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Alteracbesdaimunidade celular associada
a patogénese da I munodeficiéncia Comum Variavel

Changesin cellular immunity associated with the
pathogenesis of Common Variable | mmunodeficiency

Errante P.R.', Kokron C.M **, Toledo-Barros, M **, Camargo M.M °, Rizzo L.V. *’

Resumo

Objetivo: Avaliacdo da morte celular por ativacéo
em linfocitos T de pacientes com imunodeficiéncia
comum variavel (CVID) e de outros parametros da
resposta imune.

M étodos: Céulas mononucleares obtidas a partir
de sangue periférico (PBMC) de 32 pacientes com
CVID e 32 individuos normais foram utilizadas para o
estudo da expressdo de CD40L, linfoproliferacéo e
apoptose. Para a andlise de marcadores de ativagéo
(CD25 e CD69) e de interacdo 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 quantificacdo de citoci
nas (IL-2, IL-4, IL-5 e IFN-g) por ELISA. Todos 0s
testes laboratoriais foram aplicados no grupo controle
de voluntérios sadios. Os resultados foram analisados
utilizando testes de diferenca de proporgdes, ANOVA,
Kruskal-Wallis e a prova de Mann-Whitney.

Resultados: O grupo de pacientes com CVID de-
monstrou aumento percentua de linfécitos CD3/CD4
gue sofreram apoptose em relagdo ao grupo controle
(p<0,05) e menor expressdo de CD40L (p<0,0001),
CD25, CD69 e CD70 em estudo cinético. Foi obser-
vado decréscimo na sintese 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 proporcdo de cdlulas CD3/CD4:
CD3/CD8 (p<0,0001) no grupo de pacientes com
CVID guando comparados com o grupo de individuos
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: Periphera 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-g) were measured by
ELISA in the culture supernatants. All laboratoria
tests were applicable in the control group of hedlth
volunteer. The results were analyzed using the linear
trend in proportion test, ANOVA, Kruska-Wallis and
Mann-Whitney.

Results: Patientswith CVID showed anincreasein
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 aso 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
individuas.
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Conclusdes: O aumento damortede células T ati-
vadas sugere gue este fendmeno sgja responsavel pelo
decréscimo nascélulas T e B circulantes, expressao de
CDA40L, CD25, CD69 e CD70, dém da sintese dimi-
nuida de citocinas Th2, com conseqliente prejuizo da
resposta celular e mediada por anticorpos destes pa-
cientes.
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I ntroducéo

A CVID é uma imunodeficiéncia primaia
caacterizada por hipogamaglobulinemia,  infec-
¢Oes recorrentes principamente do trato respi-
ratério, e em menor proporcdo, doencas auto-
imunes e neoplasias'™®. O diagnéstico da CVID
depende da exclusdo de outras sindromes com
quadro de hipogameglobulinemia, como Sindro-
me da hiper-IgM®, agamaglobulinemia ligada a0
cromossomo X', Sindrome de Duncaf e em
adultos, leucemia, linfoma e timoma>®. Casos
sm evidéncia de transmissio familiar ou infec-
ciosa tém sdo relatados, onde a utilizacdo de sais
de ouro e glicocorticdides pode induzir o surgi-
mento de um quadro persstente de hipogama-
globulinemia, enquanto 0 uso de sulfasdazina e
difenil-hidantoina podem induzir um quadro S-
milar, porém transitorio®.

O reconhecimento de antigenos e a presenca de
snas co-edimulatérios promovem a ativacdo das
cdulas T “naive’, que passam a redizar expansio
clond e diferenciacdo em células T efetoras e de
memdria. A edimulacéo antigénica das cdulas T
efetoras induz a maor expansdo clond e desem-
penho das fungdes efetoras, como a secrecéo de
citocinas e expressdo de novas moléculas na s
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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 cdlular immunity and
antibody abnormalities observed in these patients.
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common variable immunodeficiency, citokines, inter-
leukins-2, -4, -5, anexin-V

peficie das clulas T. Edas cdulas T ativadas
S80 capazes de produzir citocinas e expressar em
sua superficie a molécula CD40L (CD154), even
tos importantes para a geracdo de anticorpos e
mudanca de isGtipo da cadela pesada de imuno-
globulinas por cdulas B. Contudo, a divacdo de
linfécitos T maduros também resulta na expres-
s80 de Fas (CD95) e sintese de novo do ligante de
Fas (Fasl) na superficie dos linfocitos T ativados,
onde edta interacdo pode levar a morte celular por
ativacéo. O resultado find dedta ativacdo leva a
formacdo de bolhas na membrana plasmédica e
degradacdo do é&cido desoxirribonucleico nuclear,
fendmeno designado apoptose’®. Uma vez que a
maoria dos pacientes brasleiros com CVID, e
um subgrupo de pacientes do hemisfério Norte,
apresentam reducdo no nimero e proporcéo de
diferentes populagbes leucocitérias, resposta lin-
foproliferativa diminuida para antigenos e mito-
genos, producdo aterada de citocinas e dteracéo
na expressio de moléculas de adesio e superfi-
det?1114 eqte trabalho tem por objetivo o estudo
da morte por ativacdo de cdulas T nestes indivi-
duos e suas possiveis implicagbes sobre outros
parametros da resposta imune.

Objetivo do estudo

O objetivo do estudo foi avdiar a morte celular
por aivacdo nas céulas T de pacientes com
CVID e suas implicagbes sobre a expresséo de
marcadores de ativacdo e interacdo celular, pro-
ducdo de citocinas, linfoproliferacdo, e porcen
tagem de linfocitos circulantes no sangue perifé-
rico.

M étodos

1-Laboratérios

Os exames de rotina dos pacientes com CVID
foram redizados no Laboratdrio Centrd do Hos
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pitd das Clinicas da Faculdade de Medicina da de Medicina da Universdade de S&o Paulo-FMU-
Universdade de S&o Paulo. Os dados clinicos e SP (tabela 1).

laboratoriais foram obtidos de consulta aos pror+ Os experimentos in vitro foram redizados no
tudrios dos pacientes com CVID atendidos no Laboratério de Imunologia Clinica do Departa
anbuladrio de Imunodeficiéncias Primédrias da mento de Imunologia do Ingituto de Ciéncias
Disciplina de Imunologia e Alergia da Faculdade Biomédicas da Universdade de Séo Paulo - ICB

IV-USP.
Tabela 1 - Caracterizacao dos pacientes com CVID.
Pacientes  G0a  diagnesico imunoatobulinas - cdulasE
109G I0A IgM
1 32 29 412 ND ND 2,93
2 71 60 100 ND ND 4,32
3 39 35 200 41 7 332
4 18 16 546 ND 150 15,83
5 49 47 102 ND ND 31
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 28 282
13 56 48 8 ND ND 197
14 18 16 326 15 3 4,04
15 30 20 12 ND ND 1,66
16 17 13 96 5 2 217
17 57 43 363 ND 12 12,86
18 29 27 ND ND ND 1,71
19 15 12 329 13 8 503
20 80 75 324 13 8 331
21 29 26 ND ND ND 32
22 25 18 380 97 134 1,07
23 21 20 ND ND ND 2,01
24 31 26 176 ND ND 35
25 22 15 105 ND 3 6,5
26 27 19 433 ND 2 343
27 39 30 195 ND ND 502
28 33 35 548 184 66 30
29 33 21 157 ND ND 318
30 62 53 776 ND ND 11,45
31 36 A 100 ND ND 2,07
32 15 14 377 ND 13 10,62

ND = abaixo do limite de deteccao.
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2-Critérios de I ncluséo e Exclusdo

Os pacientes incluidos neste estudo etdo em
acompanhamento na Disciplina de Imunologia
Clinica e Alergia da FMUSP desde 1997. Os cri-
térios diagndgticos utilizados estéo de acordo com
a Organizacdo Mundid de Saide™ *°, Grupo Pa
namericano de Imunodeficiéncia (PAGID) e So-
ciedade Européia de Imunodeficiéncias (ESID)*’.

Pacientes com CVID foram avaiados por pro-
va funciond da proteina BTK para a ndo inclusio
de pacientes com XLA. Foram estudados 32 indi-
viduos com CVID (vaores séricos de IgG médios
abaixo de 300 mg/dL ou dois desvios-padrdes a
baixo dos niveis normais para a idade com nivels
de IgM e IgA diminuidos, a0 diagndstico), 15 ho-
mens, acompanhados de respectivo grupo contro-
le constituido por 32 individuos voluntérios nor-
mais (15 homens). Foram excluidos pacientes em
utilizagdo de medicamentos ou que foram subme-
tidos a exposicdo prévia a medicamentos causa
dores de imunodeficiéncia humora™!’ e pacien
tes menores de dez anos de idade. A retirada de
sangue ocorreu apds 0 preenchimento do consent
timento informativo por escrito sempre em paci-
entes sam infecgdo, imedistamente antes de rece-
berem o tratamento tergpéutico de imunoglobuli-
nas humanas poliespecificas para uso endovenoso
(IVIG).
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Todos os procedimentos foram aprovados pelas
comissdes de éica em pesquisa em humanos do
HC-FMUSP e do ICB-USP.

3-Citometria de fluxo

Amostras de sangue foram obtidas por puncdo
de veias periféricas, coletadas em tubos heparini-
zados e preparadas para redlizar a marcacéo dos
linfocitos, expressio das moléculas de ativacdo,
deinteracéo entre células T e B e apoptose.

Em resumo, procedeu-se a sparacdo de PBMC
por gradiente de centrifugacdo sobre 1solymph.
Apés lise das hemécess, diquotas de 100 m con
tendo 1,0x10° cdulas foram incubadas com os
respectivos  anticorpos  monoclonais durante 30
minutos, a temperatura ambiente. Para a leitura de
citometria de fluxo, foram utilizados anticorpos
conjugados com isoticianato de fluoresceina
(FITC), ficoeritrina (PE) ou CyChrome, acompa
nhados de controle isotipico apropriado. As sus-
pensdes celulares foram submetidas a leitura em
citobmetro de fluxo (FACScan — Becton Dickin-
son, Sunnyvale, CA). Foran andisadas 10.000
cdulas, utilizando como parametros;, FSC (Forw-
ard scatter) x SSC (Side scatter), niUmero de célu-
las x FL1, nimero de cdulas x FL2, nimero de
céulas 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 apés centrifugacéo com Isolymph. Apds lise de heméceas, as células foram
incubadas com anticorpo anti-CD3 acompanhado de controle isotipico apropriado. As suspensies celulares foram
submetidas a leitura em citbmetro de fluxo utilizando como par@metros FSC x SSC e nimero de cdlulas x FL3. Os
valores descritos correspondem as 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. PBM C foram separadas apds centrifugacéo com Isolymph. Apos lise de hemécess, as células foram
incubadas com anticorpo anti-CD3+anti-CD4 acompanhados de controle isotipico apropriado. As suspensdes celu-
lares foram submetidas a leitura em citdmetro de fluxo utilizando como parémetros FSC x SSC e FL1 x FL3. Os
valores descritos correspondem as porcentagens de células obtidas para cada experimento.
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3.1.-Ensaio de morte celular por ativagao

Para 0 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 expressdo de moléculas de
ativacdo einteracdo entrecélulas T eB

Para a cinética da expressio de moléculas de
ativacéo e interacéo entre células T e B, PBMC
foram cultivadas na presenca de fitohemaglutini-
na (PHA) durante 24, 48, 72 e 96 horas e depois
marcadas com anticorpos anti-CD3, anti-CD4 e
anti-CD25 (cadeia a do receptor para IL-2); anti-
CD69 (glicoproteina de superficie expressa pre-
cocemente durante a ativacéo linfocitéia); e anti-
CD70 (glicoproteina de superficie expressa tardi-
amerte durante a ativacdo linfocitéria). Para a ex-
pressito de CDA40L (glicoproteina de superficie
expressa na superficie das cdulas T, que a0 inte-
ragir com CD40 expresso na superficie das cdu-
las B, é responsavel pelo aumento da sintese de
imunoglobulines e troca de isdtipo de cadeia pe-
sada), PBMC foram cultivadas na presenca de
PHA durante 24 horas e marcadas com anti-CD3,
anti-CD4 e anti-CD40L.

3.3.-Fenctipagem de PBMC
Para 0 estudo fenotipico de subpopulacbes lin-
focitéarias, PBMC foram marcadas com anticorpos

anti-CD3, anti-CD3/CD4/CD8, anti-CD19, anti-
CDA45RA e CD45RO.

4-Linfoproliferacdo

PBMC foram cultivadas na presenca de conca
navdina (ConA) ou fitchemaglutinina (PHA)
acompanhadas de respectivos pogos controles
sem edimulagdo antigénica durante 48 horas. Ti-
midina tricada fol acrescida 16 horas antes da
findizacdo do tempo de cultura, e as cdulas fo-
ram coletadas em filtros de papd e a radioativida
de mensurada por cintilacdo em apardho conta
dor de radiacdo beta. O resultado de cada paciente
foi expresso em funcdo da média aritmética das
contagens por minuto (cpm) das culturas em tri-
plicata, acompanhadas de desvio padréo. O indice
de proliferacdo linfocitéria correspondeu a0
cp.m. edimulado/cp.m. ndo edimulado, onde
vaores aceitavels para proliferacdo linfocitaria se
corrdlacionaram a indices de proliferacéo linfoci-
taria> 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-g. Os sobrena-
dantes de cultura foram coletados e a quantifica-
Ga0 de citocinas foi realizada por ELISA.
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6-Andlise estatistica

Utilizowrse para a andise edatigica, 0s seguin-
tes testes para comparacdo dos grupos controle e
CVID: ANOVA e Kruska-Wadlis (H), e utilizow
s a prova de Mann-Whitney para a comparagdo
entre os grupos de individuos normais e pacientes
com CVID. Adotou-se como nivel de sgnificar
cia o vaor de 0,05 @=5 %), e os niveis descriti-
vos (p) inferiores a esse vaor foram consderados
dgnificantes.
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Resultados

1-Morte celular por ativacéo

Os resultados para 0 ensaio de morte por ativa-
Ca0 estdo representados na figura 2, onde PBMC
foram obtidas a partir de 26 pacientes com CVID
e 28 individuos controle sadios. Neste experimen
to foi verificada maor porcentagem de cdulas
mortas por apoptose no grupo de pacientes com
CVID. Foi utlizada a prova de Mann-Whitney
para a comparacéo entre Gs grupos e observou-se
diferenca estatisticamente sgnificativa (p<0,05).

Figura 2 - Porcentagem de células CD3/CD4 que sofreram apoptose apés estimulacdo policlonal. O grupo de pa-
cientes com CVID (N=26) apresentou maior porcentagem de células mortas por ativagdo apos estimulagdo durante
72 horas com PHA que os controles (N=28). Estes valores estéo representados numericamente pelas medianas de
cada grupo experimental e demonstram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).
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2-Estudo da cinética de expressdo de CD25,
CD69, CD70 e CD40L apés ativacgao.

Utilizando PBMC de 29 pacientes com CVID e
21 individuos controle para 0 estudo cinético da
expressio de moléculas de superficie associados
com a ativacdo de cdlulas T, ou com interacdo en
tre cdulas T e B, observamos em todos os tempos
experimentais testados (24, 48 e 72 horas apés
ativacdo) que os linfécitos T de pacientes com
CVID demonstraram menor expressio de CD25
(figura 3A), CD69 (figura 3B) e CD70 (figura

Controle(28)

3C), quando comparados com a expressdo destas
moléculas na superficie dos linfécitos de indivi-
duos normais. Este mesmo achado foi observado
para a expressdo de CD40L no grupo de pacientes
com CVID, sendo observada novamente uma di-
ferenca edaidica dgnificativa na comparacéo
entre os grupos conforme gpresentado na figura 4
(p<0,0001). Para a andlise estatistica desses resul-
tados procedenrse a utilizacdo dos testes ANO-
VA, Kruska-Wadlis (H) e Mann-Whitney.
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Figura 3A - O estudo cinético de CD25 em células CD3CD4 demonstrou diminui¢ao na expressao 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 caracterizacdo de
CD25 em células CD3CD4. A andlise estatistica demonstrou diminuicao estatisticamente significativa para a ex-
pressdo desta molécula em todos os tempos experimetais no grupo de pacientes com CVID
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Figura 3B - O estudo cinético de CD69 em células CD3CD4 demonstrou diminuicdo na expressdo 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 col etadas nos respectivos tempos experimentai s para a caracterizacao de
CD69 em células CD3CD4. A andise estatistica demonstrou diminuicdo estatisticamente significativa para a ex-
pressao desta molécula em todos os tempos experimetais no grupo de pacientes com CVID.
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Figura 3C - O estudo cinético de CD70 em PBMC demonstrou diminui¢cdo na expresso desta molécula em todos
0S 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 caracterizacéo de CD70.
A andlise edtatistica demonstrou diminuicdo estatisticamente significativa para a expressdo 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 expressao de CD40L. PBMC
foram isoladas de pacientes com CVID e individuos sadios (N=29), estimuladas com PHA durante 24 horas e mar-
cadas com articorpos anti-CD3+anti-CD4+anti-CD40L. Os linfocitos T de pacientes com CVID apresentaram me-
nor expressdo de CD4O0L, cujos vaores das medianas encontram-se expressos para cada grupo, demonstrando a

presenca de diferenca estatistica 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-
c2o dgnificativa na expressdo de marcadores mo-
leculares de ativacdo e interacdo cedular, fenbme-
nos responsveis pea maior expanséo clond e
desempenho das funcles efetoras das cdulas T,
decidimos verificar a presenca de possivel redu-
¢80 no numero de linfécitos no sangue periférico
desses pacientes. Dessa forma, foi condatada
uma diminuicdo percentud do nimero de cdulas

Controle(29)

T CD3 (p<0,005) (figura 5), CD3/CD4 (p<
0,0001) (figura 6), da propor¢céo de células CD3/
CD4:CD3/CD8 (p<0,0001) (figura 7), cdulas vir-
gens (CD45RA) (p<0,0001) (figura 8), de memo-
ria (CD45R0) (p<0,0001) (figura 9), e cdlulas B
(p<0,0001) (figura 10) no grupo de pacientes com
CVID. Para a andlise eddtistica dos resultados
obtidos, foi utilizado a prova de Mann-Whitney
para a correlagdo entre o grupo de pacientes com
CVID e o grupo controle.

Figura 5 - O grupo de pacientes com CVID (N=32) apresentou diminui¢do percentual de células CD3 obtidas a
partir de sangue periférico. PBMC obtidas de pacientes com CVID e de individuos sadios (N=32) foram marcadas
com anticorpo anti-CD3, o que demonstrou menor quantidade destas células no grupo ce pacientes com CVID. A
comparacao entre os dois grupos demonstrou diferenca estatistica significativa (p<0,005).
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Figura 6 - O grupo de pacientes com CVID (N=32) apresentou diminui¢do percentua de cédlulas CD3CD4 obtidas
a partir de sangue periférico. PBMC obtidas de pacientes com CVID e de individuos 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 comparagdo entre os dois grupos demonstrou diferenca estatistica significativa (p<0,0001).
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Figura 7 - O grupo de pacientes com CVID (N=32) demonstrou diminui¢do na comparacéo entre as proporcdes de
células CD3CD4/CD3CD8. Ap6s marcagdo das PBMC dos individuos 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-
¢ao da proporcéo de células CD3CD4/CD3/CD8. Os vaores acima descritos correspondem as medianas de cada
grupo e a andlise estatistica demonstrou diferenca significativa (p<0,0001).
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Figura 8 - O grupo de pacientes com CVID (N=32) apresentou diminui¢do percentual do nimero de cdlulas T
naive. PBMC obtidas de pacientes com CVID e de individuos 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 andlise estatistica demonstrou
diferenca significativa (p<0,0001).
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Figura 9 - O grupo de pacientes com CVID (N=19) gpresentou diminui¢cdo percentua do nimero de cdlulas T de
memoria. PBMC obtidas de pacientes com CVID e de individuos sadios (N=32) foram marcadas com anticorpo
anti-CD3 +anti-CD4+anti-CD45R0O, 0 que demonstrou menor quantidade de células T CD45RO no grupo de
pacientes com CVID. Os vaores acima descritos correspondem as medianas de cada grupo e a andise estatistica
demonstrou diferenca significativa (p<0,0001).

p<0,0001

20,58

CD3/4/45R0O

Porcentagem de células

4,26

CVID(29) Controle(32)



Alteragdes daimunidade... — Errante, PR

Rev. bras. alerg. imunopatol. —Vol. 27, N° 2, 2004 65

Figura 10 - O grupo de pacientes com CVID (N=32) demonstrou diminui¢do percentual na contagem de células B.
PBMC obtidas de pacientes com CVID e de individuos 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 andlise estatistica demonstrou diferenca significativa (p<0,0001).
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4-Linfoproliferacao

A despeito da diminuicéo relativa e absoluta de
diversas populacBes linfocit&ias descritas acima,
a resposta linfoproliferativa frente a0 egtimulo
policlonal, representada pelo indice de estimua
¢cd (IE), ndo agpresentou diferenca edtatistica na
comparagdo entre 0S grupos de pacientes com

Controle(32)

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

Figura 11 - O estudo da resposta linfoproliferativa para mitégenos ndo demonstrou diferenca 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 finalizacdo do tempo de cultura, as células foram coletadas e a radioatividade mensurada
através de cintilagdo em aparelho contador de radiacéo beta. Os valores acima descritos correspondem as medianas
de cada grupo e a andlise estatistica ndo demonstrou diferenca significativa.
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5-Dosagem de citocinas por ELISA

As citocinas estudadas ndo mostraram  dife-
rencas sgnificantes entre 0 grupo de pacientes e
grupo controle. Entretanto, pudemos observar
menor producdo de IL-4 (p<0,05) (figura 12), IL-
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5 (p<0,05) (figura 13) pelo grupo de pacientes
com CVID. Das citocinas cujos niveis produzidos
ap0s edimulacéo ndo diferiam entre os grupos ca
be ressaltar alL-2 (p=0,1484) (figura 14).

Figura 12 - A producdo de IL-4 foi inferir pelo grupo de pacientes com CVID (N=32) em relagdo aos controles
(N=32). PBMC foram estimuladas durante 48 horas com PHA e os sobrenadantes foram col etados para dosagem de
IL-4 por ELISA. Os vaores acima descritos correspondem as medianas de cada grupo e a andise edtatistica

demonstrou a presenca de diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 13 - A producdo de IL-5 foi inferir pelo grupo de pacientes com CVID (N=32) em comparacdo 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 aandlise estatistica

demonstrou a presenca de diferenca significativa (p<O

05).
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Figura 14 - A producdo 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 & medianas de cada grupo e a andlise estatistica ndo

demongtrou dife-renca significativa (p=0,1484).
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Discussao

Determinamos neste estudo que linfécitos T de
pacientes com CVID gpresentaram maior taxa de
morte por aivacdo, acompanhada de menor ex-
pressdo de moléculas de ativacdo como CD25,
CD69 e de interacdo entre cdulas T e B, como
CD40L e CD70. Uma vez que o reconhecimento
de antigenos e a presenca de sinais co-esimulato-
rios promovidos por esta moléculas favorecem a
aivacdo das cdulas T que passam a redizar ex-
pansio clond, diferenciacdo e desempenho de
suas funcles efetoras, a auséncia destes sinais po-
de comprometer a secrecdo de citocinas, prolife-
racéo de cdulas T e B, 0 que poderia contribuir
para 0 quadro de linfopenia e prguizo na sintese
de imunoglobulinas por estes pacientes.

Observamos em nosso estudo que 0 grupo de
pacientes com CVID agpresentou maior taxa de
morte por ativagdo em relacdo ao grupo controle,
sugerindo que a condante estimulagdo antigénica
de linfécitos T ativados pode promover a morte
de cdlulas T ativadas por apoptose. Uma vez que
edas cdulas foram capazes, na maoria dos paci-
entes, de proliferar e gerar IL-2 na presenca de
mitdégeno, isto demondra que estas cdulas sdo
capazes de sofrer ativacdo, 0 que va contra nos-
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sos resultados obtidos em estudo cinético de ati-
vacdo linfocitiia e expressio das moléculas
CD25, CD69, CD70 e CD40L.

A despeito da importancia da capacidade linfo-
proliferativa como parametro de dividade imuno-
l6gica, esta medida é incapaz de oferecer infor-
magdes funcionais sobre os linfocitos ativados.
Desta forma decidimos determinar os tipos e a
quantidade de citocinas produzidas apés estimu-
lacdo policlonal em ambos os grupos, o que de-
monstrou um déficit na producdo de citocinas do
padréo Th2 (IL-4, IL-5), mas ndo Thl (IL-2) no
grupo de pacientes com CVID. Uma vez que dtas
concentracbes de IL-2 favorecem a expresséo de
FasL sobre as cdulas T edtimuladas por antigeno,
gque a0 interagirem com Fas induzem O processo
gpoptdtico, isto sustenta a idéia de morte por ati-
vacdo das cdlulas T de pacientes com CVID. Nos-
s0s resultados também podem ser reforgados por
outras observagbes descritas em literatura que
afirmam que este fendmeno pode ser reproduzido
in vitro pela exposicdo a mitdgenos, ou in vivo
dravés dos superantigenost’. Como pacientes
com sindromes de imunodeficiéncia acompanha-
da de hipogamaglobulinemia possuem risco aw
mentado de desenvolverem infecches recorrentes
gadtrintestinais e repiratOrias por Streptococcus
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pneumoniae, Hemophilus influenza ou Mycoplas-
ma pneumoniae *°, todos estes agentes portadores
de superantigenos, ndo seria surpreendente que
este fendbmeno pudesse ocorrer em pacientes com
CVID e contribuir para 0 surgimento de defeitos
celulares observados em aguns deles.

O grupo condtituido por pacientes com CVID
demongrou diminuicdo percentud dos linfocitos
T CD3 e CD3CD4 acompanhada da reducéo de
outras subpopulagbes linfocitérias como CD45
RA e CD45RO, fator contribuinte para ateracéo
da relacdo CD3CD4/CD3CD8 observada nestes
mesmos pacientes. Como as cdulas T sfo impor-
tantes para a expansto clond de cdulas B e sinte-
se de anticorpos, a morte de céulas T ativadas
poderia contribuir para a linfopenia de cdlulas B e
sintese de anticorpos. Uma vez que esses fenbme-
nos in vitro poderiam se estender in vivo, esta se-
ria uma das explicaches para a reducdo do nlme-
ro de linfécitos no sangue periférico observado
nesses pacientes e reatado também na literatu
rat®1® e descrito nesse trabalho, pela menor por-
centagem de linfécitos T e B circulantes no san
gue periférico de pacientes com CVID.

Tas observagbes nos parecem relevantes por
indicar a possivel existéncia de deplecéo seletiva
de linfécitos aivados por antigenos, por mecanis-
mo apoptético. Hipoteticamente, é possive que a
morte celular por ativacdo ®ja hduzida pela edti-
mulacéo repetida por antigenos amplamente dis-
seminados gpresentados por APC, uma vez que
pacientes com CVID apresentam infecgbes de ca
rater agudo, crbnico ou de repeticdo. Iniciado o
processo de ativacdo e estimulagdo repetitiva de
cdulas T, a morte por ativacdo de cdulas T seria
uma consequiéncia fatidica, o que levaria a ausén+
cia de estimulacéo das células B peas cdulas T,
sga dependente de interagbes cognatas pelo con-
tato céula a célula, ou ndo cognatas dependentes
de fatores sollvels, o que explicaria em pate a
hipogameaglobulinemia

O acompanhamento de mais de setenta pacient
tes brasleiros com CVID nos ultimos dez anos
nos permitiu estabelecer que estes individuos se
comportam, em sua maioria, como um subgrupo
de pacientes descritos em paises do hemisfério
Norte que apresentam associacdo entre os defe-
tos na imunidade humord (hipogamaglobuine-
mia) e defeitos de imunidade cdular. Egte fato
pode ser o resultado de diferencas na quantidade
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e qualidade dos patdgenos aos quais NoSsoS paci-
entes estdo expostos, ou em diferencas na respos-
ta ao tratamento, uma vez que a terapia de repos-
¢ endovenosa de imunoglobulinas se faz, em
grande pate, com imunoglobulinas oriundas da
Europa ou dos Estados Unidos e conseglente-
mente com um contelldo de paratopos diferentes
dos que se esperariam para a populacdo braslera,
ou ainda, por diferencas genéticas.

Esses fenbmenos relacionados reforcam a hipo-
tese que a CVID sga uma enfermidade classfica
da em dois subgrupos, um com disfungcéo pedo-
minantemente  humord  (hipogamaglobulinemia) e
outro acompanhado de um défict celular!’, con
forme observado nos pacientes atendidos peo
Servico de Alergia e Imunologia Clinica do Hos
pita das Clinicas da FMUSP. Isto nos leva a s
por que, em aguns pacientes, as dteracbes na
resposta celular podem ser consequéncia do aun
mento na morte de cdulas T ativadas, 0 que im-
plicaria em menor expressio de moléculas de ti-
vacdo e de CD40L, sintese prejudicada de citoci-
nas Th2, decréscimo do nimero de cdulas T e B
circulantes, com consegliente prejuizo da resposta
celular e mediada por anticorpos. Portanto, 0 es-
tudo dos mecanismos que controlam o apareci-
mento destas anormdidades contribuira para 0
desenvolvimento de novos protocolos  terapéuti-
CoS para 0 tratamento dessa enfermidade, assm
como oferecera parametros objetivos que podem
s avdiados para determinar os fatores responsa
vels pelas diferencas de comportamento observa-
das entre 0s nNossos pacientes e outros grupos de
pacientes com CVID descritos em paises do he-
misfério Norte.
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