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RESUMO

As células Natural killer - NK séo linfocitos que se caracterizam pela expressao dos
marcadores CD3  CD16* CD56*, que desempenham atividades inatas como defesa
antiviral, antimicrobiana e antitumoral, portanto possui uma importancia clinica
promissora, onde sua atividade no organismo € mediada geralmente por sinais
ativadores ou inibitérios. Desse modo a célula NK podem expressar em sua
membrana celular receptores de citotoxidade natural, como por exemplo o NKP44,
NKP46 e CD94. Uma vez ativada, essas células podem secretar citocinas como IL-10
e INF-y ou mediar a morte de agentes nocivos pelo processo de degranulacdo de
granzima e perforina. Sabe-se que o dimorfismo sexual tem um papel importante no
envolvimento direto sobre o sistema imunolégico e sobre as células NK, além disso, o
processo de envelhecimento atua de modo a produzir diferencas fisiologicas,
resultando em diferencas imunoldgicas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a expressdo de marcadores imunolégicos de superficie e intracelular das
células NK no sexo masculino e no sexo feminino. Diante disso, 0 sangue periférico
de 10 doadores saudaveis foi coletado, sexo masculino (n=5) e sexo feminino (n=4),
e posteriormente avaliados por citometria de fluxo. Foram analisadas as variaveis
frequéncia e média de intensidade de fluorescéncia para expressdo dos seguintes
marcadores das células NK: NKP44. NKP46, CD94, CD107a, IL-10, INF-y, granzima
e perforina em ambos os sexos. Foi observado aumento na frequéncia populacional
das células NK além de maior média de intensidade de fluorescéncia do CD107a e
producédo de perforina nos individuos do sexo masculino. A expressao e producédo de
NKP44, NKP46, CD94, IL-10, INF-y e granzima apresentou-se inalterada em ambos
0s sexos. Deste modo sugere-se que em condi¢cdes homeostaticas, as células NK
podem apresentar diferencas na expressdo e/ou intensidade de fluorescéncia de
marcadores constitutivos e importantes para sua funcao citotéxica, como CD107a e
perforina, relacionadas ao dimorfismo sexual. Este trabalho é inédito pois estudos que
buscam analisar marcadores imunoldgicos e suas diferencas de expressdo e
intensidade de fluorescéncia no dimorfismo sexual séo raros.

Palavras-chave: citotoxicidade, linfocitos, receptor de células NK



ABSTRACT

Natural killer - NK cells are lymphocytes that are characterized by the expression of
CD3 CD16* CD56* markers, which perform innate activities such as antiviral,
antimicrobial and antitumor defense, therefore they have a promising clinical
importance, where their activity in the body is usually mediated by activating signals or
inhibitory. In this way, the NK cell can express natural cytotoxicity receptors on its cell
membrane, such as NKP44, NKP46 and CD94. Once activated, these cells can
secrete cytokines such as IL-10 and INF-y or mediate the death of harmful agents by
the process of degranulation of granzyme and perforin. It is known that sexual
dimorphism plays an important role in the direct involvement of the immune system
and NK cells, in addition, the aging process acts to produce physiological differences,
resulting in immunological differences. Thus, the objective of this work was to evaluate
the expression of immunological markers of surface and intracellular NK cells in males
and females. Therefore, peripheral blood from 10 healthy donors was collected, male
(n = 5) and female (n = 4), and subsequently evaluated by flow cytometry. The
frequency and mean fluorescence intensity variables were analyzed to express the
following NK cell markers: NKP44. NKP46, CD94, CD107a, IL-10, INF-y, granzyme
and perforin in both sexes. An increase in the population frequency of NK cells was
observed, in addition to a higher mean fluorescence intensity of CD107a and
production of perforin in males. The expression and production of NKP44, NKP46,
CD94, IL-10, INF-y and granzyme was unchanged in both sexes. Thus, it is suggested
that under homeostatic conditions, NK cells may present differences in expression and
/ or fluorescence intensity of constitutive markers and important for their cytotoxic
function, such as CD107a and perforin, related to sexual dimorphism. This study is
unprecedented because studies that seek to analyze immunological markers and their
differences in expression and fluorescence intensity in sexual dimorphism are rare.

Keywords: cytotoxicity, lymphocytes, NK cell receptor
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1. INTRODUCAO

Estudos referente aos marcadores imunoldgicos na saude humana sdo de suma
importancia por fornecerem indices de saude, além de informag¢des para um
prognastico eficaz em relacao a diversas patologias que acometem os humanos (AZIZ
et al.,, 2019). As células Natural killer (NK) fazem parte da imunidade inata e séo
classificadas como linfocitos granulares que ndo apresentam expressdo de CD3, mas
expressam em suas membranas CD16 e CD56, sendo assim identificados como
células NK CD3  CD16* CD56* (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015; PAUL; LAL, 2017).

As células NK compdem aproximadamente cerca de 5-20% das células
mononucleares do sangue periférico e possuem aparatos suficientes para
reconhecerem e diferenciarem o proprio do nao proprio. Por serem dotadas da
capacidade de responder a diferentes agentes agressores e nocivos, sao células que
produzem respostas instantaneas (DAVID KAY; SINKOVICS, 1974; KIESSLING,
1976; ABEL et al., 2018).

Desse modo, o papel das células NK no organismo é composto de 3 atividades
principais, sendo elas correspondentes a vigilancia antiviral, antibacteriana e
antitumoral (BACH; AGUET; SCHREIBER, 1997; DURBIN et al., 1996; KAPLAN et al.,
1998).

Para que a atividade destas células seja desenvolvida e elas possam diferenciar e
tolerar o proprio é necessario a interagdo entre receptores que possam ativar ou inibir
0 comportamento citotoxico. Sendo assim, as células NK expressam receptores com
motivos de ativacdo a base de tirosina (ITAMs), como os receptores de citotoxidade
natural (NCR), exemplos deles sdo o NKP44 e NKP46. Além dos receptores
ativadores, as células NK expressam os receptores inibitérios associados a motivos
de inibicdo a base de tirosa (ITIMs), como exemplo, a formag¢do do heterodimeros
CD94/NKG2A (ARNON et al., 2004; ORR et al., 2010; BAYCHELIER et al., 2013;
KONJEVIC et al., 2017; MOLFETTA et al., 2017).

Quando ativadas ou estimuladas as células NK podem produzir e secretar uma
gama de citocinas, que desempenharam seus diferentes perfis pré-inflamatério ou
regulatério/anti-inflamatério, produzindo INF-y, TNF-a, GM-CSF, IL-5, IL-13 IL-10
(FAURIAT et al., 2010).

Paralelamente, fatores biologicos como idade e envelhecimento possuem a

habilidade de produzir mudancas fenotipicas nas células NK, promovendo ou
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impedindo a atividade natural das células NK. Os horménios sexuais resultantes do
dimorfismo sexual nos humanos podem levar a diferencas nas taxas de frequéncias
das células NK, isso porque os hormdnios sexuais masculinos ou andrégenos e 0s
hormdnios sexuais femininos ou estrogenos ligam-se aos receptores existentes nas
células, influenciando-as de modo divergente (GAYOSO et al., 2011; ABDULLAH et
al., 2012).

Diversos estudos corroboram o fato de que a idade como fator biologico influéncia
diretamente varias células do sistema imunol6gico. Mudancgas significativas sao
descritas em pacientes idosos nas células NK em decorréncia do processo de
envelhecimento, como, por exemplo, alteragdes da producéo de granzima e perforina
associadas na citotoxidade natural da célula (GAYOSO et al., 2011).

N&o obstante e tendo em vista a importancia deste subtipo celular e seu importante
papel como sentinela imunoldgica no emprego da contencdo viral, bacteriana e
tumoral, faz-se necessario a elucidacdo dos mecanismos promotores de variacdes
relacionados com dimorfismo sexual e idade. Ademais, as informacdes acerca da
modulacdo dos fatores biol6gicos, como o sexo e idade, sdo raras e estudos em
desenvolvimento devem ser incentivados. Dessa forma, esse estudo objetivou
analisar através da técnica de citometria de fluxo um grupo de marcadores
imunologicos de respostas e seus mecanismos nas células NK em individuos
saudaveis de sexos diferentes, em uma determinada faixa-etaria em Jodo Pessoa —
PB, Brasil, constituindo um trabalho pioneiro e inédito em estudos imunolégicos

avaliando estes aspectos em seres humanos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1Sistema Imunoldégico e células Natural Killer

A saude humana é um componente integral para a progressdo do bem-estar
durante o decorrer da vida. Nesse contexto, o sistema imunologico € um dos
responsaveis por promover a relagdo entre salde e bem-estar no que diz respeito ao
equilibrio homeostatico.

As mudancas no sistema imunoldgico ocorrem durante toda a vida, sendo
provocadas por diversas condicdes, sejam elas fisicas, fisioldgicas, comportamentais,
entre outras (KLEIN; FLANAGAN, 2016; AL-ATTAR et al., 2016).

O sistema imunolégico ou sistema imune tem sua origem e maturacao durante o
desenvolvimento da fase uterina até o envelhecimento, através da expressao de
genes envolvidos nas respostas imunoldgicas (SIMON; HOLLANDER; MCMICHAEL,
2015). Do momento do nascimento e durante toda a vida, 0 sistema imune passa por
uma série de constantes desafios com a finalidade de alcancar a maturidade funcional
(OLIVEIRA, 2011), de modo que, toda exposi¢cdo a agentes estranhos tenha como
resultado a geracdo de uma resposta e posteriormente uma memaria imunolégica.

Umas das caracteristicas proeminentes dos sistemas fisiolégicos é a capacidade
de producéao e transmissao das informacdes para as diferentes partes do corpo. Assim
sendo, o sistema imune é caracterizado por um conjunto de tecidos, 6rgaos e células
gue juntos desempenham a funcdo de protecéo e retorno a homeostase fisiolégica do
organismo. Neste ambito, as reacdes coordenadas por esse sistema para eliminacao
dos agentes invasores ao organismo sao denominadas de respostas imunologicas
(ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015; MORIMOTO; NAKAJIMA, 2019).

Nesse contexto, as respostas imunolégicas sdo divididas em duas, imunidade
inata e imunidade adaptativa. A imunidade inata refere-se a uma das primeiras linhas
de defesa para a contencdo e eliminacdo do agente agressor ao organismo ou de
estimulos nocivos (SIMON; HOLLANDER; MCMICHAEL, 2015). Os mecanismos de
defesas que constituem a imunidade inata ndo requerem um contato prévio com 0s
invasores, pois ndo agem de forma especifica no agente agressor, aléem de serem
caracterizados pelo desenvolvimento de mecanismos rapidos de ativacdo (COSTA,
2015; LIU; CAO, 2016).
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A resposta imune inata € composta por um grupo de proteinas e células, com
finalidades semelhantes de reconhecimento e destruicdo do patdégeno. As células
dendriticas, os neutrofilos, os mondcitos/macrofagos e as células Natural killer (NK),
além de outras células linfoides, compreendem os componentes celulares e, as
proteinas sanguineas, juntamente com o0s membros do sistema complemento
compreendem a porcao humoral (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015).

As respostas imunes especificas, também denominadas de resposta imune
adaptativa, sdo geradas por um conjunto de células denominadas linfocitos, sendo os
linfécitos B e T as células que regem este tipo de resposta. Além disso, a resposta
imune adaptativa aumenta em intensidade e capacidade defensora a cada
consecutivo desafio (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015). Ambas as respostas
interagem entre si, de modo que o conjunto de células cooperem para a manutengao
da homeostasia.

As células NK sdo um grupo de linfocitos que fazem parte da imunidade inata e
corresponde a cerca de 5-20% das células mononucleares no sangue periférico
(PBMC) em humanos, sdo especializadas em reconhecer o préprio do ndo préprio e
por este motivo compdem a primeira linha de defesa contra agressores e moléculas
estranhas ao organismo. Essas células ndo necessitam de uma exposi¢ao prévia para
produzirem seus mecanismos, sendo ativadas rapidamente quando reconhecem seus
alvos (DAVID KAY; SINKOVICS, 1974; KIESSLING, 1976; ABEL et al., 2018). Em
condigdes fisiologicas, as células NK podem estar presente em diversos tecidos como
pele, intestino, figado, articulacdes, atero, entre outros (PAUL; LAL, 2017) .

O processo de desenvolvimento e maturacdo destas células ocorrem tantos nos
orgdos linfoides primarios, quanto nos 6rgaos linfoides secundarios (SLT) e outros
tecidos como figado e Utero. Durante o processo de maturagdo nos SLT, as células
NK sofrem varios estagios de maturacdo, sendo o quarto estagio definido pela
expressao de CD94" e o quinto, pela expressao constitutiva de CD16". (EISSENS et
al., 2012; SCOVILLE; FREUD; CALIGIURI, 2017).

Em humanos, as células NK podem ser diferenciadas de outros linfécitos pela
auséncia de expressdo de CD3 e pela expressdo do CD16 e CD56, ou seja, sao
linfécitos CD3- CD16* CD56*(PAUL; LAL, 2017).

A molécula de CD16 é expressa na superficie das células NK e tem importante
funcdo no processo de ativacdo, o CD16 € o receptor Fc-yllIRA (fragmento

cristalizavel — gama) de baixa afinidade para IgG sendo responsavel por mediar a
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citotoxidade celular dependente de anticorpo (ADCC), além disso, foi demonstrado
gque essa molécula esta envolvida no reconhecimento de células neoplasicas
(MANDELBOIM et al., 1999; STABILE et al., 2015). O CD56 também conhecido como
molécula de adesao as células neurais (NCAM) pode ter sua expressao variante nas
células NK, estabelecendo assim dois fendtipos distintos, CD5619" e CD5649™, a
variacdo ocorrida desta molécula tem a capacidade de gerar diferencas na producéo
de citocinas em ambas subpopulagdes. Sabe-se que as células NK CD56""9" tem a
capacidade citotdxica reduzida quando comparada com a subpopulacdo de NK
CD56M (POLI et al., 2009; DE MARIA et al., 2011; STABILE et al., 2015). (Figura 1)

Figura 1. Caracteristicas das células CD569" e CD569™ quanto a funcdo e
expressédo de receptores.
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Fonte: PATAH, P.A., 2016 adaptado de COOPER et al., 2001. A figura apresenta as duas populacdes
de células NK de acordo com a expressdo de CD56. Em vermelho sédo células NK CD56big" também
conhecidas como NK CD56"sht com expressdo de CD16 reduzida, além da expressdo de CD94 e a
producdo de citocinas. Em azul sédo as células NK CD56'°" também conhecidas como NK CD564™ com
elevada expressao de CD16 e do se perfil citotoxico.

A teoria de que as células NK poderiam ser ativadas através da auséncia de
auto-marcadores foi um avanco notorio da funcéo e da regulacéo destas células nos
processos fisioldgicos (KARRE et al., 1986), atualmente essa teoria é conhecida como
Missing self ou Altered self que consiste na afirmacdo de que as células NK
reconhecem seus alvos através da falta da expressdo ou da alteracdo ocorrida em
moléculas de reconhecimentos, como por exemplo o MHC-I (HILTON; PARHAM,

2017). A ideia de que as células NK reconhecem especificamente moléculas de auto-
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MHC de classe I, levando a inibicdo de sua atividade aparentava ser radical na época
de 1986, no entanto, atualmente, € irrefutavel que boa parte das células tumorais
diminuem a expressao de moléculas de histocompatibilidade de classe | (MHC-I) na
intencdo de desviar-se da resposta imunoldgica mediada por linfécitos T citotoxicos
(MORRISON; STEEL; MORRIS, 2018).

Paralelamente, a ativacdo das células NK pode ocorrer de diversas formas,
como supracitado pela auséncia de MHC-I, pela resultante gerada através dos
receptores ativadores e inibitérios, pela estimulacdo de citocinas como IL-12, IL-15 e
IL-18, a ligacdo ao CD16 expresso em células NK que desencadeia ADCC (CHAN;
SMYTH; MARTINET, 2014; ZWIRNER; ZIBLAT, 2017).

Os receptores ativadores e inibitérios sdo moléculas expressas nas superficies
das células NK que contém motivos de ativagdo (ITAMs) ou inibitorios (ITIMs) ligados
a tirosina. Dentre a classe dos receptores ativadores estdo o0 NKP44 e o NKP46
pertencentes a classe da familia de receptores citotéxicos naturais (NCR). Os ligantes
associados a células tumorais e infeccdes virais para esses receptores sdo: a proteina
nuclear da leucemia de linhagem mista— 5 (MLLD5), ligante tumoral para o NKP44; e
estruturas virais semelhantes a hemaglutinina e proteoglicanos de heparan sulfato
(HSPG) para o NKP46 (Figura 2) (ARNON et al., 2004; BAYCHELIER et al., 2013;
KONJEVIC et al., 2017).

Os NCR quando ativados exercem o papel de mediador para a producdo de
citocinas pelas células NK, para isso eles sdo compostos por um dominio extracelular
gue interage com o ligante, e um dominio transmembranar que exercem interacéo
com proteinas adaptadoras que sdo mensageiros secundarios atuando na promocao
da transducdo de sinal até o compartimento citoplasméatico-alvo. O NKP44 ¢é a
excecao da classe, sendo o Unico a conter um motivo de inibigcdo a base de tirosina
com relatos de funcionalidade apenas para certos ligantes. Para que o sinal ativador
seja direcionado para o componente alvo na célula NK é necessario que proteinas
adaptadoras fagcam essa conexao. A associacdo dos NCR as proteinas adaptadoras
CD3 F, FceRIly e DAP12 promovem a fosforilagdo de seus motivos de ativagao a base
de tirosina que resulta na mobilizacdo de granulos citotéxicos (KRUSE et al., 2014,
KONJEVIC et al., 2017). .
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Figura 2. llustracdo da expressao de receptores ativadores e inibitérios da
membrana da célula NK e seus ligantes na célula alvo.
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Fonte: adaptado de CHAN; SMYTH; MARTINET, 2014. A figura apresenta a expressao de receptores
ativadores ou inibitorios de células NK e seus ligantes na célula-alvo. Note que € o balago entre os
sinais de inibicéo e ativagcao que determinam se a célula NK é ativada ou nao.

Os membros da familia de receptores natural killer do receptor de lectina — 2
(NKG2) formam obrigatoriamente heterodimeros através de pontes dissulfeto com a
glicoproteina de membrana CD94, essa interacdo origina subtipos distintos de
receptores com fungdes ativadores e inibitorias das células NK. O primeiro receptor,
CD94/NKG2A é conhecido por conter um motivo de inibicdo a base de tirosina (ITIM),
0 que inibe a funcéo das células NK, e os seguintes CD94/NKG2C e CD94/NKG2E
nao conhece-se motivos de sinalizacdo intracelular, contudo, associa-se com
proteinas adaptadoras como a DAP-12 que contém um imunorreceptor com motivo de
ativacdo a base de tirosina, dessa forma, a ativacdo deste complexo resulta na
atividade citotoxica da NK. Estes receptores reconhecem a molécula de HLA-E,

molécula de MHC de cadeia alfa ndo classica que tem interagdo com a parte
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extracelular do heterodimero CD94/NKG2 (ORR et al., 2010; MOLFETTA et al., 2017).
E de suma importancia que as células NK expressem receptores inibitdrios,
justamente para que possam permanecer tolerantes aos tecidos e células proprias.

Alguns dos eventos subsequentes pds inicializacao e ativacdo das células NK
sao a producdo de uma ampla variedade de citocinas como IFN-y, TNF-a, GM-CSF,
IL-5, IL-13 e IL-10 (FAURIAT et al., 2010). E com base no perfil de producéo de
citocinas pelas células NK que é possivel diferenciar seus subtipos, semelhante ao
perfil de células T (TH1, TH2, TH17), desse modo as células NK podem ser NK1/NK17
secretam IFN-y e IL-17, as NK2 secretam IL-4, IL-5 e IL-13 e NKreg secretam TGF[3
e IL-10 (PERUSSIA, 2001; KATSUMOTO et al., 2004; LANG et al., 2012; LOZA).

O IFN-y produzido pelas células NK desempenha um papel determinante na
atividade antitumoral, antiviral e antibacteriana. Sabe-se que esta citocina é produzida
via ligacdo com seu respectivo receptor (IFNGR1) que desencadeia mecanismos
celulares dependentes da via de sinalizacdo JAK-STAT (DURBIN et al., 1996; BACH,;
AGUET,; SCHREIBER, 1997; KAPLAN et al., 1998).

Como as células NK sao grandes linfécitos granulares, os granulos contidos no
citoplasma produzem uma resposta imune citotoxica através da exocitose de
granzima e perforina, denominado processo de degranulacdo. Para que a
degranulacao de granzima e perforina aconteca, é necessario que ocorra 4 eventos
na célula NK: (1) O encontro da membrana da célula NK com a membrana da célula-
alvo e a formacdo da sinapse imunoldgica; (2) O arranjo e polarizacdo dos
microtubulos que carreiam os lisossomos em direcdo ao local da sinapse; (3) O
reconhecimento e acoplamento do lisossomo com a membrana da célula NK e (4)
Ocorre a fusdo do lisossomo na membrana da célula NK e liberagdo de granzima e
perforina. Durante esse processo, a proteina ligada a membrana do lisossomo-1
(LAMP-1 ou CD107a) é acoplada a membrana externa, sendo classificada como
marcador de degranulacdo das células NK. A perforina liberada na sinapse
imunoldgica por sua vez promove a formagao de poros na membrana da célula-alvo,
gue facilita a entrada de granzima, uma serina-protease que associada a caspases
induz o processo de apoptose na célula-alvo. (ALTER; MALENFANT; ALTFELD,
2004; IDA et al., 2005; TOPHAM; HEWITT, 2009)
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2.2 Células Natural killer — NK na satude e na doenca

Estudos referentes aos marcadores imunoldgicos na saude humana, juntamente
com alteragBes ocorridas nas funcionalidades do subconjunto de linfécito s&o
potencialmente promissores para o monitoramento de varias doencas que acometem
os humanos (AZIZ et al., 2019).

E inquestionavel o papel das células NK como sentinela inata do organismo, pois
ela desempenha fungdes antivirais, antimicrobianas e antitumorais como previamente
citado. O papel das células NK na saude e doenca € bastante compreendido, sendo
na maioria dos casos o controle ou eliminacdo do processo patologico.(MANDAL;
VISWANATHAN, 2015; LIU; CAO, 2016).

Evidéncias sugerem que a funcdo das células NK em resposta a inflamacgdes
nas vias aéreas € inconclusiva, pois as células NK tanto podem promover a
inflamac&o, quanto inibi-la. A asma € uma doenca inflamatéria crénica das vias aéreas
e a atividade das células NK nesta patologia € elevada, sendo este um fator para
promover a inflamacéo nos pulmdes. Foi demonstrado que em pacientes asmaticos,
as células NK do sangue periférico previamente iniciadas por estimulo de IL-12,
possuem citotoxicidade elevada em comparacéo ao grupo controle (JIRA et al., 1988).

Em contrapartida, mecanismos apoptoéticos desempenhados pelas células NK
induzindo a morte de eosindéfilos no sangue periférico de pacientes asméaticos graves
foram relatados, para isso as células NK foram ativadas através da ligagdo com a
lipoxina A4, que apresenta funcdo de inibir o trafico de eosindfilos, e sua atividade
reduziu significativamente a populacdo de eosinoéfilos, células que medeiam a hiper-
responsividade das vias aéreas na inflamacéao crénica (BARNIG et al., 2013; SIERRA
et al., 2015).

Na artrite reumatoide, uma outra patologia acometida pelo processo inflamatério
cronico nas articulacdes, as células NK CD5619" produtoras de altas quantidades de
INF-y parecem estar envolvidas com a promocao da inflamacgéo no liquido sinovial
(PAZMANY, 2005).

O controle das infec¢des por arbovirus € inicialmente desempenhado pelas células
NK. As arboviroses constituem um sério problema de saude mundial, pois acomete
individuos de todas as idades e classes econdmicas. A infeccdo pelo Chikungunya
virus desencadeia uma série de respostas imunolégicas, dentre estas foi demonstrado

que as células NK aumentam sua frequéncia e ativacdo, além da atividade citotoxica
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e liberacédo de perforina na fase aguda apés 0 a 3 dias do surgimento dos sintomas.
De forma semelhante ocorre na infeccdo pelo virus da Dengue, com aumento de
frequéncia e ativacdo entre 5 a 15 dias da aparicao dos sintomas ( THANAPATI; DAS;
TRIPATHY, 2015; PETITDEMANGE et al., 2016) .

Na mesma linha de pensamento, estudos comprovaram que as deficiéncias de
frequéncia ou funcéo das células NK no organismo podem gerar suscetibilidades para
infeccbes virais, em particular para as infec¢cdes herpesvirais, por exemplo
citomegalovirus, virus da varicela zoster e virus Epstein-Barr.(ORANGE, 2013; MACE;
ORANGE, 2019).

Sendo assim, € notdria a participacdo das células NK em processos patolégicos,
sejam estes desenvolvidos pela prépria célula ou através do recrutamento de outros
tipos celulares.

Ainda assim, as células NK possuem a funcionalidade de vigilancia imunolégica
tumoral. Assim como o sistema imunoldgico, as células neoplasicas evoluem
completamente por meio de mudancas de expressdo de receptores, a fim de
tornarem-se imperceptiveis para as respostas imunoldgicas ocasionadas. As células
NK podem reconhecer células neoplasicas tanto pela ligacdo ao MHC-I, quanto pela
ligacdo aos receptores ativadores. Evidéncias sugerem que as células NK eliminam
através da producao de IFN-y sarcomas induzidos por agentes carcinégenos, como o
3-metilcolantreno (3-MCA) (SMYTH, 2008; O’'SULLIVAN et al., 2012; MARCUS et al.,
2014).

2.3 ldade e sexo e suarelacdo com o sistema imune e as células NK

O termo dimorfismo sexual € utilizado para descrever quando uma espécie
apresenta individuos do sexo masculino e do sexo feminino. Atualmente sabe-se que
a variavel biolégica sexo pode interagir com o sistema imunol6gico, promovendo
diferencas significativas na expressao de células, do seu perfil, da sua funcédo entre
outras caracteristicas, além disso, pode diferir entre incidéncia de doencas do tipo
infecciosa ou autoimunes e no surgimento de neoplasias (MARQUEZ et al., 2020).

Assim sendo, o dimorfismo sexual atua de modo direto nas células NK, contudo
€ necessario entender um ponto chave, que sao os hormdnios sexuais, e mais
especifico, os esteroides sexuais. Os androgenos sdo horménios produzidos que

determinam as caracteristicas masculinas nos individuos, como por exemplo a
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testosterona, ja os estrogenos sdo horménios que determinam as caracteristicas
femininas, por exemplo o estradiol e a progesterona (HIORT, 2013; ZARATE;
STEVNSNER; GREDILLA, 2017).

De modo geral, individuos do sexo feminino possuem sistema imunolégico
mais reativo quanto comparados aos do sexo masculino, isso se deve ao fato de que
0s estrégenos possuem um carater pro-inflamatorio, enquanto os andrégenos
apresentam carater anti-inflamatoério. Isso leva ao fato de que, se esses horménios
podem modular o perfil das células imunoldgicas, logo as células imunoldgicas
expressam receptores hormonais capazes de interagir com estas moléculas. De fato,
ha evidéncias experimentais que comprovam tal afirmacdo. Muitas das células do
sistema imune expressam receptores para 0s estrogenos ou andrégenos. (STRAUB
et al., 1998; STRAUB, R. H.; CUTOLO, 2001; CUTOLO et al., 2005).

Como os individuos do sexo feminino possuem uma resposta imunoldgica mais
robusta em relacdo aos do sexo masculino, a frequéncia de doencas autoimunes é
maior nas mulheres, sendo este um fato ligado a intensidade na qual a resposta
imunoldgica é produzida. (GLEICHER; BARAD, 2007).

A capacidade que estes hormdnios possuem de determinarem diferencas nas
frequéncias de células NK foi evidenciada por ABDULLAH e colaboradores (2012).
Nesse trabalho foi analisado o efeito do género em subpopula¢des de linfécitos do
sangue periférico e foi observado que as células NK apresentaram uma maior
frequéncia em individuos do sexo masculino ao serem comparadas ao sexo
feminino.

As mudancas de idade que todos sofremos, assim como o0 sexo podem modular
a funcionalidade e interagir na resposta imunolégica. O processo de senescéncia das
células, em que as células NK passam, alteram principalmente seu perfil citotoxico, a
capacidade de producao de IFN-y, além da capacidade de responder a estimulos de
outras citocinas. Foram demonstrados através de alguns estudos que as populacdes
de células que expressam CD56PM9" * diminuem enquanto as CD569™ * sdo
aumentadas em idosos saudaveis, além disso, a expressado de CD57, um marcador
com funcionalidade em células NK totalmente diferenciadas € elevado em idosos
(GAYOSO et al., 2011).

Os mecanismos de ativacéo e secrec¢ao de citocinas pelas células NK também
sdo alvos de mudancas geradas pelo envelhecimento. ALMEIDA-OLIVEIRA e

colaboradores (2011) avaliando criangas e idosos constataram que a producéo de
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INF-y ndo é modificada nos idosos, mesmo esses tendo a subpopulacdo de NK
CD569™ * demonstrado que a interferéncia seja célula especifica. A expressdo de
NKP30 e NKP46 foi diminuida nos idosos, assim como os NKP30 e KIR nas criancas.

Na Doenca de Alzheimer (DA) as células NK s&o reconhecidas como
marcadores imunolégicos da progressao da doenca, isso se da ao fato de que na DA
as células NK estimuladas com IL-2 , promovem uma maior liberacdo de IFN-ye
TNF- a, que esta correlacionada negativamente com a melhora do estado cognitivo
quando comparado a idosos acometidos com DA com idosos saudaveis. (PROLO et
al., 2007).

Outros estudos buscam identificar como idade articula mudancas no perfil das
células NK, e como essas comportam-se frente a células neoplasicas e doencas
cardiacas (PAPANIKOLAOQOU et al., 2004; HAK et al., 2007).

Na perspectiva de células NK como marcadores imunoldgicos de situacdes
patolégicas, um estudo avaliando pacientes portadores de adenocarcinoma colorretal,
buscando identificar a correlacdo entre idade e frequéncia de células NK detectaram
sua diminuicdo em portadores idosos, demonstrando que para esta patologia existe
uma correlagdo negativa entre frequéncias de NK e avanco da idade
(PAPANIKOLAOU et al., 2004).

O perfil citotéxico das células NK se torna reduzido quando comparado
pacientes portadores de doencas cardiacas coronarias (DCC) com média de 63 anos
de idade com pacientes saudaveis com média de idade de 64 anos, podendo estar
relacionado a diminuicdo das frequéncias de células NK CD3- CD569™* como foi
afirmado no estudo. Essa tendéncia de diminuicdo da atividade citotoxica das células
NK é explicada pelo processo de danificacdo causada pela inflamacao crénica (HAK
et al., 2007).

Desse modo, h& evidéncias significativas que comprovam a modulacdo das
células NK em diferentes situagfes patoldgicas, infecciosas entre outras. Atualmente
a existéncia de estudos que buscam comparar marcadores imunoldgicas para estas
células em individuos saudaveis em ambos 0s sexos é rara. Tendo iSSO como
afirmacao, este estudo se torna de suma importancia para o entendimento de como

as células NK se portam diante do dimorfismo sexual.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os marcadores imunoldgicos de superficie e intracelular nas células Natural
killer de individuos saudaveis nos sexos masculino e feminino na cidade de Jodo
Pessoa-PB, Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

I.  Avaliar a frequéncia populacional de células NK em ambos 0s sexos;

Il.  Avaliar a expresséo e média de intensidade de fluorescéncia dos receptores
imunologicos NKP44, NKP46 e CD94 nas células NK comparando em
ambos os sexos;

lll.  Avaliar a expressao e média de intensidade de fluorescéncia das citocinas
IL-10 e INF-y nas células NK comparando em ambos 0s sexos;

IV. Avaliar a expressdo e média de intensidade de fluorescéncia do perfil
citotoxico através da expressao de granzima, perforina e CD107a/LAMP-1

nas células NK comparando em ambos 0S sexos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Consideracgdes éticas

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
CONEP (CAAE: 59833416.6.0000.5183), sendo enquadrada no projeto intitulado
“Estudos das infecgbes causadas pelos virus da Zika, Chikungunya e Dengue”
(ANEXO A), e todos os individuos que contribuiram para a realizacdo deste estudo
foram esclarecidos sobre a importancia do trabalho e participaram voluntariamente da
pesquisa mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(ANEXO B).

4.2 Grupo de estudo

Os individuos que aceitaram participar voluntariamente deste estudo fizeram
parte de 2 grupos distintos: 1) Individuos do sexo masculino (n=5), 2) Individuos do
sexo feminino (n=5). Para todos os individuos foram realizadas testagens sorolégicas
rapidas a fim de identificar infeccbes prévias por virus da Dengue (DENV) ou
Chikungunya virus (CHIKV).

4.3 Critérios de incluséo e exclusao

Os critérios de inclusdo e exclusdo para ambos os grupos foram negatividade
para infecc¢des virais, especificamente por DENV ou CHIKV, além disso os individuos

nao poderiam fazer ou estar fazendo uso de medicacéo continua.

4.4 Material Bioldgico e processamento das amostras

Foram coletados amostra de sangue periférico de todos os voluntarios por via
intravenosa em tubos sem anticoagulante, para obtencdo do soro, e em tubos com
anticoagulante (Heparina), para obtencao do sangue total. As coletas foram realizadas

no Laboratério de Imunologia das Doencas Infecciosas do Centro de Biotecnologia da
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Universidade Federal da Paraiba.

Os tubos sem anticoagulante foram inicialmente mantidos em temperatura
ambiente para retracdo do codgulo por no minimo uma hora, logo apds esse tempo
os tubos foram submetidos ao processo de centrifugacéo a 1500 rpm por 5 minutos a
temperatura ambiente. Aliquotas do soro foram feitas em camara de fluxo laminar e
subdivididas para conservacdo em -20°C e outra parte para realizacdo da sorologia
para DENV ou CHIKV.

4.5 Ensaio de imunofluorescéncia para analise de células NK (CD3 CD16*
CD56") expressando marcadores de superficie e intracelulares em individuos

saudaveis

4 5.1 Lise de hemacias

Foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue periférico em tubos
vacutainer contendo heparina de individuos saudaveis, sexo masculino (n=5) e sexo
feminino (n=4). A primeira etapa do protocolo de citometria € a obtengcdo dos
leucécitos através do procedimento de lise das heméacias e posteriormente a lavagem
com tampdao fosfato salina (PBS 1x). Logo ap6s as células obtidas passam pelo
processo de centrifugacdo a 2000 rpm por cinco min a 25°C e ressuspendido em

seguida.

4.5.2 Plaqueamento celular

Em camera de fluxo, as células foram plaqueadas em placa de 96 pocos onde
sao adicionados 175 pL meio RPMI suplementado e 25 pL de células, a brefeldina A
(substancia que impede o transporte de proteinas para o Complexo de Golgi
promovendo, assim, seu acumulo no citoplasma) (1mg/ml) é adicionada aos po¢os
gue serdo utilizados para marcacao intracelular, em seguida a placa é condicionada a

um periodo de incubacéao em estufa de CO2 por quatro horas.
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4.5.3 Marcacédo de parametros extra e intracelulares

Apoés o periodo de quatro horas a placa foi centrifugada e o sobrenadante
desprezado, os marcadores de superficie foram adicionados a placa e entdo incubada
a -4°C ao abrigo da luz. A placa foi novamente submetida a centrifugacdo por 10
minutos (1300 rpm, 4°C), seguida da retirada do sobrenadante e suspenséao de células
por agitacdo. Para a fixacdo das células foi adicionado 100uL de PBS e 100uL de
solucédo de formaldeido 4% em cada poco por 20 minutos a temperatura ambiente.
As células aliquotadas em cada poco foram lavadas por centrifugacdo sendo
adicionado a cada poc¢o 150pL da solugdo de Permeabilization Buffer (PB), com a
finalidade de permeabilizar a membrana plasmatica para as marcacoes intracelulares.
Apoés as marcac0des intracelulares, a placa foi incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente, as células foram centrifugadas a 1300 rpm por oito minutos a 4°C e, entéo,
ressuspendidas em 200 uL de Wash B e transferidas para tubos de FACS apropriados
para leitura no citbmetro. Desse modo, as amostras foram submetidas a analise por
citometria de fluxo (modelo FACSCANTO II), onde 50.000 eventos foram adquiridos
sendo, os dados, analisados no programa FlowJo.

4.6 Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais utilizados nesse estudo foram os controles de
Isotipo marcados com (FITC, PE), anti-CD3 (APC), anti-CD56 (PECy5), anti-CD16
(FITC), anti-CD107a (PECy7), anti-granzima (FITC) e anti-perforina, anti-CD94, anti-
INF-y, anti-IL-10, anti-NKP44, anti-NKP46 (PE). Todos os anticorpos utilizados foram
adquiridos das companhias BD PharmigenTM (CA, USA) ou Ebioscience (San Diego,
CA, USA).

4.7 Aquisicdo e estratégia de analise dos dados de citometria de fluxo

Para estratégia de analise foi criado um gate para selecdo de linfécitos no
grafico de tamanho e granulosidade, e dentro do gate dos linfécitos as células CD3-
CD16* foram selecionadas. Dentro dessa populagédo, as células foram avaliadas
guanto aos marcadores CD107a, GRANZIMA, PERFORINA, CD94, INF-y, IL-10,
NKP44 e NKP46. (Figura 3)
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Figura 3. Estratégia de analise desenvolvida no software FlowJo.
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Fonte: Prépria. Em (A) ilustracé@o da selecdo do gate de linfécitos por tamanho e granulosidade, em (B)
ilustracdo da selecdo de células CD3- CD16* (células NK).

4.8 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software Graphpad
Prism (Verséo 6, Graphpad Software, Inc). Os dados avaliados foram normalizados e
para analise comparativa entre os diferentes grupos foram utilizados o teste nao
paramétrico Mann-Whitney. O intervalo de confianca foi de 95% e os valores foram
considerados significativos quando p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Caracterizagdo da faixa etéaria e média de idade dos grupos de

individuos do sexo masculino e feminino

Um total de 9 individuos foram aqui avaliados, sendo 5 individuos do sexo
masculino e 4 individuos do sexo feminino. A média de idade obtida a partir dos
individuos recrutados no presente estudo sao de 21,75 + 2,5 para individuos do sexo
feminino e de 22,6 £ 3,78 para individuos de sexo masculino, em uma proporcao de

0,8:1 (feminino:masculino), conforme demonstrado nas tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Descricao das idades e média de idade para os individuos do
sexo masculino

CODIGO IDADE SEXO
CTL11 27 M
CTL13 22 M
CTL14 26 M
CTL19 19 M
CTL20 19 M

MEDIA DE IDADE 22,6 £ 3,78

Fonte: Propria. A tabela demostra a idade dos individuos masculinos e a média de idade. M representa
0 sexo masculino. CTL = CONTROLE.

Tabela 2. Descricdo das idades e média de idade para os individuos do
sexo feminino

CODIGO IDADE SEXO
CTL12 25 F
CTL15 21 F
CTL16 19 F
CTL17 22 F

MEDIA DE IDADE 21,75+ 2,5

Fonte: Prépria. A tabela demostra a idade dos individuos femininos e a média de idade. F representa o
sexo feminino. CTL = CONTROLE.



5.2. Frequéncia de células Natural killer — NK em individuos do sexo

masculino e feminino

Inicialmente, a andlise comparativa da frequéncia de células NK nos grupos de
individuos masculinos e femininos foram realizadas, sendo a maior frequéncia de
células NK circulantes no sangue periférico observada nos individuos do sexo

masculino em comparacao com os individuos do sexo feminino (Figura 4).

Figura 4. Frequéncia de células Natural killer — NK circulantes nos grupos
masculino e feminino
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Fonte: SILVA, E.D., 2020. Frequéncia de células NK circulantes no sangue periférico nos grupos de
individuos masculino e feminino (*) representa as diferencas estatisticas observadas entre os grupos
consideradas significativas quando p <0,05. (-) representa diferencas significativas observadas na
frequéncia de células NK entre os grupos avaliados.

5.3. Expressdo de receptores de membrana celular das células Natural

killer = NK em individuos dos sexos masculino e feminino

Em seguida, avaliou-se a expressao dos receptores de membrana e receptores
de ativacdo das células NK, CD94*, NKP44* e NKP46*. Contudo, ndo foram
observadas diferencas estatisticas significativas para nenhum dos marcadores
referidos anteriormente (Figura 5).

Além disso, calculou-se também a média de intensidade de fluorescéncia (MFI),



entretanto diferencas estatisticas significativas entre os grupos masculinos e

femininos ndo foram observadas (Figura 5).

Figura 5. Frequéncia e média de intensidade de fluorescéncia de
células NK expressando CD94*, NKP44* e NKP46*
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Fonte: SILVA, E.D.,2020. Frequéncia e média de intensidade de fluorescéncia de células NK
circulantes no sangue periférico expressando CD94* (A), NKP44* (B) e NKP46* (C) nos grupos de
individuos masculino e feminino.

5.4. Producdo das citocinas IL-10* e IFN-y* pelas células NK em

individuos do sexo masculino e feminino

A producéo de IL-10* e IFN-y* pelas células NK também foram avaliadas de
modo individual entre os grupos, assim como a média de intensidade de fluorescéncia,
contudo ndo foram observadas diferencas significativas na producdo das citocinas

supracitadas (Figura 6).

Figura 6. Frequéncia e média de intensidade de fluorescéncia de células NK na
producdo das citocinas IL-10+ e IFN-y+
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Fonte: SILVA, E.S., 2020. Frequéncia e média de intensidade de fluorescéncia de células NK na
producéo das citocinas IL-10* (A) e IF-y* (B) nos grupos de individuos masculino e feminino.

5.5. Expressao de GRANZIMA*, PERFORINA* e CD107a/LAMP-1* pelas

células NK em individuos do sexo masculino e feminino

A avaliacdo do perfil citotéxico das células NK através da expressdo de
granzima e perforina foi realizada no presente estudo. Diferengas significativas n&o
foram observadas na expressdo e na MFI para a GRANZIMA®*. Por outro lado, a
producdo de PERFORINA* no sexo masculino se demonstrou elevada de maneira
significativa em relacéo ao grupo de individuos do século feminino, embora a média
de intensidade de fluorescéncia néo tenha apresentado alteragdes entre 0os grupos
(Figura 7).

A frequéncia e a média de intensidade de fluorescéncia de CD107a/LAMP-1
também foi avaliada. A frequéncia de CD107a+ em células NK ndo apresentou
alteracOes significativas em nenhum dos grupos avaliados, contudo uma reducgéo
significativa na MFI foi observada no grupo de individuos do sexo feminino em

comparacao ao do sexo masculino. (Figura 8).

Figura 7. Frequéncia e média de intensidade de fluorescéncia de células NK na
producdao das citocinas GRANZIMA* e PERFORINA*
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Fonte: Prépria. Frequéncia e média de intensidade de fluorescéncia de células NK na producdo das
citocinas GRANZIMA* (A) e PERFORINA* (B) nos grupos de individuos masculino e feminino (*)
representa as diferencas estatisticas observadas entre os grupos consideradas significativas quando p
<0,05. (-) representa diferencas significativas observadas na frequéncia de células NK entre os grupos
avaliados.

Figura 8. Frequéncia e média de intensidade de fluorescéncia de células NK na
producao de CD107a/LAMP-1*
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Fonte: SILVA, E.D., 2020. Frequéncia e média de intensidade de fluorescéncia de células NK na
producdo de CD107a/LAMP-1* nos grupos de individuos do sexo masculino e feminino. Em (A) a
frequéncia de células NK CD107a/LAMP-1* e em (B) a média de intensidade de fluorescéncia para
CD107a/LAMP-1* (*) representa as diferencas estatisticas observadas entre os grupos consideradas
significativas quando p <0,05. (-) representa diferencas significativas observadas na frequéncia de
células NK entre os grupos avaliados
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6. DISCUSSAO

Individuos dos sexos masculino e feminino possuem o repertério celular e do
sistema imune semelhantes, diferindo apenas na frequéncia celular, intensidade e
magnitude de suas respostas a distintos agentes nocivos. A distincdo entre as
respostas imunes reflete o panorama das interacdes enddcrino-imunes geridas pelo
dimorfismo sexual (KLEIN, 2012).

Existem varias diferencas relacionadas ao dimorfismo sexual em respostas
imunes mediada pela imunidade inata, como por exemplo, a atividade e proliferacao
das células apresentadoras de antigenos (APCs). Estudos comprovam que a
frequéncia assim como a atividade dos mondcitos, macrofagos e células dendriticas
(DC) sdo maiores no sexo feminino quando comparado ao sexo masculino. Em linhas
gerais, as respostas imunes possuem maior intensidade em individuos do sexo
feminino quando comparado a individuos do sexo masculino. Entretanto, as células
NK em especifico apresentam maior atividade no sexo masculino (KLEIN, 2012;
KLEIN; FLANAGAN, 2016; RUGGIERI et al., 2016).

Aqui foram analisadas as diferencas nas frequéncias das células NK nos sexos
masculinos e femininos, na qual houve maior frequéncia nos homens em relagéo as
mulheres. Diferencas semelhantes na populacdo de células NK foram descritas
anteriormente ao analisar linfécitos T, linfocitos B e células NK, em individuos
saudaveis do sexo masculino e feminino (ABDULLAH et al., 2012). Este é o primeiro
estudo que analisa e compara a frequéncia populacional de células NK que expressam
marcadores extracelulares e intracelulares em individuos do sexo masculino e
feminino, caracterizando um trabalho pioneiro nos estudos imunoldgicos.

A disparidade de frequéncia populacional de subtipos de linfécitos ocasionada
pelo dimorfismo sexual, em especial nas células NK, pode resultar em uma maior
suscetibilidade para infeccbes oportunistas, desenvolvimento de neoplasias, além do
surgimento de doencgas autoimunes e sua progressao para patogénese (ABDULLAH
et al., 2012). Além disso, alguns estudos demonstraram que os fatores genéticos e
epigenéticos, somados aos hormonios sexuais, sdo variaveis que interferem
diretamente nos componentes da resposta imunologica (FISH, 2008; LIBERT,;
DEJAGER; PINHEIRO, 2010; MARKLE; FISH, 2014; FISCHER et al., 2015).

Dentre as células do sistema imunoldgico inato estédo as células NK, as quais

podem expressar receptores hormonais para os horménios sexuais, denotando que
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estas moléculas possuem uma atividade reguladora da fungéo destas células. Um dos
receptores expressos nas células NK sédo os receptores para estradiol a (ERa). O
estradiol, por sua vez, se caracteriza como um hormdnio encontrado em niveis
elevados em pessoas do sexo feminino e possuem a capacidade de ligacdo ao seu
receptor hormonal promovendo a diminui¢cao da atividade citotdxica das células NK no
sexo feminino (LIBERT; DEJAGER; PINHEIRO, 2010; FISCHER et al., 2015).

Apos avaliar a frequéncia das células NK em individuos saudaveis e visando
compreender os mecanismos dos marcadores imunolégicos aqui estudados, buscou-
se investigar a dindmica entre os receptores ativadores NKP44 e NKP46 e a molécula
CD94 que forma heterodimeros com a familia NKG2 das células NK no organismo
saudavel, contudo diferencas na expressao para tais marcadores imunolégicos néo
foram obtidas, sugerindo que a expressdo destas moléculas nao diferem entre os
sexos masculino e feminino.

Os receptores NKP44 e NKP46 séao expressos nas células NK, sendo o NKP46
expresso de forma constitutiva. O NKP44 é expresso majoritariamente nas células NK
ativadas por IL-2, IL-15 ou IL- 1B e 0 NKP46 tanto em células NK ativadas como em
repouso (VITALE et al.,, 1998; MATTIOLA et al.,, 2015; SHEMESH et al., 2016;
BARROW; MARTIN; COLONNA, 2019). Analisando a expressdo de NKP46 com as
variaveis etnia e género foi observado que a maior frequéncia de expressao estava
associada a pessoas do sexo feminino e de raca caucasiana. Ademais, a expressao
deste marcador pode estar condicionada a outros fatores que n&o foram aqui
estudados (GOLDEN-MASON et al., 2012). E possivel que a elevada ou a reducéo da
expressao destes receptores estejam associadas a condi¢cdes patoldgicas, como
discutido a seguir.

Em situagbes patoldgicas, a expressdo do NKP44 e NKP46 tanto podem ser
reduzidas (THANAPATI; GANU; TRIPATHY, 2017) como podem ser elevadas
(THANAPATI; DAS; TRIPATHY, 2015) no sangue periférico. Esse quadro de variacdo
na expressao dos receptores de ativacao de células NK € visualizado na infecgéo pelo
Chikungunya virus durante a fase crbnica da doenga para células NK NKP46* e na
fase cronica e recuperada para células NK NKP44*. Embora o sexo nao tenha sido
uma variavel estudada, os participantes da pesquisa eram de ambos 0s sexos, tanto
para o grupo controle, quanto para os grupos cronicos e recuperados (THANAPATI;
GANU; TRIPATHY, 2017). Dessa forma, pode-se sugerir que as diferencas na

producdo de receptores de ativagdo nas células NK estejam relacionadas tanto com
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a intensidade de resposta destas células, pois na fase aguda a carga viral encontra-
se alta em relacdo a fase crbnica, como pelo tipo de desafio que estdo sendo
expostas.

De acordo com Freud e colaboradores, no ano de 2006, células NK adquirem
expressao para o receptor CD94 durante a 4° fase de desenvolvimento nos 6rgaos
linféides secundarios, sendo este fendtipo coincidentemente alcancado paralelamente
com a capacidade de secrecdo de INF-y. Nao foram observadas diferengas
significativas para a diferenca de expressao deste receptor entre 0os sexos masculinos
e femininos.

Estudos transversais demonstraram que guando comparados pacientes
portadores de HIV/AIDS e pacientes com HIV e cancer, com média de idade de 43
— 46 anos nado havia resultados significativos em relacdo ao grupo controle, tendo
como possibilidade que a infeccdo cronica pela HIV pode ndo modular o perfil de
expressao das células NK CD94* (JUNIOR et al., 2017). Os resultados encontrados
foram semelhantes aos evidenciados aqui em condicbes saudaveis, o0 que
provavelmente tem relacdo com a expressao deste receptor associada com outros
fatores, como por exemplo, microambiente e a exposicéo de citocinas como IL-12 ou
IL-15 (TANAKA et al., 2004).

As células NK sédo capacitadas para produzir e secretar diferentes niveis das
citocinas IL-10 e IFN-y para regulagdo de processos inflamatdrios e das respostas
imunes (CLARK et al.,, 2016). Nao foram observadas diferengas na expressao de
ambas as citocinas entre os sexos masculino e feminino neste estudo. A IL-10 é uma
citocina cuja funcéo esta associada a protecao do organismo a respostas inflamatérias
exacerbadas e da mesma forma prevenindo patologias autoimunes (SARAIVA,
O’GARRA, 2010). Estudos relatam a influéncia de atividade fisica e a participacédo da
IL-10 produzida por células NK em processos fisioldgicos de homens idosos saudaveis
(JANKORD; JEMIOLO, 2004; ANJOS et al., 2016). Logo, um dos fatores que possam
estar associados a producéo de diferentes niveis significativos de IL-10 sao estimulos
pro-inflamatorios.

Nos trabalhos realizados por Jankord e Jemiolo (2004), utilizando a
participagcéo de 16 idosos do sexo masculino com idade entre 65 — 75 anos e que
desenvolviam altos ou baixos niveis de atividades fisicas, foram vistas diferencas
significativas utilizando a técnica de ELISA na producao de IL-10, comparado ao grupo

gue tinha alta pratica de exercicios fisicos com os de pouca préatica de exercicios
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fisicos. Além disso, também analisaram a producao de IL-6 nos mesmos participantes
e constataram que quanto maior a producao de IL-10, menor foi a producéao de IL-6
em participantes que desenvolviam alta pratica de exercicios. Em contraste,
participantes que desenvolviam pouca pratica de exercicios fisicos apresentaram
niveis aumentados de IL-6 e baixos de IL-10, evidenciando, dessa forma, um
mecanismo compensatério entre mecanismos pré e anti-inflamatorio dependente da
intensidade do exercicio fisico desenvolvido. Resultados semelhantes foram
encontrados em Windsor e colaboradores (2018). Mesmo na saude, variacdes na
producdo de citocinas requerem algum estimulo. O exercicio fisico € um fator
estimulante para a producdo de citocinas pré ou anti-inflamatoria, a depender da
intensidade do exercicio, sendo assim, em estado homeostatico os niveis de producao
de citocina IL-10 podem ser mantidos no equilibrio em ambos 0s sexos até serem
ativadas por algum processo ou estimulo (JANKORD E JEMIOLO, 2004).

As células NK contribuem de forma significativa para impedir a promocéo da
infeccdo viral e o desenvolvimento de células neoplasicas através da producdo de
IFN-y. O IFN-y apresenta como fungao principal a promog¢ao das fungdes fagociticas
dos macréfagos, a sintese de citocinas de carater pro-inflamatério e produtos
antimicrobianos, além da sintese de MHC de classe | e Il auxiliando na apresentacao
de antigeno (ABBAS, LICHTMAN, PILLAI, 2015). Estudos prévios comparando a
producao de IFN-y em condi¢des saudaveis em sexos opostos sdo escassos.

Em circunstancias patoldgicas a producédo de IFN-y por células NK pode ser
reduzida em pacientes portadores de cancer gastrico. Esse estudo analisou 261
participantes recém-diagnosticados para o cancer gastrico, no qual 161 eram do sexo
masculino e 100 do sexo feminino, com média de idade sendo 60,5 anos. Os pacientes
em comparagao com o grupo controle demonstraram niveis inferiores de produgéo de
IFN-y. Nao foi analisado a diferenca entre os sexos. No entanto, atribui a reducao
significativa dos niveis de IFN-y aos estagios mais avangados do cancer gastrico (LEE
et al., 2017).

Processos fisiologicos decorrentes do envelhecimento também podem alterar
de forma significativa a producdo de IFN-y pelas células NK em infec¢des cronicas.
Diante disso, Speziali e colaboradores (2004) analisaram o perfil de expressao de
células NK que produzem IFN-y em individuos de zona endémica para
esquistossomose. Participaram desse estudo pessoas de ambos os sexos com idades

entre 10 — 95 anos. Embora n&o tenham avaliado diferengas de producdo de IFN-y
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entre 0s sexos, o0 estudo objetivou estudar o perfil das células NK produtoras de IFN-
y em diferentes intensidades de infecgdo pelo Schistosoma mansoni durante o
processo de envelhecimento. Foram encontrados resultados demonstrando que as
células NK IFN-y* tem uma menor expressao apenas em individuos positivos e pos-
estimulados para o S. mansoni apés os 70 anos de idade, quando comparado com o
grupo negativo para a infeccéo referida anteriormente. Esses dados sugerem que a
producdo de IFN-y* pelas células NK podem ser moduladas pelo processo de
envelhecimento quando expostas a infec¢ao cronica.

As células NK possuem como componentes de combate a infeccfes e células
neoplasicas, a liberacéo de granzima e perforina. Buscou-se avaliar o perfil citotoxico
e de degranulacao das células NK quanto a liberacdo de Granzima B, Perforina e a
expressdo do CD107a/LAMP-1 entre individuos do sexo masculino e feminino.
Contudo, ndo obtivemos diferencas estatisticas para a expressao de Granzima.

Atualmente, pouco se conhece sobre como o dimorfismo sexual pode modular
a atividade citotoxica das células NK em condic6es saudaveis. E conhecido que niveis
elevados de granzima estdo associados a doencas inflamatérias, como a artrite
reumatoide (RONDAY et al., 2001; GOLDBACH-MANSKY et al., 2005). Em uma outra
situacao patoldgica, os niveis de granzima B sdo reduzidos, como visto em pacientes
HIV positivos tratados com a terapia antirretroviral (NABATANZI et al., 2019).
Nenhuma das literaturas supracitadas analisa a diferenca entre 0s sexos ha
expressao de granzima pelas células NK, entretanto evidenciam como a producéo de
granzima pode ser alterada dependente de qual desafio as células NK sdo expostas.

A avaliacdo da producéo de perforina apresentou resultados significativos, com
um aumento na producdo em individuos do sexo masculino. Os niveis de perforina
secretados pelas células NK frente a um organismo saudavel podem ser articulados
de acordo com as necessidades fisiol6gicas, isso porque 0s processos de morte
celular mediada pela producéo de perforina das células NK ocorrem naturalmente, por
outro lado, a diminuicdo exacerbada pode induzir processo patolégico, como no caso
da Linfo-histiocitose hemofagocitica familiar tipo dois (FHL-2), demonstrando o duplo
papel da perforina na protecdo ou promocédo de patologias (WILLENBRING;
JOHNSON, 2017).

Recentes pesquisas avaliando o PBMC de homens e mulheres saudaveis e a
relacdo com o envelhecimento analisaram as células CD56* NK de 172 participantes

com idade entre 22 a 93 anos. Foram vistas diferencas significativas na correlagéo
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entre aumento da idade e aumento da atividade citotoxica das células NK e
consequente aumento nos niveis de producdo de granzima e perforina em ambos 0s
sexos (MARQUEZ et al., 2020), dessa maneira, a variagio da producéo de granzima
e perforina entre 0s sexos aumenta substancialmente com a idade.

Durante o processo de envelhecimento, alterac6es epigenémicas podem diferir
entre 0s sexos, sendo estas capazes de modular o sistema imunologico. O
envelhecimento como processo fisioldgico € uma variavel importante no sistema
imunoldgico, sendo um dos processos que afeta a perda rapida de acessibilidade a
cromatina. Analises mostraram que PBMC passam por abruptas mudancas
epigendmicas em dois periodos distintos durante a vida adulta e diferem entre os
sexos, sendo a primeira entre as idades de 38 a 41 anos em mulheres e de 40 a 42
anos em homens. A segunda mudanga ocorre entre 66 a 71 anos nas mulheres e 62
a 64 anos nos homens com uma magnitude aumentada no sexo masculino
(MARQUEZ et al., 2020).

O processo de degranulacdo da célula NK associada a expressao de
CD107a/LAMP-1 demonstrou resultados significativos para a média de intensidade de
fluorescéncia, sendo maior no sexo masculino e menor no sexo feminino. Resultados
aparentes foram encontrados quando analisaram a expressdao de CD107a pelas
células NK pés-estimuladas em pessoas saudaveis, corroborando que as células NK
aumentam acentuadamente os niveis de degranulacdo quando ativadas. Ademais, 0
perfil citotoxico dessas células foi avaliado frente a expressdo e producdo de
CD107a/LAMP-1, INF-y e TNF-a, e foi visto que a maior parte das células NK pos-
estimuladas expressavam apenas o CD107a (66% NK CD107a*). Isso mostra que o
CD107a representa um marcador de expressdo notéria da atividade citotoxica das
células NK (ALTER; MALENFANT; ALTFELD, 2004; AKTAS et al., 2009). Além disso,
os resultados do MFI apontam que embora nao haja diferenca de expressao do
marcador em questéo, existe diferenca na propor¢ao da intensidade de producao
entre as células NK CD107a* do sexo masculino e do sexo feminino, sugerindo uma
capacidade intrinseca elevada de degranulac&o nos individuos do sexo masculino.

Dessa forma, a existéncia de diferencas celulares no dimorfismo sexual como
demostrado anteriormente, sugere que o sexo possui a funcionalidade de modular
caracteristicas imunes. Nas células NK essa variagao é refletida na frequéncia celular
e em algumas moléculas do perfil citotoxico destas células na faixa etaria

compreendida entre 20 — 23 anos. A aplicabilidade destes resultados podem ser
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visualizadas quando comparada as diversas situacfes patolégicas como forma de
promover o entendimento do processo patologico, além disso, esses dados fornecem
as caracteristicas homeostéticas destas células tendo como finalidade cooperar com
outros dados pré-existentes e com estudos que serdo desenvolvidos, dessa maneira
a elucidacao da interacdo entre o sistema endocrino-imune é satisfatéria para fornecer

indices de salde entre o dimorfismo sexual.



CONSIDERACOES FINAIS



53

7. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos como este sdo escassos, porém, apresentam alta relevancia, pois
fornecem informacfes de como os hormonios sexuais podem interagir com as células
e modular seu perfil, além de evidenciar como o sistema enddcrino esta em direta
relagdo com o sistema imune, assim fornecendo indicadores de saude. Pela primeira
vez as células NKs sédo estudadas em individuos saudaveis e comparadas entre
diferenca de sexo para os marcadores de citotoxidade, receptores de ativacédo e
producao de citocina pro e anti-inflamatoria.

Como foi evidenciado anteriormente, a varidvel biolégica sexo é um
componente importante na diferenca de mecanismos celulares promovidos pelas
células NK na saude, e como foi visto, ha diferencas significativas nas porcentagens
e perfil citotdxico destas células no dimorfismo sexual. Sendo assim, € possivel sugerir
que o dimorfismo sexual modula de forma direta a frequéncia e alguns dos

componentes do perfil citotoxico das células NK.
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Estamos convidando vocé para participar como voluntario de uma pesguisa sobre a Zika, Chikungunya
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mais fortes na Chikungunya e manchas avermelhadas parecidas com alergia no caso da zika. Outras pessoas
apresentam a doenca apenas com sintomas leves como febre, dores musculares, dor de cabeca, entre outros,
que podem confundir o diagnostico, por serem muito parecidas. Para isto, vamos realizar um estudo do seu
sistema de defesa (imunclogico), no qual serdo analisadas as células que s3o capazes de defender o organismo
contra o microorganismo que causa a Zika, a Chikungunya e a dengue.

Caso aceite participar do estudo vocé farda uma consulta médica e deverd permitir a realizacdo da
coleta do seu sangue. Além disto, vocé deverd autorizar o nosso acesso a sua ficha médica, para que possamos
coletar informagdes sobre o estado atual da sua doenca e os resultados dos exames realizados. Vocé também
devera responder um questiondrio a respeito da sua sadde. Quando vocé estiver respondendo esse guestionario
se alguma pergunta lhe causar constrangimento vocé podera deixar de respondé-la. Esses procedimentos se
justificam pelo fato da avaliacdo meédica, as informacdes acerca do seu estado de saude e também das
informagbes que constardo no questiondrio, nos permitir inclui-lo no grupo de pessocas doentes ou saudaveis,
visando uma correta distribuicdo e analise dos resultados obtidos.

Wamos a seguir, explicar a vocé para que utilizaremos o material bioldgico e os riscos e desconforto que
poderdo existir.

Todos os procedimentos estardo de acordo com as Resolucdes do Conselho Macional de Sadde. Com
sua permissao serdo coletados, por uma pessoa devidamente treinada, aproximadamente 15 mL do seu sangue;
utilizando material estéril e descartavel. Os riscos e desconfortos que vocé correra nessa coleta s8o minimos e
poderdo ser desmaio, sangramentos, manchas arroxeadas ou infeccdo no local da coleta. Entretanto iremos
minimizar estes riscos com cuidados na realizacdo deste procedimento, que 530 a limpeza no local da coleta
através da utilizacdo de alcool e pressionando a regido do braco onde foi feita a coleta com algoddo por alguns
minutos, apos a retirada da agulha. Com o sangue coletado iremos realizar um exame das células do seu
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sangue (hemograma), para determinar se vocé tem anemia. Uma parte do seu sangue sera armazenada a uma
temperatura que permita a conservacao das células em um equipamento direcionado para esse fim. A outra
parte do seu sangue iremos utilizar para estudar seu sistema de defesa (sistema imunolégico ), como também
faremos uma andlise para confirmar se vocé tem Zika, Chikungunya ou Dengue. Além disso, serd realizado o
estudo farmacologico da riparina, uma substdncia isolada de uma planta, gque guando colocada em contato com
o seu sangue poderad atuar de maneira positiva, ativando o seu sistema de defesa a combater melhor a infecgdo.
Essa abordagem permitira a proposicao futura de novas estratégias de diagnostico e tratamento e associagbes
terapéuticas, visando @ melhoria da qualidade de vida dos portadores dessas doengas. Apos a realizacgo dos
ensaios seu material bioldgico sera descartado.

Com a sua autorizacdo, uma parte do material biologico, o que foi acondicionado de maneira adequada
para manutencio das células, serd enviada para outro pais (Inglaterra), onde os pesquisadores de |a fardo
estudos de substdncias no sangue gue podem influenciar na resposta do seu sistema de defesa (imunologico).
Apos a realizacdo dos ensaios seu material biologico sera descartado.

Sua participacdo & voluntaria, o que significa que vocé poderad desistir a gualquer momento, retirando
seu consentimento, para a guarda e utilizacdo do material biologico sem gue isso lhe traga nenhum prejuizo ou
penalidade. Para erradicar qualquer risco de vazamentos dados dos prontuarios e questiondrios aplicados serdo
guardados em local seguro, conhecido apenas pela equipe brasileira envolvida na pesguisa. A amostra sera
armazenada como biorepositorio, que & um tipo de armazenamento das suas amostras, somente no tempo de
execucdo deste projeto. Também garantimos gue, o seu sangue gue ira para Inglaterra, sera utilizado apenas
para este estudo e, em seguida, descartados.

Todos o5 seus dados serdo confidenciais e colocados de maneira andnima por devida codificagdo dos
seus dados (ARBXX). Todas as informacgbes do sew prontudrio e questionarios serdo depositadas em um banco
de dados (drive), cuja senha s0 tera acesso os pesquisadores envolvidos. 50 apds essa codificacdo € gue o seu
material bioldgico sera encaminhado a Inglaterra. Garantimos que todas as informagdes obtidas serdo sigilosas e
seu nome nao sera identificado em nenhum momento. Os dados serdo guardados em local seguro e a divulgagdo
dos resultados sera feita de forma a nao identificar os voluntarios. Também € importante assegurar gue caso
vocé tenha interesse nos resultados de exames e da pesquisa basta solicitar ao pesquisador responsavel.

Os beneficios da sua participacdo nesta pesquisa sao que vocé estara contribuindo para um melhor
entendimento da doenga, e com estudos que podem trazer a descoberta de novos tratamentos efou cura .
Dessa maneira, contribuindo com a ciéncia e a comunidade a sua volta.

Sua participagdo nesta pesguisa € voluntaria. Viocé nao sera pago por participar do estudo. No entanto,
caso voceé tenha algum gasto, como por exemplo, com transporte e alimentagdo, vocé sera ressarcido. Caso sofra
algum dano decorrente da pesquisa (direto ou indireto, imediato ou tardio), vocé tera direito a assisténcia
integral e imediata pelo tempo que for necessario, além do direito de buscar indenizacio.

Vocé receberda uma via deste documento devidamente assinada pelo pesguisador e por vocé e
rubricada em todas as paginas por ambos. Toda duvida que vocé tiver a respeito desta pesgquisa, podera entrar
em contato com a pesguisadora Dr2 Tatjana Keesen de Souza Lima Clemente, no Centro de Biotecnologia,
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Departamento de Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba, Cidade
Universitaria- lo3o Pessoa - PB - Brasil - CEP: 58051-900 Fone: (83) 3216-7371.

Dividas a respeite de guestSes éticas desta pesguisa poderdo ser esclarecidas junto ao Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da UFPBE. O Comité de Etica em Pesquisa (CEF) & um colegiado interdisciplinar e
independente, que existe nas instituicdes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado
para defender os interesses dos sujeitos em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento
da pesquisa dentro dos padries éticos. Endereco: Hospital Universitdrio Lauro Wanderley-HULW- 22 andar (ao
lado da biblioteca) Horario do Expediente: 8:00 as 12:00 hs e 13:00 as 17:00 hs. Campus |-Cidade Universitaria-
Bairro: Castelo Branco-CEP:58053-200-lod0 Pessoa-PB- FAX (083) 32167522- CNPI:24098477/007-05- Telefone:
(083) 32167964~ E-mail:comitedeetica@hulw.ufpb. br.

Além do CEP, também existe o CONEP - A Comiss&o Macional de Etica em Pesquisa — que & responsavel
por examinar os aspectos éticos de pesquisas envolvendo seres humanos, nas seguintes areas: Genética
humana, reproducdo humana, novos dispositivos para a sadde, pesquisas em populagdes indigenas, pesquisas
conduzidas do exterior e aguelas que envolvam aspectos de biosseguranga. Enderego: Esplanada dos
Ministérios, Bloco G, Anexo B. Sala 1048. Brasilia-DF, CEP: 70.058-900. Fone: (61) 3315-3821 / 3315-2151 /
3315-3566. e-mail: cns@saude.gov.br

Vocg, ou alguém que vocé indigue em caso de abito ou condicdo incapacitante, tera o acesso gratuito a
todas as informagdes e resultados associados a seu material bioldgico, inclusive informagdes genéticas que
possam implicar riscos para doencas ndo preveniveis ou familiares. Quando tiver necessidade vocé também tera
aconselhamento genético gratuito. E importante afirmar que os seus dados genéticos s3o confidenciais e que
ndo serdo repassados a terceiros. Todas as suas informagdes genéticas serdo guardadas de forma andnima de
maneira codificada em um banco de dados guardado por senha. Apenas os pesquisadores envolvidos terdo
acesso a essas informacoes.

Declaro que compreendi os objetivos desta pesguisa, como ela serd
desenvolvida, os riscos & beneficios envolvidos, bem como os meus direitos, e concordo em
participar voluntariamente do estudo “Estudos das infecgdes causadas pelos virus da Zika,

Chikungunya e Dengue” autorizando o uso do meu sangue para a realizagdo deste estudo.

Participante da pesquisa: (assinatura ou impress3o datiloscapica):

data / /

Voluntario:

data f /

Pesquisador
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