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Resumo 
 Objetivo: Avaliação da morte celular por ativação 
em linfócitos T de pacientes com imunodeficiência 
comum variável (CVID) e de outros parâmetros da 
resposta imune. 
 Métodos: Células mononucleares obtidas a partir 
de sangue periférico (PBMC) de 32 pacientes com 
CVID e 32 indivíduos normais foram utilizadas para o 
estudo da expressão de CD40L, linfoproliferação e 
apoptose. Para a análise de marcadores de ativação 
(CD25 e CD69) e de interação entre células T e B 
(CD70) PBMC foram estimuladas por diferentes 
tempos (24, 48, 72 e 96 horas). Os sobrenadantes de 
cultura foram utilizados para quantificação de citoci-
nas (IL-2, IL-4, IL-5 e IFN-γ) por ELISA. Todos os 
testes laboratoriais foram aplicados no grupo controle 
de voluntários sadios. Os resultados foram analisados 
utilizando testes de diferença de proporções, ANOVA, 
Kruskal-Wallis e a prova de Mann-Whitney.  
 Resultados: O grupo de pacientes com CVID de-
monstrou aumento percentual de linfócitos CD3/CD4 
que sofreram apoptose em relação ao grupo controle 
(p<0,05) e menor expressão de CD40L (p<0,0001), 
CD25, CD69 e CD70 em estudo cinético. Foi obser-
vado decréscimo na síntese de IL-4 (p<0,05), IL-5 
(p<0,05) e menor quantidade de células CD3 
(p<0,005), CD3/CD4 (p<0,0001), CD3/CD4/CD45RA 
(p<0,0001), CD3/CD4/CD45RO (p<0,0001), CD19 
(p<0,0001), e na proporção de células CD3/CD4: 
CD3/CD8 (p<0,0001) no grupo de pacientes com 
CVID quando comparados com o grupo de indivíduos 
normais. 

Abstract 
Objective: Evaluation of activation induced cell 

death (AICD) on T lymphocytes and other parameters 
of the immune response in patients with common va-
riable immunodeficiency (CVID). 

Methods: Peripheral blood mononuclear cells 
(PBMC) from 32 patients with CVID and 32 normal 
controls were used to study CD40L expression, lymph 
proliferation and apoptosis. PBMC were stimulated 
for different time periods (24, 48, 72 and 96 hours) 
and analyzed for activation markers (CD25 and 
CD69) and markers of T-B interaction (CD70). Cyto-
kines (IL-2, IL-4, IL-5 and IFN-γ) were measured by 
ELISA in the culture supernatants. All laboratorial 
tests were applicable in the control group of health 
volunteer. The results were analyzed using the linear 
trend in proportion test, ANOVA, Kruskal-Wallis and 
Mann-Whitney. 

Results: Patients with CVID showed an increase in 
the percentage of CD3/CD4 lymphocytes dieing by 
AICD when compared with the control group 
(p<0,05), they also showed a decreased expression of 
CD40L (p<0,0001), CD25, CD69 and CD70 in a ki-
netic expression assay. A decreased in the synthesis of 
IL-4 (p<0,05) and IL-5 (p<0,05) was also observed. A 
decrease in the expression of CD3 (p<0,005), CD3/ 
CD4 (p<0,0001), CD3/CD4/CD45RA (p<0,0001), 
CD3/CD4/CD45RO (p<0,0001), CD19 (p<0,0001), 
and the CD3/CD4:CD3/CD8 ratio (p<0,0001) were 
observed when patients were compared to normal 
individuals.
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Conclusões: O aumento da morte de células T ati-
vadas sugere que este fenômeno seja responsável pelo 
decréscimo nas células T e B circulantes, expressão de 
CD40L, CD25, CD69 e CD70, além da síntese dimi-
nuída de citocinas Th2, com conseqüente prejuízo da 
resposta celular e mediada por anticorpos destes pa-
cientes.  
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Conclusions: The increase in AICD suggest that 
phenomena is responsible for the decrease in the le -
vels of peripheral blood T and B lymphocytes, as well 
as the decrease in the expression of CD40L, CD25, 
CD69 e CD70 and diminished synthesis of Th2-type 
cytokines, thus leading to the cellular immunity and 
antibody abnormalities observed in these patients. 
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Introdução 
 A CVID é uma imunodeficiência primária 
caracterizada por hipogamaglobulinemia, infec-
ções recorrentes principalmente do trato respi-
ratório, e em menor proporção, doenças auto-
imunes e neoplasias1-5. O diagnóstico da CVID 
depende da exclusão de outras síndromes com 
quadro de hipogamaglobulinemia, como Síndro-
me da hiper-IgM6, agamaglobulinemia ligada ao 
cromossomo X7, Síndrome de Duncan8 e, em 
adultos, leucemia, linfoma e timoma5,9. Casos 
sem evidência de transmissão familiar ou infec-
ciosa têm sido relatados, onde a utilização de sais 
de ouro e glicocorticóides pode induzir o surgi-
mento de um quadro persistente de hipogama-
globulinemia, enquanto o uso de sulfasalazina e 
difenil-hidantoína podem induzir um quadro si-
milar, porém transitório5.  
 O reconhecimento de antígenos e a presença de 
sinais co-estimulatórios promovem a ativação das 
células T “naive”, que passam a realizar expansão 
clonal e diferenciação em células T efetoras e de 
memória. A estimulação antigênica das células T 
efetoras induz a maior expansão clonal e desem-
penho das funções efetoras, como a secreção de 
citocinas e expressão de novas moléculas na su-

perfície das células T. Estas células T ativadas 
são capazes de produzir citocinas e expressar em 
sua superfície a molécula CD40L (CD154), even-
tos importantes para a geração de anticorpos e 
mudança de isótipo da cadeia pesada de imuno-
globulinas por células B. Contudo, a ativação de 
linfócitos T maduros também resulta na expres-
são de Fas (CD95) e síntese de novo do ligante de 
Fas (FasL) na superfície dos linfócitos T ativados, 
onde esta interação pode levar à morte celular por 
ativação. O resultado final desta ativação leva à 
formação de bolhas na membrana plasmática e 
degradação do ácido desoxirribonucleico nuclear, 
fenômeno designado apoptose10. Uma vez que a 
maioria dos pacientes brasileiros com CVID, e 
um subgrupo de pacientes do hemisfério Norte, 
apresentam redução no número e proporção de 
diferentes populações leucocitárias; resposta lin-
foproliferativa diminuída para antígenos e mitó-
genos; produção alterada de citocinas e alteração 
na expressão de moléculas de adesão e superfí-
cie1,2,11-14, este trabalho tem por objetivo o estudo 
da morte por ativação de células T nestes indiví-
duos e suas possíveis implicações sobre outros 
parâmetros da resposta imune. 
 
Objetivo do estudo 
 O objetivo do estudo foi avaliar a morte celular 
por ativação nas células T de pacientes com 
CVID e suas implicações sobre a expressão de 
marcadores de ativação e interação celular, pro-
dução de citocinas, linfoproliferação, e porcen-
tagem de linfócitos circulantes no sangue perifé-
rico.  
 
Métodos 

1-Laboratórios 
Os exames de rotina dos pacientes com CVID 

foram realizados no Laboratório Central do Hos-
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pital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 
Universidade de São Paulo. Os dados clínicos e 
laboratoriais foram obtidos de consulta aos pron-
tuários dos pacientes com CVID atendidos no 
ambulatório de Imunodeficiências Primárias da 
Disciplina de Imunologia e Alergia da Faculdade 

de Medicina da Universidade de São Paulo-FMU-
SP (tabela 1). 

Os experimentos in vitro foram realizados no 
Laboratório de Imunologia Clínica do Departa-
mento de Imunologia do Instituto de Ciências 
Biomédicas da Universidade de São Paulo - ICB 
IV-USP. 

 
Tabela 1 - Caracterização dos pacientes com CVID. 

 

Pacientes Idade 
atual 

Idade de 
diagnóstico 

Dosagem de 
imunoglobulinas  

Porcentagem de 
células B 

   IgG IgA IgM  
1 32 29 412 ND ND 2,93 
2 71 60 100 ND ND 4,32 
3 39 35 200 41 7 3,32 
4 18 16 546 ND 150 15,83 
5 49 47 102 ND ND 3,1 
6 49 47 ND ND ND 4,62 
7 29 26 38 ND ND 1,86 
8 44 42 173 ND 17 6,67 
9 24 22 452 7 2 3,08 

10 61 59 400 ND ND 4,79 
11 78 67 314 ND 255 4,01 
12 56 48 391 55 28 2,82 
13 56 48 8 ND ND 1,97 
14 18 16 326 15 3 4,04 
15 30 20 12 ND ND 1,66 
16 17 13 96 5 2 2,17 
17 57 43 363 ND 12 12,86 
18 29 27 ND ND ND 1,71 
19 15 12 329 13 8 5,03 
20 80 75 324 13 8 3,31 
21 29 26 ND ND ND 3,2 
22 25 18 380 97 184 1,07 
23 21 20 ND ND ND 2,01 
24 31 26 176 ND ND 3,5 
25 22 15 105 ND 3 6,5 
26 27 19 433 ND 2 3,43 
27 39 30 195 ND ND 5,02 
28 38 35 548 184 66 3,0 
29 38 21 157 ND ND 3,18 
30 62 53 776 ND ND 11,45 
31 36 34 100 ND ND 2,07 
32 15 14 377 ND 13 10,62 

ND = abaixo do limite de detecção. 
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2-Critérios de Inclusão e Exclusão 
Os pacientes incluídos neste estudo estão em 

acompanhamento na Disciplina de Imunologia 
Clínica e Alergia da FMUSP desde 1997. Os cri-
térios diagnósticos utilizados estão de acordo com 
a Organização Mundial de Saúde15, 16, Grupo Pa-
namericano de Imunodeficiência (PAGID) e So-
ciedade Européia de Imunodeficiências (ESID)17. 

Pacientes com CVID foram avaliados por pro-
va funcional da proteína BTK para a não inclusão 
de pacientes com XLA. Foram estudados 32 indi-
víduos com CVID (valores séricos de IgG médios 
abaixo de 300 mg/dL ou dois desvios-padrões a-
baixo dos níveis normais para a idade com níveis 
de IgM e IgA diminuídos, ao diagnóstico), 15 ho-
mens, acompanhados de respectivo grupo contro-
le constituído por 32 indivíduos voluntários nor-
mais (15 homens). Foram excluídos pacientes em 
utilização de medicamentos ou que foram subme-
tidos a exposição prévia a medicamentos causa-
dores de imunodeficiência humoral15,17 e pacien-
tes menores de dez anos de idade. A retirada de 
sangue ocorreu após o preenchimento do consen-
timento informativo por escrito sempre em paci-
entes sem infecção, imediatamente antes de rece-
berem o tratamento terapêutico de imunoglobuli-
nas humanas poliespecíficas para uso endovenoso 
(IVIG). 

Todos os procedimentos foram aprovados pelas 
comissões de ética em pesquisa em humanos do 
HC-FMUSP e do ICB-USP. 

 
3-Citometria de fluxo 
Amostras de sangue foram obtidas por punção 

de veias periféricas, coletadas em tubos heparini-
zados e preparadas para realizar a marcação dos 
linfócitos, expressão das moléculas de ativação, 
de interação entre células T e B e apoptose. 

Em resumo, procedeu-se a separação de PBMC 
por gradiente de centrifugação sobre Isolymph. 
Após lise das hemáceas, alíquotas de 100 µl con-
tendo 1,0x106 células foram incubadas com os 
respectivos anticorpos monoclonais durante 30 
minutos, à temperatura ambiente. Para a leitura de 
citometria de fluxo, foram utilizados anticorpos 
conjugados com isoticianato de fluoresceína 
(FITC), ficoeritrina (PE) ou CyChrome, acompa-
nhados de controle isotípico apropriado. As sus-
pensões celulares foram submetidas à leitura em 
citômetro de fluxo (FACScan – Becton Dickin-
son, Sunnyvale, CA). Foram analisadas 10.000 
células, utilizando como parâmetros; FSC (Forw-
ard scatter) x SSC (Side scatter), número de célu-
las x FL1, número de células x FL2, número de 
células x FL3, FL1 x FL2, FL1 x FL3 e FL2 x 
FL3 (figuras 1A e 1B). 

 
Figura 1A - Histograma representando a porcentagem de células CD3 obtidas a partir de pacientes com CVID e 
grupo controle. PBMC foram separadas após centrifugação com Isolymph. Após lise de hemáceas, as células foram 
incubadas com anticorpo anti-CD3 acompanhado de controle isotípico apropriado. As suspensões celulares foram 
submetidas a leitura em citômetro de fluxo utilizando como parâmetros FSC x SSC e número de células x FL3. Os 
valores descritos correspondem às porcentagens de células obtidas para cada experimento. 
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Figura 1B - Dot plot representando a porcentagem de células CD3CD4 obtidas a partir de pacientes com CVID e 
grupo controle. PBMC foram separadas após centrifugação com Isolymph. Após lise de hemáceas, as células foram 
incubadas com anticorpo anti-CD3+anti-CD4 acompanhados de controle isotípico apropriado. As suspensões celu-
lares foram submetidas a leitura em citômetro de fluxo utilizando como parâmetros FSC x SSC e FL1 x FL3. Os 
valores descritos correspondem às porcentagens de células obtidas para cada experimento. 
 

 
 

3.1.-Ensaio de morte celular por ativação 
Para o estudo da apoptose, PBMC foram culti-

vadas com fitohemaglutinina (PHA) durante 72 
horas e marcadas com anticorpos anti-CD3, anti-
CD4 e Anexina-V. 

 
3.2.-Cinética da expressão de moléculas de 

ativação e interação entre células T e B 
Para a cinética da expressão de moléculas de 

ativação e interação entre células T e B, PBMC 
foram cultivadas na presença de fitohemaglutini-
na (PHA) durante 24, 48, 72 e 96 horas e depois 
marcadas com anticorpos anti-CD3, anti-CD4 e 
anti-CD25 (cadeia α do receptor para IL-2); anti-
CD69 (glicoproteína de superfície expressa pre-
cocemente durante a ativação linfocitária); e anti-
CD70 (glicoproteína de superfície expressa tardi-
amente durante a ativação linfocitária). Para a ex-
pressão de CD40L (glicoproteína de superfície 
expressa na superfície das células T, que ao inte-
ragir com CD40 expresso na superfície das célu-
las B, é responsável pelo aumento da síntese de 
imunoglobulinas e troca de isótipo de cadeia pe-
sada), PBMC foram cultivadas na presença de 
PHA durante 24 horas e marcadas com anti-CD3, 
anti-CD4 e anti-CD40L.  
 

3.3.-Fenotipagem de PBMC 
Para o estudo fenotípico de subpopulações lin-

focitárias, PBMC foram marcadas com anticorpos 

anti-CD3, anti-CD3/CD4/CD8, anti-CD19, anti-
CD45RA e CD45RO.  

 
4-Linfoproliferação 
PBMC foram cultivadas na presença de conca-

navalina (Con-A) ou fitohemaglutinina (PHA) 
acompanhadas de respectivos poços controles 
sem estimulação antigênica durante 48 horas. Ti-
midina triciada foi acrescida 16 horas antes da 
finalização do tempo de cultura, e as células fo-
ram coletadas em filtros de papel e a radioativida-
de mensurada por cintilação em aparelho conta-
dor de radiação beta. O resultado de cada paciente 
foi expresso em função da média aritmética das 
contagens por minuto (cpm) das culturas em tri-
plicata, acompanhadas de desvio padrão. O índice 
de proliferação linfocitária correspondeu ao 
c.p.m. estimulado/c.p.m. não estimulado, onde 
valores aceitáveis para proliferação linfocitária se 
correlacionaram a índices de proliferação linfoci-
tária > 20. 

 
5-Dosagem de citocinas por ELISA 
PBMC foram cultivadas com fitohemaglutinina 

(PHA) durante 24 horas para a dosagem de IL-2, 
e 48 horas para IL-4, IL-5 e IFN-γ. Os sobrena-
dantes de cultura foram coletados e a quantifica-
ção de citocinas foi realizada por ELISA. 
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6-Análise estatística 
Utilizou-se para a análise estatística, os seguin-

tes testes para comparação dos grupos controle e 
CVID: ANOVA e Kruskal-Wallis (H), e utilizou-
se a prova de Mann-Whitney para a comparação 
entre os grupos de indivíduos normais e pacientes 
com CVID. Adotou-se como nível de significân-
cia o valor de 0,05 (α=5 %), e os níveis descriti-
vos (p) inferiores a esse valor foram considerados 
significantes. 
 

Resultados 
1-Morte celular por ativação 

 Os resultados para o ensaio de morte por ativa-
ção estão representados na figura 2, onde PBMC 
foram obtidas a partir de 26 pacientes com CVID 
e 28 indivíduos controle sadios. Neste experimen-
to foi verificada maior porcentagem de células 
mortas por apoptose no grupo de pacientes com 
CVID. Foi utilizada a prova de Mann-Whitney 
para a comparação entre os grupos e observou-se 
diferença estatisticamente significativa (p<0,05). 

 
 
 
Figura 2 - Porcentagem de células CD3/CD4 que sofreram apoptose após estimulação policlonal. O grupo de pa-
cientes com CVID (N=26) apresentou maior porcentagem de células mortas por ativação após estimulação durante 
72 horas com PHA que os controles (N=28). Estes valores estão representados numericamente pela s medianas de 
cada grupo experimental e demonstram diferença estatisticamente significativa (p<0,05).  
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2-Estudo da cinética de expressão de CD25, 
CD69, CD70 e CD40L após ativação. 

Utilizando PBMC de 29 pacientes com CVID e 
21 indivíduos controle para o estudo cinético da 
expressão de moléculas de superfície associados 
com a ativação de células T, ou com interação en-
tre células T e B, observamos em todos os tempos 
experimentais testados (24, 48 e 72 horas após 
ativação) que os linfócitos T de pacientes com 
CVID demonstraram menor expressão de CD25 
(figura 3A), CD69 (figura 3B) e CD70 (figura 

3C), quando comparados com a expressão destas 
moléculas na superfície dos linfócitos de indiví-
duos normais. Este mesmo achado foi observado 
para a expressão de CD40L no grupo de pacientes 
com CVID, sendo observada novamente uma di-
ferença estatística significativa na comparação 
entre os grupos conforme apresentado na figura 4 
(p<0,0001). Para a análise estatística desses resul-
tados procedeu-se a utilização dos testes ANO-
VA, Kruskal-Wallis (H) e Mann-Whitney. 
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Figura 3A - O estudo cinético de CD25 em células CD3CD4 demonstrou diminuição na expressão desta molécula 
em todos os tempos experimentais para o grupo de pacientes com CVID. PBMC foram estimuladas durante 24, 48, 
72 e 96 horas com PHA e as células foram coletadas nos respectivos tempos experimentais para a caracterização de 
CD25 em células CD3CD4. A análise estatística demonstrou diminuição estatisticamente significativa para a ex-
pressão desta molécula em todos os tempos experimetais no grupo de pacientes com CVID 

Figura 3B - O estudo cinético de CD69 em células CD3CD4 demonstrou diminuição na expressão desta molécula 
em todos os tempos experimentais para o grupo de pacientes com CVID. PBMC foram estimuladas durante 24, 48, 
72 e 96 horas com PHA e as células foram coletadas nos respectivos tempos experimentais para a caracterização de 
CD69 em células CD3CD4. A análise estatística demonstrou diminuição estatisticamente significativa para a ex-
pressão desta molécula em todos os tempos experimetais no grupo de pacientes com CVID.  

 
Figura 3C - O estudo cinético de CD70 em PBMC demonstrou diminuição na expressão desta molécula em todos 
os tempos experimentais para o grupo de pacientes com CVID. PBMC foram estimuladas durante 24, 48, 72 e 96 
horas com PHA e as células foram coletadas nos respectivos tempos experimentais para a caracterização de CD70. 
A análise estatística demonstrou diminuição estatisticamente significativa para a expressão desta molécula em to-
dos os tempos experimentais no grupo de pacientes com CVID. 
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Figura 4 - Células T ativadas de pacientes com CVID (N=25) apresentaram menor expressão de CD40L. PBMC 
foram isoladas de pacientes com CVID e indivíduos sadios (N=29), estimuladas com PHA durante 24 horas e mar-
cadas com anticorpos anti-CD3+anti-CD4+anti-CD40L. Os linfócitos T de pacientes com CVID apresentaram me-
nor expressão de CD40L, cujos valores das medianas encontram-se expressos para cada grupo, demonstrando a 
presença de diferença estatística significativa (p<0,0001).  
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3-Fenotipagem de PBMC  
Uma vez que os experimentos in vitro demons-

traram no grupo de pacientes com CVID diminui-
ção significativa na expressão de marcadores mo-
leculares de ativação e interação celular, fenôme-
nos responsáveis pela maior expansão clonal e 
desempenho das funções efetoras das células T, 
decidimos verificar a presença de possível redu-
ção no número de linfócitos no sangue periférico 
desses pacientes. Dessa forma, foi constatada 
uma diminuição percentual do número de células 

T CD3 (p<0,005) (figura 5), CD3/CD4 (p< 
0,0001) (figura 6), da proporção de células CD3/ 
CD4:CD3/CD8 (p<0,0001) (figura 7), células vir-
gens (CD45RA) (p<0,0001) (figura 8), de memó-
ria (CD45R0) (p<0,0001) (figura 9), e células B 
(p<0,0001) (figura 10) no grupo de pacientes com 
CVID. Para a análise estatística dos resultados 
obtidos, foi utilizado a prova de Mann-Whitney 
para a correlação entre o grupo de pacientes com 
CVID e o grupo controle. 

 
Figura 5 - O grupo de pacientes com CVID (N=32) apresentou diminuição percentual de células CD3 obtidas a 
partir de sangue periférico. PBMC obtidas de pacientes com CVID e de indivíduos sadios (N=32) foram marcadas 
com anticorpo anti-CD3, o que demonstrou menor quantidade destas células no grupo de pacientes com CVID. A 
comparação entre os dois grupos demonstrou diferença estatística significativa (p<0,005). 
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Figura 6 - O grupo de pacientes com CVID (N=32) apresentou diminuição percentual de células CD3CD4 obtidas 
a partir de sangue periférico. PBMC obtidas de pacientes com CVID e de indivíduos sadios (N=32) foram 
marcadas com anticorpo anti-CD3 e anti-CD4, o que demonstrou menor quantidade destas células no grupo de 
pacientes com CVID. A comparação entre os dois grupos demonstrou diferença estatística significativa (p<0,0001). 
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Figura 7 - O grupo de pacientes com CVID (N=32) demonstrou diminuição na comparação entre as proporções de 
células CD3CD4/CD3CD8. Após marcação das PBMC dos indivíduos com CVID e o grupo controle (N=32) com 
anticorpos antiCD3+anti-CD4 ou anti-CD8, observou-se que o grupo de pacientes com CVID apresentou diminui-
ção da proporção de células CD3CD4/CD3/CD8. Os valores acima descritos correspondem as medianas de cada 
grupo e a análise estatística demonstrou diferença significativa (p<0,0001).  
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Figura 8 - O grupo de pacientes com CVID (N=32) apresentou diminuição percentual do número de células T 
naive. PBMC obtidas de pacientes com CVID e de indivíduos sadios (N=32) foram marcadas com anticorpo anti-
CD3+anti-CD4+anti-CD45RA, o que demonstrou menor quantidade de células T CD45RA no grupo de pacientes 
com CVID. Os valores acima descritos correspondem as medianas de cada grupo e a análise estatística demonstrou 
diferença significativa (p<0,0001).  
 
 
 
 

CVID(29) Controle(32)
0

25

50

75

p<0,0001

8,00

39,69

P
or

ce
nt

ag
em

 d
e 

cé
lu

la
s

C
D

3/
4/

45
R

A

 
 
 
 
 
 
Figura 9 - O grupo de pacientes com CVID (N=19) apresentou diminuição percentual do número de células T de 
memória. PBMC obtidas de pacientes com CVID e de indivíduos sadios (N=32) foram marcadas com anticorpo 
anti-CD3 +anti-CD4+anti-CD45RO, o que demonstrou menor quantidade de células T CD45RO no grupo de 
pacientes com CVID. Os valores acima descritos correspondem as medianas de cada grupo e a análise estatística 
demonstrou diferença significativa (p<0,0001).  
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Figura 10 - O grupo de pacientes com CVID (N=32) demonstrou diminuição percentual na contagem de células B. 
PBMC obtidas de pacientes com CVID e de indivíduos sadios (N=32) foram marcadas com anticorpo anti-CD19, o 
que de-monstrou menor quantidade de células B no grupo de pacientes com CVID. Os valores acima descritos cor-
respondem as medianas de cada grupo e a análise estatística demonstrou diferença significativa (p<0,0001). 
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4-Linfoproliferação 
 A despeito da diminuição relativa e absoluta de 
diversas populações linfocitárias descritas acima, 
a resposta linfoproliferativa frente ao estímulo 
policlonal, representada pelo índice de estimula-
ção (IE), não apresentou diferença estatística na 
comparação entre os grupos de pacientes com 

CVID e o grupo controle (p=0,9529 para PHA e 
p=0,6135 para Con-A) (figura 11). Para a análise 
estatística dos resultados obtidos, foi utilizada a 
prova de Mann-Whitney para a comparação entre 
o grupo de pacientes com CVID e o grupo con-
trole. 

 
Figura 11 - O estudo da resposta linfoproliferativa para mitógenos não demonstrou diferença entre o grupo de pa-
cientes com CVID (N=32) e grupo controle  (N=32). PBMC foram estimuladas com PHA ou Con-A durante 48 ho-
ras, 16 horas antes da finalização do tempo de cultura, as células foram coletadas e a radioatividade mensurada 
através de cintilação em aparelho contador de radiação beta. Os valores acima descritos correspondem as medianas 
de cada grupo e a análise estatística não demonstrou diferença significativa. 
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5-Dosagem de citocinas por ELISA 
As citocinas estudadas não mostraram dife-

renças significantes entre o grupo de pacientes e 
grupo controle. Entretanto, pudemos observar 
menor produção de IL-4 (p<0,05) (figura 12), IL-

5 (p<0,05) (figura 13) pelo grupo de pacientes 
com CVID. Das citocinas cujos níveis produzidos 
após estimulação não diferiam entre os grupos ca-
be ressaltar a IL-2 (p=0,1484) (figura 14).  

 
Figura 12 - A produção de IL-4 foi inferir pelo grupo de pacientes com CVID (N=32) em relação aos controles 
(N=32). PBMC foram estimuladas durante 48 horas com PHA e os sobrenadantes foram coletados para dosagem de 
IL-4 por ELISA. Os valores acima descritos correspondem as medianas de cada grupo e a análise estatística 
demonstrou a presença de diferença significativa (p<0,05).  
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Figura 13 - A produção de IL-5 foi inferir pelo grupo de pacientes com CVID (N=32) em comparação aos contro-
les (N=32). PBMC foram estimuladas durante 48 horas com PHA e os sobrenadantes foram coletados para dosa-
gem de IL-5 por ELISA. Os valores acima descritos correspondem as medianas de cada grupo e a análise estatística 
demonstrou a presença de diferença significativa (p<0,05). 
 
 

CVID(32) Controle(32)
0

250

500

750 p<0,05

36,22

132,80IL
-5

 p
g/

m
l

 

66  Rev. bras. alerg. imunopatol. – Vol. 27, Nº 2, 2004                                                                        Alterações da imunidade...  – Errante, PR 



Figura 14 - A produção de IL-2 foi semelhante entre o grupo de pacientes com CVID (N=27) e grupo controle  
(N=32). PBMC foram estimuladas durante 24 horas com PHA e os sobrenadantes foram coletados para dosagem de 
IL-2 por ELISA. Os valores acima descritos correspondem às medianas de cada grupo e a análise estatística não 
demonstrou dife-rença significativa (p=0,1484).  
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Discussão 
 
 Determinamos neste estudo que linfócitos T de 
pacientes com CVID apresentaram maior taxa de 
morte por ativação, acompanhada de menor ex-
pressão de moléculas de ativação como CD25, 
CD69 e de interação entre células T e B, como 
CD40L e CD70. Uma vez que o reconhecimento 
de antígenos e a presença de sinais co-estimulató-
rios promovidos por esta moléculas favorecem a 
ativação das células T que passam a realizar ex-
pansão clonal, diferenciação e desempenho de 
suas funções efetoras, a ausência destes sinais po-
de comprometer a secreção de citocinas, prolife-
ração de células T e B, o que poderia contribuir 
para o quadro de linfopenia e prejuízo na síntese 
de imunoglobulinas por estes pacientes. 

Observamos em nosso estudo que o grupo de 
pacientes com CVID apresentou maior taxa de 
morte por ativação em relação ao grupo controle, 
sugerindo que a constante estimulação antigênica 
de linfócitos T ativados pode promover a morte 
de células T ativadas por apoptose. Uma vez que 
estas células foram capazes, na maioria dos paci-
entes, de proliferar e gerar IL-2 na presença de 
mitógeno, isto demonstra que estas células são 
capazes de sofrer ativação, o que vai contra nos-

sos resultados obtidos em estudo cinético de ati-
vação linfocitária e expressão das moléculas 
CD25, CD69, CD70 e CD40L.  

A despeito da importância da capacidade linfo-
proliferativa como parâmetro de atividade imuno-
lógica, esta medida é incapaz de oferecer infor-
mações funcionais sobre os linfócitos ativados. 
Desta forma decidimos determinar os tipos e a 
quantidade de citocinas produzidas após estimu-
lação policlonal em ambos os grupos, o que de-
monstrou um déficit na produção de citocinas do 
padrão Th2 (IL-4, IL-5), mas não Th1 (IL-2) no 
grupo de pacientes com CVID. Uma vez que altas 
concentrações de IL-2 favorecem a expressão de 
FasL sobre as células T estimuladas por antígeno, 
que ao interagirem com Fas induzem o processo 
apoptótico, isto sustenta a idéia de morte por ati-
vação das células T de pacientes com CVID. Nos-
sos resultados também podem ser reforçados por 
outras observações descritas em literatura que 
afirmam que este fenômeno pode ser reproduzido 
in vitro pela exposição a mitógenos, ou in vivo 
através dos superantígenos10. Como pacientes 
com síndromes de imunodeficiência acompanha-
da de hipogamaglobulinemia possuem risco au-
mentado de desenvolverem infecções recorrentes 
gastrintestinais e respiratórias por Streptococcus 
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pneumoniae, Hemophilus influenza ou Mycoplas-
ma pneumoniae 4,5, todos estes agentes portadores 
de superantígenos, não seria surpreendente que 
este fenômeno pudesse ocorrer em pacientes com 
CVID e contribuir para o surgimento de defeitos 
celulares observados em alguns deles.  

O grupo constituído por pacientes com CVID 
demonstrou diminuição percentual dos linfócitos 
T CD3 e CD3CD4 acompanhada da redução de 
outras subpopulações linfocitárias como CD45 
RA e CD45RO, fator contribuinte para alteração 
da relação CD3CD4/CD3CD8 observada nestes 
mesmos pacientes. Como as células T são impor-
tantes para a expansão clonal de células B e sínte-
se de anticorpos, a morte de células T ativadas 
poderia contribuir para a linfopenia de células B e 
síntese de anticorpos. Uma vez que esses fenôme-
nos in vitro poderiam se estender in vivo, esta se-
ria uma das explicações para a redução do núme-
ro de linfócitos no sangue periférico observado 
nesses pacientes e relatado também na literatu-
ra18,19 e descrito nesse trabalho, pela menor por-
centagem de linfócitos T e B circulantes no san-
gue periférico de pacientes com CVID. 

Tais observações nos parecem relevantes por 
indicar a possível existência de depleção seletiva 
de linfócitos ativados por antígenos, por mecanis-
mo apoptótico. Hipoteticamente, é possível que a 
morte celular por ativação seja induzida pela esti-
mulação repetida por antígenos amplamente dis-
seminados apresentados por APC, uma vez que 
pacientes com CVID apresentam infecções de ca-
ráter agudo, crônico ou de repetição. Iniciado o 
processo de ativação e estimulação repetitiva de 
células T, a morte por ativação de células T seria 
uma conseqüência fatídica, o que levaria a ausên-
cia de estimulação das células B pelas células T, 
seja dependente de interações cognatas pelo con-
tato célula a célula, ou não cognatas dependentes 
de fatores solúveis, o que explicaria em parte a 
hipogamaglobulinemia. 
 O acompanhamento de mais de setenta pacien-
tes brasileiros com CVID nos últimos dez anos 
nos permitiu estabelecer que estes indivíduos se 
comportam, em sua maioria, como um subgrupo 
de pacientes descritos em países do hemisfério 
Norte que apresentam associação entre os defei-
tos na imunidade humoral (hipogamaglobuline-
mia) e defeitos de imunidade celular. Este fato 
pode ser o resultado de diferenças na quantidade 

e qualidade dos patógenos aos quais nossos paci-
entes estão expostos, ou em diferenças na respos-
ta ao tratamento, uma vez que a terapia de reposi-
ção endovenosa de imunoglobulinas se faz, em 
grande parte, com imunoglobulinas oriundas da 
Europa ou dos Estados Unidos e conseqüente-
mente com um conteúdo de paratopos diferentes 
dos que se esperariam para a população brasileira, 
ou ainda, por diferenças genéticas. 

Esses fenômenos relacionados reforçam a hipó-
tese que a CVID seja uma enfermidade classifica-
da em dois subgrupos, um com disfunção predo-
minantemente humoral (hipogamaglobulinemia) e 
outro acompanhado de um défict celular17, con-
forme observado nos pacientes atendidos pelo 
Serviço de Alergia e Imunologia Clínica do Hos-
pital das Clínicas da FMUSP. Isto nos leva a su-
por que, em alguns pacientes, as alterações na 
resposta celular podem ser conseqüência do au-
mento na morte de células T ativadas, o que im-
plicaria em menor expressão de moléculas de ati-
vação e de CD40L, síntese prejudicada de citoci-
nas Th2, decréscimo do número de células T e B 
circulantes, com conseqüente prejuízo da resposta 
celular e mediada por anticorpos. Portanto, o es-
tudo dos mecanismos que controlam o apareci-
mento destas anormalidades contribuirá para o 
desenvolvimento de novos protocolos terapêuti-
cos para o tratamento dessa enfermidade, assim 
como oferecerá parâmetros objetivos que podem 
ser avaliados para determinar os fatores responsá-
veis pelas diferenças de comportamento observa-
das entre os nossos pacientes e outros grupos de 
pacientes com CVID descritos em países do he-
misfério Norte. 
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