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RESUMO

GENRE, J. Avaliacdo da populacdo de linfécitos CD4* com potencial regulador em pacientes
com Imunodeficiéncia Comum Variavel e Deficiéncia Seletiva de Imunoglobulina A. p115.
Tese (Doutorado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo
Paulo, Sdo Paulo, 2010.

A Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV) e a Deficiéncia Seletiva de Imunoglobulina A
(DIgA) sdo as imunodeficiéncias primarias humorais de maior freqiiéncia na populacdo
mundial. Ambas as doencas sdo caracterizadas pela auséncia ou reducdo significativa de
imunoglobulinas no soro. Embora diversas anormalidades imunoldgicas tenham sido
associadas a estas doencas, nenhuma hipdtese unificadora a respeito das bases moleculares
da ICV e DIgA foi propostas até o presente momento, sendo que o Unico defeito comum a
todos os pacientes é a falha na diferenciacdo de células B em plasmdcitos e conseqliente
secregdo de anticorpos. A hipogamaglobulinemia explica a conseqliente maior
susceptibilidade a infecgGes recorrentes dos tratos respiratdrios e gastrointestinais causada
por patogenos capsulados. No entanto, as causas do surgimento de outros sintomas tao
importantes quanto estes, principalmente doencas auto-imunes e atopias, sdo pouco
compreendidas. Embora fundamentalmente caracterizada pela hipogamaglobulinemia,
acredita-se que a ICV possa estar associada ao repertorio de células T, uma vez que foram
descritos defeitos relacionados a esta populagdo linfocitaria. Foi sugerida a existéncia de
uma etiologia comum para ICV e DIgA, representando a ICV o estdgio final de evolugdo de
uma deficiéncia humoral progressiva. Devido a alta incidéncia de auto-imunidade e alergia
em pacientes com ICV e DIgA, a investigagao da populagdo de células T reguladoras em
pacientes com estas patogenias foi considerada de interesse. No presente trabalho, visamos
analisar por citometria de fluxo a populagdo de linfécitos CD4* com potencial regulador em
pacientes com ICV e DIgA, para avaliar se defeitos quantitativos nesta populacdo poderia
explicar a alta incidéncia de doengas auto-imunes ou alérgicas associadas a estas
imunodeficiéncias. Individuos com ICV apresentaram freqiiéncias reduzidas de células
CD4+CD25highFoxp5’>+ circulantes no sangue, principalmente os pacientes com doenca auto-
imune. A intensidade de fluorescéncia média (IFM) de Foxp3 na populacdo
CD4+CD25highFoxp5’>+ mostrou uma estratificacdo dos pacientes em funcdo da presenca ou

auséncia de auto-imunidade, o que poderia ter um valor diagndstico. No entanto, a mesma



analise em relagdo a presenca ou auséncia de atopias ndo mostrou diferencas
estatisticamente significativas. Esses dados foram confirmados por PCR em tempo real. De
maneira similar & ICV, a avaliacio das populacdes CD4*'CD25"&"Foxp3* e CD4*CD25'CD127"%
em individuos com DIgA mostraram-se reduzidas, mesmo ndo havendo diferencas na
porcentagem de células Foxp3® nem na IFM de Foxp3 nessas populacdes em relagdo aos
individuos controles. Ndo foram observadas diferencas em relacdo a estes pardametros
quando os pacientes foram avaliados em fungao da presenga ou auséncia de doengas auto-
imunes ou atdpicas. Finalmente, a avaliacdo da producdo de citocinas do perfil Th2 das
células mononucleares do sangue de pacientes com ICV e DIgA pelo método ELISA mostrou
correlagdo com o estado hipogamaglobulinémico.

Palavras-chave: Imunodeficiéncia Comum Variavel. Deficiéncia Seletiva de Imunoglobulina

A. Auto-imunidade. Atopias. Células T reguladoras. Foxp3.



ABSTRACT

GENRE, J. Evaluation of the population of CD4" lymphocytes in patients with Common
Variable Immunodeficiency and Selective Immunoglobulin A Deficiency. p115. Thesis (Ph.D.
in Immunology) — Biomedical Sciences Institute, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Common Variable Immunodeficiency (CVID) and Selective Immunoglobulin A Deficiency
(IgAD) are humoral primary immunodeficiencies with the highest incidence in the
population. Both diseases are characterized by the absence or significant reduction of serum
immunoglobulins. Although several immunological abnormalities have been associated with
these diseases, no unifying hypothesis regarding the molecular basis of CVID and IgAD have
been proposed to date, and the only defect common to all patients is a failure in
differentiation of B cells into plasma cells and subsequent secretion of antibodies. The
hypogammaglobulinemia explains the increased susceptibility to infections of the respiratory
and gastrointestinal tracts caused by encapsulated pathogens. However, the causes of the
emergence of other symptoms, especially autoimmune diseases and atopy are poorly
understood. Although mainly characterized by hypogammaglobulinemia, it is believed that
CVID can be associated with the repertoire of T cells, since defects in this population have
been reported. Noteworthy, it was suggested the existence of a common etiology for CVID
and IgAD, representing CVID the final stage of a progressive humoral immunodeficiency. Due
to the high incidence of autoimmunity and allergy in patients with CVID and IgAD, the
investigation of the population of regulatory T cells in patients with these disorders was
considered of interest. In this work, we analyzed by flow cytometry the population of CD4"
lymphocytes with regulatory potential in patients with CVID and IgAD, to assess if
guantitative defects in this regulatory population could explain the high incidence of
autoimmune diseases or atopy associated with these immunodeficiencies. Individuals with
CVID showed decreased frequencies of CD4+CD25highFoxp3+ circulating in the blood,
especially patients with autoimmune disease. The mean fluorescence intensity (MFI) of
Foxp3 in the CD4+CD25highFoxp3+ population showed a stratification of patients according to
presence or absence of autoimmunity, which could have a diagnostic value. However, the
same analysis for the presence or absence of atopic diseases showed no statistically
significant differences. These data were confirmed by real time PCR. Similarly to the CVID,

CD4*CD25""Foxp3* and CD4*CD25'CD127"°" populations in individuals with IgAD were



reduced, even no differences in the percentage of Foxp3® cells nor in the MFI of Foxp3 in
these populations were seen compared to controls. In addition, there were no differences in
these parameters when patients were analyzed according to the presence or absence of
autoimmune disease or atopy. Finally, the evaluation of Th2 cytokine production by
peripheral mononuclear cells of patients with CVID and IgAD by ELISA correlated with the

hypogammaglobulinic state of those individuals.

Keywords: Common Variable Immunodeficiency. Selective IgA Deficiency. Autoimmunity.

Atopy. Regulatory T cells. Foxp3.
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mAc- Anticorpo monoclonal
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RNAm - Acido ribonucléico mensageiro

TACI - “Transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin ligand interactor”
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1 INTRODUCAO

1.1 SISTEMA IMUNE E IMUNODEFICIENCIAS

A integridade do sistema imune é essencial para a defesa contra microorganismos
infecciosos e seus produtos toxicos e a consequente sobrevida do individuo. Dessa maneira,
defeitos em um ou mais componentes do sistema imune podem conduzir ao surgimento de
doencas muito graves, usualmente fatais. Estas desordens do sistema imunoldgico sdo
amplamente classificadas em duas categorias: 1) As imunodeficiéncias primarias ou
congénitas, que sdo conseqiéncia de defeitos nos genes que ddo origem aos diversos
componentes do sistema imune, e 2) As imunodeficiéncias secundarias ou adquiridas, que se
desenvolvem como resultado de ma nutricdo, cancer, tratamento com drogas
imunossupressoras e infecgdo das células do sistema imune (ABBAS, A. K. et al., 2000).

Dentro da categoria das imunodeficiéncias primarias, a expressao anormal de mais
de 120 genes tém sido correlaciona com aproximadamente 150 doengas, afetando
diferentes componentes da imunidade inata e adaptativa, tais como neutrdfilos,
macroéfagos, células dendriticas, proteinas do complemento, células natural killers (NK) e
linfocitos (GEHA, R. S. et al., 2007). O estudo das bases genético-moleculares das
imunodeficiéncias primarias, além de ter contribuido para uma melhor compreensdo do
funcionamento do sistema imune, permite um diagndstico mais preciso dos individuos
afetados e possibilita a investigacdo de novas estratégias de tratamento como a terapia
génica.

As imunodeficiéncias primarias nas quais a funcdo linfocitaria estd comprometida
podem ser classificadas em trés categorias: a) imunodeficiéncias humorais, nas quais o
defeito imunolégico afeta seletivamente a producdo de anticorpos enquanto que a
imunidade mediada por células se encontra intacta; b) deficiéncias celulares, nas quais a
producdo de anticorpos é normal e os mecanismos celulares efetores se encontram
comprometidos; e c) imunodeficiéncias combinadas, nas quais ambos os mecanismos da
imunidade especifica encontram-se afetados (BONILLA, F. A. e GEHA, R. S., 2003).

Como grupo, as deficiéncias de anticorpos representam o tipo de imunodeficiéncia

primaria mais freqlientemente diagnosticado, correspondendo a 65% dos casos. O espectro



de deficiéncia de anticorpos é amplo podendo, em alguns casos, haver desde uma auséncia
total de células B e reducdo severa de imunoglobulinas no soro até deficiéncia de uma

subclasse de anticorpo em particular (BALLOW, M., 2002).

1.2 IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

Dentre as imunodeficiéncias primarias caracterizadas pela deficiéncia de anticorpos
se destaca a Imunodeficiéncia Comum Varidvel (ICV) caracterizada por uma falha na
diferenciacdo dos linfocitos B em células plasmaticas, o que resulta na presenca de niveis
séricos reduzidos de imunoglobulinas (Igs)(SANFORD, J. P. et al., 1954; ROSECAN, M. et al.,
1955; WALL, R. L. e SASLAW, S., 1955; VASCONCELOS, D. M AND DUARTE, A.J, 1989). No
entanto, esta doenga apresenta manifestagdes clinicas muito variadas, motivo pelo qual a
ICV é considerada por alguns médicos como uma sindrome cuja principal caracteristica é a
hipogamaglobulinemia (KAINULAINEN, L et al., 2001).

A ICV é a imunodeficiéncia primaria humoral sintomatica mais freqglientemente
diagnosticada, com uma incidéncia que varia de 1 em 10.000 até 1 em 2.000,000 individuos
dependendo do estudo (CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 2001a; KAINULAINEN, L et al., 2001;
SNELLER, M. C., 2001). Esta imunodeficiéncia tem surgimento na infancia ou adulto jovem,
mesmo que possa ter uma manifestacdo mais tardia (ROSEN, SF;, WEDGWOOQOD, R.J.P; EIBL,
M.M; FISCHER, A; AIUTI, F; NOTARANGELO, L, 1997; CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN,
C., 1999; KOKRON, C. M. et al., 2004) e apresenta um padrdo de distribuicao
predominantemente esporadico, embora em 20% dos casos seja observada heranca
autossdmica dominante (NIJENHUIS, T. et al., 2001). A ICV afeta em igual proporcdo
individuos do sexo masculino e feminino, embora as mulheres apresentem sintomas clinicos
da doenga mais tardiamente que os homens. No entanto, a taxa de sobrevida dos individuos
afetados apds 20 anos do diagndstico de ICV é semelhante, sendo de 64% para os homens e
67% para as mulheres (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999).

Em 1953, foi descrito o primeiro caso de ICV (JANEWAY, C. A. et al., 1953) e, embora
diversas anormalidades imunoldgicas associadas com esta doenca tenham sido descritas na
literatura, nenhuma hipdtese unificadora a respeito das bases moleculares da ICV foi
proposta até o presente momento. Sendo assim, o diagnostico da ICV é estabelecido apds

historico de infecgdes sinopulmonares piogénicas recidivantes e quando houver uma



marcada diminui¢do de ao menos dois tipos de imunoglobulinas séricas, geralmente
Imunoglobulina G (1gG) e Imunoglobulina A (IgA) ou Imunoglobulina M (IgM), de acordo com
a faixa etdria. Sao critérios adicionais a auséncia ou baixa produgao de isohemaglutininas e
diminuicdo da capacidade de producdo de anticorpos especificos apds vacinacdo ou
exposicdo natural a um agente infeccioso (SAIKI, O. et al., 1982; BRYANT, A. et al., 1990;
CONLEY, M. E. et al., 1999; CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999).

Na maioria dos casos, uma vez estabelecida a doencga, é irreversivel e os pacientes
ndo apresentam grandes flutuagGes nos niveis de imunoglobulinas no soro. No entanto, ha
relatos de cura espontdnea nos quais pacientes com hipogamaglobulinemia profunda
reverteram esta condigcdo, podendo os niveis de imunoglobulina permanecer dentro dos
valores normais permanente ou temporariamente (SEGGEV, J. S., 1991; SELIGMANN, M. et
al., 1991; CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999). Além disso, foram descritos
casos de individuos com deficiéncia de IgA que evoluiram para deficiéncia de outros isotipos
(CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999). Com isso, foi sugerido que a ICV poderia
ser o resultado de um defeito genético reversivel.

O diagnostico da ICV também depende da exclusdao de outras sindromes conhecidas
com quadro de hipogamaglobulinemia, como a Agamaglobulinemia ligada ao X (XLA),
Sindrome da hiper-IgM (HIGM), doenca linfoproliferativa ligada ao X (Sindrome de Duncan),
linfomas, leucemia e Sindrome de Good ou até um prolongamento da imunodeficiéncia
fisioldgica da infancia (CONLEY, M. E. et al., 1999; KOKRON, C. M. et al., 2004). Além disso,
alguns pacientes com ICV desenvolvem sintomas da doeng¢a mais tardiamente sendo
também necessaria a exclusdo de fatores ambientais capazes de induzir a
hipogamaglobulinemia nesses individuos, como por exemplo, o uso de medicamentos
(SPICKETT, G. P., 2001). Portanto, o diagndstico da ICV esta baseado na exclusdo de outras
doengas bem definidas, ndao havendo uma definigdo imunoldgica operacional Unica para ICV.

As manifestacGes clinicas mais comuns da ICV e outras deficiéncias de anticorpos sdo
as infecgdes sinopulmonares recorrentes, geralmente ocasionadas por bactérias
encapsuladas, como Streptoccocus pneumonie, Staphylococus aureus e Haemophilus
influenzae (KOKRON, C. M. et al., 2004). Nesses pacientes também sdo freqlientes as
manifestagbes gastrointestinais, podendo estas ser de origem infecciosa, envolvendo
agentes bacterianos, virais e protozoarios. A diarréia crébnica com conseqliente perda de

peso é muito comum entre pacientes com ICV, sendo na maioria dos casos causada por



infecgao por Giardia. Além disso, também foram observados muitos casos de
estrongiloidiase e infeccdo por E. coli. Ainda, condi¢Oes inflamatdrias como a Doenca de
Crohn também foram descritas nesses pacientes (KOKRON, C. M. et al., 2004).

Fora os agentes citados, infeccbes fungicas por Cryptococcus neoformans, e
protozodrios como Pneumocystis carinni, Toxoplasma gondii e Cryptosporidium spp., tém
sido observadas em pacientes com ICV. Soma-se a esta variedade de patégenos iniUmeros
virus como Herpes-virus, Epstein-Barr e Citomegalovirus (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e
BODIAN, C., 1999; KOKRON, C. M. et al., 2004).

Além disso, complicacbes ndo infecciosas foram diagnosticadas em pacientes com
ICV. Tem sido observado um aumento da susceptibilidade a cancer (principalmente
linfomas) e diferentes apresentacdes clinicas de proliferacdo linféide benigna, incluindo
adenopatias, esplenomegalia e infiltragdo granulomatosa ou linfocitica dos pulmdes,
ganglios linfaticos ou outros lugares (KOKRON, C. M. et al., 2004). Ainda, aproximadamente
10% dos pacientes com ICV desenvolvem sintomas de asma e rinite de maneira semelhante
a observada nos individuos atopicos, porém sem a presenca de imunoglobulina E (IgE)
especifica (BONILLA, F. A. e GEHA, R. S., 2003). Além disso, por razdes desconhecidas,
individuos com ICV também manifestam uma variedade de desordens auto-imunes,
incluindo anemia hemolitica auto-imune, trombocitopenia auto-imune, artrite reumatodide,
doencas intestinais inflamatérias, artrite reumatéide juvenil, cirrose biliar, alopecia, lapus
eritematoso sistémico, vasculite, diabetes mellitus insulino-dependente, doenca celiaca,
sindrome de Guillain-Barré, miastenia gravis e tireoidite auto-imune, entre outras (LOPES-
DA-SILVA, S. e RIZZO, L. V., 2008).

Uma vez estabelecida a doenga, os sintomas clinicos associados tendem a se agravar
e a base para o tratamento de pacientes com ICV é a substituicdo intravenosa de
gamaglobulinas (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. et al.,, 1984; LEE, M. L. et al.,, 1997).
Normalmente, a gamaglobulina intravenosa (IVIG) é aplicada uma ou duas vezes por més
numa dose de 400-600 mg/Kg de peso corporal visando manter os niveis sangliineos de
imunoglobulinas acima de 400 mg/dL (KOKRON, C. M. et al., 2004). Este tratamento, embora
ndo seja suficiente para minimizar os diversos sintomas associados a ICV, tem demonstrado
ser eficaz para reduzir a freqiiéncia de certas infecgdes nesses pacientes. Ainda que a IVIG
evita o uso de antibidticos como medida profilatica, os pacientes necessitam de doses

maiores de antibidticos e periodos de tratamento mais longos para a resolugao de quadros



infecciosos (SPICKETT, G. P., 2001). E importante salientar que mesmo com
acompanhamento adequado e terapia de substituicdo intravenosa de imunoglobulinas, os
pacientes com ICV ainda apresentam uma taxa de mortalidade que supera a da populacdo
normal (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999).

A ICV é considerada uma sindrome imunolégica complexa devido as amplas
manifestacGes clinicas observadas nos pacientes. A producdo de imunoglobulinas é o
resultado final de uma série de eventos nos quais participam elementos tanto da imunidade
inata quanto da adaptativa. Desta forma, a hipogamaglobulinemia observada em ICV pode
ser conseqliéncia de uma grande variedade de defeitos moleculares que podem resultar em
falhas desde a apresentagao do antigeno até a secregao das imunoglobulinas, conduzindo a
alteracdo na concentracdo de anticorpos no sangue. Apesar da intensa investigacdo
relacionada a esta doenca desde a sua descoberta, o Unico defeito comum a todos os
pacientes é a falha na diferenciacdo de células B em plasmacitos e conseqiiente secrecdo de
anticorpos. Poucos defeitos genéticos foram especificamente associados a esta doenga e
multiplas anormalidades em quase todos os outros componentes do sistema imune tem sido
descritas. Embora a etiologia da ICV continue sendo uma incégnita, a identificagao destas
alteragdes tem contribuido para um melhor entendimento da fisiopatologia da doenca,
permitido uma melhor classificacdo dos pacientes em subgrupos mais homogéneos para o
seu estudo, diagndstico e prognose.

Diversos estudos sugerem que defeitos na imunidade inata podem, em alguns casos,
ser responsaveis pelo fendtipo de ICV. Foram relatados casos da doenca apresentando
profundas alteracdes na distribuicdo dos diferentes subtipos de células dendriticas no
sangue assim como perturbagdes na diferenciagao, maturagao e fungdo destas células, com
expressao de niveis reduzidos de moléculas co-estimuladoras CD80, CD86 e HLA-DR, criticas
para o desenvolvimento da resposta imune adaptativa (VIALLARD, J. F. et al., 2005). Ainda,
defeitos na sinalizacdo da via TLR9 em células dendriticas e linfocitos B também tém sido
reportados. Uma vez que ha participagdo das células dendriticas na ativagao e proliferagao
das células T, estes defeitos podem, conseqlientemente, comprometer a maturacdo e
funcdo dos linfocitos B (YU, J. E. et al., 2009).

Além disso, alguns individuos afetados apresentaram uma populagdo de mondcitos
cronicamente ativados, os quais produziam grandes quantidades de interleucina-12,

polarizando a resposta imune para um perfil Thl. Com isso, houve inibicdo da produgao de



citocinas do perfil Th2, essenciais para a diferenciagao terminal de linfécitos B e troca de
classes de imunoglobulinas (BAYRY, J. et al., 2005). Por outro lado, certos estudos indicam
que individuos com ICV apresentam alteragdes do sistema do complemento, como a
diminuicdo da ativacdo da via classica, a qual depende de complexos antigeno-anticorpo, e
também da via das lectinas (FEVANG, B. et al., 2005). Ainda, os pacientes podem apresentar
numeros reduzidos de células NK. Embora ndo tenha sido observada uma correlacdo entre o
numero diminuido desta populacdo e a clinica desses pacientes, esta deficiéncia poderia
estar relacionada com a incidéncia aumentada de tumores malignos, uma vez que as células
NK sdo capazes de reconhecer e eliminar células tumorais ou infectadas por virus (BAYRY, J.
et al., 2005).

O numero de células B em pacientes com ICV é altamente variavel. Embora em 12%
dos casos ndo haja células B detectdveis, em 12% esta populagao encontra-se reduzida,
enguanto que em 54% dos casos estas células estdo dentro do intervalo de normalidade,
19% tém proporgao ligeiramente maior (17-24%) e 5% tém numero excessivamente maior
(CHAPEL, H. e CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 2009). Os pacientes que apresentam numeros
baixos desta populacdo de linfécitos desenvolvem uma doenca progressiva com a pior
prognose (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999). Isso reflete a potencial
variedade de defeitos nas células B que podem estar envolvidos na patogénese desta
doenga.

A existéncia de porcentagens normais de linfocitos B maduros no sangue da maioria
dos pacientes com ICV, e o fato de que eles preservam a capacidade de produzir anticorpos
in vitro, enquanto esses pacientes sdo hipogamaglobulinémicos in vivo, sugerem a existéncia
de defeitos afetando estagios tardios da diferenciagdo desses linfocitos em células
secretoras de anticorpos nesses individuos (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C,,
1999). Talvez as células B possam ndo estar recebendo sinais apropriados para realizar troca
de classes de Igs e maturacdo por afinidade, e interacdes celulares perturbadas nos centros
germinais podem estar envolvidas na patogénese da doenca (BAYRY, J. et al., 2005).

Um estudo de plasmdcitos obtidos de biopsias de individuos com ICV mostrou que
nos linfonodos de alguns pacientes ndo havia popula¢ées de células B em estado avancado
de diferenciacdo, as quais expressam baixos niveis de Blimp-1 (B-lymphocyte-induced
maturation protein 1) e altos niveis de Sindecan (BIimp'°W/Sindecan-1high). No entanto,

nesses mesmos individuos foi observado um elevado nimero de células precursoras de



plasmécitos (Blimp-17/Syndecan-1")(TAUBENHEIM, N. et al., 2005). Isso sugere que em
alguns casos de ICV, a hipogamaglobulinemia poderia ser conseqliéncia de um bloqueio da
diferenciagdo terminal destas células.

Alem disso, observou-se em alguns pacientes uma diminuicdo do numero de células
B de memdria CD27 1gM’IgD" circulantes o que pode contribuir para o desenvolvimento da
doenca (WARNATZ, K. et al., 2002; BAYRY, J. et al., 2005). Estas células representam uma
populagdo de linfocitos B que dispdem de um repertdrio de anticorpos pré-diversificados
para eliminar bactérias encapsuladas de forma independente dos linfocitos T. Assim,
pacientes com poucos linfécitos B de memdria CD27" IgM™ IgD” apresentam uma alta
incidéncia de infecgdes por Streptococcus pneumonia, resultando em dano pulmonar
progressivo (BAYRY, J. et al., 2005). Foi descrita uma expressao reduzida de CD27 e seu
ligante CD70 em individuos com ICV. Considerando a importante participacdao destas
moléculas na diferenciacdo de linfocitos B em plasmacitos, esses defeitos podem contribuir
para a hipogamaglobulinemia observada nesses pacientes (BROUET, J. C. et al., 2000).

Além do CD27, os linfocitos B expressam outros receptores da familia TNF (tumor
necrosis factor receptor), tais como BAFFR (B cell-activating factor receptor), TACI
(transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin ligand interactor) e BCMA
(B cell maduration protein A). Estes receptores tém em comum os ligantes BAFF (B cell-
activating factor of the TNF family) e APRIL (A proliferation-inducing ligand), encontrados em
células dendriticas e macréfagos, sendo esta interagdo essencial para a sobrevida e
diferenciagao dos linfocitos B, recombinagao somatica e troca de isétipo.

Observou-se em modelos murinos que defeitos no gene que codifica BAFFR resultam
em um fendtipo similar ao observado em individuos com ICV, sendo sugerido que este
receptor poderia ser responsavel pela deficiéncia humoral nesta doenca. Embora o
seqlienciamento do gene BAFFR em pacientes com ICV revelou trés novas variantes, as
mesmas também se encontram presentes em individuos sauddaveis e ndo afetam a expressao
protéica de BAFFR, sendo sugerido que estas mutagdes seriam variantes polimodrficas do
gene (LOSI, C. G. et al., 2005).

Por outro lado, mutacdes no gene TACI (TNFRSF13B) foram descritas em alguns
individuos com ICV. No entanto, existem varios polimorfismos em TNFRSF13B alguns dos
guais também s3do encontrados em estado heterozigoto em individuos sem deficiéncia de

anticorpos (SALZER, U. et al., 2005). MutacBes neste gene foram associadas com o aumento



do risco de desenvolvimento de auto-imunidade e hiperplasia linféide em pacientes com ICV
(CHAPEL, H. e CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 2009). No entanto, ainda é desconhecido se
estas mutagOes estariam envolvidas na diferenciagdao de células plasmaticas.

MutacOes no gene CD19 também foram observadas como responsaveis pelo fenétipo
de ICV em alguns casos (VAN ZELM, M. C. et al., 2006). A deficiéncia desta proteina bloqueia
a sinalizacdo necessaria para o desenvolvimento dos linfocitos B, sua ativacdo e proliferacdo.
De maneira interessante, a deficiéncia de CD19 em camundongos resulta em
hipogamaglobulinemia e defeito na formacdo dos centros germinativos (CASTIGLI, E. e
GEHA, R. S., 2006).

A produgao e secreg¢ao de imunoglobulinas de alta afinidade por linfécitos B de
membdria e plasmacitos dependem do processo de hipermutacdo somatica, uma acumulacdo
de mutagbes pontuais na regido variavel das imunoglobulinas que ocorre nos centros
germinativos dos orgdos linfdides secundarios apds o reconhecimento de antigenos
especificos. Em alguns pacientes com ICV a hipermutagdao somatica nos segmentos varidveis
tanto das cadeias pesadas (BONHOMME, D. et al., 2000) como das cadeias leves (ANDERSEN,
P. et al., 2005) se encontra reduzida em relagdo a individuos saudaveis.

Todos esses estudos genéticos de moléculas que regulam a ativacdo e diferenciacdo
terminal dos linfécitos B em plasmdcitos tém demonstrando que as bases genéticas da ICV
sdo altamente varidveis e indicam que determinadas mutagdes em genes nao redundantes
podem resultar em células B incapazes de produzir anticorpos. No entanto, em mais de 90%
dos casos de ICV nenhum defeito genético foi identificado (BACCHELLI, C. et al., 2007).

Embora fundamentalmente caracterizada pela hipogamaglobulinemia, acredita-se
que a ICV possa estar associada ao repertorio de células T, uma vez que a imunidade celular
também se encontra alterada em alguns pacientes. Apesar de serem descritos somente em
estudos mais recentes, casos de disfungdo dos linfécitos T podem acometer até 50% dos
pacientes com ICV (KONDRATENKO, I. et al., 1997; SNELLER, M. C., 2001). Considerando que
os linfocitos T interagem com as células B e outras células apresentadoras de antigenos,
provendo sinais que regulam a atividade destas células, é possivel que as causas da
hipogamaglobulinemia em ICV possam ser também decorrentes de defeitos primarios nas
células T.

Entre as anormalidades relacionadas as células T encontradas em individuos com

ICV, destacam-se a timopoiese defeituosa, expressao diminuida de moléculas de membrana



(CD40L, L-Selectina), alteracdo na producdo de citocinas, incluindo IL-2, IL-4, IL-5 e IFN-¥
(SNELLER, M. C. e STROBER, W., 1990), baixa resposta proliferativa a mitdogenos e antigenos
(CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999), aumento de apoptose (DI RENZO, M. et
al., 2001) e geragdo reduzida de células T de memadria antigeno-especificas (STAGG, A. J. et
al., 1994; KONDRATENKO, I. et al., 1997; SNELLER, M. C., 2001). Alguns individuos com ICV
apresentam alteracdes no numero absoluto de linfocitos T devido, em grande parte, a
reducdo dos numeros de células CD4", sendo as células T naive, com fenétipo CD4'CD45RA"
as principais responsaveis por esse quadro. Esse cenario complexo de deficiéncia de células T
provavelmente tem um papel importante, influenciando a evolugdo clinica dos pacientes
com ICV. Neste sentido, foi relatado que a existéncia de células T com grande
comprometimento funcional no momento do diagndstico, estd associada com uma morte
mais precoce do paciente (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999).

Em alguns individuos, a interacdo entre linfocitos T e B nos centros germinativos
pode estar comprometida, o que interfere nos processos de hipermutagao somatica, troca
de classes de imunoglobulinas e diferenciacdo dos linfocitos B em células plasmaticas ou de
memdria (SALZER, U. et al., 2005). E sabido que a falta de co-estimulacdo conduz a uma
proliferacdo celular deficiente e anergia, assim o comprometimento de moléculas com esta
co-estimuladoras em individuos com ICV chamou a atencdo. Além de defeitos nas moléculas
CD80 e CD86, alguns casos de ICV encontram-se associados a defeitos na molécula CD28, co-
estimuladora de linfdcitos T, a qual é expressa constitutivamente na membrana celular (DI
RENZO, M. et al., 2000). Esta proteina, através da interagdo com seus ligantes B7-1 e B7-2,
induz a proliferacdo da célula T, aumentando a produgdo da citocina IL-2 e expressdo de
CDA4O0L.

Recentemente, também foram descritos alguns casos de ICV nos quais foram
encontradas mutacdes no gene ICOS (inducible costimulator) que também pertence a familia
CD28. ICOS encontra-se na membrana dos linfocitos T e interage com o seu ligante B7H
(ICOSL), constitutivamente expresso nos linfocitos B e macréfagos (BEIER, K. C. et al., 2000),
induzindo a expressao de CD40L e promovendo a troca de isotipos e a diferenciagdo terminal
dos linfdcitos B de memadria ou plasmaocitos (SALZER, U. et al., 2004). Mutag¢des em ICOS tém
sido encontradas em 1% dos pacientes com ICV, sendo que nestes individuos ha um defeito
na formacdo de centros germinativos e resposta humoral comprometida (GRIMBACHER, B.

et al., 2003).



Embora os defeitos nas células T afetem a grande maioria dos pacientes, as
classificacOes propostas para ICV sdo baseadas apenas nas caracteristicas funcionais ou
fenotipicas das células B (BRYANT, A. et al., 1990; WARNATZ, K. et al., 2002; PIQUERAS, B. et
al., 2003). No entanto, um estudo recente propde a classificacdo desses individuos em
funcdo do nimero de células T CD4" naive (GIOVANNETTI, A. et al., 2007). Um grupo seria
caracterizado pela reducdo acentuada das células T CD4" naive, ativacdo, proliferacdo e
apoptose massiva de células T, e clinicamente associado a uma imunodeficiéncia grave,
geralmente com esplenomegalia. Um segundo grupo seria caracterizado pela alteracao
menos proeminente das células T CD4" e CD8', podendo apresentar esplenomegalia
moderada. Finalmente, o terceiro grupo de pacientes com ICV seria caracterizado por
anormalidades nas células T CD8, permanecendo as células T CD4 naive dentro dos valores
normais e apresentando sintomas clinicos menos severos e esplenomegalia leve ou ausente.

Os niveis de células T CD4" naive foram significativamente associados a classificacdo
de Warnatz et al. (WARNATZ, K. et al., 2002), a qual estd baseada em marcadores
fenotipicos de maturacdo das células B. mesmo que ndo tenha sido observada uma
correlagdo exata os trés grupos desta classificagdo com aqueles estabelecidos em fungao das
células T, ha uma tendéncia a uma associacdo entre o numero reduzido de células B de

memdaria e uma maior linfopenia de células T CD4" naive (GIOVANNETTI, A. et al., 2007).

1.3 DEFICIENCIA SELETIVA DE IMUNOGLOBULINA A

A Deficiéncia Seletiva de Imunoglobulina A (DIgA) é considerada a imunodeficiéncia
primdria de maior freqiiéncia. A incidéncia da doenca depende da etnia, variando de 1:143
na peninsula ardbica (AL-ATTAS, R. A. e RAHI, A. H.,, 1998) a 1:965 no Brasil (CARNEIRO-
SAMPAIO, M. M. et al., 1989). Ainda, a incidéncia € menor na populacdo asiatica (KANOH, T.
et al., 1986; FENG, L., 1992).

O diagndstico da DIgA depende da medicao da concentragao de IgA no soro. Esta
imunodeficiéncia é definida como uma diminuicdo ou auséncia de IgA sérica na presenca de
niveis normais de IgG e IgM em individuos com mais de 4 anos de idade, nos quais outras
causas de hipogammaglobulinemia foram excluidas (CONLEY, M. E. et al., 1999; GEHA, R. S.

et al., 2007). Em geral, o nivel de IgA sérica inferior a 7 mg/dL é considerado como



deficiéncia seletiva de IgA, pois esta concentracdo é o menor limite de detecgao
estabelecido pela maioria dos laboratérios. Quando o nivel sérico desta imunoglobulina é
maior do que 7 mg/dL mas dois desvios-padrdo abaixo do normal para a idade, a condigdo
pode ser denominada deficiéncia parcial de IgA, o que é bastante comum (YEL, L., 2010). No
entanto, o diagndstico nao considera a medigao da concentragdo de IgA secretora. Portanto,
é possivel que os individuos com diagndstico de DIgA possam ter alguma IgA nas mucosas,
suficiente para fornecer alguma func¢do protetora. Além disso, na maioria dos pacientes com
DIgA, aparentemente como um mecanismo compensatorio, a producdo de IgM secretora é
aumentado (BRANDTZAEG, P. et al., 1987). No entanto, também existem alguns pacientes
com DIgA que ndo exibem aumento compensatdrio de IgM secretora (MELLANDER, L. et al.,
1986).

A IgA é o mais abundante isétipo produzido no corpo e o segundo dominante na
circulacdo sanguinea apos 1gG. Ele pode ser encontrado tanto na forma de monémero como
polimero, sendo a IgA circulante na forma monomérica, enquanto que a IgA secretora nas
mucosas respiratdria, intestinal e genitourinarias é dimérica (CUNNINGHAM-RUNDLES, C.,
2001b; WOOF, J. M. e KERR, M. A., 2004). Em humanos ha duas subclasses de IgA, I1gAl e
IgA2, cujas cadeias pesadas sdo codificadas pelos genes al e a2 no cromossomo 14 (KERR,
M. A., 1990). A principal diferenca estrutural entre elas é que a IgA2 tem uma regido de
dobradiga menor que pode tornar este isétipo mais resistente as proteases bacterianas na
luz dos tratos gastrointestinal ou respiratorio (CORTHESY, B., 2007).

A fungao dos niveis séricos de IgA na resposta imune sistémica ainda ndo foi
claramente compreendida ja que a IgA na circulagdo ndo participa da ativa¢do da via classica
do complemento. No entanto, pode ter um papel importante na ativagdo do sistema
fagocitico por meio dos receptores FcRa (KERR, M. A., 1990; MONTEIRO, R. C. et al., 1990;
WOOF, J. M. e KERR, M. A., 2004). Tem sido proposto que a IgA sérica se liga a esses
receptores em mondcitos e granuldcitos e dessa maneira, complexos imune formados por
antigenos e IgA sdo apurados da circulagdo pelo sistema fagocitario sem ativagao do sistema
complemento e sem causar inflamacado (CONLEY, M. E. e DELACROIX, D. L., 1987).

Mais de 95% da IgA secretada é produzida localmente. No sistema gastrointestinal,
as placas de Peyer ou foliculos linféides isolados podem ser sitios para a produgao local
desta imunoglobulina por mecanismos dependentes e independentes das células T

(CERUTTI, A. e RESCIGNO, M., 2008; SUZUKI, K. e FAGARASAN, S., 2009). Ainda, células do



epitélio intestinal, células dendriticas e células do estroma também podem estar
contribuindo para a producdo local T — independente de IgA através da secrecdo de citocinas
e outros fatores sollveis tais como BAFF e APRIL (FAGARASAN, S. et al.; FAGARASAN, S.,
2008).

Em pacientes com DIgA, constatou-se a falha na maturagdo das células B para
produzir IgA (WANG, Z. et al., 1999; CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 2001b). O defeito parece
envolver as células-tronco, pois a DIgA pode ser transferida por transplante de medula dssea
(HAMMARSTROM, L. et al., 1985). Os genes da regido constante al e a2 sdo geralmente
normais, exceto em raros casos descritos de dele¢Ges do gene da cadeia pesada envolvendo
diversos segmentos do cromossomo 14 (SUZUKI, H. et al., 2009). Na DIgA, as células B
expressam esta imunoglobulina na membrana, no entanto, estas sao de fendtipo imaturo,
com a co-expressdo de IgM e IgD, e ndo podem desenvolve-se plenamente em células
plasmaticas produtoras de IgA (CONLEY, M. E. e COOPER, M. D., 1981). Além de um defeito
intrinseco nas células B, disfun¢des das células T tém sido relatadas na DIgA, tais como a
producdo reduzida de IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, TGF-B e, mais recentemente, IL.-21 (RAMSAY, A. J.
et al., 1994; CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 2001b; BORTE, S. et al., 2009).

A existéncia de susceptibilidade genética na DIgA ndo é bem definida. A histdria
genealdgica desses pacientes ndo mostra um claro padrao de heranca, sendo registrados
casos de transmissdo esporadica, autossOmica recessiva e autossOmica dominante nessas
familias (HAMMARSTROM, L. et al., 2000). Tendo em conta a variacdo nos padrGes de
heranga e a falta de identificagdo do defeito genético primario, é provavel que a DIgA
represente um grupo heterogéneo de anormalidades genéticas, como sugerido para
ICV. Neste sentido, mutagdes no gene TACI foram encontradas tanto no subgrupo de
pacientes com DIgA bem como ICV (CASTIGLI, E. et al., 2005). No entanto, é controverso se
as mutacdes em TACI tém uma relacdo de causa e efeito nessas doencgas (CASTIGLI, E. et al.,
2005; PAN-HAMMARSTROM, Q. et al., 2007). Mais ainda, é conhecido que a DIgA pode
progredir para a ICV, suportando a noc¢do de que a DIgA e a ICV constituam espectros da
mesma doenca.

Pacientes com DIgA tém tendéncia a desenvolver infec¢bes sinopulmonares e
gastrointestinais, além de outros disturbios mais graves tais como alergias, doengas auto-
imunes e neoplasias. Infec¢cdes recorrentes do sistema respiratério sdo a manifestacdo mais

comum em individuos com deficiéncia de IgA (CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 2001b), sendo na



sua maioria causadas pelas bactérias Haemophilus influenzae e Streptococcus
pneumoniae. De maneira similar ao observado em ICV, alguns pacientes com DIgA podem
desenvolver bronquiectasia secundaria a infec¢Ges recorrentes ou crénicas (CUNNINGHAM-
RUNDLES, C., 2001b).

Nesses pacientes também sdo freqlientes as infeccbes e disturbios do trato
gastrointestinal. Giardiase, ma absorcdo, intolerancia a lactose, doenca celiaca, colite
ulcerativa, hiperplasia nodular linféide e proliferagao maligna estao entre as manifestagdes
associadas (HAMMARSTROM, L. et al., 2000; CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 2001b).

Desordens alérgicas também parecem ser comuns em pacientes com DIgA
(CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 2001b) tendo uma incidéncia de 48 a 58%, dependendo do
estudo (JACOB, C. M. et al., 2008), embora mais recente as manifestacGes alérgicas,
incluindo asma, dermatite atdpica, rinite alérgica, conjuntivite, urticaria, alergia a
medicamentos e alergia alimentar foram observadas em 84% dos pacientes com esta
imunodeficiéncia (AGHAMOHAMMADI, A. et al., 2009).

As doencas auto-imunes estdo entre as manifestacdes clinicas mais importantes na
DIgA, perdendo apenas para as infecgdes. Auto-anticorpos podem ser detectados nestes
pacientes, mesmo sem evidéncias clinicas da doenca. A condicdo auto-imune mais comum
observada nestes pacientes é a trombocitopénica idiopatica purpura, seguida da anemia
hemolitica, artrite reumatdide juvenil, tireoidite e I|Upus eritematoso sistémico
(CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 2001b; JACOB, C. M. et al., 2008),

Doengas malignas tém sido relatadas em individuos com DIgA, especialmente em
individuos de idade avancada, sendo geralmente adenocarcinoma de estomago e linfomas
(CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 2001b; JACOB, C. M. et al., 2008).

Apesar do papel critico da IgA secretada na protecdo das mucosas,
surpreendentemente  85-90% dos individuos com deficiéncia de IgA sdo
assintomaticos. Portanto, a DIgA deve ser considerada em pacientes com infecgOes
respiratdrias e gastrointestinais recorrentes, alergias e doengas auto-imunes. A avaliagao
imunolégica da DIgA é também justificada em caso de anafilaxia secundaria a uma
transfusdo sanguinea, doenca celiaca e histdria familiar de DIgA e/ou ICV. Os pacientes com
DIgA que sao diagnosticados por acaso e que ndao tém qualquer sintoma da doenga nao

necessitam de nenhum tratamento. No entanto, ter consciéncia da condicdo médica é de



primordial importancia, particularmente para evitar uma reagao anafildtica potencial
secundaria a transfusdo de sangue (YEL, L.; 2010).

O prognéstico de pacientes com DIgA é bom, se esta ndo estiver associada a outras
doencas. A DIgA nas criancas pode se resolver com o passar do tempo. No entanto, é
também conhecido que a deficiéncia de IgA pode evoluir para ICV, que tem um resultado
menos favoravel. Portanto, um paciente com deficiéncia de IgA, uma vez identificado,
mereceria um acompanhamento clinico e imunoldgico regular (YEL, L.; 2010).

Em resumo, embora a deficiéncia de IgA seja a imunodeficiéncia primaria mais
comum, sua base genética continua por ser definida, e os mecanismos celulares e

moleculares envolvidos na patogénese da doenga precisam ser esclarecidos.

1.4 TOLERANCIA IMUNOLOGICA

Uma das maiores descobertas da imunologia foi realizada em 1966 por Claman et al.
(CLAMAN, H. N. et al.,, 1966) que mostraram que a cooperacdo entre duas populacoes
diferentes de linfdcitos, uma originada na medula dssea e outra derivada do timo, era
necessaria para a producdo de anticorpos. Os linfdocitos derivados do timo, denominados
células T, foram definidos como células que respondem a estimulos mitogénicos,
proliferando e produzindo proteinas. Ja os linfécitos provenientes da medula éssea foram
identificados como células B, produtoras de anticorpos. Como as células T demonstraram ser
necessarias para a indugdao das respostas imunoldgicas, era critico definir se esta mesma
populacdo linfocitaria também seria capaz de inibir tais respostas, e foi investigando-se sua
participagdo no estabelecimento e manutengdo do estado de tolerancia imunoldgica. Assim,
foram desenvolvidos dois tipos de abordagens experimentais em modelos animais, com
manipulacdo das células T para induzir ou eliminar o estado de tolerancia.

Em 1960, numa época na qual ainda ndo havia sido claramente demonstrada a
fungdo imunoldgica do timo, Nishizuka e Sakakura conduziram experimentos com
camundongos timectomizados no terceiro dia de vida (NISHIZUKA, Y. e SAKAKURA, T., 1969).
Eles observaram que as fémeas apresentavam um desenvolvimento defeituoso das
glandulas mamarias e eram estéreis, devido a destruicdo dos seus ovarios. De forma
surpreendente, estes orgaos se mantinham intactos quando a timectomia era realizada apds

o sétimo dia de vida e a doenga no ovario era prevenida por um transplante de timo. Dessa



maneira, surgiu a possibilidade de que o mecanismo patoldgico nos ovarios fosse devido nao
a falta de hormoénio sexual, supostamente secretado pelo timo, e sim devido a inflamacao
auto-imune. Estas observagdes permitiram o estabelecimento da hipdtese de que certos
linfdcitos produzidos no timo a partir do terceiro dia de vida seriam capazes de prevenir o
surgimento de doengas auto-imunes em camundongos.

Posteriormente, um importante experimento realizado por Gershon e Kondo em
1970 teve como objetivo estudar os efeitos de células derivadas do timo que haviam sido
transferidas a camundongos apds a imunizacdo dos mesmos com antigenos estranhos
(GERSHON, R. K. e KONDO, K., 1970; 1971). Nesses experimentos foi observado que os
linfécitos que foram isolados do timo se mostravam capazes de inibir a cooperacao entre
células T e B, bem como a producdo de anticorpos contra os antigenos estranhos
introduzidos, demonstrando que a indugdo tanto da resposta imune, como da tolerancia,
requeria a cooperacao de células T derivadas do timo. Um ano depois estes pesquisadores
demonstraram que a transferéncia de linfocitos provenientes do bago de camundongos
tolerizados a camundongos atimicos era capaz de induzir o mesmo fendmeno de tolerancia
nos recipientes (GERSHON, R. K. e KONDO, K., 1971). Esse fenémeno foi denominado
“tolerancia infecciosa” e os linfdcitos responsdveis por esta tolerdncia de “células T
supressoras”(GERSHON, R. K. et al., 1972).

Estas duas experiéncias, entre outras realizadas posteriormente, estabeleceram o
conceito de que uma populacdo de células T tem o potencial de suprimir respostas imunes
contra antigenos proprios ou estranhos. Desta maneira, diversos grupos de pesquisa
tentaram caracterizar melhor esta populacdao linfocitdria dotada de propriedades
supressoras. No entanto, foi na década de 80 que duas grandes descobertas e um fiasco
cientifico minimizaram a importancia da contribuicdo das células T supressoras no fendmeno
de tolerancia imunoldgica. A primeira das descobertas foi a da delegao clonal no timo das
células T auto-reativas, demonstrada por Kappler em 1987 (KAPPLER, J. W. et al., 1987).
Consequentemente, o papel fundamental do timo na prevengao da auto-imunidade foi
diretamente vinculado ao fendmeno de delegao clonal. Posteriormente, Mosman e Coffman
introduziram o conceito de dicotomia de células T auxiliares tipo 1 (Th1) e tipo 2 (Th2),
sendo que as células com perfil Thl s3ao capazes de secretar citocinas que inibem a fungao
de células com perfil Th2 e vice-versa (MOSMANN, T. R. e COFFMAN, R. L., 1989). Assim,

ficou estabelecido que a tolerancia periférica era devida a um balango entre as células Thl e



Th2 e ndo a agao de uma populagdo especifica de linfocitos T com propriedades supressoras.
Finalmente, foi inicialmente assumido que o mecanismo de inibicdo das células T
supressoras sobre outras células era devido a producdo de um fator solivel denominado
proteina I-J, produzido por um ldcus I-J localizado entre I-A e I-E. Porém, quando foi
sequenciado o acido desoxirribonucléico do complexo principal de histocompatibilidade
murino, foi evidente que esse ldcus ndo existia (TADA, T. et al., 1976).

Apesar das convincentes experiéncias de Nishizuka e Sakakura e Gershon e Kondo, o
conceito de células T supressoras permaneceu um tabu por um periodo de
aproximadamente quinze anos até a publicacdo de dois trabalhos que conduziram ao
ressurgimento desta populagao linfocitaria. Em 1995, Sakaguchi e colaboradores
demonstraram que uma populacdo de células T CD4" que expressam a cadeia alfa do
receptor da interleucina-2 (CD25) e que representa de 5-10% das células T CD4", podia
prevenir o surgimento de doencas auto-imunes em camundongos (SAKAGUCHI, S. et al.,
1995). Eles monstraram que a timectomia no dia 3 era suficiente para eliminar as células
CD4'CD25" da periferia. Em 1998, os grupos de Sakaguchi e Shevach deram um passo a
frente realizando ensaios in vitro da fungao supressora destas células (TAKAHASHI, T. et al.,
1998; THORNTON, A. M. et al., 2004). Eles demonstraram que esta populacdo linfocitaria
tornava-se anérgica apos estimulacdo, e podia suprimir a proliferacdo e producdo de IL-2
pelas células T CD4" ativadas, de uma maneira dependente de contato. A caracterizacdo de
CD25 como um marcador de superficie confiavel e a possibilidade de avaliar a funcdo desta
populagdo in vitro definitivamente trouxeram de volta o interesse pelas células T
supressoras, as quais passaram a ser denominadas células T reguladoras (Tregs).

Paralelamente, em 2001 diversos grupos confirmaram a presenca de células
CD4'CD25" com potencial regulador em seres humanos, demonstrando-se que em doadores
sauddveis, 1-2% das células T CD4" que expressam altos niveis de CD25 (CD25High)
apresentam capacidade supressora in vitro (BAECHER-ALLAN, C. et al., 2001; DIECKMANN, D.
et al., 2001; JONULEIT, H. et al., 2001; LEVINGS, M. K. et al., 2001; TAAMS, L. S. et al., 2001).
No entanto, ficava evidente que a expressdo de CD25 ndo seria o marcador mais
conveniente para identificar Tregs humanas, principalmente nos casos de doencas
inflamatdrias nas quais também sdo encontradas células T ativadas que expressam CD25. A

partir desse momento, diversas pesquisas foram realizadas a procura de marcadores



especificos que permitissem uma melhor identificagdo fenotipica e purificagdo desta
populacdo.

Em 1982, Powell e colaboradores descreveram o primeiro caso de uma sindrome
chamada IPEX (immune dysregulation polyendicrinopathy X-linked syndrome) caracterizada
clinicamente pelo surgimento de doencas auto-imunes e inflamatdrias multi-sistémicas
(POWELL, B. R. et al., 1982), e em 1991 foi descrito o equivalente murino de IPEX, chamado
Scurfy (GODFREY, V. L. et al, 1991). Posteriormente, trés grupos independentes
demonstraram que em ambos os casos, esta sindrome era resultado da deficiéncia na
expressao do fator de transcricdo Foxp3 (Forkhead Box protein 3) (BENNETT, C. L. et al.,
2001; BRUNKOW, M. E. et al., 2001; WILDIN, R. S. et al., 2001) e, em 2003, foi demonstrado
gue a expressao desta proteina era requerida para o desenvolvimento e funcdo das Tregs
(FONTENOT, J. D. et al., 2003; HORI, S. et al., 2003; KHATTRI, R. et al., 2003). Entretanto,
apesar do Foxp3 ser considerado um 6timo marcador para identificacdo de Tregs murinas,
ele continuava apresentando limitagdes para o estudo de Tregs humanas, devido ao fato de
gue células recentemente ativadas também expressam esta proteina (GAVIN, M. A. et al.,
2006; ALLAN, S. E. et al., 2007). Nos ultimos anos, inUmeros estudos foram realizados na
tentativa de identificar novos marcadores para o estudo desta populacio em seres
humanos. Infelizmente, apesar dos esfor¢os de diversos grupos de pesquisa, 0 mecanismo
através do qual as células Tregs suprimem as respostas imunes permanece desconhecido e
ainda ndo foram identificadas moléculas exclusivas desta populacdo linfocitaria.

Apesar disso, nos ultimos anos tem sido observado que as Tregs regulam um amplo
espectro de respostas imunes fisioldgicas e patoldgicas tais como processos infecciosos,
cancer, transplante, alergia e doencas auto-imunes ou inflamatdrias. Desta forma, é cada vez
mais evidente que a manipulacdo de Tregs pode representar uma abordagem terapéutica

promissora para o tratamento de diversas doengas (MCHUGH, R. S. e SHEVACH, E. M., 2002).

1.51CV, DIgA E TREGS

Ha na literatura casos descritos nos quais foi observada a coexisténcia de ICV e DIgA
em familias e também individuos que apresentam DIgA e que posteriormente evoluem para
ICV (ESPANOL, T. et al., 1996). Por esse motivo, alguns pesquisadores sugeriram que poderia

existir uma etiologia comum para essas duas doengas, representando a ICV o estagio final de



evolucdo de wuma deficiéncia humoral progressiva (SPICKETT, G. P., 2001;
AGHAMOHAMMADI, A. et al., 2008). Ainda, associacdes entre DIgA e ICV com alguns
hapldtipos do complexo principal de histocompatibilidade de classe I, 1l e Il tém sido
propostas (VAN THIEL, D. H. et al., 1977; SCHROEDER, H. W., JR. et al., 1998). Além disso, em
individuos com ICV ou DIgA sintomaticos a auséncia ou redugdo significativa de
imunoglobulinas no soro explica a conseqgliente maior susceptibilidade dos mesmos a
infeccOes recorrentes dos tratos respiratdrios e gastrointestinais causada por patogenos
capsulados (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999; KOKRON, C. M. et al., 2004).
No entanto, as causas do surgimento de outros sintomas tdao importantes quanto estes,
particularmente de doencgas auto-imunes e atopias, sdo pouco compreendidas.
Conseqiientemente, devido a mencionada alta incidéncia de auto-imunidade e
alergia em pacientes com ICV e DIgA, a investigagdao sobre a populagdao de células T
reguladoras em pacientes com estas patogenias é de grande interesse. No presente
trabalho, visamos analisar a populacdo de linfécitos CD4" com potencial regulador em
pacientes com Imunodeficiéncia Comum Varidvel e Deficiéncia Seletiva de IgA buscando
avaliar se defeitos quantitativos nesta populagao poderiam explicar a alta incidéncia de

doencas auto-imunes ou alérgicas associadas a estas imunodeficiéncias.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a populagdo de linfécitos CD4* com potencial regulador em pacientes com ICV e
DIgA, com o objetivo de identificar defeitos quantitativos nestas células que poderiam ser
responsaveis pela alta incidéncia de auto-imunidade ou alergia associadas a estas

imunodeficiéncias.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

High

% Avaliar a freqiiéncia de linfécitos CD4'CD25"®"Foxp3* com potencial regulador através

de citometria de fluxo, em pacientes com ICV com ou sem auto-imunidade ou alergia;

o High

% Avaliar a frequiéncia de linfécitos CD4"CD25 "®"Foxp3* com potencial regulador através

de citometria de fluxo, em pacientes com DIgA com ou sem auto-imunidade ou alergia;
% Avaliar a freqiéncia de linfécitos CD4"CD25'CD127"°" com potencial regulador através

de citometria de fluxo, em pacientes com DIgA com e sem auto-imunidade ou alergia;

% Avaliar a expressdao génica de FOXP3 através de PCR em tempo real em células
mononucleares do sangue de pacientes com ICV com ou sem auto-imunidade ou

alergia;

% Avaliar o perfil de produgao de citocinas em pacientes com ICV e DIgA e sua correlagao

com o estado hipogamaglobulinémico.



3 PACIENTES, MATERIAIS E METODOS

3.1 PACIENTES

Foram incluidos neste estudo pacientes com Imunodeficiéncia Comum Variavel
(ICV) e Deficiéncia Seletiva de Imunoglobulina A (DIgA), estando os critérios clinicos e
laboratoriais utilizados no diagndsticos de acordo com aqueles estabelecidos pelo Grupo
Pan-americano de Imunodeficiéncias (PAGID) e pela Sociedade Européia de
Imunodeficiéncias (ESID) (CONLEY, M. E. et al., 1999). Os pacientes se encontram em
acompanhamento na Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia da Faculdade de Medicina da
Universidade de S3o Paulo (FMUSP), e a selecdo dos mesmos foi realizada sob a
responsabilidade dos médicos Luiz Vicente Rizzo, Cristina Kokron e Myrthes Toledo Barros.
Foram estudados 33 individuos diagnosticados com ICV que apresentavam sinais e sintomas
relevantes de imunodeficiéncia e valores séricos de imunoglobulinas IgG, IgA e IgM dois
desvios-padrGes abaixo dos niveis normais de acordo com a faixa etdria (Tabelas 1-3).
Critérios adicionais incluem auséncia ou baixa produgao de isohemaglutininas, resposta
deficiente a vacinacdo, e exclusdo de outras causas de hipogammaglobulinemia. Pacientes
que apresentaram niveis de IgG reduzidos, mas IgA normal, que cumpriram as outras
condi¢des foram diagnosticados com ICV quando apresentaram sintomas compativeis com a
doenca. Simultaneamente, foram recrutados para o nosso estudo 15 individuos com DIgA
com valores séricos de IgA abaixo de 7 mg/dL e valores de IgG e IgM normais (Tabelas 4 e 5).
O grupo de pacientes com ICV foi constituido por 16 mulheres e 17 homens e o grupo de
pacientes com DIgA por 4 homens e 11 mulheres, dentro de uma faixa etdria entre 18 e 74

anos (Tabelas 2 e 4).



Tabela 1 - Niveis normais de referéncia de Imunoglobulinas conforme estabelecido pela Disciplina de

Imunologia Clinica e Alergia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S3o Paulo

Isotipo Valores de referéncia (mg/mL)
IgG 680-1600
IgA 60-336
IgM 88-375

Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos grupos de pacientes com Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV)
e Controles recrutados para o estudo.

Individuos Controles ICV
n 30 33
Sexo
Feminino 14 16
Masculino 16 17
Idade (anos) 18-50 18-74
Caracteristica Clinicas
Sem auto-imunidade 22
Com auto-imunidade 11
Anemia hemolitica 2
Anemia perniciosa 1
Vitiligo 4
Gastrite atrdfica 1
Psoriase 1
Doenca celiaca 1
Hipotiroidismo 1
Sindrome de Sjogren 1
Sem alergia 16
Com alergia 17
Rinite 17
Asma 3
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Tabela 4 - Caracteristicas gerais dos grupos de pacientes com Deficiéncia Seletiva de IgA (DIgA) e
Controles recrutados para o estudo.(TG+:Anti-tiroglobulina; TPO+: Tirofosfatase, FAN+: fator anti-
nuclear)

Individuos Controles DIgA
n 13 15
Sexo
Feminino 7 11
Masculino 6 4
Idade (anos) 18-50 20-56

Caracteristica Clinicas

Sem auto-imunidade

Com auto-imunidade
Doenca celiaca
Hipotiroidismo
Anti-TG+
Anti-TPO+
FAN +
Artrite reumatdide Juvenil
Doenca de Behcget

Sem alergia

Com alergia
Rinite
Asma
Dermatite de contato

P N W U NPEFPE R BANNMMNNPOO

Urticaria
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A coleta do sangue ocorreu apds o preenchimento do consentimento informativo por
escrito sempre em pacientes sem infec¢des, imediatamente antes dos mesmos receberem o
tratamento terapéutico com imunoglobulina endovenosa. Na admissao, os pacientes com
ICV e DIgA responderam a um questionario padrdao onde constam os antecedentes pessoais,
descrevendo principalmente processos infecciosos, doengas atdpicas, doengas auto-imunes,
neoplasias e antecedentes familiares. Foram excluidos do estudo pacientes gestantes, em
utilizagdo de medicamentos causadores de imunodeficiéncia humoral ou com histérico de
exposicdo prévia aos mesmos, com infec¢cdo bacteriana ou viral no momento da coleta do
sangue e pacientes menores de 18 anos de idade.

Para fins de comparagdo, foram incluidos no estudo 43 controles saudaveis de
idade aproximada a dos pacientes, sendo 21 homens e 22 mulheres, sem histéria de ICV ,
DIgA, doenca auto-imune, alergia ou em uso de qualquer medicamento (Tabelas 1 e 3).

Todos os procedimentos aqui descritos ndo ultrapassaram os limites de risco
minimo de acordo com a regulamentagao para pesquisa com seres humanos do Conselho

Nacional de Saude.

3.1.1 Critérios para o diagndstico de infecgées de repeticdo

Para o diagndstico de infecgdes de repetigdo, todos os individuos foram interrogados
sobre a idade de inicio e freqiiéncia das infeccbes e resposta a antibidticoterapia,

acompanhado isto de exame fisico e laboratorial.

3.1.2 Critérios para o diagndstico de doenc¢a atopica

Para o diagndstico de doenca atdpica foram avaliados os sintomas clinicos sugestivos
de asma, rinite e/ou outras alergias. Através de anamnese foi determinada a idade de inicio,
fatores desencadeantes, freqiiéncia das crises, caracteristicas da moradia e trabalho,
medicacbes utilizadas e antecedentes familiares, acompanhado isto de exame fisico,

laboratorial e do teste Prick.



3.1.3 Critérios para o diagndstico de doenga auto-imune

O diagndstico de auto-imunidade foi realizado seguindo os critérios clinicos e
laboratoriais estabelecidos para cada tipo de doenca apresentada pelos pacientes. Anemia
hemolitica: resultado positivo no teste de Coombs. Febre reumatica: cardite e artrite
exacerbada apods infeccdo com estreptococos. Anemia perniciosa: histologia caracteristica da
mucosa intestinal. Vitiligo: aparéncia clinica caracteristica. Gastrite atrdfica: biopsia gastrica.
Psoriase: biopsia de pele. Doenca celiaca: biopsia de duodeno e dosagem de anticorpos anti-
transglutaminase (TG) e anti-endomisio (EMA). Sindrome de Sjogren: teste de Shrimer e
biopsia de glandulas salivares. Hipotiroidismo e hipoparatireoidismo: dosagem dos
hormonios tirdides TSH, T3, T4, TPO. Artrite Reumatdide Juvenil: conforme critérios

internacionais. Doenga de Behget: aspectos dermatoldgicos caracteristicos.

3.2 ISOLAMENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE VENOSO

Foram isoladas células mononucleares do sangue (PBMC) venoso usando um
gradiente de centrifuga¢do de IsoLymph (Gallard-Schlesinger Industries, Carle Place, NY,
USA) de acordo com a instrucdo do fabricante: 20 mL de sangue total diluido v/v em PBS
foram adicionados a 20 mL de IsoLymph formando-se duas fases. Apds centrifugacdo a 2200
rom a 20 °C por 20 minutos foi gerado um gradiente do qual foi colhida a fase intermediaria
contendo as células mononucleares. As células foram transferidas para um tubo novo,
ressuspensas para 50 mL de PBS 1X e centrifugadas a 250 g a 10 °C por 10 minutos. O
precipitado celular foi lavado seqiiencialmente duas vezes nas mesmas condi¢Ges de
centrifugacdo descritas acima. As células obtidas foram mantidas em meio DMEM (Sigma
Chemical Co, St Louis, Mo, USA) contendo 5% de soro humano AB* (Hyclone) e o nimero de
células adquiridas foi determinado apds coloragdo com Azul de Trypan (Cambrex Bio
Science) e contagem em Camara de Newbauer.

No caso das amostras de pacientes com DIgA e respectivos controles, bem como para
as amostras de pacientes com ICV a serem utilizadas para dosagem de citocinas, as células
obtidas foram resussupensas em meio de congelamento (90% de soro fetal bovino (SFB) e

10% de DMSO) obtendo-se um volume final de 1x10 células por criotubo. Os mesmos foram



colocados em caixas “strataCooler” e mantidos em freezer -80 °C por 3 dias seguido de

transferéncia para o tanque de nitrogénio liquido.

3.3 MARCAGAO COM ANTICORPOS MONOCLONAIS

Com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade dos ensaios e validar dos resultados, foi
realizada a titulagao de todos os anticorpos monoclonais (mAc) utilizados no estudo. Apéds a
titulacdo dos mesmos, foi realizada a padronizacdo dos painéis com diferentes marcadores
em individuos controle para posterior avaliacdo dos mesmos em pacientes.

Para realizar uma avaliacdo de marcadores de superficie em células de pacientes e
individuos controle, suspensdes celulares de 1x10° células foram colocadas em placas de 96
pogos com fundo V, ajustando o volume final de cada pogo até 200 uL com tampao de FACS
(PBS suplementado com 1% de soro humano AB*) Apés centrifugacdo a 2200 rpm a 4 °C por
5 minutos, cada precipitado foi ressuspenso em 50 uL de tampdo de FACS e as células foram
incubadas com um mix de mAc especificos para marcadores de superficie por 30 minutos a 4
°C protegidas da luz (Tabela 6). A seguir, as células foram lavadas adicionando-se a cada
poc¢o 150 ul de tampdo de FACS seguido de centrifugacdo a 2200 rpm a 4 °C por 5 minutos.

Para a realizacdo da marcacgdo intracelular da proteina Foxp3, as células foram fixadas
com 100 ulL de tampao de fixacdo (1:4) (eBiosciences, San Diego, CA, EUA) por 30 minutos
protegidas da luz a 4 °C seguindo-se a lavagem com 100 uL de tampdo de FACS e
centrifugacdao nas condigles citadas acima. Apds uma segunda lavagem com 200 ulL de
tampdo de permeabilizacdo 1X e as células foram incubadas por 20 minutos a temperatura
ambiente (TA) em 50 uL do PBS suplementado com 2% soro de rato seguido de incubagdo
com o anticorpo intracelular anti-Foxp3 conjugado com o fluorocromo APC, por 30 minutos
a TA protegidos da luz. Finalmente, as células foram lavadas duas vezes com 150 ulL de
tampdo de FACS e ressuspesas em 300 ul para posterior leitura no citbmetro de fluxo
FACSCalibur ou FACSCanto (Benton & Dickinson, Mountai View, CA, EUA). Controles
negativos e isotipicos apropriados foram utilizados em cada experimento para descartar

marcacao inespecifica.



Tabela 6 - Painéis de anticorpos monoclonais utilizados para avaliagdao das diferentes popula¢des
linfocitarias através de citometria de fluxo. FITC (fluoresceina), PE (Ficoeritrina), PerCP
(Proteina Peridinin- clorofila), APC (Alloficocianina)

Painel de anticorpos monoclonais Fluorocromos
CD3/CD4/CDS8 PercP/FITC/PE
CD3/CD19 FITC/PE
CD4/CD25/Foxp3 FITC/PE/APC
CD4/CD25/CD127/Foxp3 PercP/FITC/PE/APC

3.4 PROCEDIMENTOS DE ANALISE DAS DIFERENTES POPULAGOES LINFOCITARIAS ATRAVES
DE CITOMETRIA DE FLUXO.

Para a analise das amostras foi utilizado o programa FlowJo (Tree Star, San Carlos,
CA). A analise foi restrita a populacdo de linfécitos (Regido 1) através das propriedades de
tamanho (forwardscatter- FSC) e granulosidade (sidescatter-SSC-H) destas células. A partir
da regido 1 (R1) (Figura 1A), foram realizados outros citogramas com diferentes
combinagbes de anticorpos (Tabela 6) com a finalidade de avaliar a porcentagem relativa
das subpopulacdes de linfécitos T e B bem como a caracterizacdo e quantificacdo da
populagdo de linfécitos T com potencial regulador.

Para realizar a quantificagcdo das subpopulagdes de linfocitos, foram estabelecidos as
regides de células T CD3" (Regido 2= R2) e B CD19" (Regido 3=R3) (Figura 1B) baseados na
expressao mutuamente excludente destes marcadores dentro da populagdao de linfocitos
totais (R1). Da mesma maneira, dentro da populacdo R2, foram estabelecidas as regides de
células CD3CD4" (Regido 4= R4) e CD3*CD8" (Regido 5=R5) (Figura 1C).

Posteriormente, para realizar a caracterizacdo fenotipica e quantificacdo da
populacio de células T CD4*CD25"""Foxp3* ou CD4*CD25*CD127" foram adquiridos 50.000
eventos da populacdo de células T CD4", sendo desta vez a regido estabelecida conforme a
expressao deste marcador e o parametro FSC (R4) (Figura 2A). A seguir, de acordo com a
expressao dos marcadores CD25 e Foxp3, foi estabelecida a subpopulagdo de linfocitos T
cD25™"Foxp3* (R6) (Figura 2B) e avaliada a sua freqiéncia, assim como também a
intensidade de fluorescéncia média (IFM) de Foxp3 nessa populagdo. Em uma abordagem

analitica diferente, foi avaliada dentro de R4 a freqiiéncia de células T CD25'CD127'°% (R7)



(Figura 2C), bem como a porcentagem de células Foxp3® e a intensidade de fluorescéncia

media de Foxp3 nessa populacao.



Figura 1. Estratégias de analise por citometria de fluxo das diferentes populagées linfocitarias em
individuos controles e pacientes com ICV e DIgA. A) populagdo de linfécitos (R1) através
das propriedades de tamanho e granulosidade destas células. B) Populacdo de linfécitos T
CD3%(R2) e B CD19"(R3). C) Populacdo de linfécitos T CD4" (R4) e CD8" (R5).



RIS B T R E ST ST TR

o
<
c
o
£
=
o
Q
o
CD1s
”.
Y
- R4
<
o
o

0.28

cDs8




Figura 2. Estratégias de anadlise por citometria de fluxo das populag¢des linfocitarias com potencial
regulador em individuos controles e pacientes com ICV e DIgA. A) Populagao de linfocitos
T CD4" (R4) conforme o tamanho destas células e a expressio do co-receptor CD4. B)
Populagdo de linfécitos T CD4*'CD25"MFoxp3* (R6). C) Populagdo de linfécitos T
CD4'CD25'CD127°Y (R7).
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3.5 ANALISE DA PRODUGAO DE CITOCINAS ATRAVES DO METODO ELISA

As células mononucleares obtidas conforme o item 3.2 foram descongeladas e
colocadas em placas de 48 pocgos com fundo chato (Costar Cambridge, MA, EUA) em uma
concentrago de 1x10° células/poco (triplicata) em 1 mL de DMEM + 5% de soro humano
AB+ na presenga de 10 ug/mL de Fitohemaglutinina (PHA, Sigma Chemical Co, EUA). As
células foram mantidas na estufa a 37 °C com atmosfera de 10% de CO2 e saturada de
umidade a 95% e sobrenadantes foram coletados em 24, 48 e 72 horas para dosagem das
citocinas IL-2,IL-4, IL-5 e IL-10.

Placas de 96 pocos com fundo chato e de alta afinidade para EIA/RIA (Costar,
Cambridge, MA, EUA), foram sensibilizadas com 50 ul mAb recombinante de rato anti-
citocina humana IL-2,IL-4, IL-5 e IL-10 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) em tampao
carbonato de sédio 0,5M, pH 9,6 e incubadas por 24 horas a 4 °C. A concentracgao final de
anticorpos anti-citocinas foi determinada previamente por meio de curvas comparativas,
usando interleucina recombinante dentro do intervalo sugerido pelo fornecedor. As placas
assim cobertas foram lavadas quatro vezes com PBS-Tween 0,05% (PBS, pH 7,4; 0,05% de
Tween 20; 0,01% de Thimerosal). A seguir, as placas foram submetidas ao bloqueio dos sitios
ndo cobertos pelo anticorpo de captura pela utilizacdo de 100 ulL/pogo de solucdo estéril de
PBS contendo 5% de soroalbumina bovina (BSA, Sigma Chemical Co, USA) e mantidas duas
horas a temperatura ambiente. Apds quatro lavagens das placas com PBS-Tween 0,05%, os
sobrenadantes de cultura das amostras a serem testadas provenientes da proliferacdo de
células mononucleares e a curva padrdao com a citocina apropriada foram acrescidas aos
pocos (100 ulL/pogo) e incubadas duas horas a 37 °C. Seguida a lavagem de cada poco, cinco
vezes com PBS-Tween 0,05%, foi acrescido o segundo mAb conjugado a biotina
(PharMingen, San Diego, CA, USA) diluido em PBS-Tween 0,05 % e mantido durante duas
horas a temperatura ambiente. Apds serem efetuadas cinco lavagens com PBS-Tween
0,05%, foi acrescido a cada poco 50 ul de streptoavidina marcada com peroxidase,
(Amersham, Arlingtong Heilghts, IL, USA) diluido em PBS-Tween 0,05% durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Os pogos foram lavados cinco vezes, sendo acrescida a solugdo
contendo o substrato contendo 0,03% de H202 e o cromédgeno ABTS [2,2’-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (Sigma Chemical Co, USA) dissolvido em tampao citrato

0,028 M/fosfato de sddio 0,044 M. Com o desenvolvimento da reagdo, avaliado pelo



aparecimento de cor nos pogos, a reagdo foi interrompida com a utilizagdo de acido citrico
0,2 M, e a absorbancia determinada em leitor de ELISA (Molecular Devices, Mountain View,
CA, USA) e o programa Vectra que o acompanha, utilizando um comprimento de onda de

405 nm.

3.6 EXTRACAO DE RNAm

1x10’ células foram ressuspendidas em 500 uL de Trizol ( Intrigen Corporation,
Carlsbad, CA, USA) e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente para obtencdo de
acido ribonucléico mensageiro (RNAm) total. Posteriormente foram adicionados 200 uL de
cloroformio (Amresco — Solon, OH, USA). As amostras foram homogeneizadas por inversao,
incubadas 2-3 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas a 12000 g por 15 minutos a
4 °C. Apos centrifugacdo, a fase aquosa contendo RNAm foi transferida um novo tubo e 500
uL de isopropanol (Sigma-Aldrich) foram adicionados. As amostras foram homogeneizadas
por inversdo, incubadas 45 minutos a temperatura ambiente e centrifugadas como descrito
anteriormente. Em seguida, o sobrenadante foi removido e o precipitado de RNAm
ressuspendido em 1 mL de etanol 75 % e centrifugado a 7500 g por 5 minutos a 4 °C. O
etanol foi retirado cuidadosamente e o RNAm diluido em 30 ul de agua livre de DNAses e
RNAses (DEPC). Depois de uma incuba¢do de 12 h a 4 °C a concentragdo do RNAm das

amostras foi feita espectrofotometria determinando a densidade 6ptica (A=260 nm).

3.7 SINTESE DO DNA COMPLEMENTAR COM ELIMINAGAO DO DNA CONTAMINANTE

Foram transferidos de 1 a 5 ug de RNAm total para um tubo de 0,5 mL e
acrescentados 2,4 uL de Tampao de reagao 10X, 1 uL de RQ1 livre de RNAses e DNAses e
elevado o volume até 24 ulL com agua DEPC. Em seguida, as amostras foram incubadas a 25
°C por 15 minutos. Posteriormente foi inibida a agao da DNAse | com a adigdo de 1 ulL de
solucdo de EGTA 20mM e acrescentados 1,5 ul de Oligo(dT)12-18 primers (0,1 ug/uL). As
amostras foram incubadas a 65 °C por 10 minutos e imediatamente o RNAm tratado foi
transferido para gelo e incubado por 5 minutos. Preparo-se a parte uma mistura contendo
1ul de BSA (Bovine Serum Albumin) acetilada (20 ug/mL), 10 ulL de transcriptase reversa M-
MVL ( M-MVL RT), Tampao de reacdo 5X e 10 uL de deoxinucleotideo trifosfato (dNTP) 10



mM. Essa mistura foi adicionada aos tubos contendo as amostras de RNAm. Por ultimo,
foram acrescentados em cada amostra 2 uL de M-MVL RT ( 200 U/ul) seguido de duas
incubagdes, a primeira a 37 °C por 1 hora e a segunda a 65 °C por 10 minutos. O acido

deoxirribonucleico complementar (DNAc) obtido foi estocado em freezer a -80 °C.

3.8 PCR EM TEMPO REAL DO GENE FOXP3

Para avaliar quantitativamente a expressdo génica do fator de transcricdo Foxp3, foi
realizado uma mistura de reacdo para cada amostra de 5 uL de Tagman® Universal PCR
Madster Mix, 3,5 uL de agua DEPC, 1 uL de cDNA e 0,5 ulL de sondas para amplificar o gene
FOXP3. Como controle foi utilizada uma sonda para amplificacdo do gene de expressao
constitutiva Gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase (GAPDH). O ensaio foi realizado em

triplicata.

3.9 ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada com o programa GraphicPad
PRISM versao 5 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA). Para realizar
a comparacao entre os grupos de individuos controle e pacientes com ICV ou DIgA, foram
utilizados os testes de diferenca de propor¢do. Quando os dados apresentaram uma
distribuicdo normal (conforme o teste de normalidade D'Agostino & Pearson) foi utilizado o
teste de T-Student. Caso contrario, foi aplicado o teste bicaudal de Mann Whitney. Para
todos os testes, adotou-se como nivel de significancia 0,05 (a=5 %), onde os valores

descritivos (p) abaixo desse valor foram considerados significativos.

3.10 LOCAIS DE DESENVOLVIMENTO DOS EXPERIMENTOS

Os exames laboratoriais para o diagndstico dos pacientes com ICV e DIgA foram
realizados no Laboratério Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo — FMUSP. Os resultados de tais exames e dados clinicos dos
pacientes foram fornecidos pelos profissionais responsaveis através de consulta dos

prontudrios médicos.



Os experimentos de citometria de fluxo, PCR em tempo real e ELISA foram
realizadas no Laboratdrio de Imunologia Clinica do Departamento de Imunologia do Instituto

de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo - ICB IV-USP.



4 RESULTADOS

4.1 IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

4.1.1 Frequiéncia das diferentes subpopulagdes linfocitdrias no sangue de pacientes com ICV

Através da técnica de citometria de fluxo, foram analisadas células mononucleares do
sangue de 33 pacientes com ICV e 30 individuos saudaveis para determinar a freqiéncia
relativa das populacdes de linfocitos B e T. A andlise ex vivo revelou que a freqliéncia de
linfécitos B CD19" nos pacientes com ICV n3o difere daquela dos individuos controle
(8,79%4,10 vs. 10,63+2,52; p=0,0546) (Figura 3B) (tabela 7) . Do mesmo modo, a freqliéncia
relativa de linfocitos T CD3" nesses pacientes também se encontrou dentro dos valores
normais referenciais quando comparada com os individuos controles (70,88+16,87 vs.
74,20+7.14; p=0,9287) (Figura 3A).

A andlise da freqiiéncia de células CD3"CD8" mostrou que o grupo de pacientes com
ICV apresenta um aumento destas células em relacdo aos controles (36,86+12,77 vs.
28,71+6,93; p=0,0029) (Figura 3D). Em relacdo as células CD3'CD4", foi observada uma
diminuicdo desta populacdo no grupo de pacientes comparado com os controles
(31,89+11,72 vs. 43,50+6,25 ; p<0,0001) (Figura 3C). Além disso, quarenta e cinco por cento
dos pacientes mostraram freqiiéncias relativas de linfécitos T CD4™ que se encontravam
abaixo dos valores de referéncia para individuos saudaveis (Tabela 3). Finalmente, quando
foi avaliada a proporcdo relativa de ambas as subpopulagdes linfocitarias, dois tercos dos

pacientes com ICV mostraram uma invers3o da proporcdo de células CD4":CD8" (Figura 3E).

Tabela 7 - Niveis normais de referéncia de marcadores das diferentes populagdes linfocitarias
conforme estabelecido pela Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

Populagao Porcentagem relativa (%)
CD3’ 60-87
CcD4* 32-61
CcD8’ 18-45

CD19" 5-20
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Figura 3. Freqiiéncia das diferentes subpopulagdes linfocitarias no sangue de individuos controles e
pacientes com ICV. Células mononucleares do sangue de 30 individuos controle (CN) e 33
pacientes com Imunodeficiéncia Comum Variadvel (ICV) foram marcadas com anticorpos
monoclonais (A) anti-CD19, (B) anti-CD3, (C) anti-CD3 e anti-CD8 e (D) anti-CD3 e anti-CD4 e
posteriormente analisadas por citometria de fluxo. A freqiiéncia de cada populacdo para
cada individuo incluido na analise é mostrada. A barra horizontal indica a porcentagem
média de linfécitos de cada grupo. Valores de p<0.05 foram considerados significativos (*).



4.1.2 Frequéncia de células CD4*CD25"°"Foxp3* em pacientes com ICV

HIeHEoxp3* no

Foi avaliada a freqiiéncia ex vivo da popula¢do de células CD4°CD25
sangue de individuos controles e com ICV e foi observado que os pacientes apresentam uma
freqliéncia reduzida dessas células em relacdo aos individuos sadios (1,93%0,77 vs.
3,32+0,83; p<0,0001) (Figura 4A). Depois, comparou-se a freqiiéncia destas células entre os
subgrupos de pacientes com doenca auto-imune (+DAIl) ou sem doenca auto-imune (—DAl),
sendo observadas diferencas significativas, tendo o subgrupo +DAIl apresentado uma
frequéncia de células CD4*'CD25""Foxp3* menor que o subgrupo -DAI (1,43%0,60 vs.
2,18+10,74; p=0,0067) (Figura 4A). Adicionalmente, comparou-se a freqiéncia de células
cD4*cD25"MFoxp3* em pacientes com ICV classificados em funcdo da presenca ou auséncia

de alergia, ndo sendo observadas diferengas estatisticamente significativas entre ambos os

grupos (2,13+0,86 vs. 1,71+0,62; p=0,1194) (Figura 5A).



Figura 4. Avaliagdo por citometria de fluxo da populagdo linfocitiria CD4*CD25""°"Foxp3* em

individuos controles e pacientes com ICV, com ou sem doenga auto-imune. A)
Freqliéncia das células CD4+CD25highFoxp3+ e B) Intensidade de fluorescéncia média (IFM)
de Foxp3 na populagdo CD4*CD25"8"Foxp3*, em individuos controle (CN), pacientes com
ICV (ICV), pacientes com ICV com doenga auto-imune (+DAI) ou sem doenga auto-imune (-
DAI). C) Correlacdo entre a freqiiéncia de células CD4*'CD25"*"Foxp3* e IFM de Foxp3 para
cada individuo. A barra horizontal indica o valor da média do grupo. Valores de p<0.05
foram considerados significativos (*).
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Figura 5. Avaliacdo por citometria de fluxo da populagdo linfocitaria CD4+CD25"'G"Foxp3+ em

individuos controles e pacientes com ICV, com ou sem sintomas alérgicos. A) Freqliéncia
das células CD4'CD25"€"Foxp3* e B) Intensidade de fluorescéncia média (IFM) de Foxp3 na
populacdo CD4*CD25""Foxp3*, em individuos controle (CN), pacientes com ICV (ICV),
pacientes com ICV com alergia (+ALERGIA) ou sem doenca alergia (-ALERGIA). A barra
horizontal indica o valor da média do grupo. Valores de p<0.05 foram considerados
significativos (*)



HIGH

4.1.3 Intensidade de fluorescéncia média de Foxp3 na populagdo CD4'CD25 """ Foxp3® em

pacientes com ICV

Posteriormente, avaliou-se a intensidade de fluorescéncia média (IFM) de Foxp3 na
populagao CD4+CD25H'GHFoxpE’>+ de individuos controles e de pacientes com ICV. Como
resultado, observamos uma diminuicdo na expressdo de Foxp3 nesta populacdo nos
pacientes em relacdo aos individuos controle (60,07+11,66 vs. 68,57+11,62; p=0,0053)
(Figura 4B). A seguir, comparamos a IFM de Foxp3 nas células CD4'CD25""°"FOXP3* dos
pacientes com ou sem doenga auto-imune, sendo observado que a expressdo de Foxp3
encontra-se altamente reduzida na populagao CD4'CD25™°"FOXP3* do subgrupo +DAI em
comparacdo aos grupos -DAIl (46,1145,77 vs. 67,05+6,18; p<0,0001) e Controle
(68,57+11,62; p<0,0001) (Figura 4B). Quando o subgrupo de pacientes —DAIl foi comparado
aos individuos controle, ndo foram observadas diferencas entre as IFM de Foxp3 (67,0516,18
vs. 68,57+11,62; p=0,5818) (Figura 4B). Posteriormente, correlacionou-se a freqiiéncia de
células CD4*CD25™°"FOXP3" e IFM de Foxp3 em cada individuo incluido no estudo, sendo
observada associagdo entre uma menor freqiéncia de Tregs e uma menor expressao de
Foxp3 nos individuos com ICV e diagndstico de auto-imunidade (Figura 4C).

HISHEoxp3* dos pacientes

Também analisamos a IFM de Foxp3 em células CD4°CD25
com ICV com ou sem alergia. Desta vez, nao foram observadas diferengas na expressao de

Foxp3 entre os subgrupos (62,66+10,91 vs. 57,33+12,15; p=0,6075) (Figura 5B).

4.1.4 ExpressGo do transcrito do gene FOXP3 em células mononucleares do sangue de

pacientes com ICV

Foi extraido RNAm de células mononucleares do sangue de pacientes com ICV e
individuos controle com a finalidade de determinar o nivel de expressdo do gene FOXP3
mediante a técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Foi observado
gue pacientes com ICV apresentaram uma menor expressao do transcrito em relacdo aos
individuos sadios (0,53%0,20 vs. 1,05+0,42; p<0,0001) (Figura 6A). Posteriormente,
realizamos uma a analise comparativa da expressao génica entre os subgrupos de pacientes
com ICV com ou sem auto-imunidade, sendo observada diferenga estatisticamente

significativa entre eles (0,35+0,11 vs. 0,59+0,19; p=0,0238) (Figura 6A). A mesma analise



entre subgrupos de pacientes com ICV com ou sem alergia revelou que nao ha diferenga

estatisticamente entre ambos os grupos (0,55+0,23 vs. 0,52+0,19; p=0,8135)( Figura 6B).

*hkk *hk

* %k *k

1.54 1.54
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FOXP3/GAPDH
FOXP3/GAPDH

Figura 6. Andlise dos niveis de expressao do RNAm em individuos controles e pacientes com ICV de
FOXP3 por PCR em tempo real. Valores de expressdo em individuos controle (CN),
pacientes com ICV (ICV) com doencga auto-imune (+DAI) ou sem doenca auto-imune (-DAI)
(A), e pacientes com ICV com alergia (+ALERGIA) ou sem alergia (-ALERGIA) (B).Valores de
p<0.05 foram considerados significativos (*). Gene normalizador Gliceraldeido 3-fosfato
dehidrogenase (GAPDH).

4.1.5 Avaliagcdo da producio de citocinas pelas células mononucleares do sangue de

pacientes com ICV

Células mononucleares do sangue de individuos sadios foram estimuladas com
PHA, sendo realizada uma cinética de producdo de citocinas. Uma vez estabelecidos os picos
de producgdo para cada citocina, as células de pacientes com ICV e individuos controle foram
estimuladas com PHA por 24, 48 e 72 horas para avaliacdo a producdo de citocinas pelo
método ELISA, a fim de correlacionar o perfil de citocinas produzidas com a freqliéncia de
células CD4*CD25"°"FOXP3".

A andlise mostrou que as células dos pacientes com ICV produzem menor
quantidade de IL-2 (0,3210,26 ng/mL) e IL-4 (0,14%0,19 ng/mL) em 24h de cultura em
relacdo aos individuos controles (0,75+0,13 ng/mL; p=0,0001 e 0,27+0,12 ng/mL; p=0,0037,
respectivamente) (Figuras 7 A e B). De maneira similar, as células dos pacientes com ICV

produzem menor quantidade de IL-5 (0,16+0,17 ng/mL) e IL-10 (0,23+0,22 ng/mL) apds



estimulo por 48h em relacdo aos individuos controles (0,36+0,18 ng/mL; p=0,0079 e
0,75+0,21 ng/mL; p=0,0002, respectivamente) (Figuras 7 C e D).

Quando analisamos a produgao de citocinas IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10 dos pacientes em
funcdo da presenca ou auséncia de doenca auto-imune, ndo observamos diferencas
significativas na produgdo destas citocinas entre os subgrupos (Figuras 7 A-D). A mesma
analise foi realizada classificando-se os pacientes em funcdo da presenca ou auséncia de

sintomas alérgicos, ndo sendo observadas diferencgas significativas entre os mesmos (Figuras

7 A-D).
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Figura 7. Andlise da produgdo de citocinas em individuos controles e pacientes com ICV através do
método ELISA. Quantificagdo da produgdo de IL-2 (A) e IL-4 (B) em sobrenadantes de
culturas de PBMC apds estimulagdo com PHA por 24 horas. Producédo de IL-5 (C) e IL-10 (D)
em sobrenadantes de culturas de PBMC apds estimulagdo com PHA por 48 horas.
(Individuos controle (CN), pacientes com ICV (ICV), pacientes com ICV e doenca auto-imune
(DAI+) ou sem doenga auto-imune (DAI-), pacientes com ICV com alergia (+ALERGIA) e sem
alergia (-ALERGIA). Valores de p<0.05 foram considerados significativos (*).



4.2 DEFICIENCIA SELETIVA DE IMUNOGLOBULINA A

4.2.1 Frequiéncia das diferentes subpopulagdes linfocitdrias no sangue de pacientes com DIgA

Através da técnica de citometria de fluxo, foram analisadas células mononucleares do
sangue de 15 pacientes com DIgA e 13 individuos saudaveis para determinar a freqiéncia
relativa das populacdes de linfocitos B e T. A analise revelou que a freqliéncia de linfocitos B
CD19" nos pacientes n3o difere daquela encontrada nos individuos controle (11,06+3,22 vs.
13,28+3,49; p=0,0992) (Figura 8B). Do mesmo modo, a freqiiéncia relativa de linfécitos T
CD3" nesses pacientes também se encontrou dentro dos valores normais referenciais
guando comparada aos individuos controles (67,03+10,31 vs. 70,21+4,62; p=0,6450) (Figura
8A).

A analise da frequiéncia de células CD3"CD8" nido mostrou diferencas significativas
entre individuos com DIgA e controles (21,27+5,48 vs. 23,15+12,77; p=0,3849) (Figura 8D).
Porém, houve uma diminuicdo no nimero de células CD3*CD4" nestes pacientes em rela¢do
aos controles (35,51+9,21 vs. 47,75%4,76; p=0,0002) sendo que quarenta por cento dos
pacientes mostraram freqliéncias relativas desses linfocitos que se encontravam abaixo dos
valores de referéncia para individuos saudaveis (Figura 8C). Apesar disso, os pacientes com
DIgA apresentaram proporgdes de células CD4:CD8 dentro dos valores de referéncia (Figura

8E).
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Figura 8. Freqiiéncia das diferentes subpopulagdes linfocitdrias no sangue de individuos controles e
pacientes com DIgA. Células mononucleares do sangue de 13 individuos controle (CN) e 15
pacientes com Deficiéncia Seletiva de Imunoglobulina A (DIgA) foram marcadas com
anticorpos (A) anti-CD19, (B) anti-CD3, (C) anti-CD3 e anti-CD8 , e (D) anti-CD3 e anti-CD4 e
posteriormente analisadas por citometria de fluxo. A freqiéncia de cada populag¢do para
cada individuo incluido na analise é mostrada. A barra horizontal indica a porcentagem
média de linfécitos para cada grupo. Valores de p<0.05 foram considerados significativos

(*).



4.2.2 Fregiiéncia de células CD4*CD25""Foxp3* em pacientes com DIgA

HighE oxp3* no

Posteriormente, avaliamos a freqiiéncia da subpopulagdo CD4°CD25
sangue de individuos controles e de pacientes com DIgA, sendo observado que os pacientes
apresentaram uma freqiiéncia reduzida dessas células quando comparados aos individuos
sadios (0,77+0,0,23 vs. 1,15+0,28 ; p=0,0006) (Figura 9A). Posteriormente, comparou-se a
freqUiéncia destas células entre os subgrupos de pacientes com doenca auto-imune (+DAl)
ou sem doenca auto-imune (—DAI) ndo sendo observadas diferencas significativas entre
estes subgrupos (1,71+0,19 vs. 0,86+0,11; p=0,2195) (Figura 9A). Comparou-se a freqiiéncia
de células CD4+CD25HighFoxp3+ em pacientes com DIgA classificados em fungao da presenga

ou auséncia de alergia, ndo sendo encontradas diferencas entre ambos os grupos

(0,78£0,23; vs. 0,75+0,82; p=0,8205) (Figura 10A).
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Figura 9. Avaliagdo por citometria de fluxo da populagdo linfocitaria CD4'CD25

HIGHEOXp3* em

individuos controles e pacientes com DIgA, com ou sem doenca auto-imune. A)

Freqiiéncia das células CD4°CD25
de Foxp3 na populagdo CD4°CD25

high
high

Foxp3® e B) Intensidade de fluorescéncia média (IFM)
Foxp3®, em individuos controle (CN), pacientes com

DIgA (DIgA), pacientes com DIgA com doenga auto-imune (+DAl) ou sem doenga auto-
imune (-DAI). A barra horizontal indica o valor da média do grupo. Valores de p<0.05
foram considerados significativos (*).



* %k

* ok A
+ * %
c;& 2.0
_EE ™
i 1.5+ L -
N . . v
O u '.. A A
I B~ e
2 0.5 » AASEE PN
=
8
ae 0.0 T T T T
> \s Ng g
@)
L &£
ol >
. 100- B
lg‘ . ‘
22
B2 75 afy Y
25 ”o —h g
B y I v, A
28 e s
30 504 g v
e 3
T o ® v
=
7'
- 25 | | L | L L
> \g Ng NG
@) 0@ @Q_Co @@O
ol »

Figura 10. Avaliagdo por citometria de fluxo da populagdo linfocitaria CD4"'CD25"*"Foxp3* em

individuos controles e pacientes com DIgA, com ou sem atopia. A) Freqiiéncia das células
CD4'CD25""Foxp3* e B) Intensidade de fluorescéncia média (IFM) de Foxp3 na populagdo
CD4'CD25""Foxp3*, em individuos controle (CN), pacientes com DIgA (DIgA), pacientes
com DIgA com, pacientes com alergia (+ALERGIA) ou sem alergia (-ALERGIA). A barra
horizontal indica o valor da média do grupo. Valores de p<0.05 foram considerados
significativos (*).



High

4.2.3 Intensidade de fluorescéncia média de Foxp3 na populagdo CD4*CD25"""Foxp3" em

pacientes com DIgA

Avaliamos a intensidade de fluorescéncia média (IFM) de Foxp3 na populacdo
CD4+CD25HighFoxp3+ de individuos controles e pacientes com DIgA, ndao sendo observadas
diferencas na expressdo de Foxp3 entre os grupos (64,7016,28 vs. 61,67+11,91; p=0.4191)

HiehEoxp3* dos

(Figura 9B). A seguir, foi comparada a IFM de Foxp3 nas células CD4'CD25
pacientes com ou sem doenca auto-imune, ndo sendo observadas diferencas significativas
entre os subgrupos (56,82+8,94 vs. 68,93+12,88; p=0,0502) (Figura 9B). Analisando-se a IFM
de Foxp3 nas células CD4+CD25HighFoxpE’>+ dos pacientes classificados em fungdao da presenca
ou auséncia de alergia, ndo encontramos diferenca na expressdo de Foxp3 entre os

subgrupos (65,88+10,95 vs. 56,86+11,94; p=0,0823) (Figura 10B).

4.2.4 Freqiiéncia de células CD4'CD25'CD127"°" em pacientes com DIgA

Low

Avaliou-se, a freqiiéncia da populacio de células CD4"CD25'CD127°" no sangue de
individuos controles e de pacientes com DIgA, sendo observado que os pacientes
apresentaram uma freqliéncia reduzida destas células em relacdo aos individuos sadios
(1,89+0,45 vs. 2,46+0,58; p=0,0075) (Figura 11A). Posteriormente, comparou-se a freqliéncia
destas células entre os subgrupos de pacientes com doenga auto-imune (+DAI) e sem
doenca auto-imune (-DAI) ndo sendo observadas diferengas significativas entre estes
subgrupos (1,86+0,50 vs. 2,03+0,48; p=0,5929) (Figura 11A). Comparou-se a freqiiéncia de
células CD4'CD25'CD127"°" em pacientes com DIgA classificados em fungdo da presenca ou

auséncia de alergia, ndo sendo encontradas diferencas entre ambos os grupos (1,84+0,49;

vs. 1,94+0,43; p=0,6863) (Figura 12A).



Figura 11. Andlise da populagio linfocitiria CD4'CD25'CD127°" em individuos controles e
pacientes com DIgA, com ou sem doeng¢a auto-imune. A) Freqiiéncia das células
CD4'CD25'CD127"°", (B) Intensidade de fluorescéncia média (IFM) de Foxp3 na
populacdo CD4'CD25'CD127°" e (C) Frequéncia das células Foxp3' na populacio
CD4*'CD25'CD127"°" em individuos controle (CN), pacientes com DIgA (DIgA), pacientes
com DIgA com doenga auto-imune (+DAI) ou sem doenga auto-imune (-DAI). A barra
horizontal indica o valor da média do grupo. Valores de p<0.05 foram considerados
significativos (*).
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Figura 12. Anélise da populagdo linfocitiria CD4'CD25'CD127"°" em individuos controles e
pacientes com DIgA, com ou sem atopia. A) Freqiiéncia das células CD4*CD25'CD127",
(B) Intensidade de fluorescéncia média (IFM) de Foxp3 na populagdo
CD4'CD25'CD127°" e (C) Frequéncia das células Foxp3* na populagio
CD4'CD25'CD127"°" em individuos controle (CN), pacientes com DIgA (DIgA), pacientes
com DIgA com alergia (+ALERGIA) ou sem alergia (-ALERGIA).
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4.2.5 Intensidade de fluorescéncia média de Foxp3 na populagdo CD4CD25'CD127"°" em

pacientes com DIgA

Avaliamos a intensidade de fluorescéncia média (IFM) de Foxp3 na populagdo
CD4'CD25CD127"°" de individuos controles e pacientes com DIgA, ndo sendo observadas
diferencas na expressdo de Foxp3 entre os grupos (47,84+12,83 vs. 48,6345,21; p=0.8377)
(Figura 11B). A seguir, foi comparada a IFM de Foxp3 nas células CD4*CD25'CD127"" dos
pacientes com ou sem doenca auto-imune, ndo sendo observadas diferencas significativas
entre os subgrupos (44,26+7,71 vs. 53,22+17,55; p=0,1953) (Figura 11B). Analisando-se a
IFM de Foxp3 nas células CD4'CD25'CD127"°" dos pacientes classificados em fungdo da
presenga ou auséncia de alergia, encontramos diferenga na expressao de Foxp3 entre os

subgrupos (52,66+12,04 vs. 42,33+12.19; p=0,0401) (Figura 12B).

4.2.6 Freqiiéncia de células Foxp3® na populacdo CD4'CD25'CD127"°" em pacientes com
DIgA

A seguir, analisamos a frequéncia de células Foxp3* dentro da populacio CD4"
CD25*'CD127"°" n3o encontrando-se diferencas entre pacientes e controles (85,91+4,36 vs.
84,52+2,72; p=0.3304) (Figura 11C). Posteriormente, quando esta analise foi realizada
classificando os pacientes conforme a presenca ou auséncia de doenca auto-imune, ndo
foram observadas diferencas significativas (85,46+4,06 vs. 86,58+5,08; p=0,6413) (Figura
11C). De maneira similar, quando os pacientes foram classificados em funcdo da presenca ou
auséncia de sintomas alérgicos, também ndo foram observadas diferencas entre os grupos

(88,09%3,19 vs. 83,41+4,34; p=0,0638) (Figura 12C).

4.2.7 Avaliagcdo da producio de citocinas pelas células mononucleares do sangue de

pacientes com DIgA

Células mononucleares do sangue de pacientes com DIgA e individuos controle
foram estimuladas com PHA por 24, 48 e 72 horas para a avaliagao da produgao de citocinas
a fim de correlacionar o perfil de citocinas produzidas com a freqliéncia de células

CD4*CD25%CD127". A andlise mostrou que as células dos pacientes com DIgA produzem



menor quantidade de IL-2 (0,34+0,32 ng/mL) e IL-4 (0,05+0,05 ng/mL) em 24h de cultura em
relacdo aos individuos controles (0,75+0,13 ng/mL; p=0,0017 e 0,27+0,12 ng/mL; p=0,0001,
respectivamente) (Figuras 13 A e B). De maneira similar, as células dos pacientes com DIgA
produzem menor quantidade de IL-5 (0,16+0,17 ng/mL) e IL-10 (0,20+0,25 ng/mL) apds
estimulo por 48h em relacdo aos individuos controles (0,36+0,18 ng/mL; p=0,0082 e
0,75+0,21 ng/mL; p=0,0005, respectivamente) (Figuras 13 C e D).

Quando analisamos a produgao de citocinas IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10 pelos pacientes
em funcdo da presenca ou auséncia de doenca auto-imune, ndo observamos diferencas
significativas na producdo dessas citocinas entre os subgrupos de pacientes (Figuras 13A-D).
A mesma analise foi realizada classificando os pacientes em fung¢do da presenga ou auséncia

de sintomas alérgicos, ndo sendo observadas diferencas entre os grupos (Figuras 13A-D).
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Figura 13. Analise da produgdo de citocinas em individuos controles e pacientes com DIgA através
do método ELISA. Quantificagdo da produgdo de IL-2 (A) e IL-4 (B) em sobrenadantes de
culturas de PBMC apés estimulacdo com PHA por 24 horas. Producdo de IL-5 (C) e IL-10
(D) em sobrenadantes de culturas de PBMC apds estimulagdo com PHA por 48 horas
(Individuos controle (CN), pacientes com deficiéncia de IgA (DIgA), pacientes com
deficiéncia de IgA e doenga auto-imune (DAI+) ou sem doenga auto-imune (DAI-),
pacientes com deficiéncia de IgA com alergia (+ALERGIA) ou sem alergia (-ALERGIA).



5 DISCUSSAO

As imunodeficiéncias ja foram consideradas limitadas a condigdes clinicas tais como o
aumento da incidéncia ou gravidade de doencas infecciosas. No entanto, é atualmente
aceito que muitas imunodeficiéncias primarias também sdo caracterizadas por um notavel
aumento na incidéncia de fenOmenos auto-imunes e inflamatorios, além de um aumento a
susceptibilidade ao cancer (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999; CARNEIRO-
SAMPAIO, M. e COUTINHO, A., 2007). No caso particular da ICV, a alta incidéncia de auto-
imunidade e sintomas alérgicos nestes pacientes sugere que complexos defeitos no sistema
imunolégico, além de defeitos quantitativos e qualitativos na produgdo de anticorpos,
devem contribuir para a alta diversidade de manifestacdes clinicas observadas.

A presenga de doengas auto-imunes representa disturbios nos mecanismos que
regulam a resposta imune e mantém a tolerdncia imunoldgica, a qual depende da habilidade
do sistema imune em discriminar entre o préprio e o ndao-préprio (KYEWSKI, B. e KLEIN, L.,
2006). Este estado de tolerdncia é estabelecido e mantido por mecanismos centrais e
periféricos que impedem a maturacdo e ativacdo de clones de linfdcitos auto-reativos
potencialmente nocivos. Os mecanismos homeostaticos centrais tém origem no timo
durante uma fase precoce do desenvolvimento, na qual as células T imaturas que
reconhecem antigenos proprios com alta afinidade sdo eliminadas mediante um processo
conhecido como selecdo negativa (KYEWSKI, B. e KLEIN, L., 2006). Paralelamente, aqueles
linfocitos T que escapam a selegcdo timica e que reconhecem auto-antigenos tecido-
especificos que ndo sdo abundantes no timo, sdo eliminados por mecanismos de tolerancia
periférica, que provéem um segundo nivel de protecdo contra a auto-imunidade (KYEWSKI,
B. e KLEIN, L., 2006). N&do obstante, alguns desses clones podem escapar destes mecanismos
inibidores e causar doengas auto-imunes em certas circunstancias.

Um numero crescente de trabalhos indica uma participagdo significativa de uma
subpopulagdo de linfécitos CD4* com potencial regulador na manutencdo da homeostase
imunolégica em adicdo aos mecanismos de inducdo de anergia e morte por apoptose
(SAKAGUCHI, S. et al., 1995; SHEVACH, E. M., 2002; O'GARRA, A. e VIEIRA, P., 2004;
KRONENBERG, M. e RUDENSKY, A., 2005; SAKAGUCHI, S., 2005) e na modulagdo das
respostas imunes a patdgenos, ao cancer e a transplantes (CHATILA, T. A., 2005). No

entanto, existe informacgao limitada e controversa em relagao ao papel desta populagao na



patogénese das doengas auto-imunes e alérgicas em seres humanos (CAO, D. et al., 2003;
PUTHETI, P. et al., 2003; BOYER, O. et al., 2004; PUTHETI, P. et al., 2004; VIGLIETTA, V. et al.,
2004; LYSSUK, E. Y. et al., 2007). As células reguladoras (Tregs) tém sido reportadas como
estando diminuidas em individuos com artrite reumatdide (CAO, D. et al., 2003) e IUpus
sistémico eritematoso (LYSSUK, E. Y. et al., 2007). Porém, na esclerose multipla foi
observado um aumento (PUTHETI, P. et al.,, 2003) ou nenhuma alteracdo na freqiiéncia
destas células (PUTHETI, P. et al., 2004), embora outros estudos demonstram uma perda na
capacidade supressora das mesmas (KRIEGEL, M. A. et al., 2004; VIGLIETTA, V. et al., 2004).
Ainda, a deficiéncia de Tregs também foi observada em individuos com hepatite C e
vasculite, enquanto a fungdo supressora desta populagdo se manteve intacta (BOYER, O. et
al., 2004).

Em uma das maiores coortes de ICV ja estudada, as doengas auto-imunes foram
descritas em 21% dos pacientes (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999), no
entanto, prevaléncias maiores também foram observadas (LOPES-DA-SILVA, S. e RIZZO, L. V.,
2008). Apesar da grande variabilidade nestes resultados, a qual pode ser parcialmente
explicada pelas diferengas entre coortes de ICV avaliadas em cada estudo e pela
heterogeneidade nos critérios diagndsticos utilizados por diferentes grupos para o
diagndstico de auto-imunidade, as estatisticas demonstram uma alta prevaléncia destas
doencas nesses individuos em relacdo a populacdo geral (5-7%) (DIAMOND, B., 2005). Na
coorte brasileira de individuos com ICV, doencas auto-imunes foram diagnosticadas em
aproximadamente 15,5% dos pacientes (KOKRON, C. M. et al., 2004), sendo o Vitiligo a de
maior freqliéncia, diferindo de outras coortes nas quais a trombocitopenia purpura é a
principal doenca (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999; CUNNINGHAM-RUNDLES,
C., 2008). Ainda, fendbmenos auto-imunes tém sido relatados como mais freqlientes entre as
mulheres com ICV (CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 1989), porém, na nossa casuistica hd uma
aparente maior incidéncia de auto-imunidade em individuos do sexo masculino (KOKRON, C.
M. et al., 2004).

Diversos mecanismos tém sido sugeridos para explicar o paradoxal surgimento de
doencas auto-imunes em pacientes com ICV, como por exemplo, a predisposicdo genética,
infecgao persistente, desregulamento imune e defeitos nos mecanismos de indugao e

manutencdo da tolerdncia.



Inicialmente, defeitos monogénicos em genes ICOS, TACI e BAFF-R foram
identificados em individuos com ICV. No entanto, o papel destas raras mutacdes na inducdo
da deficiéncia imunoldégica presente nesses pacientes nao esta completamente
compreendido, particularmente em relagdo a auto-imunidade (BACCHELLI, C. et al., 2007).

Defeitos na imunidade inata podem contribuir para o surgimento de doengas auto-
imunes. A diferenciacdo e maturacdo defeituosa das células dendriticas, com diminuicdo da
expressao de moléculas co-estimuladoras CD80, CD86 e HLA-DR bem como a baixa producdo
de IL-12 foram descritas em alguns pacientes com ICV (BAYRY, J. et al., 2005; CUNNINGHAM-
RUNDLES, C. e RADIGAN, L., 2005). Considerando a importante participacdo destas células
no inicio da resposta imune adaptativa, os defeitos acima mencionados poderiam conduzir
ao processamento defeituoso de antigenos e sua posterior eliminac¢do, podendo resultar em
inflamagdo cronica e conseqiiente lesao tecidual secundaria devido a deposi¢ao final de
imunocomplexos em orgdos, formacao de auto-anticorpos e reatividade cruzada entre os
tecidos normais e os antigenos estranhos. Além disso, como conseqiiéncia da
hipogamaglobulinemia caracteristica desses pacientes, a fagocitose por mondcitos poderia
também estar comprometida, devido a uma opsoniza¢do nao efetiva (AMORAS, A. L. et al.,
2003).

Por outro lado, falhas nos mecanismos de tolerdncia centrais e periféricos podem
levar a persisténcia de auto-anticorpos por diferentes processos, incluindo mutagao
somatica anormal, falhas na exclusdao de clones auto-reativos ou defeitos na maturacdo de
células dendriticas que podem comprometer a indug¢ao da tolerancia imunolégica. Além
disso, a perda de células B de memdria, principalmente da populacio CD27'IgD’IgM" foi
associada ao desenvolvimento de doenca auto-imune (TAUBENHEIM, N. et al., 2005).
Ademais, diferentes populacdes de células T reguladoras estdo envolvidas na manutencao
da tolerancia periférica, suprimindo a ativagdo e expansao dos linfocitos B e T auto-reativos.

Uma analise preliminar das subpopulacdes linfocitdrias nos individuos por nods
estudados mostrou que, apesar dos pacientes com ICV apresentarem frequéncias de células
B e T dentro dos valores normais de referéncia, 45% dos individuos apresentaram uma
freqliéncia reduzida de células T CD4", podendo isto estar acompanhado ou n3o de uma
alteracdo na freqiiéncia de células CD3'CD8". Esta invers3o na propor¢do celular CD4:CD8
também foi observada para outras coortes de pacientes com ICV (CUNNINGHAM-RUNDLES,

C., 2008). Conforme a informacdo nos prontudrios médicos de cada paciente, aqueles



individuos nos quais foi observada uma reducdo de células T CD4" tém mantido ou mesmo
aumentado esta linfopenia no decorrer dos ultimos quatro anos, embora seus hemogramas
anuais nao mostrem leucopenia ou linfopenia. Portanto, as nossas observagdes sugerem que
alteragdes nas freqliéncias das subpopulac¢des de linfécitos T contribuem para a inversdo na
propor¢do de células CD4:CD8, o que poderia encobrir a linfopenia de células CD4"
observada nesses pacientes.

Diversas hipéteses tém sido propostas para explicar a linfopenia CD4" em individuos
com ICV, entre elas, a timopoiese defeituosa, producdo reduzida de interleucina-2 (IL-2),
anormalidades na homeostase linfocitaria mediada por interleucina-7 e apoptose
aumentada devido a ativagao celular persistente causada por infecgbes recorrentes
(ARKWRIGHT, P. D. et al., 2002; BRANDT, D. e GERSHWIN, M. E., 2006; KNIGHT, A. K. e
CUNNINGHAM-RUNDLES, C., 2006).

Considerando a alta incidéncia de doencas auto-imunes em individuos com ICV e a
linfopenia de células CD4" observada nesses pacientes, consideramos de interesse analisar a
populacdo de linfécitos CD4* com potencial regulador e avaliar se defeitos quantitativos
destas células podem explicar a alta incidéncia de doencas auto-imunes associadas a esta
imunodeficiéncia. Com esse fim, foram analisadas por citometria de fluxo, células
mononucleares do sangue de pacientes com ICV e de individuos saudaveis utilizados como
controles, para a determinac3o da porcentagem de linfcitos CD4* com potencial regulador.

A expressdo da cadeia alfa do receptor da IL-2 (CD25) na superficie de linfécitos CD4"
como marcador de células Tregs naturais, tem certas limitagdes devido a possivel
contaminacgdo por células T recentemente ativadas, preocupacdo inevitavel especialmente
quando se trata de individuos com doengas auto-imunes, alérgicas, neoplasicas ou
infecciosas. No entanto, em seres humanos, aquelas células com alta expressdo constitutiva
do marcador CD25 (CD25High) apresentam correlacdo com a fungdo supressora em ensaios in
vitro (BAECHER-ALLAN, C. et al., 2001). Além disso, a identificacdo do fator de transcricdo
Foxp3 como um marcador molecular especifico das células Tregs e gene regulador mestre do
desenvolvimento e fun¢do das mesmas (FONTENOT, J. D. et al., 2003; HORI, S. et al., 2003;
HORI, S. e SAKAGUCHI, S., 2004), sem duvidas tém contribuido para o entendimento e
melhor caracterizagdo desta populagdao. Porém, diferentemente do observado em linfdcitos
T reguladores de camundongos, em seres humanos o Foxp3 também é expresso em células T

recentemente ativadas (GAVIN, M. A. et al.,, 2006; WANG, JUN ET AL., 2007). Portanto,



avaliando-se estas limitagOes, foi estabelecido que o estudo por citometria de fluxo das
células CD4'CD25""°"FOXP3* representaria melhor a populacdo com propriedades
reguladoras.

A nossa avaliacdo desta populacdo revelou uma reducdo na freqliéncia das células
CD4+CD25F"GHFoxpE’>+ circulantes no sangue dos individuos com ICV em relagdo ao grupo de
individuos controle, principalmente naqueles pacientes com auto-imunidade. Diversos
mecanismos podem ser responsaveis pela freqliéncia reduzida destas células nestes
pacientes. Poderiamos pensar que alteragdes nas vias relacionadas ao desenvolvimento e
diferenciacdo das células Tregs naturais ou em sua homeostase periférica poderiam ser em

HMIGHEOxp3* observada em

parte responsdveis pela baixa freqiiéncia de células CD4'CD25
pacientes com ICV, principalmente em individuos com doenca auto-imune. A favor desta
possibilidade, foi observada em pacientes com ICV uma correlacdo entre os baixos nimeros
de células T CD4", principalmente aquelas com fenétipo naive, e a frequéncia de circulos
excisados do receptor de células T (TRECs). Os TRECs sdo fragmentos de DNA resultantes do
processo de recombinacdo genética responsavel pela diversidade do repertério de TCRs, os
quais nao se multiplicam nas divisdes celulares, sendo utilizados para a determinagao de
células emigrantes do timo (GUAZZI, V. et al., 2002; DE VERA, M. J. et al., 2004). Isto sugere
gue defeitos na timopoiese que comprometem a geracdo de novo de células T poderiam
contribuir para o baixo percentual de células CD4+CD25H'GHFoxpE’>+ observado nestes
pacientes.

No entanto, considerando que as nossas observacdes estdo baseadas em leucdcitos
circulantes no sangue, elas podem ndo ser representativas da dinamica das células T
reguladoras nos tecidos linfdides, particularmente no caso de condigdes inflamatdrias tais
como desordens auto-imunes. Existe a possibilidade de que a freqliéncia reduzida de células
CD4+CD25F"GHFoxpE’>+ observada nos pacientes com doengas auto-imunes seja resultado da
migracdo preferencial dessas células aos sitios de inflamacdo, deixando a circulagdo, como
conseqiiéncia da dinamica que esta populagao reguladora tem in vivo. Por outro lado, a
freqliéncia diminuida e/ou capacidade migratdria reduzida destas células poderiam estar
envolvidas na patogénese de auto-imunidade em individuos com ICV, como demonstrado
recentemente em lUpus eritematoso (LEE, H. Y. et al., 2008). Embora as nossas observacdes

sejam importantes para a etiologia da auto-imunidade em pacientes com ICV, elas ndo



HIBHEOxp3* é conseqliéncia ou causa

definem se a freqiiéncia reduzida das células CD4°CD25
da doenca auto-imune.

Posteriormente, considerando a participagdao do fator de transcrigdo Foxp3 no
desenvolvimento e atividade supressora dos linfécitos CD4" com potencial regulador,
avaliamos a intensidade de fluorescéncia média (IFM) deste marcador na populacdo
cD4*'cD25"MFoxp3* de individuos com ICV. A andlise mostrou que a populacdo
CD4+CD25F"GHFoxpE’>+ dos pacientes apresentava uma IFM de Foxp3 menor que a observada
nos controles. Em funcdo desse resultado interessante, analisamos a expressdo deste
marcador em individuos com ICV com ou sem auto-imunidade, sendo observado que os
pacientes com doenga auto-imune apresentaram uma frequéncia reduzida de células
CD4+CD25H'GHFoxp3+ e esta encontrou-se acompanhada de uma menor expressao de Foxp3.

Os resultados obtidos por citometria de fluxo concernentes a intensidade de
expressao de Foxp3 nos diferentes grupos de estudo, foram confirmados por PCR em tempo
real. No entanto, deve ser levado em consideragdao que os RNAm utilizados neste
experimento eram proveniente de PBMC. Portanto, a informacdo obtida é referentes a
expressdo do transcrito na totalidade de células Foxp3®, nd3o sendo possivel avaliar a

HIGH

contribuic3o relativa das células CD4*CD25" " "Foxp3* com potencial regulador e os linfécitos

recentemente ativados.

H'GHFoxp3+ de pacientes com

A express3o reduzida de Foxp3 na populagio CD4°CD25
doenca auto-imune poderia ser conseqiiéncia da menor expressao deste marcador em todas
as células Foxp3®. Apoiando esta hipdtese, foi demonstrado em modelo murino, no qual a
expressao do gene FOXP3 nas células Tregs foi atenuada, que a expressao diminuida deste
marcador nestas células resulta no desenvolvimento de uma sindrome auto-imune agressiva
similar a observada em camundongos scurfy. Mais importante ainda, a expressdo diminuida
de Foxp3 causou a doenga por diminuigao da fungdo supressora das Tregs e conversdo das
mesmas em células efetoras (WAN, Y. Y. e FLAVELL, R. A., 2007).

HIGH

Por outro lado, a menor expressdo de Foxp3 na populagdo CD4'CD25"" "Foxp3® de

pacientes com doenga auto-imune poderia resultar da eliminagdo seletiva das células

High podendo este Ultimo caso ser conseqliéncia da morte destas células ou migracdo

Foxp3
das mesmas aos sitios de inflamagdo. Alternativamente, os niveis reduzidos de Foxp3
observados neste subgrupo de pacientes com ICV poderiam estar associados a mutacdes no

gene FOXP3. Esta hipdtese é consistente com as observa¢des feitas em individuos



diagnosticados com IPEX, no qual o desenvolvimento defeituoso de células Tregs leva ao
desenvolvimento de fendmenos auto-imunes graves (BACCHETTA, R. et al., 2006). E sugerido
gue mutacdes no gene FOXP3 nestes individuos poderiam resultar em anormalidades
bioldgicas heterogéneas, conduzindo ndo necessariamente a falta de diferenciacdo das
células reguladoras cD4'cD25™M mas a uma disfuncdo dessas células, bem como das
células T efetoras (BACCHETTA, R. et al., 2006).

Nossos dados também revelaram que aqueles pacientes com ICV nos quais nao foi
diagnosticada doenca auto-imune, embora apresentassem uma freqiéncia reduzida de
células CD4'CD25™"Foxp3* em relacdo ao grupo controle, ndo mostraram diferencas na
expressdao de Foxp3 nesta populacdo. Com isso, os valores de IFM de Foxp3 nas células
CD4+CD25H'GHFoxp3+ apresentaram uma estratificagdo mutuamente excludente dos
pacientes com ICV em fungdo da presenga ou auséncia de doenga auto-imune. Mais

HISHEoxp3* em pacientes

interessante ainda, embora a freqiiéncia média de células CD4°CD25
com doenca auto-imune seja menor que a observada para aqueles sem estas desordens,
existe uma sobreposicdo parcial em relacdo a este parametro entre ambos os subgrupos de
pacientes. Isto indica que a principal diferenga entre pacientes com ICV com ou sem doengas

HIGHEoxp3*T e ndo a

auto-imunes é a intensidade de expressdo de Foxp3 nas células CD4'CD25
freqliéncia desta populacdo. Além do mais, as conseqiiéncias funcionais e clinicas de
apresentar-se uma freqiiéncia reduzida de células Foxp3® podem estar amplificadas em
individuos com linfopenia, uma vez que o nimero absoluto de células CD4" encontra-se
diminuido.

Interessantemente, foi recentemente publicado que células T CD4'D25*D127"" de
pacientes com ICV e doenga auto-imune apresentam uma fungdo supressora atenuada em
relacdo os pacientes sem esta condicdo e a individuos saudaveis (YU, G. P. et al., 2009).

Os nossos achados de que a baixa expressdao de Foxp3 encontra-se associada com
auto-imunidade em individuos com ICV, estd de acordo com o conceito de que a alta
expressao e niveis estaveis desta proteina sao requeridos para o desenvolvimento normal e
funcdo das células T reguladoras em seres humanos (ALLAN, S. E. et al., 2008). Ademais,
considerando que pacientes com ICV sem auto-imunidade apresentaram valores de IFM de
Foxp3 similares aos individuos controle, a avaliagao deste parametro poderia ter um valor
diagndstico para a identificacdo e avaliacdo clinica de individuos em risco de desenvolver

doencas auto-imunes. Acreditamos que uma andlise detalhada das subpopulacdes de



linfocitos T, em adigao ao hemograma, poderia ser de utilidade ndao somente no diagndstico
de imunodeficiéncias, mas também para o monitoramento de uma possivel evolucdo de
doengas auto-imunes nestes pacientes.

Por outro lado, o aumento da incidéncia de doencas auto-imunes como parte da
desregulagdo imunolégica tem sido relatado em pacientes com ICV. Diversos estudos
demonstraram que as células de pacientes com ICV apresentam, apds a estimulacdo
mitogénica in vitro, um desvio na producdo de citocinas para um perfil Thl, com producdo
aumentada de IFN-y e TNF-qa, e diminuicdo da producdo de citocinas Th2, tais como IL-4, IL-5
e IL-10 (CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999). Nossos ensaios de estimulag¢do
linfocitaria in vitro mostraram que os pacientes estudados apresentaram um perfil de
producdo de citocinas Th2 reduzido em relagcdo aos individuos controle, compativel com o
estado hipogamaglobulinémico.

Além disso, defeitos moleculares subjacentes as imunodeficiéncias podem interferir
com o estabelecimento e/ou manuten¢do da tolerdncia, modificando a produgdo de
citocinas como a IL-2. Esta citocina, cuja deficiéncia tem sido relatada em ICV, é importante
no desencadeamento da apoptose das células T auto-reativas. Ademais, embora as células T
reguladoras ndo produzam IL-2, elas dependem desta citocina para o seu desenvolvimento
no timo, sua expansado na periferia e ativacao da sua fungcdo imunossupressora (BLUESTONE,
J. A. e ABBAS, A. K., 2003). Nossos resultados demonstraram que os pacientes com ICV
produzem menor quantidade desta citocina quando comparados aos individuos sadios, o
que estd de acordo com a literatura. Apesar de nao terem sido observadas diferengas entre
os pacientes com ICV com ou sem doenca auto-imune, a reducdo geral na producdo de IL-2
poderia contribuir ndo sé para a linfopenia observada nesses individuos, mas também para a

HIGHEoxp3* nos mesmos.

freqliéncia reduzida de células CD4"CD25

De maneira similar ao relatado sobre ICV, existem diversas hipéteses que buscam
explicar a associacdo entre a DIgA e a alta incidéncia de fendmenos auto-imunes observados
nestes pacientes. Um acompanhamento em longo prazo de individuos com esta doenga tem
mostrado que a alta susceptibilidade a infeccdes é a principal caracteristica durante a
infancia. Apds esse periodo, na segunda década de vida, acontecem mudangas nesses

parametros com redugdao das infeccdes e o desenvolvimento de doengas auto-imunes

(JACOB, C. M. et al., 2008).



As mucosas dos tratos respiratérios, intestinais e genitourinarios correspondem a
aproximadamente 400 m? da superficie corporal. Em conjunto, essas superficies
representam uma enorme darea de entrada potencial de patégenos inalados ou ingeridos
bem como de alérgenos ambientais. Além disso, a IgA secretada representa a primeira linha
de defesa contra microorganismos, neutralizando diretamente patégenos extracelulares e
virus através do seu transporte transepitelial e ativando receptores de células do sistema
imune, facilitando assim a sua eliminacdo (WOOF, J. M. e KERR, M. A., 2004; CORTHESY, B.,
2007). Desta maneira, a auséncia de IgA nas mucosas de individuos com DIgA poderia
permitir a entrada de organismos patogénicos e/ou facilitar a absor¢cdo de diversos
antigenos ambientais, os quais poderiam possivelmente apresentar uma reagao cruzada com
tecidos normais. Além disso, as respostas inflamatdrias decorrentes da infeccdo poderiam
provocar dano nos tecidos com conseqliente expressao de novos determinantes antigénicos
e inducao da producao de auto-anticorpos.

Alternativamente, uma deficiéncia na eliminacdo de antigenos, resultando na
deposicdo de imunocomplexos em diversos 6rgdos, poderia conduzir ao desenvolvimento de
processos inflamatoérios cronicos. A favor destas hipdteses, foi observado que
imunocomplexos sdo encontrados em 60% dos individuos com DIgA. Além disso, mesmo na
auséncia de manifestacdes clinicas de auto-imunidade, auto-anticorpos contra tiroglobulina,
hemdcias e proteinas nucleares, entre outros, tém sido encontrados em individuos com DIgA
(JACOB, C. M. et al., 2008). Os pacientes com DIgA recrutados no nosso estudo,
apresentaram diversas doengas auto-imunes, sendo as mais prevalentes a doenga celiaca e o
hipotiroidismo.

De maneira similar ao observado para ICV, tem sido sugerida uma predisposi¢cdo
genética ao desenvolvimento de auto-imunidade nesses pacientes. Junto com a DIgA, a
Diabetes mellitus insulino-dependente e a Doenga Celiaca tem sido associadas com certos
haplétipos do MHC, em particular o HLA-A1, B8, DR3 (SCHROEDER, H. W, IR. et al., 1998).
No entanto, outras doencas auto-imunes tais como Lupus eritematoso Sistémico (LES),
Miastenia gravis e Tiroidite auto-imune tém sido associadas com este e outros haplétipos,
motivo pelo qual poderia ocorrer que a associagao de DIgA com certas doengas auto-imunes
seja conseqliéncia de um desequilibrio de ligagdo e ndo uma causa direta (LATIFF, A. H. e

KERR, M. A., 2007).



Outra possibilidade seria que falhas nos mecanismos de tolerancia centrais e
periféricos, anteriormente discutidos para ICV, pudessem também ser responsaveis pela alta
incidéncia de auto-imunidade em pacientes com DIgA. Em vista dos resultados obtidos para
ICV e considerando a possivel ligacdo entre a DIgA e a ICV, foi avaliada a freqliéncia de
células T €D4*CD25™°"FOXP3* com potencial regulador em individuos com DIgA. Na nossa
analise observamos que os pacientes com DIgA apresentaram uma freqiéncia reduzida
destas células em relacdo aos individuos controle, sendo este resultado similar ao observado
em individuos com ICV. No entanto, desta vez ndo foram observadas diferencas na IFM de
Foxp3 entre controles e pacientes.

Posteriormente, quando os pacientes com DIgA foram agrupados conforme a
presenca ou auséncia de doenca auto-imune, ndo foram observadas diferencas na

frequéncia das células CD4*CD25"¢"

FOXP3" nem na IFM de Foxp3 entre esses individuos.
Esses resultados, diferentes dos observados para ICV, sugerem que talvez a diferenca entre
os individuos com DIgA com ou sem doenga auto-imune, ndao esteja na freqUéncia das
células CD4"CD25""°"FOXP3* circulantes no sangue ou a expressio de Foxp3, e sim na
capacidade migratoria desta populagdao para os tecidos inflamados, como observado para
pacientes com LES (LEE, H. Y. et al., 2008). Alternativamente, as células CD4"CD25""°"FOXP3"
de individuos com doenca auto-imune poderiam apresentar freqiéncias similares as
observadas em individuos sem esta condi¢do, porém com perda da capacidade supressora
das mesmas, como ja foi observado em outras doengas auto-imunes, como por exemplo, na
esclerose multipla (KRIEGEL, M. A. et al., 2004; PUTHETI, P. et al., 2004; VIGLIETTA, V. et al.,
2004).

Como mencionado anteriormente, em seres humanos, as células T reguladoras
naturais sdo definidas com base em marcadores fenotipicos compartilhados por linfdcitos
ativados. No entanto, recentemente tem sido sugerido que o receptor da interleucina-7
(CD127) poderia ser um importante marcador para a identificacdo da populagdo reguladora
(LUI, WEIHONG ET AL., 2006; SEDDIKI, N ET AL., 2006). Em seres humanos, a expressao de
CD127 é reduzida em todas as células T apds ativagdao . Diferentemente da maioria das
células T efetoras e de memoria, as quais re-expressam este marcador(CD127%), as células T

low

reguladoras mantém a baixa expressao do mesmo (CD127""). Além disso, foi observado que
a expressdo de CD127 se correlaciona inversamente ao Foxp3 e, conseqientemente, a

maioria das células Foxp3* encontram-se dentro da populac3o CD127"". Portanto, o CD127



é considerado um melhor biomarcador que o CD25 para a identificacdo de células
CD4*Foxp3*, sendo a combinagio CD4'CD25'CD127"°Y a que compreende a maior propor¢io
de células Foxp3'. Complementariamente, ensaios funcionais desta populacdo
demonstraram que estas células tém propriedades supressoras similares aquela da
populagao CD4*cD25Me" (LUI, WEIHONG ET AL., 2006). Dessa maneira, o CD127 foi incluido
no nosso painel de anticorpos para avaliar por citometria de fluxo a freqiiéncia desta nova
populagao linfocitaria com propriedades reguladoras em individuos com DIgA.

A andlise da populacao CD4*'CD25'CD127°" confirmou os resultados obtidos

HISHEOXP3*. Observou-se que os pacientes

previamente em rela¢do a populacdo CD4'CD25
com DIgA apresentaram uma menor freqiiéncia destas células no seu sangue em relagao aos
individuos controle, embora ndo foram observadas diferencas nestas células quando os
pacientes foram avaliados conforme a presenga ou auséncia de doenga auto-imune. Para
confirmar o possivel fendtipo regulatério desta populagdo, analisamos a porcentagem de
células Foxp3* dentro da populagio CD4*CD25'CD127"", e conforme relatado previamente
na literatura, a maioria da células CD4*CD25'CD127"°" eram Foxp3®. No entanto, ndo houve
diferengas em relagao a porcentagem destas células entre individuos controle e os diferente
grupos de pacientes com DIgA.

De maneira similar as doencas auto-imunes, as atopias constituem respostas
desreguladas contra agentes ndo infecciosos. As atopias sdo desordens inflamatdrias
caracterizadas por uma resposta imune exacerbada contra alérgenos ambientais comuns e
inécuos (HAWRYLOWICZ, C. M. e O'GARRA, A., 2005). De maneira similar as doencas auto-
imunes, as doencgas alérgicas mostram complexas associagdes genéticas e possuem um
componente hereditario. Em individuos susceptiveis, a exposi¢ao inicial ao alérgeno induz a
producdo de altos niveis de imunoglobulina E (IgE) especifica, a qual liga-se a receptores de
alta afinidade (FceRI) presentes na superficie de mastécitos e baséfilos das mucosas. Desta
forma, contatos subseqiientes com o alérgeno induzem a rdpida ativacdo destas células
através da interagdo do antigeno com a IgE em complexo com o receptor FceRl, conduzindo
a degranulacdo e liberacdo de mediadores inflamatérios, tais como a histamina, leucotrienos
e citocinas que causam o aumento da permeabilidade vascular, contracdo do musculo liso e
producdo de muco os quais sao responsaveis pelo aparecimento dos sintomas alérgicos

(HAWRYLOWICZ, C. M. e O'GARRA, A., 2005).



Ademais, a diferenciacdo de linfécitos CD4" em células efetoras produtoras de
citocinas do perfil Th2 é essencial para o desenvolvimento da resposta alérgica. Assim, as
citocinas IL-4 e IL-13 induzem a produgao de IgE pelas células B e a IL-5 regula o crescimento,
diferenciacdo e ativacdao de eosindfilos (CHUNG, K. F. e BARNES, P. J., 1999). Em conjunto,
todos esses fatores conduzem ao aparecimento de doencas como asma, rinite alérgica e
dermatite atdpica e, em casos extremos, podem produzir anafilaxia e morte
(HAWRYLOWICZ, C. M. e O'GARRA, A., 2005).

Os mecanismos pelos quais o sistema imune responde a antigenos ambientais ndo
patogénicos conduzindo ao aparecimento de alergia ou estado de tolerancia ainda sdo
desconhecidos. Por um lado, mecanismos de selegdo timica das células Tregs naturais tém
sido descritos, os quais poderiam ser responsaveis pela diferenciacdo destas células
especificas para auto-antigenos (JORDAN, M. S. et al., 2001; LISTON, A. e RUDENSKY, A. Y.,
2007). Porém, ndo esta claro se células Tregs especificas para antigenos ambientais sdo
produzidas por esta via. No caso das atopias, a importancia do processo de selegao timica na
prevencao de respostas contra alérgenos é desconhecida, uma vez que esses antigenos
estao ausentes no momento em que acontece o fendmeno de selegdo negativa. Portanto,
controles adicionais devem ter lugar na periferia para prevenir este tipo de resposta
indesejada a antigenos ambientais.

Tem sido descrito que células T naive sdao capazes de adquirir caracteristicas
regulatorias como conseqliéncia da exposicdo antigénica na periferia, sendo estas
denominadas Tregs adaptativas ou induzidas. Por um lado, encontram-se as células Trl, as
guais caracterizam-se por produzir altos niveis de IL-10 e TGF-B (RONCAROLO, M. G. et al.,
2001), porém ndo expressam Foxp3 (VIEIRA, P. L. et al., 2004), o que sugere que esta seja
uma populacdo de células reguladoras diferente daquelas naturais. Por outro lado, existe
uma populag3o celular induzida a partir de linfécitos CD4" apds a entrada do antigeno por
via oral, chamada Th3 (WEINER, H. L., 2001). Estas células, de maneira similar as Tr1, ndo
apresentam marcadores de superficie especificos e expressam Foxp3 e altos niveis de TGF-f.
Desta maneira, estas duas populagdes com potencial regulador poderiam ter uma fungao
mais relevante na resposta a antigenos ambientais do que as Tregs naturais.

A presenca de células alérgeno-especificas produtoras de IFN (Th1), IL-4 (Th2) e IL-10
(Tr1) foi observada tanto em individuos com atopia quanto individuos saudaveis (AKDIS, M.

et al.,, 2004; HAWRYLOWICZ, C. M. e O'GARRA, A., 2005). No entanto, as células Trl



representam a populacdo dominante na resposta a antigenos ambientais em individuos
saudaveis, sugerindo que elas constituem um estado de tolerancia ativo ou natural nesses
individuos. Por outro lado, existe uma alta freqiiéncia de células T alérgeno-especificas
secretoras de IL-4 em individuos alérgicos (LING, E. M. et al., 2004). Assim, embora o papel
das células T reguladoras na patogénese de doencas alérgicas ainda ndo se encontrar
claramente estabelecido, sugere-se que a proporc¢ao diferente das populacbes alérgeno-
especificas em cada individuo determine o desenvolvimento ou ndao da resposta imune
exacerbada, podendo as células T reguladoras tanto naturais como adaptativas prevenirem a
ativacdo patoldgica de células Th2 em resposta a alergenos (LING, E. M. et al., 2004).
Conseqlientemente, um desbalanco entre estas populacdes poderia decorrer da supressao
deficiente por parte das células Tregs ou fortes sinais de ativacdo sobre as células Th2 que
ultrapassassem tal regula¢do, conduzindo ao fendmeno atépico (AKDIS, M. et al., 2004).

Um claro exemplo desta falta de equilibrio entre as popula¢Ges alérgeno-especificas
é observado em individuos com IPEX que, como mencionado anteriormente, carecem de
células Tregs e apresentam um desvio para o perfil Th2 das células T efetoras, sofrendo de
manifestacOes alérgicas severas. Esta condicdo reflete a auséncia de controle das células
Foxp3" no momento da exposicdo inicial ao antigeno, o que sugere um papel fundamental
das células Tregs naturais na prevencdo da sensibilizacdo ao alérgeno.

Levando em consideracdo os conceitos mencionados anteriormente, avaliamos a
populagdo CD4+CD25H'GHFoxp3+ de pacientes com ICV em funcdo da presenca ou auséncia
de sintomas alérgicos. Diferentemente do observado quando os pacientes foram avaliados
conforme a presencia ou auséncia de doenca auto-imune, a nova analise revelou que a
freqUéncia destas células nos individuos com ICV sem atopia nao diferia daquela existente
nos pacientes com esses sintomas. Da mesma maneira, ndao observamos nenhuma diferenca
significativa entre estes subgrupos de paciente em relacdao a IFM de Foxp3, embora os dois
grupos apresentassem uma expressdao menor deste marcador em comparagao ao grupo
controle, sendo este resultado confirmado pela avaliagdo da expressao de FOXP3 por PCR
em tempo real.

E importante destacar que as poucas pesquisas realizadas sobre o papel das células T
reguladoras na patogénese de doencas alérgicas foram realizadas dentro de um contexto de
alergia mediada por IgE. No caso dos pacientes com ICV que desenvolvem asma e rinite,

estes apresentam uma sintomatologia semelhante a observada nos individuos atopicos,



porém, sem a presenca de IgE especifica e com resultado do prick test negativo
(CUNNINGHAM-RUNDLES, C. e BODIAN, C., 1999; KOKRON, C. M. et al., 2004). Quando se
considera unicamente a histéria clinica, a prevaléncia de asma em pacientes com ICV pode
ser superestimada, uma vez que algumas pessoas apresentam sintomas respiratorios devido
a infeccdes de repeticao e alteragdes cicatriciais.

Recentemente, pacientes com ICV foram submetidos a espirometria, provocacao
bronquial com histamina e o alérgeno Der p, e Prick test e determinagdo in vitro de IgE
especifica para aeroalérgenos, para avaliar-se a reacdo alérgica nesses individuos (AGONDI,
R. C. et al., 2010). Apesar dos resultados negativos do Prick test, a provocacdo bronquica
com Der p detectou um aumento da responsividade brénquica em 80% dos pacientes com
historia sugestiva de asma. Com isso, os sintomas alérgicos observados em alguns individuos
com ICV poderiam ocorrer devido a uma resposta local mediada por IgE ou mecanismos de
ativacdo local de mastdcitos, basofilos e células endoteliais do trato respiratério,
independentemente da presenga de IgE ou de quantidades detectaveis da mesma. Portanto,

"EMEoxp3* n3o

poderiamos pensar que, no caso de individuos com ICV, as células CD4"CD25
teriam uma funcdo diferencial na patogénese dos sintomas alérgicos, podendo estar
envolvidos outros mecanismos de regulacdo imunoldgica.

Como mencionado, o perfil de citocinas produzidas pelos pacientes com ICV frente a
estimulagao mitogénica in vitro mostrou uma redugao geral de citocinas Th2, as quais se
correlacionam com o estado hipogamaglobulinémico desses individuos. No entanto, quando
a produgao das citocinas foi analisada em fung¢ao da presenga ou auséncia de sintomas
alérgicos nesses pacientes, ndo foram observadas diferencas significativas. Uma vez que a IL-
4 é um mediador fundamental na resposta alérgica necessario para o processo de troca de
classe para IgE, ndo é surpreendente que esta citocina seja produzida igualmente nos
pacientes com ICV com ou sem atopia, considerando-se que nesses individuos ha auséncia
desta imunoglobulina no soro. Além disso, a producdo da citocina IL-10, a qual regula a
producdo de IgE diminuindo a sua transcricdo génica e aumentando os niveis de IgG4,
embora encontrada diminuida no grupo de pacientes, também ndo se mostrou diferente
com relacdo aos individuos sem atopia. Apesar de ndo ter sido possivel analisar por
citometria de fluxo as células CD4’IL-4" e CD4"IL-10" de pacientes com ICV, de maneira que
nos permitisse avaliar se um possivel desbalangco entre essas populacdes poderia ser

responsavel pelos sintomas atdpicos nesses individuos, a produgao similar das citocinas IL-4



e IL-10 entre os subgrupos de pacientes sugere que a participagdao de células efetoras Th2 e
Trl n3do seja determinante na etiologia dos sintomas alérgicos nos pacientes com ICV.

De maneira semelhante ao observado em pacientes com ICV, a freqiiéncia de células
cD4*cD25"MFoxp3* ou CD4*CD25'CD127°" em individuos com DIgA e alergia n3o se
apresentou diferente nos pacientes sem esta condi¢gao. No entanto, as doengas atdpicas
apresentadas por estes individuos sdo mediadas por IgE, considerando-se que, nesta
imunodeficiéncia somente a produgao de IgA encontra-se afetada. Uma possivel explicagao
para esta observacdo seria que a freqliéncia similar de células CD4*CD25*CD127"" ou
cD4*cD25"MFoxp3* fosse devida a uma incapacidade destas células em sair da circulagio e
migrar para os tecidos nos quais haveria exposi¢do ao alérgeno. A favor desta hipotese foi
observada infiltracdo reduzida de células CD4'CD25'Foxp3* na pele de individuos com
dermatite atdpica (VERHAGEN, J. et al., 2006). Alternativamente, apesar das células
cD4*'cD25"MFoxp3* e CD4'CD25*CD127°" se encontrar na mesma freqiéncia nos
subgrupos de pacientes, estas poderiam nao ser funcionais, como também ja foi proposto
para os casos de DIgA e doencga auto-imune.

Por outro lado, é sabido que os glucocorticéides utilizados no tratamento da asma
reduzem os sinais pro-inflamatorios, aumentando a freqliéncia de Tregs e a expressao de
Foxp3 (BRAITCH, M. et al., 2009). Portanto, existe a possibilidade das populacoes
cD4*cD25""Foxp3* e CD4'CD25*CD127°" encontrar-se reduzidas em pacientes com DIgA e
alergia, porém, sendo mascaradas pela acdo de glucocorticdides sobre estas populagées
celulares e, conseqliientemente, ndo sao observadas diferengas entre os grupos alérgicos e
ndo alérgicos.

HIGHFoXp3+

Finalmente, n3o deve ser descartada a possibilidade das células CD4'CD25
ou CD4'CD25*'CD127°" n3o serem um fator diferencial nos fendmenos alérgicos em
individuos com DIgA, podendo estar envolvidas populagdes de células Tregs adaptativas
geradas na periferia. Embora a nossa andlise tenha mostrado uma freqiéncia
aparentemente menor de células Foxp3" junto com uma expressdo reduzida deste marcador
na populagao CD4*CD25'CD127"°Y no grupo de pacientes com DIgA sem alergia, isso pode
ser devido ao fato de que, coincidentemente, quatro dos sete pacientes ndo atdpicos

também apresentaram doenga auto-imune, o que pode ter contribuido para a diminuicao da

média do grupo.



Quando a produgdao de citocinas pelos PBMCs desses pacientes, em fun¢do da
presenca ou auséncia de sintomas alérgicos, ndo observamos diferencas significativas. Este
resultado é similar ao observado nos pacientes com ICV, embora a etiolologia dos sintomas
alérgicos seja diferente. Portanto, sendo que a IL-4 e a IL-5 sdo mediadores fundamentais na
resposta alérgica, necessdrios para o processo de troca de classe para IgE e o crescimento,
diferenciacdo e ativacdao de mastdcitos e eosindfilos, ndo era esperado que estas citocinas
fossem produzidas igualmente pelos pacientes com DIgA com ou sem atopia. Além disso,
conforme a literatura, a citocina IL-10 suprimiria a producdo de IgE desviando a resposta
imune para um perfil Thl, com producdo de IgG. No entanto, apesar da produc¢do desta
citocina ter estado reduzida nos individuos com DIgA, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente entre os pacientes com ou sem alergia. Talvez, como no caso da ICV, a
produgdo similar da citocinas IL-10 entre os subgrupos mencionados sugira que a
participacdo de células Trl ndo seja determinante na etiologia dos sintomas alérgicos em

pacientes com DIgA.

Além das células T CD4" reguladoras naturais e adaptativas (SHEVACH, E. M., 2002;
BLUESTONE, J. A. e ABBAS, A. K., 2003; O'GARRA, A. e VIEIRA, P., 2004; SAKAGUCHI, S. et al.,
2006), também ha outros tipos celulares com propriedades reguladoras, tais como as células
CD8" (NOBLE, A. et al., 2006), TCRap" duplo negativas (THOMSON, C. W. et al., 2006) e TCRyS
(HAYDAY, A. e TIGELAAR, R., 2003), embora pouco seja conhecido sobre a sua participacado
na patogenia de doengas auto-imunes e alérgicas. Existem outros tipos celulares capazes de
secretar I1L-10 e/ou TFG-B, incluindo macrdfagos, células B e células dendriticas, os quais
podem ter um potencial imunoregulador. Ademais, células NK, células epiteliais, macréfagos
e mesmo células T efetoras convencionais sintetizam citocinas reguladoras, podendo
contribuir diretamente para o controle da doenga, ou indiretamente, promovendo a geragao
de diversas populacdes reguladoras. Portanto, todas estas populacdes celulares com
potencial regulador podem ter suas contribui¢des na etiologia dos fendmenos alérgicos e/ou
auto-imunes observados na Imunodeficiéncia Comum Variavel e na Deficiéncia Seletiva de

Imunoglobulina A.



6 CONCLUSOES

high +

> Individuos com ICV apresentam freqiiéncias reduzidas de células CD4°CD25"¢"Foxp3
circulantes no sangue, principalmente os pacientes com doenga auto-imune. Além
disso, a intensidade de fluorescéncia média de Foxp3 na populacdo
CD4"CD25highFoxpE’>+ mostra uma estratificagao dos pacientes em fungao da presenga
ou auséncia de doenca auto-imune, também comprovado por PCR em tempo real,

podendo isto ter um valor diagndstico.

» Individuos com ICV com sintomas alérgicos ndo apresentam diferencas na freqtiéncia
de células CD4+CD25highFoxp3+, nem na intensidade de fluorescéncia média de Foxp3

nessa populacdo celular em relacdo aos pacientes ndo atépicos.

» Individuos com DIgA apresentam freqiéncias reduzidas de células
CD4'CD25""Foxp3* e CD4'CD25'CD127"°Y circulantes no sangue, embora n3o haja
diferencas na intensidade de fluorescéncia média de Foxp3 nessas populacées nem

na porcentagem de células Foxp3”.

» Individuos com DIgA analisados em funcdo da presenca ou auséncia de doenca auto-
imune ou alergia ndo apresentam diferencas na frequéncia de células
CD4*CD25"8"Foxp3* e CD4'CD25'CD127"Y, na intensidade de fluorescéncia média de

Foxp3 nessas popula¢cdes nem na porcentagem de células Foxp3®.

» Os pacientes com ICV e DIgA estudados apresentam um perfil de citocinas compativel

com o estado hipogamaglobulinémico.
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wergion 300 for Windows {OraphiFad Sodiware, Sam Dhego
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Caltiornida USA). ‘Where dats followed 3 nonmal dismibiation
{checkoad by Diégasting and Pearson cimidibis nommality 1esd)]
edperimaenial groups wene compansd with 3 Dwaoetaled
Staderts test Ofenwize, 3 two-ladl MonsWhitney het
was wmed, For oomelation amalyes, roand povaleEs wane
caloukated using Speannmans connelation test p values wane
ooraidaned signticant whan < 000,

Fesuits

Comimon Warmable Immencdadiciency OVID) & a pemany
Tl Sy W v ri ele dmmncleg il dedecs and

Rederogeneass clintcal mandiestations [1-3]. &lhcugh OAD
s conEdeneda hamoral immumaded iCency, varable degrass

of T cell dysloncSion have b noted freguently in theme
patents [17-19].

Character tzation of T cells subsets in patients ‘with
Comman Yarishle Immunodeficiency

W aralyned peripheral blood meronicbesr cells from 13
O¥ill patiends amd 10 healtty contmls to detemmine e
Tmguency of T lpmphaooytes, foossing on the subpopalations
of (47 T cells Fow oytomeinic smalgis of CD3 perlaoe
expnEsion revealed that the fmguency of T cells does mat
difter between CVID mttands and condnod subjects |dita mat
shown | Alcighhemograms of theae indvidiuals showed that
they ware mefthar beukopendc mor Emphopemc jdads mot
showm], wihn the freguemdy of T lypdac whes subpopalations
was aralzed, kall of the O¥D paliens preenied with an
finversiom od the OD 47 00 mtis Fig. 2A4]. In mostod the cames,
s findineg WAk il Toxl CiEneEE i T f gl yod (OO0
Tedls and am inonease inihe mambar C0CIET Tosls in the
peripharal Hoodod Teree fmdividials jdata mat shown ).

& clincal follow wp of OVID matens 1o a pariod of
34 years, mvmbed that for patents inwhom 3 decrase of
abscdute (D47 |lymphocyies nombers was cbserved, iz
Iymphcpenda was mainiained o diminddhed over Time

A Mm.' ErT H
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- : : %
3 " .
= 24 . %
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|Fig. 18). Hobewarthsy this nbgrasp of patients compirsed
indivichals with amd withowt digrosis of auiodmimins
diprape. Theoe choervations ggest ol an feverson o
(D47 (8 rathy cowld comc el e nediaction of (D4 T cells
SEe i these patenis and a Setadedaralysis of lemphooye
mebpopulatirs in addithon o hemograms could be o
assstarce, mot andy im the ciagmexis of imemiamoedic ey,
[t iz o monitor the possible evwdation of astoimmanity in
these pathands.

ALE ST mAniiesialions mprsent ihe most i
climcal feature of primary mmuncde! cencies [10]. in ke
Brziian cobort of OfD mients, adoimmuns doonden
witne diagrosed in T3 o the individuals {Tabbe 1] [&], with
Witligobeing most fregeent and Sl ering fmam other Cohors
im which bfiopaihic Thrombocyiopenic Furpora is the
principal dimeme 3,2, Althasgh them i an appamnily
igheer firec idiena & o Asodmimundty in mabs tham females in
our Sudy gnoup, s was lioely because patient with othar
mandesiatioms, mch & allengyor camoeT, wene rat inc laded
ard, by dance more males with auicimmontty gawe
indormeeed writhen moaseri o paficipate. in the geneml
cohart of OViD padends folbowed fimcir clinic, astodmmanity
o @venly Mpresenled FTonget males and femal e,

Reduced Fequency of COMCH2 T SFIMPI* calkin
patients with Common Varishle immunodefidency
and autol mmunity

Despite e imreking mamber of shalies cared owt im
andmal modd s to investigate T role of Treg cells i the
developmant of auboimimiene disomders, Uimited amd come
trovemial infommation exisic abowt the comribution of ths
regelatony T ool population o the parihogeness of human
auiodmamdane disorders [11-14]. Themdon, we invesigaied
the pasibdity that patferts with OVD and audcdmimiane
chgomers coald have Lower mambers of (04002 SHSHEER Y
calz than OO0 patimis © which awicdmmanily W not

dagrosed.

00

Figorad  CDulIDA ol mnis and abeobge C0de Teosls couns o Domimen 'varfable Irmunode fohene g patiens. &) The horipemal
bawrs afcane the s mSe of OO0 00" A0 OO0 calls i hambdvy ¢ ol 3000 and Commaon Safable Irmmumedet c ey 006000
o, The inddedual mse for adh ubdect induded in e malyah Bihoan., @ vl 0005 were conafderad sgrfiont L. 8
Absgline DY Danphos v oo o time i e parfpheml Blood of patfents with CV0L Consnueis Uimes and cdogsd suares
represent the (DY counts in patiens withour meoeimmun®y. Dudhed Unes nd open tringhs ane epreenal e of e (DY ouns in

[ A TRl W ™S
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FEMC dmm OViD patients and Real Ty indiiduals werne
aralyzed by flow Cytometry Do delarmmine The fmeguency of
CIRSHEHEGEP* cells within the CO4° T lymphocyte
popalation. in agreamend with the mcent publication of
Fevarg et al. 23] we doereed a neduced fneguency of
COM IS HMFOERY” cells in the Braziian cohort of OVD
patients wihen Compantd bo healihy individuals | 1.93 : 077X
wi. 1.0 083X p<0.000M) |Fig. 1A Furibermone, oor
nesulis demonsirated for the fird time that OAD patienis
with auloimimire Jiomze show o lower freguency of
O HEDRI* cells i thedr peripheral blood than
patients withow! awicimmanity (1.43:0.80% v 108z
OLMY, p=000%7) (Fig. 18). These obodmralios ane o
agreement with the rensliz obiained drom rneal iime
guntitaiive FLE analysis of FOEF] expresmion, showing
that FOXF] mEMA bevds wene nidoced in FEMWC of OWD
patients wihen companed o Realthy pebjects |p-c0U0000 |,
esprdialy im those indhiduals with dagrosis of astodm-
i dineEe |p=0.0233) Fig. 4].

Reduced FOXPY expression in patients with
Comman Yariable mmunode ficlency
and & utoimmumty

s FOEFS s am important molecuebe reladed tothe difdereniia-
tiom amd function of Tneg cells 5] we amalyzed FOUEF1
SpmsEion in healthy inddddels and OVD patends. The
mean fhonscenos imbensity |WFT) of FOF] was assessed in
(TR 5 MR T cells andla Sgriicart cecrease im FOOF
B DESEI WE osamaRd fim OV panteits Compamed 90 coeamod
mbjecis (00T T 48 va. 433711 41, p= 0UED) Fig. JB).
e themedone doriher aralyzed T PO W im0 -
FOEFE T calsinm bodh subgmaps of OVl pathents, YW found that
FOEF expression was greatly macuaed in Lo fanlLtontl Jal o
cells of =D subgrosp when companad with those fram —AD
e 5T v, B T0% & o< 0. 000 and comimed subjecis
WS e 1L pc0U00DT) Fig. E). In comrasl, when com:
paned to Reatiy sebects, the —AID sobgroup of patiers oid
o S ar i O MR 00 ELT v 88,09 £ 11 .43 . 2B
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Figoe 3 Feequency of (D4R HeFT cals and Fookhand Bax F3 (FOEFT) AFT in healnhy subjecs and Common deiable
ImimunodE ity pathmns. Fedpheml blecd monauodear cells of 30 haalthy cmtrds (O] amd 11 Commen W rfable

I Sy (0D pasems ware gained fer O, T0E and AT, O0D panfents were dessfiad for amalses Baesd on e
absane e A feed ) or prasence je A0 dee 1) of auteinmune disse. |4) Fraguacy of (O TDE "M AET cals. The hodmontal

baws, i e e o dragueancy of Theg cells in ech group. (B) FOERT expoesion in C000C0E 5 MF000RT " cells. The hedremal bars
i e The man FOXFI AF1 i the Theg populacon for each of the fudy gmoaps. ) Oemdaton malss of the Feguenchs of
OO T MAF T cells and AR A o healthy contrd §08) and pSents with f0D) and without |—aD) dlmgmeai of
ARG IS dame. @ vales 005 were conddaned digntfoam ).
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Figore £ Farkhesd bad F3 O RFT) mAka lesals in FEMAC Tm
hanlthy subjecs and Commen ‘darfable Immunaedediency
pameims Total i g o vracd) drorm e ipheeral Bod) moin
pirlear calls FRAC) dom healthy omends M) and Comimen
ol e v v Mt oy 010 pat fens it (n0D il wihe
s a0 e S G sE . FOEFES ml, e spae s o each
groupotindidunlsinduded in hissnudy wis meesed by ren L Sime
FIR. FEFI exprEsion bevds weme nomalined oo GaFDH.
Evalues 005 were oo danad signilhcant ).

Finally a comelation amalyss betwesn T fneguency of
OV ENEET cells and FOERY MR of faese cells
showad 3 positve commelation dor al groups of indivicals
r=05800 o< 00009 (Fig. X). These daia nuggest that in
additton o a reduced number of (04T HANERY cells
dircilating i the paripheml Hood, some paiers may s
sl mendined bevaels of PR o pression.

Dissous son

The principall sim of This shady was o invesigadte whether
ALEdimimune diEease i OVD patentscomelates withaltemd
periphera Treg ool homeEiass. We dmonEraie for T
first time that CVID patenis with autotmimiome dhease shiow
reduced freguencies of OATDBYHrETT alls i e
peripheral blood a0 oompanid by deoreased FOXFI expnes
sion. Cur regalis nggest that in addition to gemedic back-
groind and envimmmertal faciors, further shadhes shoald B
ComiaThed T enpdore Whe e Coperoimied FIEFD eoapines
sion amd subesguent Fterdation im COd R SHEOER*
cells functiom could b associsted with the owtcome of
Auindmimane dRexes im 3 subset of OVID patients. Our
Tiudings alwo suggest at i would be of fnderes o explone
whapther Aterations in the diH erantiaton amdd ar o Som of
B lymphocybes could impact the dewslopment amdior
peripheral homesiass of I:I:lnl-"lIll:":"Fl::l:lFJ"I'rli_n:ﬂu.
& ngmber of diffement MARERS May 300N o T
radisced fraguerdy of IS S e O T calls cbearved i
D milent wilh asiommene deease. B i tampling io
speaculate thal paTways invdved i the development amd
diferendiation of raiural Treg cells or thelr peripberal
hiomeosiasis oold b im part responsible dor e deorese
fmgeency of Wiz populaticn of ol im patiends with
auioimimuree doorders. Coms that o olneraiims
ame bEed on aralysis of cinoslating Blood baskoogtes, they
maly Mot b mpresniatve of the dymamas of Teg cells in
Iymphodd Ssmses, particulany im the case o indammatony

Comclitions aech 3% astoimimane disomiers. itoould be possible
that fhe reduced frequency of (O£ ODMHSHFIFT oells in
VD patiends with avoimmune diseane may nEell fnom the
prefenmdial migmtion of these lamphooyies bo sibes of
findl amamartfion, Tws beaving the dinosation

ATcugh our dosema Tons ane imporiant im the ediclog y od
ALy i O paienis, theey G0 nod Sedine: whethar
fthe decrease i Treg oells s 3 consequential o casal of
Auicdmmanity. Them i evidence from otheld Joiodmimane
dizsases Tal am allensd egQuEncy Amdior OeCneaEed
migratory capacty of regulatony T oslls might be casal, =
shown necendly for ysemic lupes enyihematosss (1],
weppart of This poEmibdiity dor CVID patiends, dededtis in the
rafae Toell comparimeenis in T fHymos have been oboamaed
4, 5], and this dedect in thymopodsis may coninbale o
the low frequency of CMT MM SR cells and wlis
maely aEcimimure Fnonders

Aoty possible intarpretation for the variation i fre:
ey of CMT OB SHEET cells seen i CVID patiens
could b altered periphaeral negulattion od FOXF expression in
thiz megulatory T ool poplation. Remarkabdy, FOEFI MA
walnes displayed an dmost Mty eddeshee Strats o tio
of OV patents ubgmups Figs. B and C). This nadisced
expresgion o PO im the periphera blood of pathents with
asndimimene donders cosld efther result from @is Loaer
expressEom im all FOOPY cells, or selecitive elimination od
FOEFI S cplis, Since patiens WL JLAOImITLnTy Faee
FORF1 W1 abes smiar fo those of healify comrols,
aralysis of FOREF1 WA may b a wedul dagresic fod o
fudenely amd follow individals at mzk far Bl
fimimiane donders. Hotably the fonciiomal comeguences of
rediced FOEFT cells may ke ampl ifed i indiiduals wit
fertad (D408 ratios Simoe i these pathents the todal
miambers of FOMFY calll waould Be further decraased.

AlTciagh e mean msguendy of Tneg Cells in + A0 paiiends
i lower tham that cboarved im the 4D ubgmop, Figanes 14
amd C shiowy that thare i a partfal oved 30 of s parametar
bt patiends with and withost astodmmone disomlers.
Theeze data indicate that the major 3ffenenoe Detween Ol
pathends with and withowt astofmimemne dEease & e
iindemeity of FO0F] expression rather am the frgeency of
fthezoe colls The fimding that lower exprestion of FOXFI is
asmocinied with aufoimmenily i in agresment with ihe
ConCapt that high and sabde edpneEzion of FONF] iz reguined
for the mormeal development. and fonction of nahoral Tregsin
hismans [14]. In aspport of ks cheeration, i hE e
shown fin mioe hat decmeased expression of FOXF] in Treg
cals cavmed imimure daeane by subveerting he suppneEziee
fenciion of theme cells amd conwverting e into edfeciar
calls wihvich coniribasied o, rather tham inhibdted, indlamima-
thom |27 ). Taken fogether, aor Tindngs might odier a way o
fimpiraae CVID patien®s sratiication amd prompt the devel-
opmaend of therapies tangeting regulatary T cells in CWD
[ 1Bt g By R
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