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RESUMO

Marques OC. Alteracdoes genético-moleculares em pacientes deficientes
de CD40OL [Dissertacao]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade de Sao Paulo; 2008.

A deficiéncia de CD40 Ligante (CD40L) ou sindrome de Hiper-IgM
ligada ao X (X-HIGM) é considerada uma imunodeficiéncia primaria
combinada de células T e B. O CD40L é expresso na superficie de
linfécitos T ativados e interage com o CD40 expresso na superficie de
linfécitos B, macroéfagos, células dendriticas, células endoteliais e
neutrofilos. A interacao CD40L-CD40 transmite sinais que induzem
ativacao, diferenciacao e proliferacao celular. Nosso objetivo foi
analisar as alteracoes genético-moleculares da molécula CD40L que
acometeram individuos de 5 familias brasileiras, ocasionando X-HIGM.
Genotipamos 25 individuos, sendo 6 pacientes com X-HIGM, 13
parentes relacionados heterozigotos e 6 homozigotos sadios. Dentre os
pacientes com X-HIGM dois eram de origem caucasoide e 4 eram
mesticos. A idade dos pacientes variou de 2 a 20 anos e o quadro
clinico de infeccoes de repeticdo teve inicio em média nos primeiros 4
meses de vida. As principais infeccoes recorrentes manifestadas pelos
pacientes foram pneumonia e otite. O paciente TB apresentou
blastomicose, observacao original nesta imunodeficiéncia. A analise
genético-molecular foi heterogénea. No paciente TB foi detectado um
defeito de splicing levando a delecao do exon 3 (r.345_402del do gene
CD40L (CD40LG) no paciente FS uma nova substituicao missense
2.11856 G>C (c.476 G>C, pW140C), no paciente KC uma substituicao
nonsense g.11855 G>A (c.475G>A, p. W140X), e nos pacientes CH, FE
e VIC uma delecao g. 3074_3077delTAGA, levando a alteracao no
processamento do RNA. A fenotipagem dos leucocitos demonstrou que

a contagem de linfocitos T auxiliares (CD3*CD4"), linfécitos citotoxicos



(CD3*CD8%), linfocitos B (CD19*CD40%) e linfocitos T ativados
(CD3*CD69") dos pacientes foram similares aos controles sadios.
Contudo, foi observada uma reducdo significativa nos niveis de
expressdao de CD40L na superficie de linfocitos CD3* e CD4* dos
pacientes. A analise dos linfocitos T por microscopia confocal revelou
que as c€lulas dos homozigotos com expressao residual do CD40L em
sua superficie também apresentam reducao na densidade da expressao
da molécula CD3, sugerindo a necessidade da integridade molecular do
CD40L para a expressao normal do CD3. Concluimos que mutacoes no
CD40L que levam a sindrome de X-HIGM sao heterogéneas e a analise
genético-molecular permitiu um diagnostico preciso tornando possivel
o aconselhamento genético e a triagem dos recém-nascidos das

familias avaliadas.

Palavras-chave: CD40 Ligante; Imunodeficiéncias Primarias; Defeito

genético-molecular.



ABSTRACT

Marques OC. Molecular genetic defects in CD40L-deficient patients
[Dissertacao]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo; 2008.

CD40-Ligand (CD40L) deficiency or X linked Hyper-IgM
syndrome (X-HIGM) is considered a T and B cell combined primary
immunodeficiency. CD40L is expressed on the cell surface of activated
T lymphocytes and interacts with CD40, expressed on the surface of B
lymphocytes, macrophages, dendritic cells, endothelial cells, and
neutrophils. The CD40L-CD40 interaction induces activation,
differentiation, and cell proliferation. Our aim was to analyze the
molecular-genetic alterations of CD40L molecule affecting individuals
of 5 Brazilian families, leading to X-HIGM. We genotyped 25
individuals, whom 6 were X-HIGM patients, 13 were heterozygote
related patients, and 6 were healthy homozygotes. Within the patients
with X-HIGM, two of them were of caucasoid origin and four were
“mesticos”. The patients’ age ranged from 2 to 20 years and their
recurrent infections started in average during their first 4 months of
life. The main recurrent infections were pneumonia and otitis. The
patient TB presented blastomycosis, a unique observation in this
immunodeficiency. @ The  molecular-genetic  analysis  revealed
heterogeneity. TB patient presented a splicing defect causing a deletion
of exon 3 (r.345_402del) of CD40L gene (CD40OLG). Patient FS
presented a new missense mutation g.11856 G>C (c.476 G>C,
pW140C). Patient KC presented a nonsense substitution g.11855 G>A
(c.475G>A, p. W140X). Patients CH, VIC, and FE presented a deletion
g. 3074_3077delTAGA, causing an alteration on RNA processing. The
leukocytes fenotyping demonstrated that T helper lymphocytes
(CD3*CD4%), T cytotoxic lymphocytes (CD3*CD8*), B lymphocytes



(CD19*CD40%), and T activated (CD3*CD69*) cell counts of patients
were similar to healthy controls. However it was observed a significant
reduction of CD40L expression on cell surface patients’ CD3* and CD4*
lymphocytes. The T lymphocyte confocal microscopy analysis revealed
that homozygotes with residual expression of CD40L in their surface
also presented a reduction on the density of CD3 molecule expression,
suggesting the need of molecular integrity of CD40L for normal CD3
expression. We conclude that mutations on CD40L leading to X-HIGM
syndrome are heterogeneous and the molecular-genetic analysis
allowed a precise diagnosis making possible the genetic counseling and

newborn screening of the involved families.

Key words: CD40 Ligand; Primary Immunodeficiency; molecular-

genetic defects.
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1 INTRODUCAO

A interacao CD40L-CD40 exerce papel central na regulacao de
varios aspectos da resposta imunologica, tais como ativacao e
diferenciacao dos linfocitos T (Grewal et al., 1995), desenvolvimento de
linfécitos T regulatorios (Treg) (Guiducci et al., 2005), apresentacao
antigénica pelas células dendriticas (Caux et al., 1994), ativacao da
resposta imune celular (Harmsen, 1995), e resposta imune humoral

(Fuleihan et al., 1993) (Figura 01).
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Figura 01. Interacdo entre o CD40 e o CD40L e seu papel na regulacdo da resposta imune.
Linfécitos TCD4+ (LT) expressando o CD40L interagem com CD40 expresso nas
células B, macréfagos ou células dendriticas (DC) induzindo a ativacao, diferenciacao
e funcao efetora dessas células. Esta interacdo é importante para a diferenciacao de
subpopulacédes de linfocitos T (Th1, Th2 e Treg). TCR, Receptor de célula T.

Fonte: Adaptado de Mathur et al., 2006.



1.1 Interacdo CD40L-CD40: dados histéricos

A molécula CD40 foi descrita pela primeira vez como um antigeno
expresso em células de carcinomas de bexiga (Koho et al., 1984). Quatro
anos depois utilizando anticorpos anti-CD40, Gordon e colaboradores
(1988) observaram que o CD40 era importante para a proliferacao dos
linfocitos B e Hirohata e colaborados (1988) demonstraram que linfocitos
T ativados eram capazes induzir a proliferacao dos linfocitos B, a troca de

classe de imunoglobulinas e a secrecao de anticorpos.

Utilizando uma molécula construida a partir da associacao da
porcao extracelular do CD40 com wuma cadeia constante de uma
imunoglobulina (CD40-Ig), Noelle e colaboradores (1992) demonstraram
que o CD40-Ig era capaz de se ligar a uma glicoproteina de 39-kDa, que

foi denominada de gp39 importante para a ativacao dos linfocitos B.

Armitage e colaboradores (1992) descobriram em camundongos o
gene que codificava a gp39 e o denominaram de CD40 ligante (CD40L).
No mesmo ano, foi descoberta a proteina homoédloga ao CD40L em
humanos, identificada por meio de anticorpos monoclonais, capazes de
inibir a capacidade dos linfocitos T ativados de induzir a ativacao dos
linfécitos B (Lederman et al., 1992a), enquanto outros trés grupos de
forma independente identificaram o gene que codificava o CD40L (Graf et

al., 1992; Hollenbaugh et al., 1992; Lederman et al., 1992b).

Em 1993, outros cinco grupos independentes demonstraram que
mutacoes no gene CD40L (CD40LG) eram responsaveis por uma
imunodeficiéncia caracterizada por falhas na troca do isotipo de
imunoglobuina (Ig) M (IgM) para os demais isotipos IgG, IgA e IgE (Aruffo
et al., 1993; Korthauer et al., 1993; Di Santo et al., 1993; Allen et al.,
1993; Fuleihan et al., 1993). Esta imunodeficiéncia foi originalmente
considerada uma imunodeficiéncia primaria humoral, denominada

sindrome de Hiper-IgM ligada ao X (X-HIGM). Nesta mesma €época a

22



expressao do CD40 foi detectada em varias outras células (Figura 02),
tais como superficie dos linfocitos T (Were et al., 1991; Indzhiia et al.,
1992), em basofilos (Valent et al., 1990), em progenitores mieloides
(Saeland et al., 1992),em eosinofilos (Ohkawara et al., 1996), em
monocitos (Alderson et al., 1993), macrofagos (MO) (Kennedy et al.,
1996), em células dendriticas (DC) (Freudenthal e Steinman., 1990), em
células epiteliais timicas (Galy e Spits, 1992), em células endoteliais
(Karmann et al., 1995), em fibroblastos (Fries et al., 1995), em células do
musculo liso (Lazaar et al., 1998), em queratinocitos (Gaspari et al.,

1996), e neutrofilos (Khan et al., 2006).

A molécula CD40L foi inicialmente identificada na superficie de
Linfocitos T CD4*. Posteriormente, foi detectada em varias outras células
(Figura 02) tais como linfocitos CD8* (Roy et al., 1993; Paganelli et al.,
1995; Sad et al., 1997), basoéfilos (Gauchat et al., 1993), monocitos (Cock
et al., 1993), mastocitos (Gauchat et al., 1993), linfocitos B (Grammer et
al., 1995) eosinofilo (Gauchat et al., 1995), células exterminadoras
naturais (NK) (Carbone et al., 1996), células dendriticas (Pinchuk et al.,
1996), macrofagos (Mach et al., 1997), células endoteliais e células do
musculo liso (Mach et al., 1997), plaquetas (Henn et al., 1998) e células

epiteliais (Gaweco et al., 1999).
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Figura 02. Células que expressam o CD40 e o CD40L. (A) No centro a imagem encontra-se o
Linfocito B (LB), a célula do sistema imunolégico em que a expressdo do CD40 foi
primeiramente detectada. Circundando o L.B encontra-se o nome das demais células
em que a a expressdo de CD40 foi subseqiientemente encontrada. (B) No centro a
imagem encontra-se o Linfécito T (LT), a primeira célula em que a expressdo CD40L
foi detectada. Circundando o LT encontra-se o nome das demais células em que a
expressdo do CD40L foi posteriormente encontrada. M@, macréfago. DC, célula
dendritica.

Fonte: Adaptado de: www.sbi.org.br/sbinarede/SBInarede52/index.html

Apobs essas descobertas, a inibicao da interacao CD40L-CD40 com
anticorpos anti-CD40L e/ou anti-CD40 e o desenvolvimento de
camundongos geneticamente deficientes de CD40L ou CD40, permitiu
avancar o conhecimento sobre as implicacoes desta interacao,
demonstrando sua importancia para a resposta imonologica celular
(Cosyns et al., 1998; Hayashi et al., 1999; Marriot et al., 1999; Wiley e
Harmsen, 1995; Kamanaka et al., 1996), resposta inflamatoria (Kiener et
al., 1995) e contra tumores (Mackey et al., 1997). Além disso,
estabeleceu-se a associacao entre niveis elevados da expressao do CD40 e
do CD40L e a patogenia de doencas de ordem inflamatoria e auto-imune,
tais como, esclerose maultipla (Gerritse et al., 1996), na doenca do
enxerto-versus-hospedeiro (Larsen et al., 1996), aterosclerose (Mach et
al., 1998), doenca inflamatoéria intestinal (Liu et al., 1999) e doenca de

Alzheimer (Calingasan et al., 2002). Em razao disso, muitos
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pesquisadores tém investigado a modulacao da interacao CD40-CD40L,

para fins terapéuticos.

Com a identificacao de fenotipos e defeitos associados a interacao
dos linfocitos T e B, T e células dendriticas, T e fagocitos, a
imunodeficiéncia primaria inicialmente denominada de sindrome de
Hiper-IgM ligada ao X, passou a ser também denominada defici€éncia de
CD40L e foi reclassificada como uma imunodeficiéncia combinada de

linfocitos T e B (Geha et al., 2007).

No ano de 2003 Brodeur e colaboradores demonstraram que a
ativacao dos linfécitos B, via CD40, nao era estritamente dependente do
CD40L. A proteina ligante do C4b (C4BP), uma molécula regulatoria da
via classica do complemento, também pode ligar-se ao CD40 expresso na
superficie dos linfécitos B, ativa-los e induzi-los a trocar de classe de

imunoglobulinas.

Recentemente revelou-se que o CD40L também pode mediar o
processo inflamatorio, independentemente do CD40, ao interagir com o
receptor de integrina MAC-1 (CD11b/CD18) expresso em monocitos e
macrofagos (Zirlik et al., 2007).

1.2 Estrutura do CD40L: do gene a proteina

Nossos milhares de genes estao armazenados nas moléculas de
acido desoxirribonucléico (DNA) que em conjunto com nucleoproteinas
formam os nossos cromossomos. O controle exercido pelo DNA sobre a
producao de proteinas € indireto. No nucleo das células, o DNA transmite
suas informacoes genéticas para o acido ribonucléico (RNA) e esse por
sua vez, apos sofrer o processo de “splicing” (clivagem interna dos
transcritos primarios para a excisdo dos introns seguida da uniado dos
exons), € transportado para o citoplasma, onde codifica a producao de

proteinas (Watson et al., 20006).
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O gene CD40L (CD40LG) esta localizado no cromossomo X na
posicao Xq26.3 (Notarangelo et al., 1996). Este gene possui 5 exons e 4
introns perfazendo um total de mais de 12 Kilo Bases (Villa et al., 1994)
(Figura 03a) O CD40LG codifica uma proteina transmembrana de 39 kDa
composta por 261 aminoacidos pertencente a superfamilia do fator de

necrose tumoral (TNF) (Hollenbaugh et al., 1992).

O exon 1 do CD40LG codifica o primeiro aminoacido da proteina
CDA40L até o aminoacido de numero 52, o exon 2 até o 96, o exon 3 até o
115, o exon 4 até 136 e o exon 5 até o aminoacido 261, que corresponde
ao término da proteina (Figura O3b) (Villa et al., 1994). Os 261
aminoacidos que compoem o CD40L estao distribuidos numa regiao
intracelular (IC) formada pelos aminoacidos numero 1 ao 23, seguida da
regidao transmembrana (TM) composta pelos aminoacidos 23 ao 47 e pela
regido extracelular (EC) composta pelos aminoacidos de numero 47 ao
261. Entre os aminoacido 123 e 261 da proteina CD40L localiza-se o

dominio que possui homologia ao fator de necrose tumoral TNF (TNFH).

A proteina CD40L também pode ser encontrada numa forma
soluvel (sCD40L) formada a partir da clivagem da forma transmembrana.
Esta clivagem gera uma molécula soluvel de 18 kDa com os 148 ultimos
aminoacidos do CD40L, que por conservar o dominio TNFH intacto

mantém a capacidade de ligar-se ao CD40 (Graf et al., 1995).
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Figura 03. Localizacdo e estrutura do CD40L. (A) O CD40LG humano localiza-se na regiédo
cromossomica Xq26.3. Este gene consiste de 5 exons (verde) e quatro introns (preto).
Abaixo de cada intron esta demonstrado o nimero de bases de cada um deles. Em
vermelho, antecedendo o exon I, localiza-se a regidao 3’ UTR (do inglés, untranslated
region) e apés o exon 5 a regido 5’ UTR (B) A barra superior representa o RNAm do
CD40L formado apés a transcricio do CD40LG. A barra inferior, representa os
dominios da proteina CD40L. As linhas tracejadas demonstram cada uma das
porcoes da proteina CD40L que os exons do RNAm e o CD40LG codificam. O exon I
codifica a regido intracelular (IM), transmembrana (TM) e o inicio da porcao
extracelular (EC). Ja os exons II-V codificam toda a regido extracelular (EC) da
proteina CD40L onde localiza-se o dominio TNFH.

Fonte: Adaptado de (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=cd40lg)
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1.3 Interag¢do CD40L-CD40 e sua influéncia na resposta imunolégica
1.3.1 Linfécitos T

Nos linfocitos, a expressdao do CD40L é regulada positivamente
apos o reconhecimento do antigeno pelo complexo TCR (receptor de
células T) (Nusslein et al., 1996) e em seguida a interacao entre o CD28
expresso na superficie dos linfécitos T com as moléculas co-
estimulatorias da familia B7, estabilizam a expressao do CD40L pelos
linfocitos (Johnson-Leger et al., 1998). Fisiologicamente citocinas pro-
inflamatorias tais como a interleucina-1 (IL-1), IL-4, o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) (Armitage et al., 1992; Gauchat et al., 1993; Mach et
al., 1997) e a propria ligacao com o CD40 (Pinchuck et al., 1996) também
aumentam a expressdao do CD40L, ao passo que o fator de crescimento

transformador-f inibe a expressao do CD40L (Roy et al., 1993).

Quando linfécitos T (LT) interagem com células apresentadoras de
antigenos (APC), reconhecem o antigeno e a regidao polimorfica das
moléculas codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade
(MHC), através do receptor de células T (TCR) (Clevers et al., 1988)
(Figura 04). Essa regidao de contato entre o linfocito T e a APC é
denominada sinapse imunologica (Krummel e Allison, 1995; Monks et al.,
1998; Grakoui et al., 1999). As moléculas CD4 e CD8 agem como co-
receptores reconhecendo as regidoes nao polimoérficas das moléculas
codificadas pelos genes do MHC de classe I e classe II, respectivamente.
Apbs o reconhecimento do antigeno, as moléculas CD3 e cadeias Zeta
medeiam a transducdo do primeiro sinal necessario a ativacao dos LT

(Allison et al., 1987).

O segundo sinal importante para a ativacdo dos linfocitos T é
proveniente das moléculas co-estimulatéorias CD28 e CD40L que
interagem, respectivamente, com as moléculas B.7 e CD40, expressas na

superficie das APCs, o que resulta na co-estimulacdo dos linfocitos T e
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contribui para a expansao clonal dos linfocitos T virgens (Walunas et al.,

1996; Griggs et al., 1996) (Figura 04).

Na superficie dos linfoécitos T virgens o CD40L é expresso
constitutivamente em niveis baixos. Apos o primeiro sinal de ativacado os
niveis de expressao do CD40L aumentam significativamente (Roy et al.,
1993; Lesly et al., 2006). Uma vez ativado, o linfécito T e a APC iniciam a
reorganizacao do citoesqueleto. Esta alteracao do citoesqueleto é
fundamental para a estabilizacdo da interacao linfécito T-APC e
consequente proliferacao dos linfocitos T e sua diferenciacao (Rothoeft et
al., 2006). Esta estimulacdo culmina com a expressao de fatores de
transcricao importantes, tais como o fator nuclear kapa B (NF kB), o fator
nuclear de linfocitos T ativados (NFAT), e a proteina de ativacao-1 (AP-1)
(Francis et al., 1995; Lai e TAN et al., 1994)
(http:/ /www.biocarta.com/genes/index.asp) necessarios a diferenciacao

e desenvolvimento da funcao efetora dos linfécitos T (Figura 04).

A interacao entre o CD40L expresso na superficie dos Linfécitos
TCD4+, com o CD40 expresso na superficie das APCs, seja de linfocitos B,
macrofagos ou células dendriticas, emite sinais de “feedback” positivo,
resultando tanto na ativacdo e diferenciacao das APCs, como na
potencializacao da ativacao dos linfocitos T e consequiente proliferacao e
diferenciacao dos mesmos (Caux et al., 1994; Grewal et al., 1995;

Harmsen et al., 1995; Fuleihan et al., 1995; Guiducci et al., 2005).
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MHC I

Figura 04. Primeiro e segundo sinais importantes para a ativacdo do linfécito T CD4+. O
primeiro sinal é emitido pelo reconhecimento do antigeno pelo complexo TCR. Em
seguida o linfécito T aumenta os niveis de expressdo do CD40L. Em sinergismo com
o CD28, o CD40L emite o segundo sinal importante para a plena ativacdo do
linfocito T. Estes eventos culminam com a ativacado de fatores de transcricao que
atuarado na diferenciacéo e proliferacdo celular. NF-kb, fator nuclear kB; NFAT, fator
nuclear de linfécitos T ativados, AP-1 proteina de ativacéo-1.

Fonte: Adaptado de (http://www.biocarta.com/genes/index.asp). Acessado em:
17/06/2008
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1.3.2 Células Dendriticas

As células dendriticas (DC) exercem um importante papel na
resposta imunologica contra infeccoes associando a imunidade inata e a
adaptativa. DC imaturas capturam o antigeno e entdo migram para os
linfonodos onde apresentam os antigenos aos linfocitos T nas regides
paracorticais. Essas células sao encontradas em varios tecidos e orgaos

do corpo (Banchereau et al., 2000).

A interacao CD40-CD40L é fundamental para que macrofagos e
células dendriticas produzam o fator de necrose tumoral-a (TNF- a) e a
interleucina-12 (IL-12) que sao citocinas pro-inflamatorias e indutoras de
producao de interferon-y (IFN-y) pelos linfécitos T (Chan et al., 1991;
Trinchieri, 1994; Shu et al., 1995). Em sinergismo com o IFN-y, a
interacao CD40-CD40L é essencial para o desenvolvimento das DC,
promovendo o aumento da expressao das moléculas B7-1 e B7-2 e
moléculas codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade de
classe II (MHC II) (Caux et al., 1994; Banchereau et al., 2000) (Figura
05).
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Figura 05. A interacdo CD40L-CD40 induz a expressao de IL-12 pelas células dendriticas (DC).
Por sua vez a IL-12 induz os linfécitos T (LT) a secretarem IFN-y que potencializa a
expressao das moléculas co-estimulatérias B7-1 e B7-2 e moléculas do MHC de classe
II. IL-12, interleucina-12; IFN-y, interferon-y; MHC, complexo principal de
histocompatibilidade; TCR; receptor de células T.

Fonte: adaptado de (www.msd-brazil.com/.../mm_secl16_167.html; Mathur et al.,
2006.)

Células dendriticas de pacientes deficientes de CD40 apos serem
estimuladas com CD40L ou LPS e IFN-y secretaram baixas quantidades
de IL-12 e altos niveis de IL-10 (Fontana et al., 2003) demonstrando o
papel critico da interacao CD40-CD40L no balanco da producao de IL-10
e IL-12. A IL-10 € uma citocina que regula negativamente a resposta das

células dendriticas.

Outro importante papel da interacao CD40-CD40L para a ativacao
das células dendriticas foi demonstrado por Fugita e colaboradores
(2001), os quais demonstraram que esta interacao aumenta a capacidade
migratoria das células dendriticas para os linfonodos drenantes e a

capacidade das células dendriticas de ativar os linfocitos T.

As células dendriticas além de expressarem o CD40, também
expressam o CD40L. Pinchuk e colaboradores (1996) demonstraram que

o CD40L, expresso pelas DC, é funcional e capaz de induzir a producao
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de IgA e IgG pelos linfocitos B. Esses pesquisadores sugeriram que a
troca de classe de imunoglobulina também pode ser induzida pelas

células dendpriticas.

1.3.3 Fagécitos

Os macrofagos, fagocitos mononucleares multivalentes com papel
central na inflamacao, apresentacao antigénica e destruicao de patogenos
intracelulares, sao células localizadas em diferentes tecidos. Apos serem
ativados com CD40L, os macrofagos, produzem varias citocinas pro-
inflamatoérias como: IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e TNF-a (Kiener et al., 1995;
Mach et al., 1999).

O TNF-a apresenta funcoes imunomodulatorias (Schulze-Osthoff et
al., 1992; Chensue et al., 1988) e pro-inflamatoérias (Chensue et al., 1988;
Azzawi e Hasleton, 1999). Uma dessas funcoes é a estimulacdao da
producao de anion superoxido (Dri et al., 1999; Werling et al., 2004) que
€ potencializada na presenca de IFN-y (Cassatella et al., 1985; Newburger
et al., 1991; Condino-Neto et al., 1998). O anion superoxido €& crucial

para a atividade microbicida dos macrofagos.

A IL-12 estimula o linfocito T a produzir IFN-y que € um ativador
dos macrofago e estimula a formacao dos fagolisossomos (Crevel et al.,
2002) e ativacao do sistema NADPH oxidase aumentando a capacidade
microbicida dos macrofagos ((Newburger e Ezekowitz, 1988; Murray,

1993; Murray et al., 1995) (Figura 06).
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Figura 06. Importancia da interacdo CD40-CD40L para a atividade microbicida dos macroéfagos.
Apés interagirem com os linfécitos T (LT), os macrofagos produzem IL-12, a qual por
sua vez induz os linfécitos T a produzirem IFN-y, aumentado a capacidade
microbicida dos macréfagos. IL-12, interleucina-12; IFN-y, interferon-y; MHC,
complexo principal de histocompatibilidade; M@, Macrofago; TCR, recptor de células
T.

Fonte: Adaptado de: (www.msd-brazil.com/.../mm_secl6_167.html; Mathur et al,,
2006).

Recentemente foi demonstrado que os neutroéfilos, fagocitos
polimorfonucleares (PMNs) fundamentais para resposta imune inata,
expressam o CD40 em sua superficie (Khan et al., 2006). Vanichakarn e
colaboradores (2008) demonstraram que o CD40 expresso na superficie
dos neutrofilos, ao ser ativado pelo CD40L solavel produzido por
plaquetas, estimula a producao de anion superoxido (Vanichakarn et al
2008) (Figura 07). Por sua vez, o anion superoxido produzido pelos
neutrofilos, ativa as plaquetas a produzirem mais CD40L soluvel (Figura
07). A inibicao da interacao CD40L-CD40 com anticorpos anti-CD40L,
reduz consideravelmente a producdo de anion superoxido pelos

neutrofilos (Vanichakarn et al., 2008).
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Vanichakarn e colaboradores (2008) também demonstraram que a
ativacdo dos neutrofilos com formyl-Met-Leu-Phe (fMLP), induz a
formacao de conjugados entre plaquetas e neutrofilos. Este processo é
mediado pelas moléculas de adesao P-selectina expresso na superficie
das plaquetas e a glicoproteina ligante-1 da P-selectina (PSGL-1) expressa

na superficie dos neutrofilos.

interagio plaqueta‘nentrofilos
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Figura 07. Papel do CD40L soluvel na producdo de anion superéxido pelos neutréfilos.
Estimulacdo das plaquetas e dos neutréofilos gera “feed-back” positivos que
potencializam a ativacdo dessas duas células. CD40Ls, CD40L soluvel; formyl-Met-
Leu-Phe (fMLP)

Fonte: Adaptado de: (Vanichakarn et al 2008).

Os reativos intermediarios do oxigénio, tais como o anion
superoxido, tiveram sua relevancia clinica reconhecida ao se demonstrar
que fagocitos de pacientes com a imunodeficiéncia primaria, doenca
granulomatosa cronica (DGC), apresentavam atividade microbicida
defeituosa, resultado da baixa producao de anion superoxido, como
consequéncia de mutacoes que afetam componentes do sistema NADPH

oxidase (Holmes et al., 1966; Holmes et al., 1967).
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1.3.4 Imunidade humoral dependente de linfécitos T

Apoés seu amadurecimento na medula 6ssea, os linfocitos B virgens,
migram para os orgaos linféides periféricos, onde podem ser estimulados
a produzirem anticorpos de diferentes classes de forma timo-dependente
(TD) ou timo-independente (TI) (Liu et al., 1989; Berek et al., 1991;
Kuppers et al., 1993; Rajewsky et al., 1996; Jabara et al., 2001).

A interacao CD40-CD40L auxilia a expansao clonal dos linfocitos
B, inibe sua apoptose nos centros germinativos (Holder et al., 1992;
Stavnezer, 1996; Snapper et al., 1997), aumenta os niveis de expressao
das moléculas de adesao (Barret et al., 1991; Stout e Suttles, 1996;) e
moléculas co-estimulatorias CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2).

Quando os linfécitos T auxiliares CD4+ ativados se ligam aos
linfécitos B, a interacdo CD40L-CD40 induz a associacao de proteinas
citosolicas denominadas fatores associados ao receptor de TNF (TRAFSs),
ao dominio citoplasmatico do CD40 (Hu et al., 1994). Os TRAFs
recrutados para o CD40 iniciam cascatas enzimaticas que resultam na
translocacao do fator nuclear kB (NF-kB) para o nucleo do linfécito B. O
NF-kB esta presente no citoplasma do linfocito associado aos inbidores
do kB (IkBs), que bloqueiam a entrada do NF-kB no nucleo. Apéds a
ativacdo celular ocorre a fosforilacao dos IkBs, por um complexo
enzimatico conhecido como IkB cinases (IKK), que possui uma
subunidade reguladora conhecida como inibidor do kB cinase y (IKK- vy)
ou modulador essencial do fator nuclear kB (NEMO) (Israel et al., 2000).
Em seguida ocorre a ubiquitinacdo dos IkBs e consequiente degradacao
desses inibidores no proteassomo, permitindo a translocacdo do NF-kB
para o nucleo do linfocito B (Berberich et al., 1994; Ghosh et al., 1994,
Maniatis et al., 1999). Esses eventos resultam na ativacao dos linfocitos
B.
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Dois genes expressos nos linfocitos B, ativados pela interacao
CD40L-CD40, sao fundamentais para a troca de classe de
imunoglobulinas, a citidina desaminase induzida por ativacdo (AID)
(Muramatsu et al., 1999a) e a uracil N-glicosilase (UNG) (Kvaloy et al.,
2001).

A importancia da interacao CD40-CD40L para a troca de classe de
imunoglobulina foi definitivamente determinada, quando estudiosos
demonstraram que mutacoes no gene CD40L (CD40LG) sao responsaveis
por falhas na troca de classe do isotipo de IgM para os demais isotipos
IgG, IgA e IgE (Aruffo et al., 1993; Korthauer et al., 1993; Di Santo et al.,
1993; Allen et al., 1993; Fuleihan et al., 1993).

Nas respostas primarias de anticorpos os produtos codificados
pelos segmentos VDJ, sdo reunidos a cadeia pesada p, codificada pelo
gene Cp, para a sintese da IgM. O gene Cp € ativado por um promotor
localizado apos os segmentos VDJ, denominado Ep. Durante a troca de
classe de imunoglobulinas, o gene Cu e o Cb sao deletados e o linfécito B
passa a expressar diferentes genes (Cy, Ca ou Ceg) que codificam regioes
constantes das cadeias pesadas das imunoglobulinas IgG, IgA ou IgE,
respectivamente (Honjo et al., 2000; Manis et al., 2002). Cada gene C é
precedido por sequiéncias de DNA especializadas, denominadas regioes de
“switch” (S). Apos a ativacao do linfocito B pela interacao CD40-CD40L e
por citocinas, a sequUéncia de DNA localizada entre duas diferentes
regioes S é deletada e os segmentos VDJ sao justapostos a um dos
diferentes genes C (Figura 08a). Como resultado os segmentos génicos
VDJ sao justapostos com um diferente gene C (Rothman et al., 1989;
Stavnezer, 2000) efetivando a troca de classe da imunoglobulina. Ao final
deste processo, € produzida uma imunoglobulina com diferente regiao

constante da cadeia pesada, porém com os mesmos segmentos VDJ.

Dois genes expressos nos linfocitos B, ativados pela interacao

CD40L-CD40, sao fundamentais para a troca de classe de
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imunoglobulinas, a citidina desaminase induzida por ativacdo (AID)
(Muramatsu et al., 1999a) e a uracil N-glicosilase (UNG) (Kvaloy et al.,
2001). Pacientes deficientes de AID (Muramatsu et al., 2000; Revy et al.,
2000) e UNG (Imai et al., 2003) apresentam importantes falhas na troca

de isotipos de imunoglobulinas.

O papel da AID consiste na desaminacao das citosinas nas regioes
S do DNA, convertendo as citosinas em uracil, criando por consequiéncia,
residuos nao pareados de Guanina-Uracila no DNA (Chaudhuri et al.,
2004). Apos este evento, a UNG remove os residuos de uracil gerados,
formando pontos de quebra numa das fitas do DNA (Kavli et al., 2005).
Em seguida, endonucleases geram pontos de cortes, onde a AID e a UNG
atuarao, gerando regides onde as 2 fitas do DNA serao cortadas (Schrader
et al.,, 2005) (Figura 08b). Enzimas de reparo atuarao nos pontos de
quebra do DNA e efetuarao a juncao de um dos exons Cy ou Ca ou Ce aos
exons VDJ, concluindo a formacao de um novo isotipo de imunoglobulina

(Petersen et al., 2001).
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Figura 08. Troca de classe de Imunoglobulinas. (A) Nas respostas primarias de linfécitos B os
produtos codificados pelos segmentos génicos VDJ sao ligados ao gene Cp para que
ocorra a sintese da IgM. A transcricao desta regido inicia-se apés a ativacao do
promotor denominado Ep. Apds a ativacédo do linfécito B o DNA entre duas diferentes
regides S é deletado e os segmentos VDJ sao justapostos com um dos diferentes gene
C. Este evento de recombinacao é mediado pela AID e pela UNG. Ao final deste
processo uma imunoglobulina com diferente regido constante da cadeia pesada,
porém com os mesmos segmentos VDJ é produzida. (B) O papel da AID e da UNG na
troca de classe de imunoglobulina esta representado. C, citosina, G, guanina, U,
uracila; AID, desaminase induzida pela ativacao; UNG, uracil N-glicosilase; Regides S,
regides de “switch” (S)

Fonte: Adaptado de Edry e Melamed 2007; Notarangelo et al., 2006.
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A troca de classe das imunoglobulinas também pode ocorrer na
auséncia da interacao CD40L-CD40 e de centro germinativo.
Quantidades significativas de IgA e IgE estao presentes no soro de alguns
pacientes deficientes de CD40L (Life et al., 1994) e alguns mecanismos
que geram a troca de classes T independentes ja foram determinados.
Glicoproteinas virais e polissacarideos bacterianos podem estimular os
linfécitos B a produzirem IgG e IgA na auséncia de CD40L (Mond et al.,
1995; Vos et al., 2000; Szomolanyi et al., 2001).

Na zona marginal (MZ) do baco ou na lamina propria intestinal, o
estimulador do linfécito B (BlyS), expresso na superficie dos linfocitos B e
o fator de ativacao de célula B (BAFF), expresso na superficie das células
dendriticas ativadas, interagem, resultando na troca de classe de

anticorpos T-independentes (Litinskiy et al., 2002).

A proteina ligante do C4b (C4BP), um componente regulatorio da
via classica do complemento, pode ligar-se diretamente ao dominio
extracelular do CD40 nos linfécitos B humanos num sitio que difere do
CD40L (Brodeur et al., 2003) e induzir a proliferacao dos linfocitos B, a
expressao das moléculas co-estimulatorias B7 e em sinergismo com a IL-
4 induzir a troca de classe de IgM para IgE. Além disso, foi demonstrado
que o C4BP colocaliza-se com os linfocitos B nas amigdalas humanas.
Estes dados sao muito interessantes, pois sugerem uma nova interface

entre o sistema complemento e ativacao dos linfécitos B.

1.4. Defeitos na troca de classe de Imunoglobulinas (Ig)

Varias imunodeficiéncias primarias apresentam falhas na troca de
isotipo de imunoglobulinas. Dentre elas, temos aquelas causadas por
mutacoes no CD40L (Aruffo et al., 1993; Korthauer et al., 1993; Di Santo
et al., 1993; Allen et al., 1993; Fuleihan et al., 1993), na AID (Muramatsu
et al., 2000; Revy et al., 2000), no CD40 (Ferrari et al., 2001), na UNG
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(Imai et al., 2003), no NEMO (Jain et al., 2001) e no inibidor do kB-a
(IxBa) (Courtois et al., 2003). As freqiéncias desses defeitos nos
individuos acometidos por falhas na troca de classe de imunoglobulina

estao descritas na Tabela O1.

Tabela 01. Frequiéncia dos defeitos que afetam moléculas envolvidas na troca de classe de Imunoglobulinas.

Molécula CD40L AID CD40 UNG NEMO IxBa

Freqiiéncia 2% 24% <1% <1% <1% <1%

AID, desaminase de ativagdo induzida; UNG, Uracil N-glicosilase; NEMO, modulador essencial do fator
nuclear kB; IxBa, inibidor do kB-a

Fonte: http:/ /bioinf.uta.fi/base_root/

Essas imunodeficiéncias coletivamente sao chamadas de
Sindrome da Hiper IgM (HIGM), pelo fato dos pacientes acometidos com
esses defeitos, apresentarem niveis normais ou elevados de IgM,
associados com niveis normais ou diminuidos de IgG e IgA (Notarangelo
et al., 1992). A HIGM foi descrita pela primeira vez por Burtin (1961) e
por Rosen e colaboradores (1961). Inicialmente observou-se que a HIGM
acometia apenas individuos do sexo masculino, na forma de uma
heranca recessiva ligada ao cromossomo X (Krantman et al., 1980;
Notarangelo et al., 1991). A ocorréncia dessa sindrome em pacientes do
sexo feminino sem histéria de doenca na familia sugeriu a existéncia de
um padrao de heranca autossomica em alguns casos (Stieham e

Fudenberg, 1966b; Pascual-Salcedo et al., 1983)

Dentre os diferentes tipos de HIGM, a deficiéncia de CD40L foi a
primeira a ser descoberta, sendo a mais freqiiente entre os individuos
afetados. A deficiéncia de CD40L é uma imunodeficiéncia combinada de
linfocitos T e B (Geha et al.,, 2007) rara com freqiiéncia estimada em

1/1.000.000 nascimentos (http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/), sendo

causada por mutacoes no CD40LG.
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Entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais que os individuos
deficientes de CD40L manifestam, encontramos neutropenias,
neoplasias, enfermidades hepaticas e respiratorias responsaveis pela alta
morbidade e mortalidade destes pacientes (Levy et al., 1997).
Manifestacoes auto-imunes sao observadas em 20% dos pacientes com
deficiéncia de CD40L (Notarangelo et al., 1992), e incluem
trombocitopenia, artrite e doenca inflamatoria intestinal (Levy et al.,
1997).

Em alguns pacientes as mutacoes no CD40L sao associadas com
um curso clinico menos severo da doenca, sendo consideradas como
mutacoes moderadas (Danielian et al., 2007). Essas mutacoes nao geram
a perda total da ligacao ao CD40, mas apenas diminuem a afinidade da
ligacdo ao CD40 (Seyama et al., 1998). Nesses pacientes os primeiros
sintomas da deficiéncia de CD40L podem iniciar tardiamente e nao

manifestam pneumonia causada por Pneumocystis jiroveci.

Nos casos estudados até o momento, a maior porcentagem das
mutacoes encontradas na molécula CD40L foi do tipo “missense” (30%)
seguidas de mutacoes “nonsense” (22%), delecoes (16%), insercoes (13%),

mutacoes em sitios de “splice” (19%) (http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/).

As mutacoes podem ser encontradas ao longo de todo CD40LG, mas os
estudos mostram que a maioria das mutacdes localizam-se dentro do

exon S (Erdos et al., 2008).

As deficiéncias de AID e UNG sao clinicamente idénticas e
caracterizam-se por linfadenopatia, infeccoes do trato digestorio e
respiratorio (Revy et al., 2000; Imai et al., 2003) causadas apenas por
patogenos extracelulares (Quartier et al., 2004). Esta é uma diferenca
marcante que distingue defeitos na AID e na UNG, dos pacientes
deficientes de CD40L, ja que estes ultimos apresentam suscetibilidade

tanto a patogenos extracelulares como intracelulares. Como esperado, os
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pacientes deficientes de CD40 apresentam um fenotipo similar ao dos

deficientes de CD40L (Ferrari et al., 2001).

Ja os pacientes com HIGM causada por defeitos no NEMO e no
IkBa (Jain et al., 2001; Courtois et al., 2003) apresentam fenotipo bem
distinto caracterizado por infeccoes bacterianas recorrentes de inicio
precoce na infancia, sendo as infeccoes oportunistas menos comuns
(Simonte e Cunninghan-Rundles, 2003). Em alguns pacientes esta falha
implica na presenca de dentes incisivos conicos e hipodontia, ao passo
que outros desenvolvem osteopetrose, linfoedema e o fenotipo de
displasia ectodérmica anidrética. A abrangéncia das infeccoes e dos
defeitos na producao de anticorpos sao heterogéneas. O fato do NF-kB ser
encontrado no citoplasma de varias células, indica que defeitos nesta

molécula podem afetar varios tecidos.

Considerando a heterogeneidade clinica e genética dos pacicentes
portadores da HIGM, o estudo molecular e genético € importante para a
definicaio do diagnostico diferencial, delineamento terapéutico,
aconselhamento genético e prognostico dos casos. O diagnoéstico
molecular, ainda no inicio da vida dos pacientes com HIGM é de
fundamental importancia para o adequado tratamento dos portadores
desta sindrome, diminuindo a taxa de mortalidade e melhorando sua
qualidade de vida (Erdos et al., 2008). Além disso, a identificacdo de
mecanismos genético-moleculares defeituosos contribui para o

entendimento da resposta imune humana e sua suscetibilidade a

infeccoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Identificar e analisar as alteracoes genético-moleculares de
pacientes com X-HIGM, cuja historia clinica e familiar sugerem alteracoes

na molécula CD40L.

2.2 Objetivos Especificos

1) Analisar os valores relativos das populacoes de linfocitos
CD3+*CD4+, CD3*CD8*, CD19*CD40*, CD3*CD69*, CD3*CD40L* e
CD4+*CD40L* nas células mononucleares de sangue periférico (PBMCs)

por meio de citometria de fluxo;

2) Analisar a densidade de expressao do CD40L na superficie dos

linfécitos T CD3* por meio de microscopia confocal;

3) Investigar mutacoes no CD40LG dos pacientes por meio do
sequenciamento do DNA gendmico (DNAg), cuja expressao da proteina

CD40L apresentou-se alterada na citometria de fluxo;

4) Apods a identificacao das mutacdes nos pacientes, investigar
pontualmente através do sequUenciamento do DNAg, as familiares

portadoras do alelo mutado;

5) Analisar por meio da técnica de transcricdo reversa acoplada
com a reacao da polimerase em cadeia (RT-PCR) e por sequenciamento, a

estrutura dos transcritos dos pacientes com alteracoes no CD40L;

6) Analisar genotipo e fenotipo.



3 PACIENTES, MATERIAIS E METODOS

3.1 Fluxograma

Foram selecionados para esta etapa inicial do projeto, pacientes
com HIGM cuja historia clinica, exames laboratoriais e radiologicos,
segundo os critérios de Geha e colaboradores (2007), sugerem deficiéncia
de CD40L.

Apos firmarem termo de consentimento informado, coletamos uma
amostra de sangue dos pacientes em condicoes clinicas estaveis e
seguimos o fluxograma demonstrado na Figura 09.

Os leucocitos do sangue periférico foram separados para as
analises de citometria de fluxo, imortalizacao de linfécitos B, obtencao de
DNAg e RNAm. Os pacientes que apresentaram reducao na expressao do
CD40L passaram diretamente para a etapa de investigacdo genético-
molecular, por meio do sequiienciamento do CD40LG, analise da expressao
génica e avaliacao da expressdao do CD40L na superficie de linfocitos

CD3* por microscopia confocal.
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Selecao dos pacientes com histéria clinica e exames
laboratoriais compativeiscom HIGM por
deficiéncia de CD40L

Coleta de sangue em frascos contendo heparina para
expressao protéica, expressao génica e analise da
estrutura dos transcritos do CD40L

Coleta de sangue em frascos com EDTA
para estudo da estrutura do DNA
gendmico

Obtencéo e ativagdo dos PBMC’s

Marcacgéao dos PBMC’s com Obtencdo do RNA total
anticorpos monoclonais

| }

Obtencdo do DNA
gendmico

i

Amplificacdo dos éxons
e sitios de splice do
CD40L por PCR

l

Anélise da estrutura dos
Fenotipagem dos leucécitos transcritos do CD4OL por RT
PCR quantitativo -relativo

Sequenciamento genético do
produto dePCR

Figura 09. Fluxograma . Inicialmente foram selecionados os pacientes com sinais de deficiéncia
de CD40L. Posteriormente coletou-se o sangue dos pacientes e dos controles para a
fenotipagem dos leucécitos por citometria de fluxo e microscopia confocal, analise das
anomalias na estrutura do DNA, e avaliacdo da expressdo génica e estrutura dos

transcritos.
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3.2. Critérios de inclusao

Participaram deste estudo 24 individuos pertencentes a cinco
familias distintas, sendo 6 pacientes (2 caucasoides e 4 mesticos) e 18
parentes relacionados. As familias foram encaminhadas por médicos do

Grupo Brasileiro de Imunodeficiéncias (www.bragid.org.br), com histérico

de infeccoes de repeticao e niveis normais ou elevados do isotipo IgM,

associados com baixos niveis e/ou deficiéncia de IgG, IgA e IgE.

Na admissao ao estudo, os pacientes com HIGM, responderam a
um questionario padrao onde constavam os antecedentes pessoais,
enfocando principalmente processos infecciosos, doencas auto-imunes,
neoplasias e antecedentes familiares. O perfil clinico de cada paciente foi
analisado detalhadamente. Os pacientes e seus familiares receberam
uma explicacao detalhada sobre o plano de pesquisa do projeto e o termo

de consentimento informativo foi assinado pelos pais dos pacientes.

Os critérios de inclusao para este estudo foram aqueles descritos
pelo Comité de Classificacdo das Imunodeficiéncias Primarias da Uniao
Internacional de Imunologia (Geha et al., 2007) sugestivos de deficiéncia
de CD40L. Os critérios sao:

1. Valores normais de linfocitos T na corrente sanguinea;

2. Valores normais ou elevados de IgM sérica associada a diminuicao
dos demais isotipos;

3. Caracteristicas associadas: neutropenia, trombocitopenia, anemia
hemolitica, doenca hepatica ou do trato biliar e infeccoes por patogenos
intracelulares oportunistas;

4. Heranca genética ligada ao cromossomo X.
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Em nosso estudo, os pacientes cujo historico clinico correspondeu
aos critérios sugestivos de deficiéncia de CD40L sugerido por Geha e

colaboradores (2007), estao descritos na Tabela 02.

Tabela 02. Lista de pacientes cujo histérico clinico correspondeu aos critérios sugestivos de
deficiéncia de CD40L

Pacientes Cc.)nt‘ag‘e m de IgM (niveis séricos) Caractel.'isticas .Heranga
Linfécitos T Associadas ligada ao X
TB Normal Elevado Pneumocystis jiroveci +
FS Normal Elevado Neutropenia +
KC Normal Normal Neutropenia +
CH Normal Normal Pneumocystis jiroveci A
VIC Normal Normal Pneumonia (AE ?) +
FE Normal Elevado Pneumonia (AE ?) 4

+, presente; AE ? Agente etiolégico desconhecido.

3.3. Deficiéncia de CD40L: Idade de inicio dos primeiros sintomas, idade

do diagnéstico, idade atual dos pacientes

A faixa etaria do grupo de pacientes no inicio do projeto variou de 2
anos a 20 anos, com idade média de 9 anos e 6 meses. A idade de
manifestacado dos primeiros sintomas da deficiéncia de CD40L nestes
pacientes variou de 3 meses a 7 meses, com média de 5 meses. Ja o
estabelecimento do diagnéstico de HIGM variou de 5 meses a 8 anos, com

meédia de 2 anos e 6 meses (Tabela 03).
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Tabela 03. Idade atual, idade do diagnéstico e idade de inicio dos primeiros sintomas dos
pacientes deficientes de CD40L.

n=6 Média Minimo Maximo

Inicio do projeto 9 anos e 6 meses 2 anos 20 anos

n Inicio dos 12sintomas 5 meses 3 meses 7 meses
Diagnéstico 2 anos e 6 meses 5 meses 8 anos

n, nimero de pacientes.

3.4 Perfil clinico dos pacientes deficientes de CD40L
3.4.1 Paciente TB

Médica Responsdvel: Profa. Dra. Beatriz Costa Carvalho; Estado: SP.
Nascido em 1993, filho de pais nao consangiineos. Aos 6 meses
necessitou internacdo por apresentar pneumonia causada por
Pneumocystis jiroveci. Posteriormente apresentou quadros recorrentes de
otite, pneumonia, sinusite e estomatite. A partir dos 8 anos apresentou
quadros recorrentes de urticaria e hipertrofia das amigdalas. Aos 11 anos
apresentou episodios de hipertermia prolongados (até 15 dias),
adenomegalia submandibular e cervical, hepatomegalia e esplenomegalia.
Feito neste periodo a bidopsia do linfonodo mediastinal a qual revelou

presenca do fungo Paracoccidiodes braziliensis.

3.4.2 Paciente FS

Médico Responsdvel: Prof. Dr.Nelson Rosario Filho; Estado: PR.
Nascido em 1997, filho de pais nao consangliineos, desde os primeiros
meses de vida até o inicio deste projeto desenvolveu 4 otites, duas
pneumonias, 6 amigdalites e quadros de infeccao urinaria recorrentes.

Seus exames laboratoriais detectaram neutropenia.
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3.4.3 Paciente KC

Médica Responsdvel: Dra. Cristina Weber Worm; Estado: RS.
Nascido em 2003, filho de pais nado consanguineos. Desde os primeiros
meses de vida apresentou vomitos frequentes, quadros febris de
repeticao, faringites e laringites, duas pneumonias, sendo a primeira aos
6 meses e a segunda com um ano e 4 meses. A partir de um ano e 8
meses desenvolveu otite média aguda e infeccoes de vias aéreas de
repeticao com resposta inadequada a antibioticoterapia instituida. Um
ano depois, manifestou varias ulceracoes orais de repeticao, sendo
constatada neutropenia. Aos 3 anos apresentou quadros de
linfonodomegalia, hepatoesplenomegalia, ulceracoes na faringe e diarréia

com fezes sanguinolentas.

3.4.4 Paciente CH

Médica Responsdavel: Dra. Cristina Weber Worm; Estado: RS. Nascido em
2006, filho de pais nao consanguiineos. Foi avaliado aos 7 meses de idade
com quadro de infeccao respiratoria com evolucdo para insuficiéncia
respiratoria aguda, hipoxemia grave e sepse. No ano de 2007 o paciente
desenvolveu pneumonia por Pneumocystis jiroveci, febre recorrente, sendo
identificadas hifas no exame micologico de wurina necessitando

antifangico sistémico.

3.4.5. Paciente FE

Médica Responsdvel: Dra. Cristina Weber Worm; Estado: RS.
Nascido em 1997, filho de pais ndo consangulineos, aos 5 meses de idade
necessitou internacao por um episodio de pneumonia associado a
insuficiéncia respiratoéria. A partir deste periodo até o inicio do projeto

desenvolveu 11 pneumonias, 11 otites e sinusite cronica.
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3.4.6. Paciente VIC

Médica Responsdvel: Dra. Cristina Weber Worm; Estado: RS.
Nascido em 2005, filho de pais nao consanguiineos, primo do paciente FE,
desenvolveu no terceiro més de vida bronquiolite e pneumonia, sendo
hospitalizado por 2 meses. Desde o quinto més de vida até o inicio do
projeto desenvolveu crises convulsivas recorrentes. Aos 9 meses
desenvolveu otite média aguda. Com trés anos de idade apresentou mais

um episodio de otite média aguda e pneumonias de repeticao.

3.5 Heredogramas das familias estudadas

Com excecao do paciente FS, o heredograma familiar dos demais
pacientes, sugeriu a existéncia de imunodeficiéncia primaria ligada ao

cromossomo X (Figura 10).
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Figura 10. Heredogramas dos pacientes deficientes de CD40L. Com excecao do paciente FS, os
heredogramas dos demais pacientes apresentaram indicios de imunodeficiéncia
primaria ligada ao cromossomo X.
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3.6 Niveis séricos de Imunoglobulinas

Os niveis séricos de imunoglobulinas dos pacientes deficientes de
CD40L estao representados no grafico abaixo. Pode-se observar que os
pacientes FS, TB e FE apresentaram niveis de IgM iguais ou superiores
ao percentil 97, ao passo que os pacientes CH, KC e VIC apresentaram
niveis proximos ao percentil 3 (Figura 11A). Todos os pacientes
apresentaram niveis séricos de IgG inferiores ao percentil 3 (Figura 11B)
e com excecao do paciente VIC que apresentou nivel sérico de IgA igual ao
percentil 50, todos os demais apresentaram niveis de IgA inferiores ao

percentil 3.
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Figura 11. Valores absolutos de imunoglobulinas dos pacientes deficientes de CD40L. Os niveis
séricos de imunoglobulinas dos 6 pacientes foram comparados aos valores de
referéncia normais para a populacao brasileira, demonstrados nos percentis 3, 50 e
97, adaptado de (Fujimura, 1991)
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3.7 Obtencao das células mononucleares de sangue periférico (PBMCs)

A coleta de sangue dos pacientes sempre ocorreu em condicoes
clinicas estaveis. O sangue periférico dos pacientes deficientes de CD40L
e dos voluntarios sadios foi coletado em frascos de polipropileno estéreis
contendo heparina. O EDTA nao pode ser utilizado como anticoagulante
para coletas em que as PBMCs seriam ativadas com a ionomicina, pois
este inibe sua acao ativadora, resultando em baixos niveis de expressao

de CD40L (O’Gorman et al., 1997).

A seguir, o sangue coletado foi diluido volume/volume em solucao
salina tamponada (PBS) (NaCl 0,14 M; Na2PO4 0,01 M; pH 7,2) estéril. A
seguir, 20 ml do sangue ja diluido foram adicionados vagarosamente em
tubo de polipropileno estéril contendo 10 ml de Ficoll-Hypaque. Esta
mistura foi centrifugada a 400 x g, por 20 minutos, a 20 °C, e a interface
contendo a camada de PBMC foi coletada e transferida para novos frascos
de 50 ml de polipropileno estéreis. Os frascos foram completados com
PBS até atingirem 50 ml para lavagem da suspensao celular e as
amostras foram centrifugadas a 400 x g, por 10 minutos, a 20 °C. Este
procedimento foi repetido mais uma vez e as células mononucleares
foram quantificadas numa camera de Neubauer, sendo a viabilidade
celular verificada pela utilizacao de Trypan blue . O mesmo procedimento

foi seguido para coleta de sangue dos familiares.

3.8 Transformacao dos linfécitos B

Linfécitos B dos pacientes e familiares foram
transformados/imortalizados com virus Epstein Barr (EBV) (Condino-
Neto e Newburger, 1998) para servirem como fonte de células que serao
utilizadas em estudos futuros e como fonte de acidos nucléicos, evitando-
se repetidas coletas de sangue dos pacientes. O protocolo de

transformacao consistiu primeiramente na preparacao do Virus Epstein

54



Barr (EBV) a partir do sobrenadante da cultura de células B95-8
(cultivadas durante 7 dias, a 37 °C, a 5% de CO2, com viabilidade de
80%, numa concentracao celular média de 5 x 105 cel/ml). Apos a
preparacao do sobrenadante rico em EBV, as PBMCs dos pacientes foram
separadas por centrifugacado, do sangue total em gradiente de densidade
Ficoll-Hypaque. Em seguida, visando-se a infeccao das células B com o
EBV, 107 PBMC foram ressuspendidas em 2,0 ml de meio de cultura
RPMI 1640 suplementado com 20% de soro bovino fetal e receberam 200
ul de sobrenadante rico em EBV e em seguida, incubadas a 37 °C em 5%
de CO;z por trés semanas. A cada dois ou trés dias as células eram
nutridas com meio RPMI, até obtermos um bom crescimento celular. A
seguir aliquotas de 10 x 109 de linfécitos B imortalizados foram

criopreservados em nitrogénio liquido.

3.9 Extragcao do DNAg

Para detectarmos os defeitos genéticos de cada paciente, amostras
de DNA genomico (DNAg) foram extraidas das PBMCs. O DNAg de cada
paciente foi extraido utilizando o kit WizardTM Genomic DNA
Purification. Em microtubos de 1,5 ml contendo 300 ul de sangue, foram
adicionados 900 ul de solucao de lise celular misturando-se o contetuido
do tubo por inversdo e a seguir as amostras foram incubadas em
temperatura ambiente durante 10 minutos. Subsequientemente, as
amostras foram centrifugadas a 15000 x g durante 30 segundos. Apods a
centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 300ul
de solucao de lise nucléica e 100 ul de solucao para precipitacao protéica.
O conteudo do tubo foi homogeneizado durante 20 segundos no vortex.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 15000 x g durante 3
minutos. O sobrenadante foi transferido para um microtubo de 1,5 ml. O
DNAg foi precipitado em 300 ul de isopropanol absoluto e a amostra

centrifugada a 15000 x g durante 1 minuto. Apods descartar o
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sobrenadante, o DNAg foi lavado com 300ul de etanol 70% centrifugando
as amostras a 15000 x g por 5 minutos. A seguir o sobrenadante foi
descartado e os tubos contendo o DNAg foram mantidos em temperatura
ambiente durante 10 minutos para a evaporacao do etanol residual. Apos
este periodo, o DNA foi reidratado em 30 a 150 ul de solucado de
reidratacao e incubado em banho maria durante uma hora a 65 °C. Apés

esta etapa, o DNA foi armazenado a -20 °C até a sua utilizacao.

A quantidade e qualidade do DNAg foram aferidas no
espectofotometro DU 70 no comprimento de onda de 280 nm e 260 nm
(Beckman, Fullerton, CA). Apdés a leitura no espectrofotometro a
integridade do DNAg foi analisada por eletroforese em gel de agarose
1,5% em tampao Tris-Acetato-EDTA corados com brometo de etidio,

sendo comparada com um padrao de massa molecular conhecido.

3.10 Amplificacées dos 5 exons do CD40LG e regioes de Splice

Apbs a extracao do DNA gendmico, os S éxons que codificam a
molécula CD40L e as regides de “splice”, foram amplificados pela reacao
em cadeia da polimerase (PCR). Numa reacao de 25 ul foram adicionados:
100-200 ng de DNA, 2,5 ul de cada par de oligonucleotideos apropriados
a 0,5 mM, 0,2 ul de ANTP a 25 mM, 2,5 yl de tampao a 10 mM (Tris
cloreto-buffer) (pH 8.3), 1,25 ul de MgCl, a 50 mM e 0,3 ul de Taq
polimerase [S5 U] (Invitrogen) e a solucao foi completada para o volume
total de 25 ul com agua MilliQ ultrapura - g.s.p. Os oligonucleotideos
para amplificacao das regioes de interesse do CD40LG estao especificados

na Tabela 04.
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Tabela 04. Oligonucleotideos utilizados na reacao de PCR e no seqlienciamento do CD40LG.

Exon Primer Segqiiéncia (5’- 3’) T.A. Produto(pb)

1 Foward ccagaagataccatttc 52 oC 208
Reverse aaggcttgtggttcatct

2 Foward agctgtattctccttccgaatgac 59 oC 255
Reverse cagtttcccgatctagea

3 Foward agcccctgtcaaaatgac 59 oC 207
Reverse cctgatgcaacaacactg
Foward atgagaccgatggaaacagc 60 °C 481

4
Reverse cagattgcattccacctcct

5 Foward caagtctctgaaatatgctccaa 60 °C 4927
Reverse ccataaggaggatcctagggtta

“Foward”, amplificacao no sentido 5’-3’; “Reverse”, amplificacdo no sentido 3’-5’; pb, pares de
bases; T.A, temperatura de anelamento

As condicoes da reacao foram de 2 minutos a 95 °C, entao 35
ciclos de 45 segundos a 95 °C para desnaturacao do DNAg, 30 segundos
para anelamento dos “primers” e 45 segundos a 72 °C para extensao dos
segmentos de interesse e uma extensao final de 5 minutos a 72 °C. A
reacao de PCR foi realizada no termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf). Os “primers” para amplificacdo dos exons foram construidos
com auxilio do programa OligoPerfect™ Designer

(http:/ /www.invitrogen.com).

Os produtos amplificados foram analisados apo6s corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,5% em tampao Tris-Acetato-EDTA
corados com brometo de etidio e os produtos gerados foram comparados

com um padrao de massa molecular conhecido.
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3.11 Segtienciamento do gene CD40L (CD40LG)

Apods as amplificacoes dos exons e sitios de “splice”, investigamos
as mutacoes subjacentes pela analise do DNA genomico através da
técnica de sequenciamento genético para identificarmos as alteracodes
responsaveis pelo fenotipo da deficiéncia de CD40L nos pacientes. Apos
identificacao da mutacado no paciente, também verificamos o status de
portadora das maes e demais familiares do sexo feminino, que
conseguimos entrar em contato, permitindo assim um aconselhamento

genético das familias estudadas.

No Centro de Estudos do Genoma Humano da USP, os produtos
de PCR foram purificados com o Kit GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (Amersham) conforme as instrucoes do fabricante e as
reacoes de sequUenciamento realizadas com o kit DYEnamic ET Dye
Terminator utilizando o MegaBACE 1000, um sistema de analise de DNA
de 96 capilares com a tecnologia GE Healthcare. As reacdoes de
sequenciamento foram realizadas com 4 pL de DYEnamic ET Terminator
reagent premix, 0,6 pL concentrado a SuM dos mesmos “primers”
utilizados na reacao de PCR, 40 ng do produto de PCR além de 10 pL de
agua MilliQ ultrapura — q.s.p. As condic¢oes da reacao de seqiienciamento
foram de 95 °C durante 20 segundos, seguidos de 15 segundos a
temperatura especifica de cada “primer” (Tabela 03) a 60°C durante 1

minuto. Estas etapas foram repetidas em 30 ciclos.

No nosso laboratério, as sequéncias obtidas foram comparadas
com as sequéncias depositadas no banco de dados de registros de
mutacoes para a sindrome de Hiper-IgM ligada ao X
(http:/ /www.ensembl.org/Homo_sapiens/geneseqview?db=core;gene=EN
SG00000102245) e a descricao das mudancas de seqiiéncias seguiram a
nomenclatura do banco de dados de registros de mutacdes para a

sindrome de Hiper-IgM ligada ao X, que estdo de acordo com a
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normatizacdo estabelecida pela “Human Genome Variation Society”

(http:/ /bioinf.uta.fi/CD40Lbase/; http:/ /www.hgvs.org/rec.html)

3.12 Ativagdo dos Linfécitos T

Visando a avaliacao da expressao protéica do CD40L e da
expressao génica do CD40L, aliquotas de PBMC contendo 1,0 x 106
células/ 100 ul de meio RPMI 1640, foram ativadas com Forbol Miristato
Acetato (PMA, 15 ng/ml) e ionoforo de calcio (lonomicina, 300 ng/ml)

durante 5 horas em placas de cultura de 96 pocos com fundo redondo.

Para a avaliacao da expressao protéica e génica do CD40L, o
sangue dos pacientes e controles foi coletado em tubos contendo
heparina. O EDTA nao pode ser utilizado, pois interfere com a funcao
ativadora da Ionomicina, resultando em baixos niveis de expressao do

CD40L (O’Gorman et al., 1997).

3.13 Extracdo do RNA total

O RNA total das células foi preparado utilizando-se o kit TRIzol
Reagent (Life Thechnologies). Esta técnica baseia-se num procedimento
que mantém a integridade do RNA, enquanto ocorre a lise celular que,
combinada com a adicao de cloroférmio, permite a separacao do RNA na
fase aquosa. O RNA é recuperado apoOs precipitacdo com alcool

isopropilico (Chomczynski e Sacchi, 1987).

Apobs ativacdo das PBMC, conforme descrito no item 3.12, uma
suspensao de 10-15 x 10° células foi disposta em tubos eppendorf livres
de RNAse. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 30°C, para
obtencdao das células. A solucdao de TRIzol, no volume de 1ml, foi
adicionada ao “pellet” e homogeneizado para provocar a lise das células e

foi incubada por 5 minutos na temperatura de 30 °C e recebeu 0,2 ml de
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cloroféormio para cada ml de TRIzol. Apés nova homogeneizacao vigorosa
por 15 segundos e incubacado por 3 minutos a 30 °C, a amostra foi
centrifugada durante 15 minutos a 12000 x g a 4 °C. No término da
centrifugacdo formaram-se 3 fases na solucado. A fase aquosa (superior)
foi cuidadosamente retirada e transferida para um novo tubo eppendorf
livre de RNAse e foi adicionado 0,5 ml de alcool isopropilico para cada
1ml de TRIzol adicionado no inicio do experimento. Em seguida, a
solucao foi incubada por 10 minutos na temperatura de 30 °C e, apoés
centrifugacao por 10 minutos em 12000 g na temperatura de 4 °C, o RNA
ficou precipitado no fundo do tubo. O sobrenadante foi removido e ao
“pellet” de RNA foi adicionado 1 ml de etanol 75%, sendo a solucao
novamente centrifugada durante 5 minutos a 7500 x g. Apos a retirada
cuidadosa do etanol por aspiracao, os tubos contendo o RNA total foram
armazenados durante 5 a 10 minutos em temperatura ambiente, dentro
do fluxo laminar, para a evaporacao do etanol residual. O RNA foi
ressuspendido em 15-50 ul de agua MilliQ ultrapura, tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC) 1:10.000.

A quantidade e qualidade do RNA extraido foram aferidas
espectrofotometricamente no comprimento de onda de 280 nm e 260 nm,
utilizando-se o espectrofotometro DU 70 (Beckman, Fullerton, CA). Apos
a leitura no espectrofotometro a integridade do RNA foi analisada por
eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao Tris-Acetato-EDTA corado
com brometo de etidio, comparando-se o padrao de corrida eletroforética
do RNA extraido com um padrao de massa molecular conhecido. As

amostras de RNA foram armazenadas a —-80 °C para posterior utilizacao.
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3.14 Reacdo de transcricdo reversa

O RNA total extraido das células foi submetido a transcricao
reversa para obtencdo do DNA complementar (cDNA) utilizando-se o kit
Superscript™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen). Dois microgramas da
amostra de RNA total foram adicionados a um microtubo eppendorf livre
de RNAse com capacidade de 0,2 ml numa solucao contendo SOuM de
oligo (dT) “primer” e a solucao foi completada para um total de 12ul com
agua DEPC 1:10.000. O oligo (dT) hibridiza na cauda 3’ poli (A) presente
no RNA mensageiro maduro em que o processo de “Splice” ja foi
realizado. Assim utilizamos para as analises apenas RNAm ja

processados.

A seguir, este primeiro microtubo foi incubado durante 5 minutos a
65 °C. Apdés a incubacdao com as amostras no termociclador a 4 °C,
acrescentou-se a cada microtubo contendo o RNA total, oligo (dT) e agua
DEPC, uma solucao total de 8 ul contendo 2 ul de dNTP (2,5 mM de dATP,
dCTP, dTTP, dGTP cada), 4 ul de tampao RT (Tris-HCIl 10mM (pH 8,3),
KC1 50 mM, MgCl, 1mM) e 1 ul (5U) da enzima transcriptase reversa. A
seguir, no termociclador, as amostras foram incubadas durante 60
minutos numa temperatura de 42 °C. Apos o término, as amostras foram
aquecidas por 10 minutos a 92 °C para inativar a enzima transcriptase

reversa e o cDNA produzido foi congelado a —-20 °C para uso posterior.

3.15 Andlise estrutural do RNAm que codifica a molécula CD40L

Utilizamos a técnica da transcricao reversa acoplada com a reacao
de polimerase em cadeia, comumente chamada de RT-PCR (do inglés,
"Reverse Transcriptase-Polimerase Chain Reaction") para analise das

estruturas dos transcritos de CD40L produzidos pelos pacientes.
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A reacao de RT-PCR combina a sintese do cDNA, a partir de
amostras de RNA, seguido do PCR sendo um método rapido e sensivel

para analise estrutural dos transcritos produzidos.

Pelo fato de termos detectado diferentes mutacdoes nos pacientes
deficientes de CD40L, analisamos a estrutura das diferentes regidoes dos
transcritos de CD40L produzidos (Figura 12). O par de “primers” (P.1-3)
foi construido para amplificar desde o inicio do exon 1 ao final do éxon 3,
o segundo par (P.2-5) para amplificar desde a metade do exon 2 ao inicio
do exon 5, ja o terceiro par de primers foi construido para amplificar
desde o final do éxon 4 ao final do exon 5. Combinamos o “primer” P.1-3
“forward” que anela no inicio do exon com o “primer” 4-Fim “reverse” para
amplificarmos os cinco exons do CD40L para analise do transcrito total e
posteriormente sequiencia-lo. Denominamos essa combinacao de “primer”

“forward” e “reverse” de P.1-Fim.

I |1 o 1V Vv
5 o ),
P.1-3 =
FWD REV
I —
P25 D REV
P-4-Fim [ —/
FWD REV
P.1-Fim — —
FWD REV

Figura 12. Regides do RNAm do CD40L que foram analisadas. Representacdo esquematica dos
fragmentos do RNAm analisadas por RT-PCR quantitativo-relativo e por PCR em
tempo Real. I, exon 1; II, exon 2; III, exon 3; IV exon 4; V, exon 5; FWD, “Forward”;
REV, “Reverse”; P.1-3, “primer” 1 ao 3; “primer” 2 ao 5; “primer” 4 ao fim;

A reacao de RT-PCR foi realizada utilizando um volume final de 25
ul, com 2 ul de DNA, e 2,5 ul de cada par de oligonucleotideos
apropriados a [0,5 mM](Tabela 5), 0,2 ul a [25 mM] de dNTP, 10 mM Tris
cloreto (buffer) (pH8.3), 1,25 pl de 50mM MgCl, e 0,3 pl de Taq
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polimerase [S5 U] (Invitrogen) no termociclador Mastercycler gradient

(Eppendorf).

Para controle da integridade do cDNA produzido utilizamos um par
de “primer” para analise dos transcritos da [B-actina que € um controle

interno de expressao génica nao variavel.

Os produtos amplificados foram analisados apoés corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,5% em tampao Tris-Acetato-EDTA

corados com brometo de etidio.

Tabela 05. Relacao dos pares de primers utilizados na reacdo de RT-PCR quantitativo-relativo

Regioes Primer Seqiiéncia (5’- 3’) T.A. Produto (pb)
Foward accaaacttctccecgatcet 60 oC 314
Exons 1 ao 3 Reverse gcetgttttetttettegtetee
Exons 2 ao inicio do 5 Foward tgcaacacaggagaaagatcc 60 oC 260
Reverse ccattttccagggttaccaag
Exons 4 ao final do RNAm Foward tgaggccagcagtaaaacaac 60 oC 360
Reverse ctcacttggcttggatcagtce
Exons 1 ao final do RNAm Foward accaaacttctccececgatcet 60 oC 726
Reverse ctcacttggcttggatcagtc
B-actina Foward gtgggcatgggtcagaag 56 oC 552
Reverse ggccatctcttgetcgaa

T.A, temperatura de anelamento; pb, pares de base.

O sequUenciamento e posterior analise do cDNA foi realizado
conforme descrito no item 3.11, porém os primers utilizados foram os do

par P.1-Fim.
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3.16 Andlise dos valores relativos de linfécitos CD3*CD4,
CD3*CD8*, CD19*CD40*, CD3*CD69*, CD3*CD40L* e CD4+*CD40L*

Os valores relativos das populacoes de linfocitos CD3*CD4*,
CD3*CD8*, CD19*CD40*, foram analisados ex vivo sem necessidade de
prévia ativacao, ao passo que a analise dos linfocitos CD3*CD69*,
CD3*CD40L* e CD4+*CD40L* foi feita apos ativacao celular conforme
descrito no item 3.12 (O’Gorman et al.,, 1997). As condicoes proprias de
estimulacao foram controladas incluindo na analise a expressdao da
molécula CD69, um marcador expresso na superficie de linfocitos T

ativados.

Para a avaliacdo das populacoes de linfocitos CD3+*CD4+,
CD3*CD8*, CD19*CD40* e dos linfocitos CD3*CD40L* ou CD4+CD40L*
nao ativados, 4 aliquotas de PBMC contendo 10° células/100 ul de meio
RPMI foram transferidas para 4 tubos contendo os seguintes anticorpos
monoclonais: Tubo 1, controle isotipico apropriado para servir como
controle para discriminar a florescéncia positiva da negativa; Tubo 2,
anti-CD3, anti-CD4 e anti-CDS8; tubo 3, anti-CD19 e anti-CD40; tubo 4,
anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD40L.

Para a avaliacdo dos linfécitos CD3*CD40L* ou CD4*CD40L"*, apos
a ativacao celular, 4 aliquotas de PBMC contendo 106 células/100 ul de
meio RPMI foram transferidas para 4 tubos contendo os seguintes
anticorpos monoclonais: Tubo 1, controle isotipico apropriado para servir
como controle para discriminar a florescéncia positiva da negativa; Tubo
2, anti-CD3, anti-CD4 e anti-CD69; tubo 3 e tubo 4, anti-CD3, anti-CD4
e anti-CD40L. Os fluorocromos conjugados aos anticorpos monoclonais

estao descritos na Tabela 06.
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Tabela 06. Anticorpos utilizados na fenotipagem dos linfocitos.

Anticorpos anti-CD3 anti-CD4 anti-CD8 anti-CD19 anti-CD40 anti-CD69 Anti-CD40L

Fluoroc. FITC, FITC, PE PE FITC PE PE
PE-Cy5 PE-y5

Fluoroc, fluorocromo; PE, ficoeritrina; FITC, isicianato de fluoresceina; PE-CyJ5 ficoeritrina-Cy5.

Em seguida os 8 tubos foram incubados durante 30 minutos a 4
°C protegidos da luz para a ligacdo dos anticorpos aos receptores. A
seguir, as suspensoes celulares incubadas com os anticorpos, foram
lavadas duas vezes adicionando 1 ml PBS nos tubos e centrifugando-os
800 x g (2800 RPM) por S5 minutos. A seguir as células foram
ressuspendidas e fixadas em 0,3 ml de PBS + 1% de paraformoldeido
para leitura no citometro de fluxo (FACScan - Becton Dickinson,
Sunnyvale, CA) onde foram analisadas 20.000 células, utilizando como
parametros: FSC-H (do inglés, forward scatter) correspondendo ao
tamanho celular e SSC-H (do inglés, side scatter) correspondendo a
granulosidade celular. Apos a construcao de um “gate” selecionando os
linfécitos, os parametros FL1 x FL2, FL1 x FL3 e FL2 x FL3 foram

analisados neste “gate” de linfocitos.

3.17 Andlise da expressao do CD40L por Microscopia confocal

Apos a fenotipagem dos leucocitos analisada no citémetro de
fluxo, 105 células contidas na suspensao celular dos tubos de FACS 3 e
4 descritos no item 2.16 (marcados com anti-CD3, anti-CD4 e anti-
CD40L) foram transferidas para 2 microtubos contendo 10 ul de gel
mount (Vectashield), para a conservacao da fluorescéncia dos
anticorpos. A seguir, as laminas foram montadas e no dia seguinte

analisadas por microscopia confocal. As imagens fluorescentes foram
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obtidas conforme descrito por Oliveira e Machado-Santelli (2001)
através do microscopio confocal de varredura a laser (CLSM-confocal
laser sanning microscope) com lasers de argonio (488 nm) hélio-neon 1
(543 nm) e hélio-neon 2 (633 nm) conectado com um microscopio de
fluorescéncia invertido (Zeiss Axiovert 100 M). Utilizamos o software “3D
Zeiss LSM 510” para a reconstrucao das imagens das células em trés
dimensoes (3D) nos permitindo uma visualizacao espacial do CD40L e

do CD3.

3.18 Andlise estatistica

Para compararmos as diferencas nos niveis relativos de expressao
dos marcadores celulares entre o grupo de pacientes deficientes de
CD40L e o grupo de individuos controle, utilizamos o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney. As diferencas entre ranks foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Para
analise dos dados, utilizamos alfa de 0,05 ou 5% do nivel de rejeicao da
hipotese de nulidade (Bhattacharyya e Johnson, 1977). O software

utilizado para analise estatistica foi GraphPrism 5.
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4 RESULTADOS

4.1 Seqtienciamento do gene CD40L (CD40LG)

Os individuos deficientes de CD40L possuem mutacgoes
distribuidas em diferentes regides do CD40LG. Foram documentadas
mais de 100 diferentes tipos de mutacoes
(http:/ /bioinf.uta.fi/CD40Lbase/), resultando numa inabilidade das
células T para expressarem niveis normais de moléculas do CD40L. Tais

mutacoes sdao heterogéneas (Notarangelo et al., 1996).
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4.1.1 Paciente TB

Os produtos de PCR dos exons 1, 2, 4 e 5 gerados a partir do DNAg
do paciente TB foram sequienciados como descrito nos materiais e
métodos. Nenhuma alteracdo foi encontrada quando comparamos as
sequéncias do paciente TB com o banco de dados de registros de
mutacoes para a sindrome de Hiper-IgM ligada ao cromossomo X
(deficiéncia de CD40L). Contudo o exon 3 do paciente nao pode ser
sequenciado devido ao padrao alterado apresentado na corrida
eletroforética, demonstrando sinais de fragmentacao do amplicom e de
bandas adicionais. Este padrao alterado repetiu-se mesmo apds novas

coletas e extracoes de DNAg do paciente TB (Figura 13).

Exomn 1 Exon'?

F.M Cont P.TE F.M Cont P.TE

S00ph
400TE
200LE

200ph
100t

Exon 3 Exon 4 Exon 5
P.M Cont P.TE P.M ContP.TE P.M ContP.TE

S00phb f
4007
300D

200k
100t

SO0k
400TE
200LE

200pk
100pt

Figura 13. Alteracdo na corrida eletroforética do produto de PCR do exon 3 do gene CD40L gerado
a partir de DNAg do paciente TB. Pode-se observar a fragmentacao do produto de PCR
do exon 3 e as bandas adicionais. Nenhuma alteracdo foi encontrada na reacao de PCR
e no seqUenciamento dos exons 1, 2, 4 e 5. Cont, controle; P.TB, paciente TB, PM, peso
molecular.
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4.1.2 Paciente FS

O paciente FS demonstrou uma nova substituicdo missense na
base de numero 11856 do DNA gendémico gerada pela troca de uma
guanina por uma citosina (g.11856 G>C) no exon 5 do CD40LG (Figura
14). Esta mutacdao tem como consequiéncia a substituicio de um
aminoacido triptofano, por uma cisteina na proteina CD40L. Na mae do
paciente foi detectada uma mutacao g.11856:G>A em heterozigoze,
ficando com o diagnostico de portadora da mutacao. Ja a tia do paciente
FS, representada na arvore genealogica da familia como o individuo de

numero II1.3, nao é portadora da mutacao (Figuras 10 e 14)

Val Leu Glu T Ala Glu Lis
137 138 139 140 141 142 143

Zont.

P.F3

I,IH

;-,n

Yy

Tia OI.3

Figura 14. Analise do CD40LG do paciente FS. Detectamos uma substituicado missense na base
de numero 11856 do DNA genémico (g.11856 G>C) no exon 5 do CD40LG
(2.11856:G>A). Sua mae foi detectada como portadora da mutacao g.11856:G>A em
heterozigoze e sua tia representada na arvore genealogica da familia do paciente FS
(Figura 2) como o individuo de numero III.3 nédo é portadora da mutacdo. Na parte
superior da figura estdo representados a seqUiéncia dos numeros dos cédons e os
respectivos aminoacidos por eles codificados. Val, Valina; Leu, Leucina; Glu, Acido
Glutamico, Trp, Triptofano; Ala, Alanina; Lis, Lisina; Cont, controle; Mde, méae do
paciente; Tia, tia do paciente FS.

69



4.1.3 Paciente KC

A analise do CD40LG revelou que o paciente KC possui uma
mutacao nonsense na base de numero 11855 do DNA genomico gerada
pela troca de uma guanina por uma adenina (g.11855:G>A) (Figura 15]).
Esta mutacao ja foi previamente descrita na literatura (Korthauer et al.,
1993; Iseki et al., 1994; Macchi et al., 1995; Seyama et al., 1996
Nonoyama et al., 1997; Seyama et al., 1998). Esta mutacao gera um
codigo de parada prematuro no exon 5. A analise do DNAg da mae e da
tia do paciente, representadas na arvore genealogica da familia do
paciente KC (Figura 10), respectivamente como individuos de numero
.2 e III.4 foram detectadas como portadoras da mutacao em

heterozigoze (Figura 15).

Val Leu Glu Tm Ala Glu Lis
137 138 139 140

141 142 143

Cont.

P.KC

Tia III.4

Figura 15. Analise do CD40LG do paciente KC. Detectamos a mutacdo nonsense g.11855 G>A no
éxon 5 do CD40LG no DNAg do paciente KC. Sua mae e sua tia representadas na
arvore genealogica da familia do paciente KC (Figura 2) como os individuos de
numero II1.2 e 1.4 respectivamente, foram detectadas como portadoras da mutacao
em heterozigoze. Na parte superior da figura estdo representados a sequiéncia dos
numeros dos cédons e os respectivos aminoacidos por eles codificados. Val, Valina;
Leu, Leucina; Glu, Acido Glutamico, Trp, Triptofano; Ala, Alanina; Lis, Lisina. Tia, tia
do paciente FS; Cont, controle; P.KC, paciente KC, Mde, mae do paciente KC; Tia, tia
do paciente KC;
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4.1.4 Paciente CH

A analise do CD40LG demonstrou que o paciente CH possui uma
delecao das bases 3074 a 3077 no DNAg. (g.3074_3077delTAGA)
previamente descrita na literatura (Gilmour et al., 2003) afetando o sitio
de “Splice” e a primeira base do exon 2 do CD40LG (Figura 16). A mae do
paciente FS demonstrou ser portadora da mutacao em heterozigoze. Os

individuos II1.9 e IV.2 nao sao portadores (Figuras 10 e 16).

lle Glu Asp  Glu
Sitio de “splice™ 5.3 f:d 5.5 5-5

P.ZH

Prima. IV.2

Figura 16. Analise do CD40LG do paciente CH. Detectamos a presenca da delecdo das bases 3074
a 3077 do DNAg (g. 3074_3077delTAGA) afetando o sitio de “splice” e a primeira base
do exon 2 do CD40L. A méae do paciente foi detectada como portadora da mutacdo em
heterozigoze. A barra em azul na parte superior da figura destaca a seqtiéncia do sitio
de Splice seguido dos numeros dos cédons e os respectivos aminoacidos por eles
codificados. Ile, Isoleucina; Glu, acido glutamico; Asp, Acido aspartico; Cont, controle;
Mae, mae do paciente; Tia, do paciente. Prima, prima do paciente.
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4.1.5 Paciente FE

A analise do CD40LG também demonstrou que paciente FE possui
a delecao g. 3074_3077delTAGA (Figura 17). A mae do paciente FS e os
individuos II.4,IIL.5, III.6, III.21 e IV.2 foram detectados como portadores
da mutacao em heterozigoze. Ao passo que os individuos III.14 e IV.3 nao

possuem o alelo mutado. (Figuras 10 e 17).
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e s
Sitio de “splice™ 53 54 55

Figura 17. Analise do CD40LG do paciente FE. Presenca da delecdo g. 3074_3077delTAGA no
DNAg do paciente FE do CD40LG. A méae do paciente e os individuos II1.4,1I1.5, III.6,
III.21 e IV.2 (Figura 2) sdo heterozigotos ao passo que os individuos III.14 e IV.3 nao
portam a mutacdo. A barra em azul na parte superior da figura destaca a seqiiéncia
do sitio de Splice seguido dos ntiimeros dos cédons e os respectivos aminoacidos por
eles codificados. Ile, Isoleucina; Glu, acido glutamico; Asp, Acido aspartico; Cont,
controle; Mde, mae do paciente; Irma, do paciente; Tia, do paciente; P/mde, prima da
mae do paciente; T/mde, tia da méae do paciente. Mde, mae do paciente; Tia, do
paciente.
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4.1.6 Paciente VIC

O paciente VIC é primo do paciente FE (Figura 10). Ao analisarmos
o CD40LG do paciente VIC também detectamos a presenca da delecao das
bases 3074 a 3077 no DNAg (g. 3074_3077delTAGA) afetando o sitio de
“splice” e a primeira base do exon 2 do CD40LG (Figura 18). A mae do
paciente e os individuos II1.24 e II1.25 foram detectadas como portadoras

da mutacao em heterozigoze. Esta condicao foi excluida no individuo
[II.27 (Figuras 10 e 18).

lle Glu Asp Glu
Sitio de “splice™ 5.3 5:4 5.5 5?

T 112

Tia 11125 |

Figura 18. Analise do CD40LG do paciente VIC primo do paciente FE. Detectamos a presenca da
delecdo das bases 3074 a 3077 do DNAg (g. 3074_3077delTAGA) afetando o sitio de
“splice” e a primeira base do exon 2 do CD40LG no paciente VIC. A méae do paciente e
os individuos III.24 e III.25 foram detectadas como portadora da mutacdo em

heterozigoze ao passo que a III.27 nao. Cont, controle; Mae, mae do paciente; Tia, do
paciente.
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4.2 Andlise estrutural dos RNAm produzidos pelo CD40LG
4.2.1 RT-PCR

Confirmando as alteracoes encontradas no DNAg dos pacientes,
notamos a presenca de transcritos alternativos do RNAm do paciente TB
quando o cDNA foi amplificado com o par de “primers” P 1-3 (Figura
19b). Também verificamos bandas de tamanho reduzido quando o cDNA
foi amplificado com os pares de primers 2-5 e 1-fim, sugerindo uma
grande delecao do éxon 3 ou a perda do exon 3 do CD40LG durante o

processamento do pré-RNAm do CD40L.

Percebe-se que a delecao no sitio de “splice” g. 3074_3077 del TAGA
encontrada no DNAg dos pacientes CH, FE e VIC gera 2 RNAm maduros
(Figura 19b) como consequiéncia de “splice” alternativo, demonstrado
pelas 2 bandas geradas quando cDNA do CD40L foi amplificado com os
pares de “primers” P.1-3 e P.1-5. Como esperado, nenhum fragmento
adicional foi encontrado, quando utilizamos os pares de “primers” P.2-5 e
P.4-fim que anelam apods o sitio receptor do “splice” do intron 1 onde
localiza-se a mutacao g. 3074_3077 del TAGA nesses 3 pacientes. (Figura
19b). Na segunda etapa deste projeto sequenciaremos estes 2 produtos
de “splice” alternativos para caracterizacado mais precisa do

processamento do RNAm.

Com relacao ao paciente KC portador da mutacao g.11855 G>A e o
paciente FS portador da mutacdo g.11856 G>C, nenhuma alteracao foi
detectada na corrida eletroforética apés amplificacado do cDNA com os

quatro pares de “primers” utilizados (Figura 19b).
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Figura 19. Analise estrutural dos transcritos do CD40L. Eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etidio apdés a reacdo de RT-PCR. (A) Transcritos da B-actina
utilizados como controles internos de expressao génica. (B) No topo e em verde RNAm
do CD40L ja processado com seus 5 exons e os pares de primers utilizados na analise
estrutural dos transcritos do CD40L. De cima para baixo, os trés primeiros géis de
agarose correspondem aos fragmentos do RNAm do CD40L gerados apés amplificacdo
com os pares de “primers” P.1-3, P.2-5, P4-fim respectivamente. O quarto gel de
agarose, de cima para baixo, corresponde aos transcritos dos 5 exons do CD40L
amplificados com o par de “primer” P.1-fim. Cont, controle; PM, Peso molecular.
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4.2.2 Seqtienciamento do cDNA dos pacientes deficientes de CD40L

Os produtos da amplificacdo do cDNA dos pacientes deficientes de
CD40L, gerados a partir da reacao de RT-PCR com o par de primers P.1-

fim, foram sequienciados.

4.2.2.1 Paciente TB

O sequienciamento do cDNA do paciente TB produzido, demonstrou
a delecao do exon 3 no RNAm (r.345_402del). Notamos que
subsequientemente ao exon 2 esta a sequéncia do exon 4 (Figura 20).

Este fato pode ser devido a defeitos no processamento do pré-RNAm.

A)
RNAm CD40L
I I 1\% v
P.TB s-car N ), &
I o m v v
Cont.
I B)
LAaALGL L A
P.TB
Cont. -<

Figura 20. Delecdo do exon 3 do RNAm (r.345_402del) no paciente TB. (A) Diagrama
demonstrando a delecao do éxon 3 no RNAm do paciente TB. O RNAm na imagem
superior representa o RNAm que codifica o CD40L do paciente TB com a auséncia
do exon 3. A imagem inferior representa o RNAm do controle. (B) O cromatograma
superior do paciente TH demonstra a seqiiéncia do cDNA com a auséncia do exon3.
Nota-se que subseqUiente ao exon 2 esta a sequiéncia do exon 4. No cromatograma
inferior estd representado a sequiéncia do controle. Apés o éxon 2 percebe-se a
presenca do exon 3 e subseqliente o exon 4. Devido ao grande numero de bases
presente no exon 3, apenas os fragmentos iniciais e finais do éxon 3 estdo
representados. Cont, controle;
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4.2.2.2 Paciente FS

O sequenciamento do cDNA do CD40L do paciente FS, com o par
de primers P.1-fim, confirmou a presenca da troca de uma guanina (QG)
por uma citosina (C) na base de numero 476 do DNA complementar
(c.476 G>C) (Figura 21). Esta alteracao corresponde a mutacao

g£.11856:G>C encontrada no DNAg, confirmando a mutacao encontrada.

Val Leu Gl T Ala Glu Lis
11}'." 138 138 140 141 142 143

P.F&

Figura 21. Cromatograma demonstrando a mutacédo c.476 G>C no paciente FS. Detectou-se troca
de uma guanina (G) por uma adenina (C) na base de numero 476 do DNA
complementar (c.476G>C) do paciente FS confirmando a alteracdo g.11856G>C
encontrada no DNAg. Val, Valina; Leu, Leucina; Glu, Acido Glutamico, Trp, Triptofano;
Ala, Alanina; Lis, Lisina; Cont, controle;
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4.2.2.3 Paciente KC

Apos o sequienciamento do cDNA do CD40L com o par de “primers”
P.1-fim, detectamos a presenca da troca de uma guanina (G) por uma
adenina (A) na base de numero 475 do DNA complementar (c.475G>A).
Esta alteracao corresponde a mutacao (g.11855G>A) do paciente KC
confirmando a alteracao g.11855G>A encontrada no DNAg (Figura 22).

Val Leu Glu T Ala Glu Lis
13_'." 138 139 140 141 142 143

N

.I"._J' Y

n o
.IIF \ JI '\\__f

Figura 22. Cromatograma demonstrando a mutacdo c.475 G>A no paciente KC. Presenca da
troca de uma guanina (G) por uma adenina (A) na base de numero 475 do DNA
complementar (c.475G>A) do paciente KC confirmando a alteracdo g.11855G>A
encontrada no DNAg. Val, Valina; Leu, Leucina; Glu, Acido Glutamico, Trp,
Triptofano; Ala, Alanina; Lis, Lisina; Cont, controle.

4.2.2.4. Pacientes CH, VIC e FE

Os pacientes CH, VIC e FE portadores da delecao g.
3074_3077delTAGA no DNAg, apresentaram transcritos alternativos,
gerados quando o cDNA foi amplificado com o par de “primer” P1l-fim
(Figura 10). A natureza dos transcritos alternativos e processamento do

RNAm serao analisados na segunda etapa deste projeto.
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4.3 Fenotipagem dos linfécitos
4.3.1 Fenotipagem dos linfécitos CD3*CD4*

Os valores relativos dos linfocitos T CD3*CD4* dos pacientes foram
significativamente mais altos quando comparados com os controles

sadios (p=0,0260, n=6 , Teste de Mann-Whitney) (Figura 23).
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Figura 23. Fenotipagem dos linfécitos T CD3+*CD4+* dos pacientes deficientes de CD40L. (A)
Grafico dos valores relativos da subpopulacdo de linfécitos T CD3*CD4* dos pacientes
deficientes de CD40L comparado com o grupo de controles sadios. (A) “Dot plot” para
a marcacdo de linfécitos CD3+*CD4+ dos pacientes deficientes de CD40L realizados a
partir do “gate” na populacdo de linfocitos. A barra horizontal entre os pacientes e
controles indica a mediana de cada grupo. O “dot plot” de cada paciente apresentado
é representativo de dois experimentos independentes (p=0,0260, n=6 , Teste de Mann-
Whitney).
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4.3.2 Fenotipagem dos linfécitos CD3*CD8*

Com relacdo a contagem de linfocitos T CD3*CD8* dos pacientes
deficientes de CD40L e do grupo de controles sadios, ndo encontramos

diferenca estatisticamente significativa (Figura 24).
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Figura 24. Fenotipagem dos linfécitos T CD3+*CD8* dos pacientes deficientes de CD40L. (A)
Grafico dos valores da subpopulacdo de linfécitos T CD3+*CD8+ dos pacientes
deficientes de CD40L. (A) “Dot plot” para a marcacdo de linfécitos CD3*CD8* dos
pacientes deficientes de CD40L realizados a partir do “gate” da populacdo de
linfocitos. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre
pacientes e controles. As barras horizontais entre os pacientes e controles indicam a
mediana de cada grupo. O “dot plot” de cada paciente apresentado é representativo de
dois experimentos independentes (p=0,9372, n=6 , Teste de Mann-Whitney).
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4.3.3 Fenotipagem dos linfécitos CD19*CD40*

A contagem dos linfocitos CD19+*CD40* ndo demonstrou diferenca
estatisticamente significativa entre o grupo de pacientes e controles

sadios (Figura 25).
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Figura 25. Fenotipagem dos linfécitos B CD19+CD40* dos pacientes deficientes de CD4O0L. (A)
Grafico dos valores relativos da subpopulacdo de linfécitos B CD19+CD40+ dos
pacientes deficientes de CD40L. (B) “Dot plot” para a marcagcdo de linfécitos
CD19+CD40* dos pacientes deficientes de CD40L realizados a partir do “gate” da
populacao de linfécitos. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa
entre o grupo de pacientes e controles. A barra horizontal entre os pacientes e
controles indica a mediana de cada grupo. O “dot plot” de cada paciente apresentado
é representativo de dois experimentos independentes (p=0,0649, n=6 , Teste de Mann-
Whitney).

82



4.3.4 Fenotipagem dos linfécitos CD3*CD40L*

Pelo fato dos linfocitos CD3*CD4* e CD3*CD8* expressarem O
CD40L (Roy et al., 1993), analisamos a expressao do CD40L na superficie
dos linfécitos CD3* totais dos pacientes deficientes do CD40LG e em
separado na superficie dos linfécitos CD4*. Incluimos em nossa analise a
expressao da molécula CD69, que € um marcador de ativacao de

linfocitos T, para controlar as condicoes apropriadas de estimulacao.

Observamos uma diminuicao estatisticamente significativa, nos
niveis de expressdao do CD69 na superficie dos linfocitos CD3* dos
pacientes quando comparados aos controles (p=0,0260, n=6 , Teste de

Mann-Whitney) (Figura 26A).

Também verificamos reducao significativa na expressao do CD40L
na superficie dos linfécitos TCD3* e TCD4* ativados dos pacientes
comparados aos controles (p=0,0022, n=6 , Teste de Mann-Whitney)
(Figuras 26B, 26C).
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Figura 26. Expressdo do CD40L na superficie dos linfécitos T CD3+*CD40L* e CD4+CD40L~. (A) A
expressao de CD69 foi utilizada como controle de ativacdo. As barras horizontais
entre os pacientes e os controles indicam a mediana de cada grupo. (n=6 , Teste de
Mann-Whitney) (continua).
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Figura 26. Expressdo do CD40L na superficie dos linfécitos T CD3+CD40L+ e CD4+*CD40L*. (B) No
grafico as barras horizontais entre os pacientes e os controles indicam a mediana de
cada grupo (n=6 , Teste de Mann-Whitney). “Dot plot” e histogramas demonstrando os
valores relativos da populacdo de linfécitos CD3*CD40L* pré e poés- ativacdo. Nos
histogramas a linha em verde representa o controle isotipico e em azul estédo
representadas as amostras de células marcadas com anti-CD40L-PE (continua).
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Figura 26. Expressao do CD40L na superficie dos linfécitos T CD3*CD40L* e CD4+*CD40L*. (C) No
grafico as barras horizontais entre os pacientes e os controles indicam a mediana de
cada grupo (n=6 , Teste de Mann-Whitney). “Dot plot” e histogramas demonstrando os
valores relativos da populacéo de linfocitos linfécitos CD4+CD40L* pré e pos- ativacao.
Nos histogramas a linha em verde representa o controle isotipico e em azul estdo
representadas as amostras de células marcadas com anti-CD40L-PE. Os dados das
figuras A, B e C apresentados sdo representativos de 2 experimentos independentes.
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Além de apresentarem valores relativos de linfocitos
CD3*CD40L*reduzidos na populacdo de PBMC, detectamos pela
microscopia confocal (demonstrado no proximo item), que os linfécitos T
ativados dos pacientes deficientes de CD40L, também apresentam uma
reducao na densidade das moléculas CD3 e CD40L na superficie dos
linfocitos T CD3*CD40L*. Por este motivo e por nao termos detectado
alteracao nos valores relativos de linfécitos T CD3+*CD4* nao estimulados,
decidimos avaliar individualmente a expressdo do CD3 e do CD4 na
superficie dos linfécitos T apoés S5 horas de ativacao com PMA e
Ionomicina. Nao detectamos diferenca estatistica quando comparamos o
grupo de paciente e controles. Contudo, percebemos apos a estimulacao,
que os pacientes TB e KC apresentaram uma evidente diminuicao nos
valores relativos de linfocitos CD3* associada a niveis normais de

linfocitos T CD4* (Figura 27).
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Figura 27. Expressdo das moléculas CD3 e do CD4 na superficie dos linfécitos T pré e pos-
ativacdo com PMA e Ionomicina (A) Grafico dos valores relativos dos linfécitos CD3* e
CD4+ pré e pos ativacdo. As barras horizontais entre os pacientes e os controles
indicam a mediana de cada grupo. O valor de p, correspondente a cada experimento,
esta demonstrado acima dos graficos (n=6 , Teste de Mann-Whitney) (continua).

86



B)

.,
i 10f 10 1t
BNy

CD3
A A : %
i ngj 1;#' W w

Mo de células

Intensidade de fluorescéncia
CD3

Figura 27.

Intensidade de fluorescéncia
Ch4

Expressao das moléculas CD3 e do CD4 na superficie dos linfécitos T pré e pos-
ativacdo com PMA e Ionomicina (B) “Dot plot” e histogramas demonstrando os valores
relativos da populacdo de linfécitos CD3+ e linfécitos CD4+ ndo estimulados. Nos
histogramas a linha em verde representa o controle isotipico e em azul estao

representadas as amostras de células marcadas com anti-CD3 e anti-CD4. (continua).
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Figura 27. Expressdo das moléculas CD3 e do CD4 na superficie dos linfécitos T pré e pos-
ativacdo com PMA e Ionomicina (C) “Dot plot” e histogramas demonstrando os valores
relativos da populagcao de linfocitos CD3* e linfécitos CD4+* apds cinco horas de
ativacdo com PMA e Ionomicina. Nos histogramas a linha em verde representa o
controle isotipico e em azul estdo representadas as amostras de células marcadas
com anti-CD3 e anti-CD4. Os dados apresentados nas figuras A, B e C sao
representativos de 2 experimentos independentes.

88



4.4 Microscopia confocal dos linfécitos T CD3*CD40L*

A analise molecular de marcadores celulares por microscopia
confocal € uma ferramenta extremamente util para o entendimento dos
fendmenos imunologicos. Realizamos a analise da expressao do CD40L
na superficie (membrana plasmatica) de células CD3 positivas. Notamos
que os linfocitos T CD40L* dos pacientes apresentaram reducado na
densidade do CD40L na membrana plasmatica. Ainda percebemos que
esses linfocitos expressando o CD40L mutado também apresentaram
uma reducao na densidade da molécula CD3 e que essas duas moléculas

colocalizam-se na membrana plasmatica do linfocito (Figura 28).
P.¥IC

PEC PFS F.CH F.FE

r.345_402del g2.11856:G>A 11856:G>A 3074_3077 3074_3077 g2.3074_3077
del. TAGA del. TAGA del. TAGA

Cont ETB

Figura 28. Microscopia confocal dos linfocitos T CD3+*CD40L* dos pacientes deficientes de
CD40L. De cima para baixo estd demonstrado: em verde a expressdo do CD3
marcado com anti-CD3-FITC; em vermelho a expressdo do CD40L marcado com
anti-CD40L-PE; em amarelo a sobreposicdo do CD3 e do CD40L, demonstrando
uma colocalizacao dessas duas moléculas. Nota-se a reducao da densidade da
expressdo do CD40L bem como do CD3. As imagens apresentadas de cada
paciente sdo representativas de 2 experimentos independentes. Abaixo de cada
imagem esta descrita a mutacdo que cada um dos pacientes é portador.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo determinamos as bases genético-moleculares da
deficiéncia de CD40L em 6 pacientes brasileiros com HIGM ligada ao X,
pertencentes a 5 familias nao relacionadas, e investigamos o status de
portadora do alelo mutado em 18 mulheres destas familias. Com essas
avaliacoes foi possivel uma redefinicao do tratamento de cada um desses
pacientes, o aconselhamento genético dos demais membros das familias

estudadas e a triagem dos futuros recém-nascidos destas familias.

No ano de 1993 cinco grupos de pesquisadores demonstraram que
mutacoes no CD40LG eram responsaveis por uma imunodeficiéncia
caracterizada por falhas na troca de classe do isotipo IgM para os demais
isotipos IgG, IgA e IgE (Aruffo et al., 1993; Korthauer et al., 1993; Di
Santo et al., 1993; Allen et al., 1993; Fuleihan et al., 1993). Detectamos
mutacoes heterogéneas no CD40LG, sendo uma nonsense, uma missense,
trés delecoes gerando falhas no processamento do RNAm e um defeito de

“splice” resultando na delecdo do exon 3 do RNAm.

Analisamos conjuntamente as alteracoes na estrutura do DNA
genomico, no RNAm e na expressao da proteina CD40L. As células vivas
dependem do funcionamento correto de milhares de genes, e cada um
deles pode ser danificado por uma mutacdo nos diversos sitios da
sequéncia que codifica as proteinas (exons), nas regides flanqueadoras
desses exons, regides de processamento do RNAm (sitios de “splice”), ou
nas regioes que promovem a expressao génica (promotores). Maes
heterozigotas, para um determinado alelo mutado, apresentam 50% de
chance de transmitir esse alelo a seus descendentes através do processo

de meiose.

Os pacientes brasileiros com a sindrome de HIGM vivem num meio
ambiente diverso, distinto dos padroes do hemisfério norte, estando

sujeitos a exposicao a diferentes antigenos microbianos e patogenos
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caracteristicos de regides tropicais, além de serem expostos precocemente
a um protocolo de imunizacdes que inclui microrganismos vivos,
potencialmente patogénicos para eles. Nao ha conhecimento detalhado
sobre as possiveis repercussoes que tais praticas induzem nestes
pacientes e quais padroes de mutacoes levam a sindrome de HIGM em
pacientes nesta populacao brasileira, amplamente miscigenada
Destacamos o encontro do paciente TB com deficiéncia do CD40L e

infeccao pelo Paracoccidiodes braziliensis, fato inédito na literatura.

Considerando a heterogeneidade clinica e genética desses
pacientes, o estudo molecular foi fundamental para a realizacao do
diagnostico diferencial, delineamento terapéutico, aconselhamento
genético e prognostico dos casos. Além disso, a identificacao de
mecanismos genético-moleculares defeituosos, contribuira para o avancgo
do conhecimento sobre a resposta imune humana e sua suscetibilidade

as infeccoes, area considerada estratégica no campo da biomedicina.

Sem a analise genético-molecular, muitos pacientes com deficiéncia
de CD40L, sao frequentemente acompanhados como tendo
imunodeficiéncia comum variavel (CVID), uma vez que nem todos os
pacientes deficientes de CD40L apresentam niveis elevados de IgM
(Prasad et al., 2005). Trés dos pacientes que estudamos apresentaram
niveis de IgM no percentil 3 e tinham sido diagnosticados como
portadores de CVID. O diagnéstico genético-molecular permitiu a

confirmacao da deficiéncia de CD40L nesses pacientes.

Segundo informacoes do banco de dados de registros de mutacoes
para a X-HIGM, a maior porcentagem das mutacdes encontrada na
molécula CD40L sao mutacoes missense (30%) seguidas de mutacoes
nonsense (22%), delecoes (16%), insercoes (13%) e mutacoes em sitios de

“splice” (19%) (http://bioinf.uta.fi/CD40Lbase/). Contudo, este perfil de

mutacdes pode variar em diferentes grupos étnicos (Erdos et al., 2008).

Recentemente foi descrito um paciente com insercdo de um elemento
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AluYb8 no exon 1 do CD40LG (Apoil et al., 2007) e outro individuo com

uma mutacao na regido promotora do CD40LG (Van et al., 2007).

Duas das mutacoes identificadas foram localizadas no cédon 140
do CD40LG. Estes dados corroboram a informacao de que este codon €
um “hotspot” de mutacoes no CD40L (Notarangelo e Peitsch, 1996;
Nonoyama et al., 1997; Prasad et al., 2005). O cédon 140 abrange as
bases 11854, 11855 e 11856.

O paciente KC apresentou a troca de uma guanina por uma
adenina na base de numero 11855 do DNA (g.11855:G>A)
correspondendo a base de numero 475 do RNAm (c.475G>A) sendo esta
uma mutacao descrita na literatura (Korthauer et al., 1993; Iseki et al.,
1994; Macchi et al., 1995; Seyama et al., 1996; Nonoyama et al., 1997;
Seyama et al., 1998). Esta substituicao resulta num coédigo de parada
prematuro no inicio do éxon 5 do CD40LG (p.-W140X) gerando uma
proteina com auséncia do dominio TNFH. A auséncia deste dominio
implica em falhas na ligacdo ao CD40, resultando numa resposta imune
deficiente, responsavel pelas infeccoes de repeticio manifestadas pelo

paciente KC.

O paciente FS demonstrou a alteracao no cédon 140 g.11856 G>C,
que no cDNA corresponde a base de numero 476 (c.475G>A), sendo esta
uma mutacado nao descrita na literatura. Essa substituicao gera a troca
de um triptofano por uma cisteina na posicao 140 da proteina CD40L. Ja
foram descritos na literatura (Nonoyama et al., 1997; Garber et al., 1999;;
Prasad et al., 2005) dois pacientes com mutacao missense na base 11856
do DNA genomico. Diferentemente do paciente FS, esses pacientes
apresentaram a troca de uma guanina por uma timina (g.11856G>A).
Essas duas mutacoes resultaram na troca de um triptofano por uma
cisteina fato que também ocorreu com o paciente FS (p. W140C), pois os
codons UGU e UGC geram o mesmo aminoacido (cisteina) devido ao

codigo genético ser degenerado.
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O triptofano (W) € um aminoacido aromatico apolar. Na posicao
140 da proteina CD40L, o triptofano forma varias interacoes hidrofébicas
essenciais a estrutura do CD40L. Ja a cisteina € um aminoacido nao
aromatico e polar. A troca do triptofano por uma cisteina na posicao 140
da proteina CD40L implica na desestabilizacao estrutural do CD40L
(Thusberg e Vihinen, 2007). Desde os primeiros meses de vida até o
momento, o paciente FS apresentou varios episodios de neutropenia,
acompanhados de otites, pneumonias, amigdalites e quadros de infeccao

urinaria recorrentes.

As analises do CD40LG dos pacientes CH, FE e VIC revelaram a
delecao das bases 3074 a 3077 do DNAg (g. 3074_3077delTAGA)
previamente descrita na literatura (Gilmour et al., 2003). Esta delecao se
localiza na regiao aceptora do sitio de “splice” do intron 1. A sequiéncia de
nucleotideos desta regido € aatagATAGAAAG (as letras minusculas
indicam a regidao aceptora do “splice” do intron 1 e as letras em
maiusculo indicam a sequiéncia do exon 2). Para correlacionarmos a
alteracdo que encontramos no CD40LG destes pacientes com o fendtipo

por eles desenvolvido, necessitamos analisar a estrutura do RNAm.

A analise do RNAm do CD40L foi uma ferramenta importante no
entendimento das alteracoes que afetaram o CD40LG dos pacientes. O
RNA mensageiro que codifica o CD40L passa a ser detectado apos 1 hora
de estimulo e atinge niveis maximos apos 3 horas (Roy et al., 1998). Apos
a ativacao in vitro dos PBMC dos pacientes deficientes de CD4O0L,
realizamos a transcricao reversa do RNAm que codifica a proteina CD40L,

gerando seu cDNA.

Toda a regiao codificadora do RNAm do CD40L dos pacientes foi
analisada. As alteracoes encontradas no DNAg dos pacientes KC e FS
foram confirmadas e nos casos dos pacientes CH, VIC e FE
demonstramos os defeitos no RNAm destes pacientes, o que nos permitiu

esclarecer o fenotipo por eles desenvolvido.
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No caso do paciente TB, nao foi possivel o seqlienciamento do éxon
3 do CD40LG, devido ao padrao de fragmentacao e de bandas adicionais
geradas apos a reacao de PCR. A analise do RNAm através da técnica de
RT-PCR nos permitiu identificar as bases genéticas que geraram sua
suscetibilidade as infeccoes tipicas de pacientes com defeitos na troca de
classe de imunoglobulinas e bem como as infeccoes por patogenos
intracelulares como Pneumocystis jiroveci e Paracoccidiodes braziliensis.
Pneumocystis jiroveci € um patogeno freqientemente encontrado em
nesses pacientes, porém nao encontramos na literatura relato de
infeccoes causadas por Paracoccidiodes braziliensis em pacientes
deficientes de CD40L, sendo este o primeiro caso a ser relatado na
literatura. Iseki e colaboradores (1994) descreveram um paciente com

deficiéncia de CD40L que desenvolveu infeccao por Cryptococcus.

Na analise dos transcritos do CD40L do paciente TB, observamos
tamanho reduzido dos RNAm produzidos, o que sugeriu a existéncia de
uma grande delecdo no RNAm. Quando sequiienciamos o cDNA do CD40L
do paciente TB detectamos a delecao correspondente a todo o éxon 3
(mutacao r.345_402del). Este defeito pode ser conseqiiéncia de alguma
alteracdo no sitio de “splice” do exon 3. Alteracoes nos sitios de “splice”
podem desencadear a perda do reconhecimento do sitio de “splice” pelo
spliceossomo (complexo de proteinas responsavel pelo “splice”) gerando
RNAm alternativos ou RNAs com a auséncia do exon flanqueado pelo sitio

alterado.

Atualmente investigamos as regioes adjacentes ao exon 3 para
determinarmos a alteracao no DNAg do paciente TB. Nao encontramos
nos bancos de dados de mutacdes da X-HIGM, nenhum registro de
defeito de “splice” que resulte na delecio do exon 3 no RNAm

(http:/ /bioinf.uta.fi/CD40Lbase/index.php?content=pub/ IDbases).

Pelo fato da deficiéncia de CD40L ser uma doenca ligada ao

cromossomo X, as portadoras em heterozigoze do alelo mutado possuem
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50% de chance de transmiti-lo aos seus descendentes. Identificar essas
portadoras € fundamental para o aconselhamento genético das familias.
Nossas analises revelaram que as maes dos pacientes KC, FS, CH, VIC e
FE sao portadoras do alelo mutado em heterozigoze. Também
encontramos em mais 8 outras mulheres a condicao de portadoras do
alelo mutado em heterozigoze e outras 6 foram identificadas como nao

portadoras.

A fenotipagem dos leucocitos dos pacientes deficientes de CD40L
nao revelou reducao dos valores relativos das células CD3*CD4* e
CD3*CD8*. Nossos dados estdao de acordo com outros estudos que
demonstraram que pacientes deficientes de CD40L nao apresentam
reducao nos niveis normais de linfocitos T na circulacao sanguinea (Jain
et al., 1999; Ferrari et al., 2001). Ao contrario encontramos um aumento
estatisticamente significativo nos valores relativos dos linfocitos
CD3*CD4*. Leucocitose por linfocitos CD3*CD4* é relatada em alguns
pacientes deficientes de CD40L (Erdos et al., 2008) fato que pode ser
hipoteticamente explicado por algum mecanismo compensatorio dos
linfécitos dos pacientes deficientes de CD40L que nao conseguem exercer
sua funcao eficientemente. Contudo este mecanismo ainda nao foi
estudado. Por outro lado, alguns pacientes deficientes de CD40L
apresentam niveis reduzidos de linfécitos T CD3*CD4+ e CD3*CD8* de

memoria (Jain et al., 1999).

Devido ao fato de pacientes deficientes de CD40 manifestarem um
fenotipo similar aos pacientes deficientes de CD40L (Ferrari et al., 2001),
analisamos a expressao do CD40 na superficie dos linfocitos B CD19*
para podermos excluir a possibilidade de falhas na molécula CD40. Nao
encontramos diferenca estatistica entre os niveis dos linfécitos B
CD19*CD40* dos pacientes quando comparados com os controles. Esses

dados sao condizentes com a literatura, em que nao sao observadas
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falhas na expressdao do CD40 em pacientes deficientes de CD40L (Lee et
al., 2005).

Utilizamos a expressao do CD69 como um marcador de ativacao
recente de linfocitos para podermos controlar de ativacao dos linfocitos T
antes de analisarmos a expressao do CD40L por citometria de fluxo e
microscopia confocal. Verificamos que os pacientes deficientes de CD40L
apresentaram uma reducdao nos niveis do CDG69, estatisticamente
significativa quando comparados com os controles sadios, contudo os
valores de expressao do CD69 estavam dentro dos valores considerados

como normais na literatura (Erdos et al., 2008).

A expressao do CD40L na superficie dos linfocitos T ativados com
PMA e ionomicina pode ser detectada por citometria de fluxo apos 3
horas de ativacao e atinge valores maximos de expressao apos 6 horas de
estimulo (Roy et al., 1993). Neste estudo, a avaliacdo da expressao da
proteina CD40L na superficie das células CD3* demonstrou uma reducao
significativa nos niveis de CD40L quando comparados com os niveis de
expressao dos controles. Este fato confirma a importancia desta técnica
como uma ferramenta valiosa para o diagnostico de pacientes deficientes

de CD40L (O’Gorman et al., 1997).

Apos serem produzidas, as proteinas sofrem modificacoes pos-
traducionais no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi.
Alteracoes genéticas como mutacoes, podem gerar proteinas danificadas,
mal dobradas ou desestruturadas e proteinas citosélicas, quando perdem
sua conformacao funcional por alteracdes genéticas, sdo degradadas nos
proteassomas gerando polipeptideos de vida curta que muitas vezes nao

chegam a ser exportados para o exterior das células (Watson et al., 2006).

Ao analisarmos a densidade e a estrutura da expressdao do CD40L
na superficie dos linfécitos T, observamos que células CD3*CD40L* dos

pacientes apresentavam uma reducao na densidade do CD40L na
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membrana plasmatica. Ainda observamos que esses linfocitos
expressando o CD40L mutado, também apresentavam uma reducdo na
densidade da molécula CD3 e que estas duas moléculas colocalizavam-se
na superficie dos linfocitos T. Como nao encontramos diferencas nos
niveis relativos de linfécitos CD3*CD4* e CD3*CD8* hipotetizamos que o
CD40L tenha que estar integro para que o CD3 possa ser expresso numa
densidade normal na superficie dos linfécitos e que na auséncia do
CD40L o CD3 possa ser expresso normalmente. Também aventamos a
possibilidade do CD40L ser co-expresso com o complexo CD3, porém nao
achamos na literatura estudos que abordem a co-expressao das
moléculas CD3 e CD40L. Nossos experimentos de citometria de fluxo nao
apontam diferencas importantes na contagem relativa de células CD3 e
CD4 dos pacientes, antes e apos ativacao. Contudo nos chamou atencao,
o fato de dois pacientes apresentarem queda dramatica na contagem
relativa de CD3 apods ativacao, o que aliado a observacao da microscopia
confocal, aponta um indicio que alguma inter-relacao entre CD3 e CD40L

possa existir, o que sera investigado na proxima etapa do projeto.

A co-expressao de alguns receptores ocorre em linfocitos T. Em
células T maduras, o TCR associa-se ao CD3 e as cadeias zeta no reticulo
endoplasmatico e em seguida essas moléculas sao enviadas para o
complexo de Golgi. Posteriormente os trés componentes do complexo TCR
(TCR, CD3 e cadeias zeta) sao co-expressos na superficie celular dos

linfocitos T (Geisler, 1992).

Utilizando células deficientes de CD3, pesquisadores
demonstraram que mutacoes na molécula CD3 resultam na auséncia da
expressao do TCR na superficie dos linfocitos T (Geisler, 1992; Buferne et
al., 1992). A importancia da integridade do CD40L para a expressao do

complexo TCR ainda nao foi investigada.

Dando continuidade a este estudo investigaremos a expressao do

complexo TCR como um todo, neste grupo de pacientes deficientes de
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CD40L e sua relacdo com a expressdao do CD40L mutado na superficie
dos linfécitos T, bem como outros aspectos funcionais da imunidade

celular ainda pouco explorados em pacientes deficientes de CD40L.

Quando foi demonstrado que mutacdes no CD40LG (Aruffo et al.,
1993; Korthauer et al., 1993; Di Santo et al., 1993; Allen et al., 1993;
Fuleihan et al., 1993) eram responsaveis por uma imunodeficiéncia
caracterizada por falhas na troca de classe isotipo de IgM para os demais
isotipos de IgG, IgA e IgE, as pesquisas sobre a importancia da interacao
entre o CD40L e o CD40 concentraram-se na imunidade humoral T-

dependente.

Nos anos seguintes, estudos com camundongos demonstraram que
a interacao CD40-CD40L participa da resposta imune celular pois,
alguns patoégenos intracelulares, tais como, Pneumocistis jrovecii (Wiley e
Harmsen, 1995) Leishmania major (Kamanaka et al.,
1996)Cryptosporidium parvum (Levy et al., 1997), Mycobacterium avium
(Hayashi et al., 1999), Salmonella dublin (Marriot et al., 1999), Candida
albicans (Netea et al., 2002) para serem debelados requeriam a

integridade desta interacao.

Dois dos pacientes que estudamos desenvolveram pneumonia
causada por Pneumocistis jirovecii fato freqiiente em pacientes deficientes
de CD40OL (Levy et al., 1997). Contudo, nenhum dos pacientes
analisados, desenvolveram complicacoes hepaticas causadas pelo
Cryptosporidium parvum. A suscetibilidade a infec¢cées causadas por
patogenos intracelulares distingue o fenotipo dos pacientes deficientes de
CD40L dos fenoétipos desenvolvidos pelos pacientes deficientes de AID e
UNG que apresentam suscetibilidade apenas a infeccdées causadas por
patogenos extracelulares (Ferrari et al., 2001; Imai et al., 2003). Esta
caracteristica deve-se ao fato da AID e UNG serem codificadas por dois
genes expressos exclusivamente em linfécitos B localizados nos centros

germinativos. Como a AID e a UNG agem especificamente na troca de
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classe de imunoglobulina e no processo de maturacdo da afinidade dos
anticorpos (hipermutacdo somatica) a resposta imune celular nao é
comprometida (Muramatsu et al., 2000; Di Noia e Neuberger, 2002).
Como consequiéncia o fenétipo dos pacientes deficientes de AID e UNG
nao € tao grave quanto o fenoétipo apresentado pelos pacientes deficientes

de CD40L.

Estes dados reforcam o papel da interacado CD40L-CD40 na
ativacao dos fagocitos. Os macrofagos, apos serem ativados com CD40L,
liberam varias citocinas pro-inflamatorias como: IL-1, IL-6, IL-8, IL-12,
TNF-a (Kiener et al., 1995; Mach et al., 1999). Ja nos neutrofilos, a
ligacao do CD40L soluvel ao CD40 expresso na superficie dos neutrofilos,
resulta na producao de anion superoxido (Vanichakarn et al., 2008)

essencial para a destruicao do patégeno fagocitado.

O reconhecimento dos antigenos pelos linfocitos T fornece o
primeiro sinal necessario a ativacao dos linfocitos T. O segundo sinal
necessario a ativacao € emitido a partir das interacoes entre moléculas
co-estimulatoérias, tais como, CD28, expresso pelas células T e as
moléculas da familia B7 (B7-1 e B7-2), expressas pelas APC’s e pelo
CD40L, também expresso na superficie das células T ativadas e o CD40
expresso pelas APCs (Griggs et al., 1996; Krummel e Allison, 1995;
Walunas et al., 1996; Vita et al., 1998). Neste contexto a interacao CD40-
CD40L é fundamental para estimulacao do eixo IFN-y/IL-12 necessarios
a ativacao dos macrofagos e das células dendriticas (Caux et al., 1994,
Grewal et al., 1996). Desta forma a suscetibilidade a infeccoes por
patogenos intracelulares, pode ser explicada, pelo fato de pacientes
deficientes de CD40L apresentarem falhas ao estimular as células
apresentadoras de antigenos a produzirem IL-12 e TNF-a e
consequentemente os linfocitos T produzirem baixos niveis de IFN-y (Jain

et al., 1999).
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Além disso, durante a organizacdo da sinapse imunologica, a
reorientacao do citoesqueleto e o tempo de duracao da interacao entre
linfécito T e célula dendritica dependem da interacao CD28-B7 e CD40L-
CD40 (Rothoeft et al., 2006). Falhas nessas interacdoes redundam na
diminuicdo da polarizacao do citoesqueleto e consequente falhas na
formacao da sinapse. Como ocorre reducao na duracao da interacao entre
as células dendriticas e os linfécitos T, aparecerao falhas na ativacao dos

linfocitos.

A interacao CD40L-CD40 ¢é fundamental para a ativacao das
células dendriticas por aumentar a capacidade migratoria das células
dendriticas para os linfonodos drenantes, a capacidade de ativar os
linfocitos T (Fugita et al., 2001), permitindo uma eficiente coneccao entre
a imunidade inata e adaptativa (Banchereau et al., 2000; Mellman e

Steinman, 2001).

O fendtipo de células dendriticas maduras capazes de exercer
eficientemente suas funcoes, € caracterizado pela elevada expressao de
moléculas codificadas pelo complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) de classe II, moléculas co-estimulatéorias CD80 e CD86, dos
marcadores de ativacdo CD83 e da capacidade de secretar altos niveis de
IL-12 (Cella et al., 1997). Células dendriticas de pacientes deficientes de
CD40, quando comparadas com individuos sadios apoés estimulacao com
CD40L soluvel, apresentaram um fenotipo imaturo, secretaram baixos
niveis de IL-12, gerando por consequéncia, niveis reduzidos de linfocitos

T secretores de IFN-y (Fontana et al., 2003).

Os resultados obtidos neste trabalho foram fundamentais, pois
permitiram a equipe médica que atende cada uma das familias, fazer um
aconselhamento genético preciso e triar os futuros recém-nascidos
profilaticamente antes do desenvolvimento dos primeiros sintomas da

deficiéncia de CD40L.
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Por fim, destacamos as observacoes cientificas originais
decorrentes deste estudo até o momento: encontramos o paciente TB com
deficiéncia de CD40L por delecao do exon 3 do CD40LG e infeccao
Paracoccidiodes braziliensis, dois aspectos inéditos na literatura
presentes no mesmo caso (a mutacao e o tipo de infeccao); o paciente FS
com a mutacao g.11856 G>C, inédita no CD40LG e a co-localizacao do
CD40L com o CD3 como sugerido pelos estudos de microscopia confocal.
Esses mecanismos serao investigados em detalhe na proxima etapa do
projeto. A avaliacdo das bases genético-moleculares da deficiéncia de
CD40L neste grupo de pacientes nos permitira desenvolver estudos
funcionais da resposta imune que requerem a integridade da interacao

CD40-CD40L.
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6 CONCLUSOES

1. As mutacoes observadas no gene do CD40L foram heterogéneas.
Constatamos uma mutacao nonsense, uma missense, trés delecoes
gerando falhas no processamento do RNAm e um defeito de splice
gerando a delecao do exon 3 do RNAm. Duas dessas mutacdoes sao

inéditas na literatura.

2. A analise genético-molecular permitiu um diagnoéstico preciso dos
pacientes deficientes de CD40L, tornando possivel o aconselhamento

genético e a triagem dos recém-nascidos nas familias estudadas.

3. A citometria de fluxo demonstrou ser uma importante técnica na

triagem e diagnodstico de pacientes deficientes de CD40LG;

4. A microscopia confocal permitiu a analise da densidade de
expressao das moléculas CD40L e CD3 e sua co-localizacao nos linfocitos

T;

5. Devido ao pequeno numero de deficientes de CD40L que
estudamos e a heterogeneidade genotipica e fenotipica dos mesmos,
nenhuma correlacao genotipo-fenétipo pode ser estabelecida. Contudo,
destacamos o achado do primeiro caso de blastomicose num paciente

com sindrome de X-HIGM.
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6.1 Perspectivas futuras

Pacientes com X-HIGM apresentam infeccoes de repeticdo por
patogenos  extra- e intracelulares, incluindo  Staphylococcus,
Streptococcus, Pneumocystis, Criptosporidium, Micobacterias, e
Paracoccideoides como encontrado nesta pesquisa. A despeito da
reposicao de imunoglobulinas intravenosas, muitos pacientes com
deficiéncia de CD40L continuam a apresentar infeccoes recorrentes e via

de regra por patogenos intracelulares.

Conforme abordado na introducdo deste estudo, a interacao
CD40L-CD40 ¢ critica para o “switch” na sintese de imunoglobulinas,
havendo a troca de isotipos IgM para as outras classes de
imunoglobulinas. Além disto, a interacao CD40L-CD40 também &
importante para a ativacdo de fagocitos (monocitos/macrofagos e

neutrofilos) além de apresentacao antigénica e atividade linfoproliferativa.

Nossa hipotese € que os pacientes com X-HIGM apresentem funcao
fagocitica deficiente , assim como apresentacdo antigénica inadequada,
mecanismos que agravam sua imunodeficiéncia e contribuem para sua

suscetibilidade as infeccoes.

Considerando o exposto, realizaremos uma série de estudos que
visam investigar a funcao fagocitica, apresentacao antigénica e ativacao
de células T neste grupo de pacientes com HIGM.

Temos a esperanca que tais estudos desvendem mecanismos
imunopatologicos ainda nao descritos e contribuam para o avanco do

conhecimento sobre essas imunodeficiéncias permitindo conceber novas

estratégias terapéuticas para este grupo de pacientes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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