg¢Bes de tecido congeladas
foram coradas como descrito em Materiais e Métodos e adiquiridas por microscopia confocal. Foi
realizada a marcagdo com DAPI (azul), anti-CD8 (amarelo) e anti-CD107 (rosa). Setas = redes liberadas
por Linfécitos T CD8+CD107+. Letra A é correspondente a um corte da leséo de paciente com a forma
cutdnea da LTA e a B referente aquela com a forma mucosa da doencga. Barras = 50um. Imagens
representativas.
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Avaliacdo, in vitro, da interacdo do parasito com as redes extracelulares de DNA de
linfocitos.

ApOs demonstrar a ocorréncia de redes extracelulares em lesbes de pacientes
com leishmaniose, avaliou-se se os sobrenadantes de culturas estimuladas com anti-
CD3/CD28, onde observaram-se as redes, eram capazes de interferir no crescimento de
Leishmania amazonensis. Para isso, coletou-se o sobrenadante das culturas controle,
estimuladas com anti-CD3/CD28, induzidas a necrose e de células lisadas. Estes
sobrenadantes foram entéo colocados na cultura de L. amazonensis. Posteriormente, foi
realizada a contagem das leishmanias durante 11 dias para avaliar a curva de
crescimento do parasito. Como controle nesse experimento, cultivaram-se 0s parasitos

apenas com meio, ou seja, sem a presenca de DNA de qualquer fonte estudada.

Para avaliar se o DNA proveniente dos grupos estimulados com antiCD3/CD28,
necrose e lise apresentava fungéo leishmanicida, calculamos o A total parasitos liberados
no grupo de estudo menos total parasitos liberados no grupo controle. Os valores do
grupo “meio” sao valores brutos uma vez que foi um grupo controle de crescimento dos
parasitos. Observando a figura 26, foi possivel concluir que as redes originadas de
linfécitos T ndo sédo capazes de interferir no crescimento do parasito, seja favorecendo

seja controlando seu crescimento.
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Figura 24: Curva de crescimento da Leishmania amazonensis apds entrar em contato com os sobrenadantes de
culturas ndo estimuladas (controle) e estimuladas com anti-CD3/CD28 (aCD3/CD28) por 24 horas. Além disso, foram
utilizadas sobrenadantes de culturas que foram induzidas a necrose (necrose) ou sobrenadante de células lisadas
(lise). Como controle negativo foi utilizado apenas meio de cultura sem a presenca de DNA proveniente de células em
morte celular (meio). No eixo X, foi contabilizado os dias que foram contados os parasitos na cdmara de Neubauer e
no eixo Y esti expresso o numero de parasitos contados nos grupos avaliados (aCD3/CD28, Necrose, Lise) menos a
guantificagdo encontrada no grupo controle.

Com o objetivo de avaliar se o parasito é capaz de aumentar ou reduzir a producao
de rede, realizou-se uma cocultura de Leishmania braziliensis com linfcitos T, na
presenca e auséncia do estimulo anti-CD3/CD28 e foi possivel observar que a
Leishmania braziliensis ndo é capaz de interferir na producao ou manutencao das redes
extracelulares como observado na figura 27. Além disso, utilizou-se o T. cruzi como
controle para verificar se 0 que acontece com a cocultura de Leishmania ocorria também
com outro integrante da familia Trypanosomatidae, como o T. cruzi. De forma curiosa,
observa-se que o T. cruzi foi capaz de reduzir a quantificacdo de DNA no sobrenadante

das culturas.
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Figura 25: Dosagem de DNA nos sobrenadantes das culturas expostas a Leishmania braziliensis e ao
Trypanosoma cruzi. Apos realizar a cocultura das células e dos parasitos por 24 horas, o sobrenadante foi recolhido
e armazenado para posterior quantificacdo de DNA conforme descrito na se¢do materiais e métodos. Culturas nédo
estimuladas e estimuladas apenas com anti-CD3/CD28 foram utilizadas como controles. Letras iguais indicam
diferencgas estatisticamente significantes (p<0.05).
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5. Discusséao

Brinkmann e colaboradores (BRINKMANN et al., 2004) demonstraram pela
primeira vez que as ETs eram compostas principalmente de DNA e histonas. Outros
autores também caracterizaram ETs produzidas por células diferentes dos neutrofilos
como eosinofilos, mastécitos e macrofagos tendo a mesma constituicdo basica de DNA
(CHOW et al., 2010; GOLDMANN et al., 2008; GOLDMANN; MEDINA, 2012; MUNIZ et
al., 2018). Foi demonstrado, no presente estudo, que as estruturas liberadas pelos
linfécitos estimulados sdo compativeis com redes extracelulares, uma vez que: (1) elas
tém estrutura e didmetro semelhantes a de um filamento de DNA, como demonstrado por
MEV; (2) tratamento com DNAse elimina as estruturas observadas em MEV; (3) eles
coram com anticorpos DAPI, Pl e anti-histona, e (4) os sobrenadantes das culturas
contém DNA medido pelo PicoGreen. Assim, passaremos a nos referir a estas estruturas

como LETs (de “lymphocyte extracelular traps”), em analogia as ETSs.

A fim de demonstrar a capacidade das células T de produzirem ETs (extracellular
traps), realizou-se uma série de estudos utilizando-se células de individuos saudaveis.
Para realizar os estudos utilizando cultura enriquecida em linfocitos, separaram-se as
células mononucleares do sangue periférico (CMSP) por gradiente de densidade,
seguida de aderéncia de mondcitos em placas de 6 poc¢os. Para avaliar a pureza dessa
cultura enriquecida, utilizaram-se anticorpos anti-CD14, anti-CD19, anti-CD4 e anti-CD8
conjugados a fluorocromos e foi avaliada por citometria de fluxo a frequéncia das
populacdes celulares expressando estes marcadores. Decidiu-se pela utilizacdo desses
marcadores pois, através da marcagdo para CD14 é possivel avaliar a porcentagem de,

principalmente, mondcitos (alta expressédo) e granuldcitos (baixa expressédo), CD19
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demonstra a porcentagem de linfocitos B, enquanto anticorpos anti-CD4 e CD8 permitem
avaliar a porcentagem dessas subpopulacdes de linfocitos T nas quais temos interesse.
Os resultados na figura 5 mostraram que a porcentagem de células CD14 e CD19
positivas sdo baixas, sendo que a maioria das células presentes nas culturas apos a
aderéncia sdo linfécitos T, sobretudo CD4 e CD8. E possivel que nessas culturas
estivessem presentes os linfécitos T CD4-CD8-, ndo identificados pelas marcacoes
utilizadas. Sabe-se que a frequéncia dessas células no sangue periférico de individuos
saudaveis € extremamente baixa, podendo aumentar em determinadas doencas
(ANTONELLI et al., 2006; PASSOS et al., 2017; VILLANI et al., 2010). No entanto, devido
ao enriguecimento, € possivel que estas células estivessem presentes em maiores
concentracfes. Outros estudos serdo realizados com foco nas células T CD4-CD8-, uma
populacao especial de linfécitos. Estes experimentos demonstraram o0 enriguecimento
das culturas para linfécitos CD4+ e CD8+, que compuseram aproximadamente 60% das
células nas culturas. Este fato € relevante, uma vez que pretendeu-se avaliar a producao
de ETs por linfécitos. Por se tratar de uma cultura enriquecida, decidiu-se utilizar um
estimulo que seja especifico para estimular linfocitos T e, nesse caso, utilizou-se uma
combinagcdo de anticorpos monoclonais anti-CD3 e anti-CD28 (AZUMA et al., 1993;

BOUR-JORDAN; BLUESTONE, 2009).

Uma questado importante foi demonstrar que a liberagdo de DNA n&do estava
relacionada a necrose, o que poderia ser um fator de confusédo relacionado a etose
(HOPPENBROUWERS et al., 2017; YANG et al.,, 2016). Para excluir essa hipétese,
primeiro foi demonstrado que a morte celular, particularmente a necrose, era

extremamente baixa nas culturas estimuladas como pode ser observada na figura 6. A
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utilizacdo do anticorpo anexina V e o corante iodeto de propideo (Pi) € uma estratégia
utilizada para diferenciar a apoptose e a necrose por citometria de fluxo. Células apenas
anexina V positivas sdo células em apoptose; células apenas Pi+ estdo em necrose,
enquanto as duplamente marcadas estdo em necrose ou apoptose secundaria.
Utilizando-se essa estratégia, observou-se que o grupo que foi induzido a necrose
apresentou uma quantidade maior de células na analise de morte celular total, de células
anexina V+ e Pi- e apenas Pi+, demonstrando que de fato a nossa estratégia para induzir
células a necrose foi bem-sucedida. A analise de morte total consistiu em somar a
frequéncia de células anexina V+, anexina V+ e Pi+ e apenas Pi+. O uso da
estaurosporina foi um controle positivo de morte celular, em especial, de apoptose. Nas
culturas estimuladas, a expressao de anexina V e Pi foi extremamente baixa, indicando
gue necrose e apoptose ndo foram fenémenos frequentes. Estes dados corroboram
outros da literatura que mostram que o estimulo com anti-CD3/anti-CD28 nao induz morte
em linfécitos normais (NOEL et al., 1996). Destaca-se ainda o reduzido tempo de cultura

utilizado.

Apoés obter uma cultura enriquecida em linfocitos, utilizar um estimulo especifico,
e obter por aquecimento (56°C por uma hora) uma cultura contendo células com
caracteristicas de células em necrose, foi decidido avaliar por microscopia confocal se
apos o estimulo, havia DNA do lado de fora das células. Para detectar a presenca de
DNA extracelular foram utilizados o DAPI e o iodeto de propidio (Pl), que sdo agentes
intercalantes de DNA, e também usados em outros estudos para mostrar a presenca de
DNA em ETs (HOPPENBROUWERS et al., 2017). Na figura 7 é possivel observar cultura

sem estimulo, culturas estimuladas com anti-CD3/CD28 e induzidas a necrose e outras
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coradas com DAPI (azul) e Pi (vermelho). E possivel observar que todas as culturas
apresentam estruturas (seta) do lado de fora da célula que estdo coradas com corantes
especificos para DNA. As redes extracelulares apresentam o DNA como eixo principal
da estrutura (BRINKMANN et al., 2004; BRINKMANN; ZYCHLINSKY, 2012). Embora
essas estruturas (setas) ocorram em todos 0s grupos, visualmente pareciam ocorrer mais
no grupo estimulado. Dessa forma, quantificaram-se essas estruturas presentes nos
grupos e, para isso, foi contabilizada a ocorréncia das estruturas. Como essas estruturas
parecem partir e conectar uma célula a outra, avaliou-se também a quantidade de células

envolvidas com essas redes extracelulares.

Na figura 8 estdo demonstradas as quantificacbes em forma de grafico de barra.
Foi possivel observar que o grupo que foi estimulado apresentava 2,5 vezes mais
estruturas do que o grupo controle e ainda, é estatisticamente diferente do grupo de
células em que foi induzida a necrose. Da mesma forma, o grupo estimulado apresentou
uma quantidade maior de células envolvidas na liberagdo do DNA do que os demais
grupos. Esses dados sugerem que, ao estimular culturas enriquecidas em linfécitos com
anti-CD3/CD28, as células apresentam uma liberacdo maior de DNA, assim como mais
células sdo envolvidas nesse processo em relacdo tanto a culturas nédo estimuladas,
como induzidas a necrose. Esses dados acrescentaram evidéncias de que a liberacdo
de DNA pelas culturas enriguecidas com linfécitos T foi resultado de etose e ndo de
necrose. Uma observacao interessante é que, enquanto o anti-CD3/CD28 estimula todas
as células T (NOEL et al., 1996), nem todas as células nas culturas liberam DNA. As
caracteristicas das células T liberadoras de DNA apo6s estimulo com anti-CD3/CD28

permanecem por determinar. E possivel que essas estruturas sejam liberadas apenas
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por células T pré-ativadas, ou por um subconjunto de células de memoaria. De fato, sabe-
se que células pré-ativadas e de memaria respondem mais vigorosamente a estimulos in
vitro (DASGUPTA; SAXENA, 2012; GROSSMAN et al., 2004; LEMIEUX et al., 2016).
Nossos estudos também ja demonstraram que células pré-ativadas in vivo, como
resultado de infeccdo parasitaria, por exemplo, respondem mais ao estimulo com anti-
CD3/CD28 do que células de individuos saudaveis (GOLLOB et al., 2004). Mais estudos
para caracterizar melhor as células T liberadoras de DNA estdo em andamento no

laboratorio.

Além disso, foi avaliada a liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH) no
sobrenadante das culturas. A LDH esté presente no citoplasma de células saudaveis e,
quando estas entram em necrose, acorre o rompimento da membrana celular e
consequentemente 0 extravasamento da enzima para o meio externo (CHAN;
MORIWAKI; DE ROSA, 2013; DEATH et al., 2018). Na figura 9 foi possivel observar que
a LDH foi significativamente menor no sobrenadante de culturas estimuladas com anti-
CD3/CD28 em comparacdo com 0s grupos de células induzidas a necrose e células
lisadas (-70° por uma hora). Observou-se também que as culturas estimuladas com anti-
CD3/CD28 apresentam uma maior liberacdo de DNA do que as culturas induzidas a
necrose. Além disso, o tratamento com DNAse | diminuiu a quantificacdo de DNA nos
sobrenadantes de culturas, confirmando que o DNA coletado no sobrenadante da cultura
era DNA de fita dupla, como mostrado anteriormente em outros modelos de etose
(GUIMARAES-COSTA et al., 2009; SCHORN et al., 2012). Além disso, a quantificacdo
de DNA é uma metodologia bem estabelecida para a quantificacdo de redes

extracelulares no sobrenadante de culturas (BRINKMANN et al., 2010; DE BUHR et al.,
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2016). A célula em necrose € capaz de ativar uma DNAse intracelular que é capaz de
clivar o proprio DNA, o que justifica a baixa quantificacdo do DNA liberado na necrose

(KOYAMA et al., 2016).

Apos obtermos uma série de evidéncias que linfocitos sdo células capazes de
liberarem redes extracelulares, buscamos caracterizar, de forma mais especifica, estas
estruturas. Para isso, avaliou-se, por microscopia confocal, a ocorréncia de estruturas de
DNA associadas as histonas. Ja foi demonstrado que a colocalizacdo dessas duas
marcac0fes do lado de fora das células esta associada a presenca de ETs (BRINKMANN
et al., 2004; YOUSEFI et al., 2008). Na figura 10 é possivel observar linfécitos corados
com DAPI (azul) e anticorpo anti-histona (amarelo), evidenciando a presenca dessas
estruturas no nucleo celular. Além disso, observa-se que as estruturas extracelulares se
coram por ambas as marcacoes, além de ser possivel ver a sobreposicdo dessas duas
marcac0les. Este resultado confirmou que as estruturas extracelulares eram compostas
de DNA e histonas, fortalecendo a hipotese de que sejam ETs. Porém, precisavamos
excluir a possibilidade dessas estruturas conterem DNA e histonas, mas serem

citonemas e ndo ETs.

Os citonemas ou "tunneling nanotubes” (TNT’s) sdo estruturas compostas
basicamente por actina, recentemente descritas como envolvidas na comunicagao célula-
célula (ONFELT et al., 2006; RUSTOM, 2004; STANGANELLO; SCHOLPP, 2016). Para
avaliar se as estruturas observadas eram ou ndo TNTs, através de microscopia confocal
foi avaliada a presenca de filamentos de actina nas redes extracelulares. Na figura 11
demonstrou-se claramente que: (1) actina esta presente no citoesqueleto celular, como

esperado, e (2) actina, corada pela faloidina (vermelho), néo esta presente nas redes
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extracelulares de DNA (DAPI — Azul) uma vez que nao houve colocalizacao de coloracéo
de actina e DNA, excluindo a possibilidade de que as estruturas que observamos fossem
TNTs ou citonemas (ONFELT et al., 2006; RUSTOM, 2004; STANGANELLO; SCHOLPP,

2016).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma das estratégias utilizadas para
visualizar as ETs (DE BUHR et al., 2016). Esta metodologia permite avaliar a topologia
da célula ou de estruturas celulares, com alta magnificacdo e resolucdo. Avaliando-se
células das diferentes culturas por MEV (figura 12), € possivel observar que as
preparacdes de células estimuladas apresentam estruturas compativeis com redes
extracelulares, e que parecem conectar uma célula a outra. Embora estas estruturas
tenham sido visualizas em preparacdes de culturas ndo estimuladas, ocorreram em muito
menor frequéncia, corroborando nossos resultados anteriores. Ainda foi possivel
observar que a utilizacdo da DNAse | (figura 12 D, E, F) desfaz aquelas estruturas antes
visualizadas demonstrando mais uma vez que essas estruturas sdo formadas por DNA.
A MEV (figura 12 G, H, I) mostrou também que as células presentes nessas culturas
apresentam morfologias diferentes, sendo que a imagem G demonstra uma célula ndo
ativada, a H apresenta uma morfologia de uma célula ativada, e a | demonstra uma célula
gue aparenta estar em necrose. Isso mostra claras diferencas entre culturas estimuladas
e de necrose: o grupo de necrose tinha uma membrana celular degradada, tipica de uma
célula necrotica (PADANILAM, 2003), enquanto a célula ativada tinha uma membrana
‘encrespada” e uma aparéncia saudavel (PADANILAM, 2003; ZHANG et al., 1998).
Também utilizando MEV, foi possivel medir a espessura dos filamentos individualizados

das ETs, que exibem um didmetro médio de 14,7nm, como mostrado na imagem J da



73

figura 12, o que é compativel com a fita de DNA. Em 2004, Brinkmann e colaboradores
demonstram que as redes consistiam em filamentos finos de aproximadamente 17nm.
Urban et al descreveram que provavelmente esse diametro € compativel com
nucleossomos empilhados e modificados. Dessa forma, esses achados reforcam o fato
de que o observado em nosso estudo é compativel com a estrutura de redes
extracelulares e com a de um nucleossomo (BRINKMANN et al., 2004, 2012; URBAN et
al., 2009). E importante destacar que a propria técnica de preparo das amostras consiste
em uma etapa de deposi¢do de ouro na amostra e essa camada depositada pode variar
de local para local de processamento, o que, de forma direta, interfere no diametro do

filamento.

Diferentemente da MEV, a microscopia eletrénica de transmissdo (MET) é uma
abordagem ultraestrutural que permite a visualizacdo de estruturas dentro das células,
determinando a morfologia de organelas e componentes subcelulares. A andlise da
morfologia interna, avaliada por MET, mostrou, na figura 13 A, que as células sem
estimulo apresentavam membranas nucleares intactas, com heterocromatina tipica e
organelas dispersas homogeneamente no citoplasma, enquanto células de cultura
ativada, nas quais ETs eram observadas (figura 13 B), apresentaram uma morfologia
semelhante a observada nas células em etose (FUCHS et al., 2007a), com auséncia da

membrana nuclear e com organelas deslocadas para um dos polos da célula.

Através de microscopia confocal (DNA- DAPI/Pi e Histona), quantificacdo de DNA
no sobrenadante das culturas, MEV e MET foi possivel demonstrar que células presentes
em culturas enriquecidas em linfocitos T s&o capazes de liberar redes extracelulares de

DNA, especialmente ap0s o estimulo com anti-CD3/CD28. Como os linfocitos perfaziam
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a maioria dessas culturas, foi avaliado se linfocitos TCD4+ e TCD8+ eram capazes de,
isoladamente, liberarem as ETs. Para isso, foi realizada a separacdo dessas
subpopulac¢des por citometria de fluxo (sorting), coloracdo do citoplasma dos linfécitos
com CFSE, a adesao das células puras as laminulas pré-tratadas com poli-L-lisina, e a
estimulacdo com anti-CD3/CD28 por 24 ou 48 horas. A pureza das culturas de células

CD4+ e CD8+ foi de 90-95%.

A analise por microscopia confocal de culturas de células T CD4+ e CD8+ (figura
14) purificadas mostrou que ambas as subpopulacdes de células T foram capazes de
liberar estruturas coradas com o CFSE apos estimuladas com anti-CD3/CD28. ETs séo
compostas principalmente de DNA, mas também contém proteinas citoplasmaticas,
como mostrado em estudos de imunofluorescéncia e protedbmica. Na descricdo do evento
em 2004, foi demonstrada por imunofluorescéncia a ocorréncia de redes formadas por
DNA, histona e elastase. Posteriormente outros trabalhos foram feitos e demonstraram a
presenca de outras proteinas, inclusive aquelas presentes em granulos de neutrofilos
como mieloperoxidase, lisozima C e catalase, nas redes extracelulares (BRINKMANN et
al., 2004; DOSTER et al., 2018; URBAN et al., 2009). De forma interessante, em 2018,
Doster e colaboradores publicaram uma revisdo sobre as redes extracelulares de DNA
liberadas por macrofagos. Nesse compilado de estudos, foi demonstrado que a
composicdo das redes extracelulares, principalmente associada aos componentes

citoplasmaticos, variam entre redes extracelulares de diferentes espécies.

Curiosamente, a analise de MEV das células purificadas estimuladas mostrou
(figura 15) que as estruturas extracelulares derivadas de linfocitos CD4+ e CD8+ eram

dramaticamente distintas. As estruturas observadas nas culturas de células T CD4+
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pareciam com uma “nuvem” ao redor das células, enquanto as das células T CD8+
pareciam conectar uma célula a outra. Este dado interessante nos levou a postular se
estas diferentes estruturas provenientes de células CD4+ ou CD8+ eram resultado de
processos bioldgico distintos: talvez o estimulo induzisse diferentes tipos de morte em

subpopulacdes distintas de linfocitos.

Com o objetivo de avaliar a ocorréncia de morte celular ap6s o estimulo com anti-
CD3/CD28 em culturas de linfécitos T CD4+ e CD8+, foi feita a marcacdo com anexina V
e iodeto de propidio apds 24 horas de cultura e fizemos a aquisicdo de imagens no
citbmetro de fluxo. Sendo assim, como pode ser observado na figura 16, foi possivel
destacar que, embora a morte celular total das subpopulaces nas culturas tenha sido
baixa, a frequéncia de células T CD4+ em apoptose (anexina+ Pi-) nas culturas
estimuladas foi maior do que nas culturas ndo estimuladas. Além disso, as culturas de
CD4 estimuladas produziram altos niveis de TNF como observado na figura 17. Alta
producdo de TNF ja foi associada a morte celular por apoptose e necrose (KIM et al.,
2010; VANDENABEELE et al., 2010), o que poderia justificar a ocorréncia de apoptose
em linfécitos T CD4 apds o estimulo. Fato que nédo foi observado em linfécitos T CD8+.
O que é importante destacar é que os resultados observados na figura 15, MEV de CD4+
e CD8+, sdo de uma cultura de 48 horas, enquanto os da figura 16, obtidos por citometria
de fluxo, sdo de uma cultura de 24 horas sendo assim, é possivel que apresente células
com tipos mortes celulares diferentes. Além disso, se trata de técnicas diferentes:
enguanto a microscopia avalia aspectos morfolégicos, a citometria de fluxo permite a

avaliacdo de aspectos bioquimicos relacionados a morte celular.
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Os linfocitos T CD8+ sdo uma subpopulacdo de linfécitos T e sdo células da
resposta imune adaptativa. Sao especialmente voltadas para responder a patégenos
intracelulares e, embora sejam capazes de produzir citocinas, sdo conhecidas pela sua
funcdo efetora de citotoxidade, sendo chamadas de linfécitos T citotoxicos (CTLS) ou
células T Killer. Essa funcao citotoxica envolve a entrega de granulos contendo moléculas
citotoxicas as células alvo (PETERS, 1991). Esses granulos classicamente expressam
marcadores lisossomais, como LAMP-1 (FLESCH et al., 2012; GIRALDO et al., 2011,
PETERS, 1991). Os mecanismos de liberacdo dos granulos citotoxicos descritos até o
momento demonstram que esse processo envolve interacao célula a célula (ANIKEEVA;
SYKULEV, 2011). Esses granulos citotdéxicos contém proteinas efetoras como a perforina
e granzimas, que criam poros na membrana e celular e induzem as células a apoptose,
respectivamente (FAN; ZHANG, 2005). Tendo em vista que demonstramos que linfécitos
T CD8+ séo células capazes de liberarem LETs e que essas estruturas sdo também
compostas por proteinas citoplasmaticas, hipotetizamos que esses granulos CD107+
(recobertas por LAMP-1) poderiam estar presentes nas redes extracelulares liberadas
por células T CD8+. Para testar essa hipétese, através de citometria de fluxo reafirmou-
seque de fato a expressdo de CD107a € maior em células CD8+ do que CD4+, como
observado na figura 18. Posteriormente, foi avaliada a expresséo de CD107 em culturas
de células T CD8+ estimuladas com anti-CD3/CD28, utilizando microscopia confocal.
Nossos dados mostraram, como pode ser observado na figura 19, uma clara
colocalizagdo do CD107 com os DAPI + LETSs liberados pelas células T CD8+. Além
disso, a MEV, figura 20, também mostrou que uma das células conectadas a LET de

linfécitos CD8 exibe uma morfologia consistente com a de uma célula que esta morrendo.
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Nossos resultados sugerem que a liberacdo de LETs por células T CD8+ pode apresentar
um novo mecanismo de comunicacdo célula-célula, provavelmente associado a rapida

entrega de vesiculas citotéxicas CD107 + para células distantes.

Estas descobertas trazem novas perspectivas para a compreensdo da
citotoxicidade mediada por CD8 e podem ter implicacfes criticas em mecanismos
fisioldgicos e patoldgicos em que a morte celular induzida por CD8 desempenha um papel

critico, como em infeccBes por patdgenos intracelulares e canceres.

Nosso primeiro indicio de que os linfocitos T seriam capazes de liberar ETs veio
da observacéo de imagens coradas com DAPI de lesbes de pacientes com leishmaniose
cutdnea e mucosa (Koh, 2015). Estudos prévios de Guimardes-Costa em 2009
mostraram que lesdes de pacientes infectados por L. amazonensis apresentavam ETs (
Guimaraes-Costa et al. 2009). Sendo assim, decidiu-se avaliar se 0 mesmo fenémeno
ocorria em lesbes de pacientes infectados por L. braziliensis, que é a principal espécie

de Leishmania causadora da leishmaniose tegumentar na América Latina.

Estudos prévios do nosso grupo mostraram que lesées de pacientes infectados
por L. braziliensis apresentam baixas frequéncias de neutréfilos (FARIA et al., 2005), o
que foi confirmado pelos nossos dados (figura 21). Assim, as ETs observadas nas lesdes
analisadas por nés provavelmente eram provenientes de um tipo celular diferente dos
neutrofilos. Cerca de 30% das células presentes no infiltrado inflamatorio das les6es eram
macrofagos, e ja se foi descrito que séo células capazes de liberar ETs (CHOW et al.,
2010; DOSTER et al., 2018). No entanto, embora néo se possa descartar completamente

a hipotese de que os ETs vieram dessas células, foi demonstrado neste estudo que as
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células T CD4+ e CD8+ compdem a grande maioria do infiltrado celular presente nas

lesGes analisadas de pacientes (figura 22).

As imagens de lesbes de pacientes infectados por L. braziliensis foram de fato
muito semelhantes aquelas observadas por Guimardes-Costa (Guimaraes-Costa et al.
2009), sugerindo que essas estruturas poderiam ser ETs. Para reforcar essa hipotese,
apos corar as lesdes apenas com DAPI (figura 23) realizou-se uma dupla coloracéo
utilizando anticorpos monoclonais anti-histona e DAPI. Observou-se na figura 24 que as
estruturas DAPI+ e anti-histona+ se colocalizam dentro (nucleo) e também fora das
células, sugerindo a presenca de ETs em lesBes de pacientes infectados com L.
braziliensis. A andlise histopatoldgica das lesbes ndo mostrou necrose extensa, como
também mostrado em outros trabalhos (SALDANHA et al., 2017), sugerindo que o DNA

extracelular, ndo foi derivado de necrose mas, sim, de etose.

Observou-se entdo, nesse estudo, que: (1) 2/3 das células do infiltrado inflamatorio
nas lesbes de pacientes com LTA eram linfécitos T; (2) que existiam estruturas
demonstrando a ocorréncia de redes extracelulares (DNA+histonas); (3) que linfécitos T
sdo células capazes de fazer etose. Sendo assim, decidiu-se avaliar a ocorréncia de
redes extracelulares provenientes de linfocitos T CD8+, por microscopia confocal, nas
lesbes de pacientes com a forma cutdanea e mucosa da LTA. A figura 25, mostra a
ocorréncia de redes extracelulares de DNA liberadas por linfocitos T CD8+ e CD107+.
Esse achado corrobora com os nossos dados apresentados de que células T CD8+ in
vitro sdo capazes de produzir redes extracelulares de DNA. A demonstracgéao, in vivo, é

muito importante pois abre novas perspectivas de estudos para compreender o
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desenvolvimento e manutencao da lesdo em LC e LM. A avaliacdo da frequéncia de

células CD8+CD107 liberando LETs esta sendo realizada.

Tem sido demonstrado que as ETs podem induzir a inflamacdo e também
participar da eliminacdo de parasitas (Guimaraes-Costa et al. 2009; de Buhr et al. 2018)
Além disso, as ETs derivadas principalmente de neutréfilos estdo associados a
patogénese de varias doencas autoimunes, bem como a vasculopatia associada ao
cancer e a diabetes (BEREZIN, 2018; KIM et al., 2018; ROMERO et al., 2013). Ja foi
descrito que as ETs estdo associadas a resposta inflamatéria ou ao controle parasitario
na leishmaniose humana. Entretanto, mais estudos precisam ser feitos em relacédo a
infeccdo por L. braziliensis e as redes extracelulares. Futuros estudos utilizando células
de individuos infectados por L. braziliensis serdo realizados. O que € de particular
interesse, pois as células T CD8+ desempenham um papel importante na progressao da
lesé@o na leishmaniose humana (CARDOSO et al., 2015; FARIA et al., 2009; NOVAIS et

al., 2018).

Tendo em vista que as NETs sao capazes de eliminar L. amazonensis,
principalmente pela funcdo leishmanicida atribuida as histonas (Guimarées-Costa et al.
2009), avaliou-se a possibilidade de as LETs possuirem essa mesma funcao. Para isso,
0s parasitos foram colocados, durante 30min, em contato com o0 sobrenadante de
culturas controle, de culturas em que as células foram estimuladas com anti-CD3/CD28
e de culturas induzidas a necrose ou lisadas. Nesse experimento, as leishmanias foram
cultivadas em meio sem nenhum DNA como controle do crescimento do parasito.
Observou-se que houve crescimento/multiplicacdo da L. amazonensis

independentemente do contato com 0 DNA presente nos sobrenadantes utilizados (figura
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26). O trabalho de Guimardes-Costa demonstrou que os parasitos expostos as NETs
nao apresentavam crescimento/multiplicacdo da cultura, sendo possivel concluir que
essas redes os levavam a morte. Nossos dados ndo corroboram com os descritos na
literatura (GUIMARAES-COSTA et al., 2009), entretanto, no trabalho de Guimaraes-
Costa a Leishmania foi colocada junto ao neutréfilo enquanto este liberava as NETSs.
Nesse estudo ndo fica claro se a liberacdo de alguma outra molécula leishmanicida foi
avaliada. Nao é possivel excluir a possibilidade dos sobrenadantes utilizados em nossos
experimentos conterem outras moléculas capazes de interferir no crescimento da
Leishmania. Entretanto, por se tratar de células diferentes, o neutrdfilo e o linfocito, uma
da resposta imune inata e outra da resposta imune adquirida, acredita-se que esse seja

um ponto chave para explicar essa diferenca de resultados.

Sabendo-se que as LETs nao interferem no crescimento e multiplicacdo de L.
amazonensis, avaliou-se se o parasito era capaz de interferir na producéo de LETs. Para
isso, decidiu-se utilizar a L. braziliensis pois € a espécie responsavel pela infeccao na
area de Corte de Pedra (BA) cujas lesbes dos pacientes dessa area endémica
apresentam cerca de 2/3 de linfécitos (fig 22) Na figura 25, demonstrou-se que a L.
braziliensis ndo foi capaz de alterar a liberacdo de LETs nas coculturas de linfécitos e
parasito. De forma interessante, as coculturas de células e T. cruzi apresentaram uma

quantificacdo menor de DNA no sobrenadante da cultura.

Ja foi descrito que diversas espécies de leishmanias expressam a enzima 3’-
nucleotidase/nuclease (3'NT/NU), que é capaz de atuar como uma fosfodiesterase,
realizando a quebra da ligagdo do 3’ com 5” de nucleotideos adjacentes. Esses achados

ja foram associados a diversas espécies de Leishmania, inclusive a L. braziliensis
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(DEBRABANT; BASTIEN; DWYER, 2001; VIEIRA et al., 2011). De forma interessante, é
descrito na literatura que as lesbes de pacientes com a forma cutanea e mucosa da LTA
possuem uma quantidade muito baixa ou virtual de parasitos (PEDRAL-SAMPAIO et al.,
2016). Sendo assim, é compreensivel que as LETs n&o interfiram na multiplicacdo do
parasito, e que esses nao interfiram na liberacdo das redes. Sendo assim, mais estudos
serdo feitos a fim de demonstrar qual € o estimulo presente nas lesbes dos pacientes

com LTA para que se observe a ocorréncia das LETs.

O Trypanosoma cruzi, diferentemente da Leishmania, possui uma fase marcante
de alta parasitemia. A fase aguda da doenca de chagas é marcada por uma alta
parasitemia (LARANJA, 1953) e, por isso, ocorre a coexisténcia entre o parasito e 0s
linfécitos durante um periodo da doenca. Ja foi descrito, por especulacdo, que o T. cruzi
possui a 3'-Nucleotidase/Nuclease (DEBRABANT; BASTIEN; DWYER, 2001) e que por
essa razao poderia realizar a quebra das LETS, sendo esse um possivel mecanismo de
escape. Outra hipotese € que 0s parasitos sejam capazes de regular a liberacéo de redes
extracelulares de linfécitos. Mais estudos serao feitos para entender melhor essa relacao

do T. cruzi com as LETs.

Nossos estudos demonstram inequivocamente, por diversas técnicas, que 0s
linfécitos T CD4+ e CD8+ humanos liberam redes extracelulares (ETs) morfologicamente
distintas na estimulacdo. E importante ressaltar que os ETs das células T CD8+ formam
filamentos de DNA longos conectando uma célula a outra, contendo vesiculas CD107+.
Isto sugere que a liberacdo de ETs por linfécitos T CD8+ pode ser um mecanismo de
liberagdo de vesiculas citotoxicas para alvos distantes. Nossos achados, além de

caracterizarem a ocorréncia de armadilhas extracelulares derivadas de linfécitos T
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(LETs), trazem novos insights sobre mecanismos de funcédo efetora de células T CD8+.
Além disso, nés demonstramos a ocorréncia, in vivo, de LETs provenientes de Linfécitos
T CD8+ em lesbes de LC e LM, e que na LTA, redes provenientes de linfocitos T parecem
estar mais associadas a manutencdo da inflamacdo na lesdo que a eliminacdo da
Leishmania. Este trabalho abre perspectivas para maiores estudos sobre o papel das

LETs na leishmaniose e em outras doencas humanas.
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6. Conclusodes

Através de nossos estudos é possivel concluir que:
Culturas enriquecidas em linfécitos séo capazes de liberar ETs;

Linfocitos T CD4+ e CD8+ com 24 horas de cultura produzem redes extracelulares
morfologicamente distintas e que essas redes sao compostas por DNA e componentes

citoplasmaticos.;

Linfécitos T CD4+ e CD8+ parecem ter desfechos distintos relacionados a morte celular.
Células CD4+ parecem estar em necrose enquanto as CD8+ parecem emitir redes

extracelulares que conectam uma célula a outra;

Linfocitos T CD8+ emitem LETs com vesiculas CD107+ em sua estrutura, sugerindo um

novo mecanismo de entrega de granulos liticos a alvos distantes;

Existe a ocorréncia de LETs em lesdes de pacientes com LC e LM, e essas LETs sao

derivadas de células CD8+ e contém vesiculas CD107+;

Leishmania braziliensis nédo é capaz de interferir na producéo de LETSs e essas estruturas

também nao sdo capazes de alterar o crescimento e multiplicacdo do parasito;
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