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RESUMO 

 

FRANÇA, T. T. Avaliação da formação de NETs em pacientes com deficiência de 

CD40L. 2017. 80 f. Dissertação (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciências 

Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

 

Os neutrófilos são o tipo celular mais abundante na circulação humana e compõem a primeira 

linha de defesa contra patógenos nos sítios de infecção. Estudos recentes demonstram que as 

armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) formam uma estrutura extracelular capaz de 

anular fatores de virulência e destruir microrganismos. Pacientes portadores da síndrome de 

Hiper-IgM ligada ao X (X-HIGM), imunodeficiência rara causada por mutações no gene 

codificante da molécula CD40 ligante (CD40L), apresentam grande susceptibilidade a 

infecções, com alta incidência de infecções oportunistas causadas por fungos. Tendo em vista 

que a resposta de neutrófilos apresenta grande importância para o controle de infecções 

fúngicas e estudos que apontam influência da interação CD40-CD40L na granulopoiese, 

propusemos investigar se a suscetibilidade aumentada a infecções em pacientes deficientes de 

CD40L poderiam estar relacionadas à falha na formação de NETs. A geração de NETs frente 

ao estímulo com PMA mostrou-se diminuída nos pacientes deficientes de CD40L em 

comparação com indivíduos saudáveis. A geração de EROs (espécies reativas do oxigênio) 

frente a estimulação com PMA e C. albicans mostrou-se similar entre os dois grupos 

avaliados, no entanto os pacientes deficientes de CD40L não foram capazes de aumentar a 

produção de EROs após tratamento com IFN-γ como observado nos indivíduos saudáveis. 

Avaliação do estágio de maturação dos neutrófilos indica a presença de neutrófilos periféricos 

imaturos nos pacientes deficientes de CD40L. Os resultados obtidos indicam que pacientes 

deficientes de CD40L apresentam falha na geração de NETs pela estimulação com PMA, 

alteração possivelmente relacionada a maturação incompleta dos neutrófilos. O estudo 

contribui para o avanço no conhecimento sobre a imunopatologia da deficiência do CD40L e 

para elucidação dos mecanismos envolvidos na suscetibilidade aumentada a infecções em 

pacientes deficientes de CD40L, além de abrir novas perspectivas para a elucidação da 

interação CD40-CD40L e sua função na resposta imune.  

 

Palavras-chave: Neutrófilos. NETs.  X-HIGM. Deficiência de CD40L. IFN- γ. 



 

 

ABSTRACT 

 

FRANÇA, T. T. Evaluation of NET formation in CD40L-deficient patients. 2017. 80 p. 

Masters thesis (Immunology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 

São Paulo, 2017. 

 

Neutrophils are the most abundant cell type in human circulation and are the first line of 

defense against pathogens at sites of infection. Recent studies have shown that neutrophil 

extracellular traps (NETs) form an extracellular structure able to neutralize virulence factors 

and destroy microorganisms. Patients with X-linked Hyper-IgM syndrome (X-HIGM), a rare 

immunodeficiency caused by mutations in the gene encoding the molecule CD40 ligand 

(CD40L), are highly susceptible to infections with elevated incidence of opportunistic 

infections caused by fungi. Since neutrophil responses are important to control fungal 

infection and studies indicate the influence of the CD40-CD40L interaction on granulopoiesis, 

we proposed to investigate whether the increased susceptibility to infections in CD40L-

deficient patients could be related to failure in NET formation. NET formation against PMA 

stimulus was decreased in CD40L-deficient patients compared to healthy subjects. ROS 

generation against PMA and C. albicans was similar between the investigated groups, 

although CD40L-deficient patients were not able to increase the production of ROS after 

treatment with IFN-γ as observed on healthy individuals. Evaluation of neutrophils’ 

maturation stage indicates the presence of immature peripheral neutrophils in CD40L-

deficient patients. The results indicate that CD40L-deficient patients present a failure in NET 

generation in a stimulus-dependent manner, likely related to incomplete neutrophil 

maturation. This study contributes to expand the knowledge on the immunopathology of 

CD40L deficiency and contributes to elucidate the mechanisms involved in increased 

susceptibility to infections in CD40L-deficient patients. In addition, our findings bring new 

perspectives for the understanding of CD40-CD40L interaction and its function in the 

immune response. 

 

Keywords: Neutrophils. NETs. X-HIGM. CD40L deficiency. IFN- γ. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Os neutrófilos na resposta imune 

 

Os neutrófilos, também conhecidos como leucócitos polimorfonucleares (PMN), 

constituem a população mais abundante de leucócitos circulantes em humanos e possuem 

papel essencial na defesa do hospedeiro contra microrganismos invasores. Eles medeiam as 

fases iniciais das reações inflamatórias e fornecem importante contribuição para o 

recrutamento, ativação e diferenciação de outros leucócitos (1, 2, 3).  

Os neutrófilos se desenvolvem na medula óssea a partir de células tronco 

hematopoiéticas em um processo denominado granulopoiese, processo no qual progenitores 

mielóides se diferenciam sequencialmente em células mielocíticas, mieloblastos, 

promielócitos, mielócitos, metamielócitos, bastonetes e por fim em neutrófilos maturos (4). 

Ao atingir seu estágio final de maturação, os neutrófilos são liberados para a circulação 

sanguínea e encontram-se aptos a realizarem suas funções efetoras fundamentais para 

manutenção da homeostasia e controle de infecções.  

A principal citocina envolvida na regulação do ciclo de vida dos neutrófilos é o fator 

estimulador de colônias de granulócitos, o G-CSF (do inglês granulocyte colony-stimulating 

factor). Esta importante citocina é produzida por monócitos, macrófagos, fibroblastos, células 

endoteliais e células do estroma da medula óssea após estímulo e atua na proliferação celular, 

sobrevivência e diferenciação dos neutrófilos (5,6). A nível celular, o G-CSF estimula a 

proliferação de células progenitoras mielóides, induz a diferenciação de progenitores 

mielóides para linhagem neutrofílica e participa de todo processo de maturação dos 

neutrófilos, tendo grande influência na fase de diferenciação de metamielócitos em neutrófilos 

maturos (7). 

A resposta inflamatória dependente de neutrófilos é um processo composto de diversas 

etapas sequenciais que envolvem o rolamento e firme adesão dos neutrófilos circulantes ao 

endotélio vascular ativado, o extravasamento e migração de neutrófilos em direção ao foco 

inflamatório e por fim a ação efetora de eliminação de microrganismos invasores (8, 9) 

(Figura 1).  O recrutamento de neutrófilos para o sítio infeccioso é a primeira etapa da 

resposta inflamatória e este processo é iniciado por alterações vasculares e endoteliais em 

reposta à mediadores inflamatórios, como as citocinas  TNF e IL-6, que induzem a expressão 

endotelial das selectinas P e E. A interação de baixa afinidade destas selectinas com seus 
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ligantes presente nos neutrófilos, como a PSGL1, levam ao rolamento dos neutrófilos na 

superfície endotelial. Os mediadores inflamatórios também induzem a expressão endotelial 

dos ligantes de integrina, como VCAM-1 e ICAM-1, que se ligam às integrinas VLA-4, LFA-

1 e MAC-1 presente nos neutrófilos e levam a uma firme adesão dos neutrófilos ao endotélio. 

A subsequente transmigração e diapedese envolve a interação de diversas moléculas como 

LFA-1, MAC-1, VLA-4 e CD99 aos seus ligantes presentes no endotélio e na matriz 

extracelular (11, 12). 

 

Figura 1 - Mecanismos de resposta dos neutrófilos. 

 

 

 

Após a migração para o sítio inflamatório, os neutrófilos fagocitam e digerem microrganismos invasores 

(dependente da ação de agentes microbicidas presente nos grânulos e ação da enzima NADPH-oxidase), 

secretam citocinas, liberam produtos de seus grânulos no meio extracelular (degranulação) e formam NETs (10, 

adaptado). 

 

Os principais mecanismos pelos quais os neutrófilos eliminam os patógenos no sítio 

infeccioso são pela ação das proteínas antibacterianas presente nos grânulos e pela geração de 

espécies reativas do oxigênio (EROs) (12- 15). A geração de EROs no fagossomo é 

considerado mecanismo crítico para destruição de microrganismos e ocorre em processo 

conhecido como explosão respiratória, o qual gera fatores como o ânion superóxido e o 

peróxido de hidrogênio, poderosos agentes oxidantes capazes de danificar a estrutura celular 

de diversos microrganismos (13, 16- 19 ). A enzima responsável pelo metabolismo do 

oxigênio é a NADPH-oxidase, complexo multiproteico composto por componentes 
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citoplasmáticos (proteínas p47-phox, p67-phox e p40-phox) que após estímulo se translocam 

em direção ao componente de membrana do complexo, conhecido como citocromo-b558 

(formado por p22-phox e gp91-phox), culminando na ativação do complexo enzimático e 

subsequente geração de EROs (19- 21). Estes reativos gerados nos fagossomos atuam 

juntamente coma as enzimas lisossomais na destruição dos microrganismos fagocitados (13). 

Outro mecanismo utilizado por neutrófilos para eliminação de patógenos consiste na 

liberação das armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs, do inglês Neutrophil 

Extracellular Traps), estruturas liberadas por neutrófilos ativados que possuem funções 

microbicidas e agem sobre patógenos presentes no meio extracelular (22). 

  

1.2 Armadilhas extracelulares de neutrófilos - NETs 

 

As NETs, descritas pela primeira vez por Brinkman e colaboradores em 2004, são 

estruturas extracelulares compostas de cromatina descondensada e fatores antimicrobianos 

derivados dos grânulos que são liberadas pelos neutrófilos após estímulo por diferentes 

compostos químicos, fatores proteicos e patógenos como bactérias, fungos, vírus 

encapsulados e protozoários (23, 24) (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Fatores microbicidas, proteicos e químicos que estimulam a formação de NETs 

(23, adaptado). 

Fatores microbicidas Fatores químicos 

Aspergillus fumigatus δ-toxina de Staphylococcus epidermidis 

Candida albicans Anticorpo 

Cryptococcus neoformans Ion de cálcio 

Eimeria bovis Glucose oxidase 

Enterococcus Faecallis GM-CSF + C5a 

Escherichia coli GM-CSF + LPS 

Haemophilus influenzae Peróxido de hidrogênio 

Helicobacyer pylori Interferon-a + C5a 

Klebsiella pneumoniae Interleucina 8 

Lactococcus lactis Lipopolisacarídeo (LPS) 

Leishmania amazonensis 

donovani/major/chagasi Óxido nítrico 

Listeria monocytogenes Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) 

Mannheimia haemolytica PMA + Ionomicina 

Mycobacterium Tuberculosis Fator ativador de plaquetas 

Serratia marcescens Receptor Toll-like 4 (TLR-4) 

Shigella flexneri TNF-a 
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Diversos estudos indicam que as NETs estão presentes em grande quantidade nos 

sítios inflamatórios e além de atuarem ativamente na eliminação dos microrganismos servem 

também como uma barreira física que impede sua disseminação e fornece sinais para outras 

células imunes como linfócitos, DCs e macrófagos (25- 30) (Figura 2). No entanto, esta 

resposta dos neutrófilos tem papel fundamental não somente na resolução de infecções, mas 

também no agravamento de quadros inflamatórios, infecções e doenças autoimunes (31- 33).  

 

Figura 2 - Função das NETs na resposta imune. 

 

 

As NETs podem ser desencadeadas por diversos estímulos, como em resposta a infecção, dano tecidual e 

inflamação. Após liberadas, as NETs capturam os patógenos e ajudam na sua eliminação, provavelmente através 

da ação de enzimas presentes em sua estrutura. Além disso, as NETS promovem a formação de trombos que 

evitam a disseminação de microrganismos de detritos celulares. Acredita-se que estas estruturas extracelulares 

também desempenhem papel crucial na regulação das respostas imunes pela sua interação com outros tipos 

celulares (47). 

 

As NETs são compostas em sua maioria por DNA nuclear e sua liberação resulta em 

morte celular conhecida como NETose, embora tenha sido descrito mecanismo de formação  

de NETs independente de morte celular através da liberação de DNA nuclear para o meio 

extracelular por meio de vesículas secretoras (34). Além disso, evidências que apontam que o 



22 

 

DNA extracelular pode ter origem mitocondrial indicam vias alternativas de formação de 

NETs independente de morte celular (35). 

A formação de NETs foi descrita inicialmente como um processo dependente da 

geração de EROs pelo complexo enzimático da NADPH-oxidase (36, 37) e que o 

requerimento de EROs é estímulo-dependente (38- 40). Outros fatores como a ativação da via 

de sinalização Raf-MEK-ERK, o requerimento de arginina-peptidil-deaminase tipo 4 (PAD-4, 

do inglês Peptidyl-arginine-deiminase type 4) e das enzimas elastase de neutrófilos (NE, do 

inglês neutrophil elastase) e mieloperoxidase (MPO) mostraram-se necessárias para a 

formação das NETs (41- 44). Embora o mecanismo pelo qual as NETs são formadas ainda 

não seja completamente conhecido, acredita-se que as EROs estejam envolvidas na liberação 

das enzimas NE e MPO dos grânulos citoplasmáticos, que então se translocam para o núcleo e 

digerem as histonas nucleossomais promovendo a descondensação da cromatina, processo 

dependente de PAD-4. Em seguida, a membrana nuclear é rompida e a cromatina liberada no 

citoplasma, misturando-se com os componentes citoplasmáticos. Por fim, o rompimento da 

membrana citoplasmática culmina na liberação das NETs para o meio extracelular (14, 24, 

45- 47). 

Neutrófilos deficientes em algum dos componentes demonstrados como essenciais 

para a formação de NETs, como EROs e MPO, são incapazes de formar estas estruturas (14, 

37, 44, 48). Neutrófilos de pacientes com a doença granulomatosa crônica (DGC), 

imunodeficiência primária (IDP) causada por mutações nos genes que codificam as 

subunidades da NADPH-oxidase, não produzem EROs e são incapazes de gerar NETs, o que 

se acredita ter relação com a suscetibilidade a infecções oportunistas apresentada por estes 

pacientes (37). O envolvimento deste mecanismo de resposta na imunopatologia e na 

susceptibilidade a infecções oportunistas apresentada por pacientes com IDPs ainda não é 

conhecida, embora falhas na geração de NETs têm sido descritas como fator contribuinte para 

o aumento da suscetibilidade a infecções em diversas condições clínicas (37, 46, 49). 

A resposta apropriada de neutrófilos é essencial para o controle de infecções causadas 

por diversas classes de patógenos, sendo de grande importância para a resposta contra 

infecções fungicas (50- 52). Pacientes com doenças que apresentam a característica 

hematológica de neutropenia recorrente exibem suscetibilidade aumentada a infecções (53- 

55), ilustrando a importância dos neutrófilos na contenção de infecções. A redução do número 

de neutrófilos é uma manifestação hematológica presente em diversas condições clínicas de 

origem geneticamente heterogêneas, com etiologia muitas vezes não conhecidas (56). A 

neutropenia pode ocorrer em decorrência de diversos fatores, como defeitos na granulopoiese, 
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destruição periférica ou distribuição anormal nos tecidos (57). Uma doença que apresenta 

como característica hematológica a neutropenia crônica é a Síndrome de Hiper IgM ligada ao 

X  (X-HIGM, do inglês X-linked Hiper IgM) (58). 

 

1.3 Deficiência de CD40L: A Síndrome de Hiper IgM ligada ao X 

 

As Síndromes de Hiper-IgM (HIGM) são um grupo heterogêneo de desordens 

genéticas que levam a defeitos na troca de classe das imunoglobulinas (Ig), resultando em 

níveis séricos elevados ou normais de IgM associado à deficiência ou ausência dos anticorpos 

IgG, IgA e IgE (59, 60). As HIGMs podem ser causadas por mutações autossômicas 

recessivas, nas quais o defeito genético está localizado em genes que codificam a molécula de 

CD40 e em moléculas envolvidas na geração e reparo de quebras de DNA geradas durante a 

troca de classe das Ig, como a enzima desaminase induzida por ativação (AID, do inglês 

activation-induced cytidine deaminase) e a enzima uracil-N-glicosidase (UNG), ou podem ser 

causadas por mutações no gene do CD40 ligante (CD40L) localizado no cromossomo X, 

levando à X-HIGM ou deficiência de CD40L (61), subtipo mais grave e de maior incidência 

dentre as HIGM (70% dos casos, frequência estimada em 1/1.000.000 de nascimentos) (60, 

62). 

A deficiência do CD40L foi descrita pela primeira vez em 1961 por Rosen e Burtin. 

Os pacientes descritos apresentavam linfonodos estruturalmente pouco organizados e ausência 

de centro germinativo, além de níveis séricos de IgG baixos associados a elevação nos níveis 

de IgM (63- 65). Contudo, embora a síndrome tenha sido inicialmente caracterizada pelos 

níveis séricos elevados de IgM, dados atuais revelam que em 40% dos casos os níveis séricos 

encontram-se normais, enquanto que 6% dos pacientes apresentam níveis séricos de IgM 

baixos (66). 

Pacientes deficientes de CD40L normalmente apresentam infecções recorrentes já no 

primeiro ano de vida, além de neutropenia crônica, distúrbios gastrointestinais e alterações 

hematológicas (Tabela 2), condições letais na ausência de intervenção médica apropriada (61, 

62, 67).  Além de infecções bacterianas intra e extracelulares, pacientes deficientes de CD40L 

apresentam alta susceptibilidade a infecções fúngicas, particularmente por Pneumocytis 

jiroveci, Candida albicans, Cryptococcus e Histoplasma (68, 69). Estudo recente revelou que 

pacientes brasileiros com deficiência de CD40L apresentam incidência aumentada de 

infecções fúngicas em comparação com pacientes da Europa e da América do Norte (82% e 
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34-57%, respectivamente), além de apresentarem infecções por microrganismos até então não 

descritos em nestes pacientes, como pelo fungo oportunista Paracoccidioides brasiliensis 

(70).  

 

Tabela 2 - Manifestações clínicas na deficiência de CD40L (61). 

Manifestações clínicas           N (%)* 

Pneumonia 110 (81) 

   Pneumocystis jiroveci 56 (41) 

Infecção do trato respiratório superior 88 (65) 

Neutropenia 88 (65) 

  Crônica 52 (38) 

  Intermitente/ cíclica 36 (27) 

Anemia 30 (22) 

Diarréia 55 (41) 

Ulcera oral 49 (36) 

Sepse 18 (13) 

Hepatite 16 (12) 

Colangite esclerosante 16 (12) 

Infecções do sistema nervoso central 16 (12) 

Tumores 5 (4) 

* Registro EUA/Europeu, 135 pacientes no total.  

 

Devido às alterações na produção de anticorpos, pacientes deficientes de CD40L são 

comumente submetidos à terapia de reposição de Ig por meio de administração intravenosa ou 

subcutânea, a qual reduz significativamente a frequência e gravidade das infecções (68, 69), 

apesar de não ser eficaz na prevenção de distúrbios hematológicos e desenvolvimento de 

tumores (61).  Associada à reposição de Ig, terapias antifúngicas e antibacterianas podem ser 

administradas para prevenir ou tratar infecções em curso, enquanto que a administração de G-

CSF recombinante mostrou-se eficaz na reversão dos quadros de neutropenia apresentados 

pelos pacientes (68, 69, 71, 72), embora alguns pacientes persistam com os quadros de 

neutropenia mesmo em tratamento com G-CSF, característica intrigante e de etiologia ainda 

desconhecida. Atualmente a única intervenção curativa definitiva disponível para pacientes 

deficientes de CD40L é o transplante de células tronco hematopoiéticas (HSCT, do inglês 

hematopoietic stem cell transplantation) (67, 69, 73, 74), procedimento ainda pouco frequente 

na América Latina, como mostram dados que apontam que menos de 10% dos transplantes 

necessários no tratamento de IDPs na América Latina são realizados (75). 

Apesar dos protocolos de tratamento mostarem eficácia na redução da incidência de 

infecções em pacientes com defiência de CD40L (58, 76), infecções oportunistas causadas por 
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fungos persistem como causa significativa de morbidade e mortalidade nestes pacientes (69) e 

a expectativa de vida de pacientes deficientes de CD40L é menor que 20% até a idade de 25 

anos (77), demonstrando assim a necessidade de desenvolvimento de novas estratégias 

terapêuticas para tratamento desta doença e que visem o restabelecimento da resposta 

microbicida e melhora na qualidade de vida destes pacientes.  

Uma marcante característica clínica apresentada por pacientes com deficiência de 

CD40L é a neutropenia crônica, manifestada de forma cíclica ou intermitente (57, 58). A 

etiologia da neutropenia nestes pacientes não é completamente conhecida, mas acredita-se que 

a ausência da interação do CD40L solúvel (CD40Ls) com células estromais da medula óssea 

possua relação com este achado clínico. 

 

1.4 A interação CD40-CD40L na resposta imune 

 

O CD40L, também conhecido como CD154, é uma proteína de membrana do tipo II 

pertencente à família do fator de necrose tumoral (TNF, do inglês tumor necrosis factor) 

expressa na superfície celular como trímero. O gene do CD40L (CD40LG) está localizado no 

cromossomo X e é composto por cinco éxons que codificam a porção intracelular, 

transmembrana e extracelular da molécula (78) (Figura 3). O CD40L é altamente expresso por 

células TCD4+ e plaquetas após ativação, o qual pode ser clivado em sua forma CD40Ls e 

agir de maneira sistêmica (79), além de ser expresso em menor quantidade por células 

TCD8+, células natural killer (NK), células B, DCs e células endoteliais (4, 79). 

 

Figura 3 - Esquema da estrutura do CD40LG. 

 

 

 
O CD40LG é formado por cinco éxons que formam o domínio intracelular (IC), transmembrana (TM) e 

extracelular (EC). Em células TCD4+ e plaquetas, a proteína pode ser clivada e gerar a isoforma solúvel do 

CD40L (79, adaptado). 
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O principal receptor do CD40L é o CD40, proteína transmembrana do tipo I 

pertencente à superfamília de receptores do TNF cujo gene encontra-se localizado no 

cromossomo 20 (80). O CD40 é constitutivamente expresso em células B, monócitos, 

macrófagos, neutrófilos, plaquetas, células endoteliais, células epiteliais, DCs, fibroblastos e 

adipócitos (4, 79). Após a interação com seu ligante, ocorre na porção citoplasmática do 

CD40 o recrutamento de proteínas adaptadoras do tipo TRAF, que iniciam diferentes vias de 

sinalização intracelulares, incluindo a ativação das vias de NF-ķB, MAPKs, PI3K e PLCɣ. A 

sinalização pode também ocorrer através da ação de proteínas capazes de ligar diretamente à 

porção citoplasmática do CD40 ativado, como a Jak3, gerando subsequente ativação da via 

Jak-STAT (78, 81- 83). No entanto, outras moléculas com ligação no CD40L foram 

identificadas recentemente, como as moléculas αMβ2 ou Mac-1, αIIbβ3 e α5β1, reforçando a 

importância da sinalização pelo CD40L em diferentes contextos da resposta imune (84). 

A sinalização CD40-CD40L exerce importantes efeitos em diversos tipos celulares 

(Figura 4). Em células B, a sinalização promove a formação do centro germinativo, a troca de 

classe e hipermutação somática das Igs e a geração de células B de memória, razão pela qual 

pacientes deficientes de CD40L apresentam produção de anticorpos alterada (65). Em DCs, a 

sinalização pelo CD40 induz a produção de citocinas e a expressão de moléculas 

coestimulatórias, gerando sinais de maturação para que as DCs adquiram as características 

necessárias para a efetiva ativação das células T e desencadeamento da resposta imune 

adaptativa (86). Em fagócitos, a interação do CD40 com o CD40L induz a ativação de 

macrófagos e aumento da expressão de Mac-1 pelos neutrófilos. Além disso, estudos sugerem 

que a ligação do CD40Ls ao CD40 presente nos neutrófilos aumenta o burst oxidativo dos 

neutrófilos, contribuindo para a eliminação de microrganismos invasores (87- 89). 

Outra importante função da sinalização CD40-CD40L ocorre na medula óssea. Células 

estromais da medula óssea expressam constitucionalmente o receptor CD40 em sua superfície 

e a ligação com o CD40Ls induz aumento a secreção de G-CSF e GM-CSF (do inglês 

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), citocinas essenciais na regulação da 

granulopoiese (4). Além disso, o G-CSF na medula óssea suprime a expressão de CXCL-12 

pelas células estromais, molécula envolvida na retenção de neutrófilos na medula óssea 

devido à sua interação com o receptor CXCR4 expresso nestas células, participando desta 

maneira da regulação do número de neutrófilos no sangue (90). 
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Figura 4 - A interação CD40-CD40L na resposta imune. 

 

 

Células T expressando CD40L interagem com o CD40 expresso por células B e induz diferentes funções em 
células B, macrófagos e DCs (85). 

 

A etiologia da neutropenia apresentada pelos pacientes com deficiência de CD40L não 

é completamente conhecida, mas acredita-se que a ausência da interação CD40Ls-CD40 na 

medula óssea durante a geração e maturação dos neutrófilos possua relação com esta 

característica hematológica (4), embora a influência da ausência desta interação durante a 

maturação dos neutrófilos sobre o perfil celular posteriormente apresentado permaneça não 

elucidada. Suportando esta teoria, estudos apontam que o tratamento com G-CSF 

recombinante resulta em contagens normais de neutrófilos em pacientes deficientes de CD40L 

(71, 72). O tratamento com G-CSF tem sido amplamente utilizado no tratamento de 

neutropenias de etiologias distintas e mostrou-se eficaz na reversão de neutropenias severas, 

embora não seja eficiente na correção de defeitos funcionais apresentado por estes neutrófilos 

(91).  

 

1.5 Interferon-gama  

 

Os interferons são uma grande família de citocinas estruturalmente relacionadas que 

medeiam a resposta imune natural e adquirida contra patógenos intra e extracelulares. Os 
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interferons são classificados nos tipos I, II e III e diferem entre si de acordo com a sequência 

do receptor, locus genético e células responsáveis pela sua produção (92). O interferon-gama 

(IFN-γ), também conhecido como interferon do tipo II, é uma proteína trimérica produzida 

principalmente pelas células NK, linfócitos T CD4
+
 do subtipo Th1 e pelos linfócitos T CD8

+
, 

e em menor proporção por macrófagos, DCs e células B (92, 93). A produção de IFN-γ, que 

se dá principalmente em resposta à citocina IL-12 secretada pelas células apresentadoras de 

antígenos, possui papel essencial na defesa do hospedeiro e regulação da resposta imune, 

apresentando atividade antiviral, antimicrobicida e antitumoral (94, 95). A via de sinalização 

JAK-STAT é a principal iniciada após a estimulação pelo IFN-γ, embora possa ocorrer 

também ativação de vias independentes de STAT-1, como a via das MAP kinase, PI3K e NF-

ķB (96). 

Nos neutrófilos, as principais ações do IFN-γ são a estimulação da transdução de sinal, 

expressão gênica, liberação de citocinas e melhora de funções efetoras como burst oxidativo, 

fagocitose e citotoxicidade celular dependente de anticorpos, além de diminuir a taxa de 

apoptose dos neutrófilos (97). Uma vez que a principal função dos neutrófilos é a eliminação 

dos microrganismos invasores, diversos estudos investigaram a capacidade do IFN-γ modular 

esta função e mostram o IFN-γ como potente estimulador da atividade citotóxica (97), 

inclusive contra fungos oportunistas causadores de infecções em pacientes com deficiência de 

CD40L, como A. fumigatus (98), C. albicans (99, 100) e P. brasiliensis (101). Em 

concordância com estes resultados, estudo com neutrófilos de pacientes deficientes de CD40L 

tratados in vitro com IFN-γ recombinante mostrou melhora na geração de EROs e na 

capacidade microbicida (manuscrito em análise, Journal of Allergy and Clinical 

Immunology). 

Atualmente o IFN-γ é licenciado para a aplicação clínica em tuberculose, osteopetrose 

e defeitos do eixo IFN-γ / IL-12 (95). A principal indicação do IFN-γ é a DGC, com o 

objetivo de melhorar a função microbicida dos fagócitos e levando assim a melhora 

significativa na qualidade de vida do paciente, havendo redução de 70% na incidência de 

infecções graves (102, 103, 104). Tendo em vista a importância da resposta de neutrófilos 

contra patógenos invasores e a influência do IFN-γ na melhora da atividade microbicida e 

demais funções efetoras dos neutrófilos, o IFN-γ emerge como potencial ferramenta 

terapêutica para tratamento de doenças que apresentam como característica susceptibilidade 

aumentada a infecções possivelmente relacionadas a defeitos funcionais de neutrófilos. 
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a geração de NETs em pacientes deficientes de CD40L e verificar a influência 

do tratamento in vitro com IFN-γ sobre esta resposta.  

 

2.2 Objetivos específicos  

 

Avaliar em neutrófilos de pacientes deficientes de CD40L: 

 Geração de NETs; 

 Produção de EROs; 

 Perfil de maturação; 

 Efeito do tratamento in vitro com IFN-γ sobre as respostas avaliadas. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Casuística 

 

O estudo utilizou amostras de sangue periférico de indivíduos sadios, sem a presença 

de doença infectocontagiosa ou congênita diagnosticada até o momento da coleta (grupo 

controle) e amostras de pacientes deficientes de CD40L previamente diagnosticados (105). As 

características moleculares das mutações genéticas dos pacientes selecionados para participar 

do estudo encontram-se descritas na Tabela 3. 

 

Tabela 3 - Pacientes envolvidos no estudo: mutações, histórico de infecções fúngicas e 

ensaios realizados. 

Pct Mutação Tipo de mutação 
Infecções 

fúngicas 

Ensaios realizados 

NETs EROs FEN 

P1 c.633_634insAGCC Inserção N/I x x x 

P2 c.213_216delATAG Deleção frameshift P. joroveci x  x 

P3 c. 433 T>G Missense P. joroveci x x x 

P4 c. 213-1G>T Sítio de splice  x  

P5 c. 213-1G>T Sítio de splice P. joroveci x x x 

   Aspergilus sp.   

P6 c. 475 G>A Nonsense C. albicans x x 

P7 c.213_216delATAG Deleção frameshift C. albicans      x   

      P. joroveci     
Pct: paciente; N/I: Infecção do trato urinário por fungo não identificado; FEN: ensaio de fenotipagem para 

avaliar perfil de maturação. 

 

As amostras de sangue destinadas ao desenvolvimento do protocolo experimental 

foram coletadas somente de pacientes em condições clínicas estáveis de saúde, evitando deste 

modo qualquer alteração no quadro clínico do paciente. A coleta de amostra de sangue dos 

indivíduos sadios ocorreu pareada a coleta dos pacientes, mantendo desta maneira as mesmas 

condições de coleta, armazenamento e transporte das amostras dos dois grupos. 

Pacientes menores de idade estavam acompanhados dos pais ou responsáveis no 

momento da coleta, e a retirada de sangue só ocorreu após assinatura do Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Todos os procedimentos realizados não 

ultrapassaram os limites descritos de risco mínimo, de acordo com a regulamentação da 

convenção de Genebra para pesquisa com seres humanos e do Conselho Nacional de Saúde. O 

projeto de pesquisa, o protocolo experimental e o termo de consentimento contemplaram os 
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quesitos éticos aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisas com Seres Humanos do ICB – 

USP. 

 

3.2 Obtenção PMN de sangue periférico 

  

Os PMNs humanos foram isolados a partir de sangue periférico coletado em tubo com 

heparina (BD Vacutainer, EUA) por sedimentação em Dextran (Sigma-Aldrich, EUA) 

seguido de centrifugação em gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Suiça). 

Resumidamente, 15-20 mL de sangue foram diluídos em 15 mL de Dextran 6% e 

sedimentados durante 25-30 minutos a 37 °C. A fração rica em leucócitos e pobre em 

eritrócitos (camada superior) foi colocada sobre 12 mL de Ficoll-Hypaque (densidade = 1,077 

g/mL) e seguida de separação por centrifugação a 900 RCF (força centrífuga relativa, do 

inglês relative centrifugal force) durante 20 minutos sem freio. A camada superior foi então 

desprezada e a lise hipotônica das hemácias foi realizada pela adição de 3 mL de água 

destilada estéril gelada seguida da adição de 5 mL de PBS estéril (tampão fosfato salino, do 

inglês phosphate buffered saline) e centrifugação a 600 RCF durante 10 minutos. Os 

neutrófilos foram então ressuspendidos em meio RPMI 1640 (Life Technologies, EUA), sem 

vermelho de fenol, suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor. A 

pureza da separação celular foi rotineiramente avaliada por citometria de fluxo, analisando-se 

os marcadores de superfície CD11b e CD16 (106) (ANEXO A). 

 

3.3 Estimulação celular 

 

Os estímulos utilizados nos protocolos experimentais, suas respectivas concentrações e 

breve descrição de suas atividades encontram-se na Tabela 4. As concentrações utilizadas nos 

protocolos experimentais foram definidas após ensaios de padronização com diferentes 

concentrações (dados não apresentados). Para verificar a toxicidade das concentrações de 

selecionadas, foi realizado ensaio de viabilidade celular pela utilização do reagente 

LIVE/DEAD® (Life Technologies) por citômetro de fluxo Atune NXT (Thermo Fisher 

Scientific), adaptados a partir das especificações do fabricante (ANEXO B).  
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Tabela 4 - Estímulos utilizados para a ativação/desafio dos neutrófilos 

Composto 
Concentração ou 

proporção 
Descrição 

PBS   
Solução   tamponada   utilizada   como   controle  

negativo de estimulação 

PMA 50 nM 
Ativador  de  proteína quinase C (PKC) utilizado 

como estímulo para ativação  

IFN-γ 100 ou 1000 UI/mL Citocina  importante  para ativação de  fagócitos 

C. albicans  (MOI* 1:2) 
Fungo  causador  de  infecções oportunistas  no 

grupo de pacientes em estudo 

* multiplicidade de infecção (do inglês multiplicity of infection). 

 

3.3.1 Cultivo de Candida albicans 

 

As C. albicans foram cultivadas em tubo cônico de 50 mL com 5 mL de  caldo 

Sabouraud  a 37 °C pelo  período de 14-16 horas, sob agitação. Após o período de cultura, as 

C. albicans foram centrifugadas a 900 RCF por 5 minutos, o sobrenadante descartado e 

resuspendidas em 1 mL de PBS para contagem do número de leveduras em câmara 

hemocitométrica. Uma vez que a geração de NETs frente ao patógeno mostrou-se dependente 

do tamanho e morfologia do patógeno, sendo a morfologia fúngica de hifa a ideal para 

indução de NETs (107), a capacidade das C. albicans em alternar sua morfologia de levedura 

para hifa após incubação com os neutrófilos foi avaliada. Para tanto, os neutrófilos foram 

pulsados com C. albicans na morfologia de levedura e a morfologia do fungo avaliada em 

diferentes tempos por microscopia de luz. A partir de 30 minutos as C. albicans iniciam a 

transição morfológica de levedura para hifa (formação de tubos germinativos), sendo que com 

2 horas de cocultura com neutrófilos todas as C. albicans já adquirem a morfologia de hifa, 

condição ideal para o estudo (ANEXO C).   

 

3.4 Avaliação da geração de NETs 

 

3.4.1 Quantificação de NETs 

 

A quantificação das NETs foi realizada em fluorímetro com leitor de microplacas 

como previamente descrito, com adaptações (108). Os neutrófilos (1 x 10
5
 células) foram 
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tratados por 2 horas com IFN-ɣ e posteriormente estimulados com PMA ou C. albicans 

(concentrações descritas na Tabela 4), por período de 3 horas, em placa de 96 poços preta, 

estéril e com fundo transparente. Após tempo de estímulo, o sobrenadante foi cuidadosamente 

retirado e foi adicionado aos poços 50 µL de Sytox Orange na concentração de 5 µM (Life 

Technologies, EUA) durante 10 minutos, em temperatura ambiente e protegido de luz, para 

marcação do DNA extracelular. Após marcação, a placa foi imediatamente lida em 

fluorímetro Spectra Max M3 (Molecular Devices, EUA), utilizando comprimento de onda de 

excitação de 547 nm e detecção de 570 nm. Os resultados foram analisados em Software 

Prism 4.0 e expressos em Unidade Relativa de Fluorescência (RFU, do inglês Relative 

Fluorescence Units).  

 

3.4.2 Visualização da formação de NETs 

 

A visualização das NETs em microscópio de fluorescência foi realizada conforme 

previamente descrito, com adaptações (109) (ANEXO D). Resumidamente, os neutrófilos 

isolados (2 x 10
5
 células) foram sedimentados por uma hora em lamínulas de 13 mm de 

diâmetro (Knittel Glass, Alemanha) em placas de 24 poços. Após sedimentação, as células 

foram tratadas por 2 horas com IFN-ɣ e posteriormente estimuladas com PMA ou C. albicans 

(concentrações descritas na Tabela 4) por 3 horas. Após tempo de estímulo, as células foram 

fixadas com paraformaldeído (4%) por 12 horas e então lavadas com PBS, permeabilizadas 

em solução de Triton X-100 (0,5%) e bloqueadas com Tampão de bloqueio (3% de soro 

humano AB, 1% de albumina sérica bovina, e 0,05% de Tween 20 em PBS) por 30 minutos a 

37 °C. Após o bloqueio, as células foram incubadas com anticorpos primários anti-histona 

H2A/ H2B (doado por Prof. Arturo Zychlinsky, Max Planck Institute, Alemanha) e anti-

elastase de neutrófilos (Calbiochem, USA) por 1 hora e marcadas com anticorpos secundários 

Alexa Fluor 488 e Alexa Fluor 546 (Invitrogen, USA), respectivamente, por 1 hora. Para 

marcação do DNA, foi utilizado Hoechst 33342 (Santa Cruz Biotec, USA). As lamínulas 

foram montadas em Mowiol sobre lâminas e analisadas em microscópio de fluorescência 

AXIO Vert A.1 (Carl Zeiss, Alemanha).   
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3.5 Avaliação da produção de EROs  

 

A produção de EROs foi avaliada através de ensaio de quimioluminescência, como 

previamente descrito, com adaptações (110). Resumidamente, os neutrófilos (1 x 10
5
 células) 

foram incubados em microplacas de 96 poços, brancas e de fundo chato, em volume final de 

200µL de PBS por poço e suspensão celular tratada ou não com IFN-ɣ por 2 horas. Após 

tempo de tratamento, foram acrescentados aos poços PMA ou C. albicans (concentrações 

descritas na Tabela 4) e em seguida adicionado aos poços o substrato Luminol (100 μM, 

Sigma, EUA) para leitura imediata da placa. As reações foram monitorizadas por duas horas, 

a 37 °C, usando luminômetro de microplacas (EG&G Berthold LB96V, Alemanha). Os 

resultados foram analisados em software Prism 4.0, expressos em Unidades Relativas de Luz 

(URL) e posteriormente analisados de acordo com os valores de área sob a curva gerados 

(AUC, do inglês Area Under Curve). 

 

3.6 Avaliação do perfil de maturação 

 

O perfil de maturação celular foi avaliado pela quantificação da expressão das 

moléculas CD11b, CD15 e CD16, conforme previamente descrito (106). Para tanto, 

neutrófilos foram incubados com PBS contendo 10% de soro humano AB e 2% de SFB 

durante 10 minutos para evitar ligações não específicas. Após incubação, as células (5 x 10
5
 

células) foram incubadas com os anticorpos anti-CD15, anti-CD16 e anti-CD111b (BD 

Biosciences, EUA) por 30 minutos a 4 °C em ambiente escuro (em volume final de 100µL de 

RPMI) em tubos de poliestireno de 5 mL com fundo arredondado (tubos de citometria). Após 

tempo de incubação, as células foram lavadas duas vezes com 500 µL de PBS (centrifugação 

a 900 RCF por 5 minutos) e fixadas em PBS contendo paraformaldeído (0,5%). A análise foi 

realizada em citômetro de fluxo Atune NxT (Thermo Fisher Scientific, USA).  A população 

das células analisadas foi determinada em escala linear utilizando os parâmetros de tamanho 

celular (FSC, do inglês foward scater) versus complexidade celular (SSC, do inglês side 

scater). Após a seleção da população celular, fez-se a aquisição de 10.000 eventos em cada 

amostra para avaliação dos marcadores. Para a análise utilizou-se o software FlowJo (Tree 

Star Inc., Ashland, OR, EUA). A partir desta análise, foram obtidos dados de mediana da 

intensidade de fluorescência (MFI, do inglês Median Fluorescence Intensity). 
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3.7 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas com o software Prism 5.00 (GraphPad 

Software, USA). Após aplicação de teste de normalidade (D'Agostino-Pearson) verificamos o 

teste estatístico mais indicado. Devido à distribuição amostral apresentada e ao número de 

análises realizadas, foi aplicado o teste estatístico não paramétrico de Mann-Whitney para 

comparação entre os grupos avaliados no estudo (indivíduos saudáveis versus pacientes 

deficientes de CD40L). Para comparar o efeito do tratamento celular dentro do mesmo grupo 

de indivíduos empregou-se o teste pareado não paramétrico de Wilcoxon. O nível de 

significância adotado foi de p< 0,05. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 Avaliação da geração de NETs  

 

A quantificação da geração de NETs foi realizada após estimulação dos neutrófilos por 

3 horas com PMA ou C. albicans. A geração de NETs pelos neutrófilos dos pacientes 

deficientes de CD40L mostrou-se significativamente reduzida em comparação com indivíduos 

saudáveis após estímulo com PMA (Figura 5). A geração de NETs frente ao estímulo com C. 

albicans não mostrou diferença estatisticamente significativa, quando comparados pacientes e 

indivíduos saudáveis. O tratamento com IFN-ɣ não influenciou o padrão de resposta 

apresentado por ambos os grupos avaliados.  

 

Figura 5 – Avaliação da geração de NETs em pacientes deficientes de CD40L. 

 
 

Os neutrófilos (1 x 10
5
 células) foram tratados com IFN-ɣ nas concentrações indicadas por 2 horas em estufa de 

CO2 a 37 °C. Após tempo de tratamento, foram adicionados aos poços indicados PMA ou C. albicans e os 

neutrófilos incubados pelo período de 3 horas em estufa para geração de NETs. Quantificação da geração de 

NETs realizada em fluorímetro após marcação com reagente SYTOX Orange®. A geração de NETs pelos 

neutrófilos dos pacientes deficientes de CD40L mostrou-se significativamente reduzida em comparação com 

indivíduos saudáveis após o estimulo com PMA. *p<0,05 dentre os grupos comparados, teste de Mann-Whitney. 

n=10, indivíduos saudáveis (CONTROLE); n= 5, pacientes deficientes de CD40L (PACIENTE DEF CD40L).  
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  Confirmando resultados obtidos na quantificação em fluorímetro, avaliação por 

microscopia de fluorescência mostrou redução na geração de NETs pelos neutrófilos dos 

pacientes quando comparados com indivíduos saudáveis estimulados com PMA (Figura 6), 

sendo que o tratamento com IFN-ɣ não influenciou no padrão de resposta apresentado por 

ambos os grupos avaliados (imagens não apresentadas). 

 

Figura 6 - Visualização da formação de NETs pelos pacientes deficientes de CD40L. 

 

Os neutrófilos (2 x 10
5
 células) de indivíduos saudáveis (Controle) e pacientes deficientes de CD40L (Paciente 

Def CD40L) foram tratados com IFN-ɣ por 2 horas em estufa de CO2 a 37 °C. Após tempo de tratamento, os 

neutrófilos foram estimulados com PMA ou C. albicans pelo período de 3 horas em estufa para geração de 

NETs, seguido de fixação, permeabilização celular e marcação de NETs com anticorpos anti-histona H2A/H3B 

(laranja) e anti-elastase de neutrófilo (verde), além de marcação do DNA com Hoechst 33342 (azul). A geração 

de NETs pelos neutrófilos dos pacientes mostrou-se reduzida em comparação com os indivíduos saudáveis após 

o estimulo com PMA. Figura representativa de 3 experimentos independentes. 
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4.2 Avaliação da produção de EROs 

 

As EROs foram descritas como essenciais para a geração de NETs pelo estímulo com 

PMA  (40), A avaliação da produção de EROs foi realizada pelo estímulo dos neutrófilos com 

PMA ou C. albicans, com ou sem pré-tratamento com IFN-ɣ, e geração monitorada pelo 

período de 2 horas em luminômetro. A partir da cinética da produção de EROs (dado não 

apresentado), a produção total de EROs foi quantificada pelo cálculo de AUC. Valores 

expressos gerados a partir do cálculo da taxa de aumento da produção de EROs nos diferentes 

tratamentos em comparação com a geração espontânea de cada indivíduo avaliado (Figura 7).  

 

Figura 7 - Avaliação da produção de EROs em pacientes deficientes de CD40L. 

 

Os neutrófilos (1 x 10
5
 células) foram incubados com IFN-ɣ nas concentrações indicadas por 2 horas em estufa 

de CO2 a 37 °C. Após tempo de tratamento, foram adicionados aos poços indicados PMA ou C. albicans e 

geração de EROs monitorada por período de 2 horas em luminômetro. A produção de EROs não apresentou 

diferença significativamente estatística quando comparados pacientes e indivíduos saudáveis. Neutrófilos de 

indivíduos saudáveis apresentaram aumento significativo na geração de EROs após tratamento com IFN-ɣ, 

padrão não observado nos pacientes avaliados. *p<0,05 dentre os tratamentos comparados, teste de Wilcoxon. 

n=10, indivíduos saudáveis (CONTROLE); n= 5, pacientes deficientes de CD40L (PACIENTE DEF CD40L).  
 

 A produção de EROs frente aos estímulos com PMA e C. albicans não apresentou 

diferença significativamente estatística, quando comparados indivíduos saudáveis e pacientes 

deficientes de CD40L. Os neutrófilos dos pacientes deficientes de CD40L não responderam 

ao tratamento com IFN-ɣ, ao contrário do observado em neutrófilos de indivíduos saudáveis 
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que apresentaram aumento significativo na produção de EROs quando desafiados com PMA 

ou C. albicans após tratamento de 2 horas com IFN-ɣ.  

 

4.3 Avaliação do perfil de maturação dos neutrófilos 

 

Uma vez que pacientes deficientes de CD40L apresentam defeito na granulopoiese e 

episódios de neutropenia recorrentes, o perfil de maturação dos neutrófilos periféricos foi 

avaliado pela quantificação da expressão das moléculas de superfície CD11b, CD15 e CD16 

(Figura 8).  

 

Figura 8 - Avaliação do perfil de maturação dos neutrófilos de pacientes deficientes de 

CD40L. 

 

Os neutrófilos (5 x 10
5
 células/mL) de indivíduos saudáveis (CONTROLE) e de pacientes deficientes de CD40L 

(PACIENTE DEF CD40L) foram marcados para as moléculas de superfície CD11b, CD15 e CD16. (A) 

Histograma representativo da expressão das moléculas CD16, CD15 e CD11b por indivíduos saudáveis e 

pacientes deficientes de CD40L. (B) Gráfico de expressão das moléculas CD16, CD15 e CD11b em indivíduos 

saudáveis e  pacientes expressos em MFI. A expressão da molécula CD16 mostrou-se reduzida em pacientes em 

comparação com indivíduos saudáveis, fenótipo CD15
+ 

CD11b
+
CD16

- 
  característico de neutrófilos imaturos. 

*p<0,05 dentre os grupos comparados, de teste de Mann-Whitney. n=5, para ambos grupos avaliados.  
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Os neutrófilos dos pacientes deficientes de CD40L apresentaram expressão reduzida 

da molécula CD16, quando comparados com expressão dos neutrófilos de indivíduos 

saudáveis. Contudo, apresentaram expressão similar das moléculas CD15 e CD11b (perfil 

CD15
+
CD11b

+
CD16

-
), padrão de expressão característico de neutrófilos imaturos (106).   
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5 DISCUSSÃO 

 

Pacientes portadores da X-HIGM, imunodeficiência rara causada pela deficiência do 

CD40L, apresentam grande susceptibilidade a infecções por diversas classes de 

microrganismos, sendo que infecções oportunistas causadas por fungos representam 

significante causa de morbidade e mortalidade mesmo em pacientes em tratamento com os 

protocolos medicamentosos atualmente utilizados. Uma vez que as respostas de neutrófilos 

apresentam grande importância para o controle de infecções fúngicas (50- 52) e estudo que 

aponta a influência da interação CD40-CD40L na granulopoiese (111), o presente trabalho 

teve como objetivo investigar se a suscetibilidade aumentada a infecções em pacientes com 

deficiência de CD40L poderiam estar relacionadas a defeitos na formação de NETs, 

mecanismo importante na resposta contra patógenos extracelulares, além de verificar o efeito 

do tratamento in vitro com IFN-γ sobre essa resposta. 

Diversos estudos indicam que as NETs estão presentes em grande quantidade nos 

sítios inflamatórios e são produzidas por neutrófilos ativados pelo contato com diversos 

patógenos, inclusive patógenos aos quais pacientes deficientes de CD40L são suscetíveis 

como C. albicans (112, 113) e A. fumigatus (114, 115), além de serem geradas pela ativação 

com diversos compostos químicos e produtos biológicos (23; Tabela 1). Assim, o presente 

estudo avaliou a geração de NETs a partir de neutrófilos pulsados com o fungo C. albicans ou 

ativados com o composto químico PMA, indutor clássico da geração de NETs (22). A geração 

de NETs após estímulo com PMA mostrou-se reduzida nos pacientes deficientes de CD40L 

em comparação com indivíduos saudáveis, embora a geração de NETs em resposta a C. 

albicans não tenha apresentado diferença estatisticamente significativa, quando comparados 

pacientes e indivíduos saudáveis (Figura 5 e 6).  

Além de ser importante mecanismo de resposta dos neutrófilos frente aos patógenos, 

diversos estudos apontam as EROs como fator essencial para geração de NETs  (22,  43,  44), 

fato corroborado por estudos em pacientes com DGC, IDP causada por mutações em 

componentes da NADPH-oxidase que apresentam defeitos na geração de EROs e ausência da 

geração de NETs  (35, 36, 37, 116, 117). Assim, para verificar se a diminuição na geração de 

NETs observada nos pacientes deficientes de CD40L estaria relacionada a defeitos na 

explosão respiratória dos neutrófilos, a produção de EROs foi quantificada por ensaio de 

quimioluminescência. Os resultados indicam que a diminuição na geração de NETs 

apresentada pelos pacientes deficientes de CD40L não decorre de defeitos na geração de 

EROs, uma vez que produção de EROs frente aos estímulos com PMA e C. albicans não 
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apresentou diferença significativamente estatística, quando comparados indivíduos saudáveis 

e pacientes deficientes de CD40L (Figura 7). Além disso, a ativação adequada da explosão 

respiratória por neutrófilos estimulados com PMA descarta a possibilidade de defeitos na via 

de sinalização da PKC, uma vez que a diminuição de resposta pela ativação da via mostrou-se 

específica para geração de NETs.  

Estudos indicam que o IFN-ɣ atua de maneira significativa sobre os neutrófilos em sua 

fase de produção e estágios de diferenciação na medula (118), na expressão gênica dos 

neutrófilos (119, 120) ou potencializando respostas efetoras importantes na resposta contra 

patógenos (98, 118, 121, 122), mostrando-se eficaz para redução do número de infecções 

severas em pacientes sob tratamento (103, 123). O presente estudo avaliou a influência do 

tratamento in vitro com IFN-ɣ sobre a geração de NETs, mecanismo ainda não descrito na 

literatura. Na contramão dos estudos que mostram a influência do IFN-ɣ sobre respostas 

efetoras de neutrófilos, os resultados obtidos mostram que o pré-tratamento dos neutrófilos 

com IFN-ɣ não influenciou no padrão de geração de NETs em ambos os grupos avaliados no 

estudo (indivíduos saudáveis e pacientes deficientes de CD40L; Figura 5).  Uma possível 

hipótese para o resultado obtido é que devido ao tratamento com IFN-ɣ ter sido realizado em 

neutrófilos que já concluíram o processo de diferenciação e maturação que sofrem na medula 

óssea, estes neutrófilos podem já apresentar possíveis defeitos gerados em decorrência de 

alterações durante o processo de desenvolvimento e maturação, defeitos estes não corrigíveis 

pelo tratamento com IFN-ɣ. Assim, é necessário estudos que visem avaliar a influencia do 

IFN-ɣ sob a diferenciação/maturação dos neutrófilos e o padrão de resposta apresentado pelos 

neutrófilos quando estes sob a influencia do IFN-ɣ durante sua geração. 

A avaliação do efeito do IFN-ɣ sobre a geração de EROs mostrou que os neutrófilos 

de indivíduos saudáveis apresentaram aumento significativo na produção de EROs frente a 

estimulação com PMA ou C. albicans quando os neutrófilos foram pré-tratados com IFN-ɣ 

(Figura 7), resultados que vão de acordo com a literatura disponível (98, 119, 121, 122). No 

entanto, os pacientes deficientes de CD40L não foram capazes de responder ao tratamento 

com IFN-ɣ como observados nos indivíduos saudáveis, mantendo resposta similar em 

comparação com neutrófilos desafiados sem o pré-tratamento (Figura 7). 

A sinalização pelo IFN-ɣ é gerada pela ativação de receptor de superfície celular e 

resulta na ativação de vias intracelulares que culminam na transcrição de genes mediadores de 

respostas biológicas (96). A via de sinalização intracelular do IFN-ɣ melhor caracterizada é a 

via JAK-STAT, que leva à fosforilação e translocação nuclear do fator transcricional STAT1 

(96, 124). Estudo sobre a expressão gênica de neutrófilos em diferentes estágios de 
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diferenciação desenvolvidos por Martinelli e colaboradores (106) mostraram que neutrófilos 

maturos apresentam expressão aumentada de genes relacionados a sinalização e resposta aos 

IFNs tipo I e II em comparação a expressão por neutrófilos imaturos. O mesmo estudo 

revelou que os IFNs são fortes indutores da fosforilação de STAT 1 em neutrófilos maturos, 

padrão não observado em neutrófilos imaturos. Desta maneira, evidências apontam que a 

transdução de sinal e ativação celular pelo IFN-γ é mais eficiente em neutrófilos maduros em 

comparação com neutrófilos imaturos.  

Uma vez que os neutrófilos de pacientes deficientes de CD40L não mostraram 

resposta ao tratamento com IFN-γ, mantendo similar a produção de EROs após o tratamento e 

em oposição ao aumento na produção observado em neutrófilos de indivíduos saudáveis 

(Figura 7), levantou-se a suspeita de que esta ausência de resposta ao IFN-γ poderia estar 

relacionada a presença de neutrófilos periféricos imaturos nos pacientes. Assim, o perfil de 

maturação dos neutrófilos foi investigado pela avaliação das moléculas de superfície CD15, 

CD16 e CD11b, como previamente descrito (106). Confirmando suspeita, a avaliação revelou 

que os neutrófilos dos pacientes deficientes de CD40L apresentaram expressão 

significativamente reduzida da molécula CD16 quando comparados com expressão de 

indivíduos saudáveis, embora tenham apresentado expressão similar das moléculas CD15 e 

CD11b (perfil CD15
+
CD11b

+
CD16

-
), padrão de expressão característico de neutrófilos 

imaturos (Figura 8), em concordância com estudos que apontam maturação da linhagem 

mielocítica interrompida no estágio pró-mielócito/mielócito na medula óssea de alguns 

pacientes (56, 58). 

Neutrófilos imaturos apresentam comprometimento de diversas funções, uma vez que 

a expressão gênica de receptores de anticorpos (p. ex. CD16), citocinas, quimiocinas, assim 

como moléculas envolvidas na transdução de sinal ocorre durante estágios de diferenciação 

terminal destas células (106). Diversos mecanismos podem estar afetados em neutrófilos 

imaturos, como diminuição na expressão de receptores de reconhecimento e capacidade 

reduzida de interação com bactérias (125), diminuição na fagocitose e sinalização de Ca
+ 

(126), resistência a apoptose espontânea (127) e diminuição da capacidade migratória frente a 

diferentes estímulos (128), embora os mecanismos afetados sejam diferentes dentre as 

condições patológicas avaliadas, sugerindo que o mecanismo alterado que leva à imaturidade 

influencie no perfil de resposta subsequentemente apresentado. Além disso, estudos indicam 

que neutrófilos imaturos apresentam redução na geração de NETs (106, 129, 130). Estes 

dados levantam fortes indícios que a diminuição na geração de NETs apresentada pelos 
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pacientes deficientes de CD40L (Figuras 5 e 6) está possivelmente relacionada com a 

imaturidade apresentada pelos neutrófilos dos pacientes (Figura 8).  

Uma vez que pacientes com deficiência de CD40L apresentam expressão normal de 

CD40, tanto em linfócitos B quanto em neutrófilos (ANEXO E), acredita-se que os defeitos 

apresentados não estejam relacionados à sinalização direta pela interação CD40L-célula. 

Tendo em vista que a ausência da sinalização pelo CD40L resulta em desregulação no 

processo de granulopoiese, como ilustrado pela neutropenia recorrente em pacientes com 

deficiência de CD40L, acredita-se que a influência da sinalização pelo CD40L sobre os 

neutrófilos seja a nível medular. Na medula óssea, a interação do CD40Ls secretado por 

plaquetas e linfócitos B com o CD40 expresso de maneira constitucional por células estromais 

da medula óssea induzem a secreção dos fatores de crescimento G-CSF e GM-CSF, citocinas 

centrais no processo de granulopoiese (4). Assim, acredita-se que a ausência da interação 

CD40-CD40Ls e consequente alteração na produção de fatores essenciais para geração e 

maturação de neutrófilos resultam em alterações no microambiente medular durante o 

processo de granulopoiese levando a liberação de neutrófilos com maturação incompleta, 

apresentando perfil celular e padrão de resposta alterados. As consequências da ausência da 

interação CD40-CD40L na medula óssea durante a maturação dos neutrófilos sobre o perfil 

celular posteriormente apresentado ainda necessitam de maior investigação. 

Nossos dados indicam que a diminuição na geração de NETs pode estar relacionada a 

presença de neutrófilos periféricos imaturos, consequência da ausência da sinalização CD40-

CD40Ls na medula óssea durante o processo de granulopoiese. Além disso, a ausência de 

resposta ao tratamento celular com IFN-ɣ em pacientes deficientes de CD40L sugerem 

defeitos na via de sinalização do IFN-ɣ nos neutrófilos, levantando a possibilidade da 

existência outros defeitos ainda não descritos. Os resultados obtidos contribuem para a 

elucidação dos mecanismos imunopatológicos envolvidos na maior suscetibilidade a 

infecções em pacientes com deficiência de CD40L, além de melhor entendimento sobre a 

função da interação CD40-CD40Ls na medula óssea e sua influência na resposta imune. 

Ademais, o avanço no conhecimento associado ao estudo do efeito do tratamento com IFN-γ 

possibilita o desenvolvimento e implantação de novas estratégias terapêuticas que visem 

melhora na qualidade de vida dos pacientes afetados pela síndrome.  
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6  CONCLUSÕES 

 

Os dados obtidos no estudo nos permitem concluir que: 

- Pacientes deficientes de CD40L apresentam diminuição na geração de NETs pelo estímulo 

com PMA; 

- Redução na geração de NETs em pacientes deficientes de CD40L não está relacionada a 

defeitos na produção de EROs; 

- Pacientes deficientes de CD40L apresentam neutrófilos periféricos com perfil de maturação 

incompleta. 
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ANEXOS 

 

A- Avaliação da pureza da separação celular 

 

 

 

Após separação celular, o isolado celular (5 x 10
5
 células) foram marcados para as moléculas de superfície 

CD11b e CD16 para caracterização da população isolada. (A) Gráfico de pontos da população celular isolada 

após separação (esquerda) e histograma com marcações para as moléculas CD11b (eixo y) e CD16 (eixo x) a 

partir de população selecionada (direita). Dupla expressão das moléculas acima de 90% confirma eficiência da 

separação celular. (B) Histograma da marcação das moléculas CD11b (esquerda) e CD16 (direita) no isolado 

celular. NM: não marcado; Esp: expressão espontânea da molécula. Figura representativas de 5 experimentos 

independentes realizados com amostra de indivíduos saudáveis.  
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B- Avaliação da viabilidade celular 
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Os neutrófilos de indivíduos saudáveis (5 x 10
5
 células) foram tratados por 2 horas com IFN-ɣ nas concentrações 

de 100 e 1000 UI/mL. Após tempo de tratamento, foram adicionados aos respectivos poços PMA e C. albicans e 

placa incubada por 3 horas em estufa CO2 a 37°C. Após incubação, células foram marcadas com reagente de 

viabilidade celular LIVE/DEAD® e análise realizada por citometria de fluxo. Esp: geração espontânea sem 

estímulo; Ca: C. albicans; IFN 100: IFN-ɣ 100UI/mL; IFN 1000: IFN-ɣ 1000UI/mL. *p<0,05 dentre os grupos 

comparados, teste One-way ANOVA seguido do teste de Tukey. n=4, experimentos independentes. 
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C- Avaliação morfológica das C. albicans utilizadas nos protocolos experimentais 

 

 

 

Após separação celular, os neutrófilos (2 x 10
5
 células) foram pulsados com C. albicans na morfologia de 

levedura (setas amarelas; MOI 1:2) em placa de 24 poços e avaliação qualitativa realizada em microscopia de luz 

nos tempos de 0 minuto, 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas e 3 horas (imagem de 3 horas não apresentada). 

Transição morfológica iniciada com 30 minutos de incubação (formação de tubos germinativos, setas laranjas) e 

transição completa para morfologia de hifa (setas vermelhas) em 2 horas de co-cultura. Figura representativa de 

3 experimentos realizados de maneira independente.  
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D- Marcação de neutrófilos para visualização da formação de NETs 

 

Neutrófilos (2 x 10
5
 células) de indivíduo sadio incubados pelo período de 3 horas em estufa CO2 a 37°C na 

ausência ou presença de PMA para geração de NETs. Laranja: histona H2A/H2B; Verde: elastase de neutrófilo; 

Azul: DNA.  
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E- Avaliação da expressão de CD40 nos neutrófilos de pacientes deficientes de CD40L 

 

Amostra de sangue total em heparina (100µL) foram marcadas para as moléculas de superfície CD66b e CD19, 

para a seleção das populações de neutrófilos e linfócitos B, respectivamente, e para a molécula CD40. 

Histograma com marcações para a molécula CD40 a partir das populações CD66b
+
 e CD19

+
. CONTROLE: 

indivíduos saudáveis; PACIENTE DEF CD40L: paciente deficiente de CD40L. Figura representativas de 3 

experimentos independentes. 



60 

 

F- Ficha clínica 

 

Estudo de Pacientes com Suspeita de Imunodeficiência Primária 

Laboratório de Imunologia Humana- LIH 

Paciente encaminhado por: 

Nome Data de 

Nascimento: 

___/__/___ 

Sexo 

M (  ) 

F  (  ) 

Idade - Diagnóstico 

Anos: ____                                                      

Meses : ____ H.C. Tel: 

Idade de início dos primeiros sintomas: _____ 

Consanguinidade 

Sim (  ) Não (  ) 

Tipo_________ 

Nº. Gesta: 1  2  3  4  5 6  

7   8  9  10 

NE* 

Nº. filhos: 1  2  3  4  5  6  7  

8  9  10 

NE* 

Sadios: 

Sim (  ) Não (  ) 

Infec. repet. 

Sim (  ) Não (  ) 

Antecedentes Familiares Heredograma 

Falecimentos precoces: Sim (  ) Não (  ) 

Parentesco __________ Idade de óbito _____ 

Dx IDP: Sim (  ) Não (  ) 

DGC: Sim (  ) Não (  ) 

Outra__________ 

 

 

 

Vacinas 

BCG 

Sim (  )  Não (  ) 

Não especificado (  ) 

Idade de aplicação 

_____meses 

Reação adversa 

Sim (  )  Não (  ) 

 

Adenomegalias 

BCG disseminada 

Outra __________ 

Hep B  

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

DPT/dT 

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

Tríplice  

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

Hib  

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

Varicela  

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

VTV  

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

Sabin  

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

Salk 

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

Sarampo 

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

Meningite 

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

Pneumonia 

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

Poliomielite 

S (  ) N (  ) 

(  ) NE* 

Reação adversa? 

(  ) sim (  ) não 

Especificar Vacina: 

________________________ 

Manifestações: 

________________________ 

DNPM BDNPM S (  ) N (  ) NE* (  ) RDNPM S (  ) N (  ) NE* (  ) 

Detalhar: _______________________ 

DPE >p90% S (  ) N (  ) <p10% S (  ) N (  ) >p10% e <p90% S (  ) N (  ) 

1ª Manifestação Motivo de Estudo 
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Idade 

_______ano 

_______ meses 

Local Infecção Repetição: Sim (  ) Não (  ) 

Manifestação Grave: Sim (  ) Não (  ) 

História Familiar :Sim (  ) Não (  ) 

Outro: Sim (  ) Não (  ) Especificar: 

__________________ 

Manifestações Nº. 

de 

episódios 

Micro-organismo 

isolado  

Sim (  ) Não (  ) 

Nome:________ 

Especificar: idade e data em 

cada manifestação e datas 

dos episódios da mesma 

infecção 

Localização 

1. Otite     

2. Pneumonia     

3. Pneumonia/DP     

4. Amigdalite     

5. Linfonodo 
(HIPERPLASIA) 

    

6. ITU     

7. Meningite     

8. Artrite     

9. Osteomielite     

10. Diarreia     

11. Infecções de 
Pele. Especificar: 

______________ 

    

12. Artrite     
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13. Sepse     

14. Colangite 
esclerosante 

    

15. Neutropenia     

16. Hiperplasia     

17. Autoimunidade     

18. Outras     

Granulomas  

Sim (  ) Não (  ) 

Nº. de 
episódios 

 

Localização 

1 TGI  2 Cardíaco 

3 Urinário  4 Outra: 
_____________ 

Micro-organismo 
Isolado 

Nº de 
Hospitalizações 

Exames Laboratoriais  (Início da Investigação) 

HMG Hb Leuco NT LT PLQ 

Linfócitos/mm3  (colocar em valores absolutos) 
Data da dosagem: 
Na data da dosagem o paciente estava com alguma 
infecção? Qual?  

CD3 CD4 CD8 CD19 CD16/56 

Dosagem de Imunoglobulinas (colocar os valores antes  da 
primeira reposição de Gama) 
Data da dosagem: 

IgG IgM IgA IgE 

Complemento C3 C4 CH50 

Quimiotaxia Mono PMN 

Mono Mig.Espontânea   

PMN Mig estim. soro nl   

 Mig.  estim. soro pcte.   

Superóxido Mono PMN NBT 

Espontâneo   Repouso Estimulado 

Estimulado     

Tratamento 
1 IFN γ 
2 ITRA 
3 FLUCO 

Administração 
Sim (  ) Não (0) 
 
Data de início 

Tratamento atual 
Sim (  ) Não (0) 

Óbito 
Sim (  ) Não (0) 
Idade: ______   

Causa 
1 Conhecida 
2 Desconhecida 
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4 SMX +TMP 
5 Prednisona 
6 TMO   
7. Gama (data 
de início) 

_____________ Autópsia 
Sim (  ) Não (  ) 

Laudo 

Outras Manifestações – Livre Relato de Ocorrências 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* = não especificado  
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G- TCLE menores de 18 anos 

 

Universidade de São Paulo 
Instituto de Ciências Biomédicas 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(menores de 18 anos) 

  

ESTUDO: Avaliação da formação de neutrophil extracellular traps em pacientes com deficiência de 

CD40 ligante e influência do tratamento in vitro com interferon-gamma 

  

Seu filho está sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo 

contém todas as informações necessárias sobre a pesquisa que estamos fazendo. Caso tenha dúvidas, teremos 

prazer em esclarecê-las. Se concordar, o documento será assinado e só então daremos início ao estudo. Sua 

colaboração será muito importante para nós, mas  se quiser desistir a qualquer momento, isto não causará 

nenhum prejuízo, nem a você, nem ao(à) seu (sua) filho(a).  

  

  

Eu .............................................................................................................................. , RG 

................................................. , concordo de livre e espontânea vontade que meu (minha) filho (a) 

..................................................................................................... nascido (a) em _____ / _____ /__________ , 

seja voluntário do estudo “Avaliação da formação de neutrophil extracellular traps em pacientes com 

deficiência de CD40 ligante e influência do tratamento in vitro com interferon-gamma”. Declaro que obtive 

todas as informações necessárias e que todas as minhas dúvidas foram esclarecidas.  

 

Estou ciente de que: 

II)       Será realizada coleta de sangue venoso em tubo de heparina; 

III)     A participação neste estudo não tem objetivo de submeter meu filho a um tratamento, bem como não 

terá custo algum para mim; 

IV)     Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboração neste estudo no momento em que desejar, 

sem necessidade de dar qualquer explicação;  

V)     A desistência não causará nenhum prejuízo a mim, nem (a) meu (minha) filho (a), nem interferirá no 

atendimento ou tratamento médico a que ele (ela) estiver sendo submetido; 

VI)     Os resultados obtidos durante este estudo serão mantidos em sigilo, mas concordo em que sejam 

divulgados em publicações científicas, desde que meus dados pessoais não sejam mencionados; 

VII)   Caso eu deseje, poderei tomar conhecimento dos resultados ao final deste estudo: 

           (   )  Desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 

           (   )  Não desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 
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VIII)  Poderei contatar a Secretaria da Comissão de Ética em Pesquisa com Seres Humanos – ICB/USP no 

telefone 3091-7733 (e-mail: cep@icb.usp.br) ou a pesquisadora responsável Tábata Takahashi França 

no telefone 3091-7387 para recursos ou reclamações em relação ao presente estudo.  

IX)   Concordo que o material possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado pela Comissão de 

Ética deste Instituto e pelo responsável por esta pesquisa. Caso minha manifestação seja positiva, 

poderei retirar essa autorização a qualquer momento sem qualquer prejuízo a mim ou ao meu 

(minha) filho (a). 

               (   ) Sim         ou       (    ) Não 

 

X)   O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, deverá rubricar todas as           folhas do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE– apondo sua assinatura na última página do 

referido Termo. 

XI)   O pesquisador responsável deverá da mesma forma, rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido – TCLE– apondo sua assinatura  na última página do referido Termo. 

XII)  Resolução 196/96 – Estou recebendo uma cópia deste  Termo de  Consentimento Livre e Esclarecido; 

               

                                                                    São Paulo,              de                                de   20........... 

   

 

 

(  ) Paciente  /  (  ) Responsável   ................................................................................................... 

     

Testemunha 1 :   _______________________________________________ 

      Nome / RG / Telefone 

 

Testemunha 2 :     ___________________________________________________ 

         Nome / RG / Telefone 

 

Responsável pelo Projeto: _____________________________________________________ 

TÁBATA TAKAHASHI FRANçA 

 

 

 

 

 

 

mailto:cep@icb.usp.br
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H- TCLE maiores de 18 anos 

 
Universidade de São Paulo 

Instituto de Ciências Biomédicas 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(maiores de 18 anos) 

  

ESTUDO: Avaliação da formação de neutrophil extracellular traps em pacientes com deficiência de 

CD40 ligante e influência do tratamento in vitro com interferon-gamma 

 

Você está sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O documento abaixo contém 

todas as informações necessárias sobre a pesquisa que estamos fazendo Caso tenha dúvidas, teremos prazer 

em esclarecê-las. Se concordar, o documento será assinado e só então daremos início ao estudo Sua 

colaboração neste estudo será de muita importância para nós, mas se desistir a qualquer momento, isso não 

causará nenhum prejuízo a você.  

 

 

Eu, (inserir o nome, profissão) 

........................................................................................................................................., residente e domiciliado 

na .................................................................................................................................................., portador da 

Cédula de identidade, RG ....................................... , e inscrito no CPF/MF...................................... nascido(a) em 

_____ / _____ /_________ , concordo de livre e espontânea vontade em participar como voluntário(a) do 

estudo “Avaliação da formação de neutrophil extracellular traps em pacientes com deficiência de CD40 

ligante e influência do tratamento in vitro com interferon-gamma”. Declaro que obtive todas as informações 

necessárias, bem como todos os eventuais esclarecimentos quanto às dúvidas por mim apresentadas.  

 

Estou ciente que: 

I) O estudo é necessário para que se possam descobrir as possíveis causas e/ou o tratamento   da doença 

denominada “Síndrome do Hiper IgM ligado ao X”; 

II) Será realizada coleta de sangue venoso em tubo de heparina; 

III) A participação neste estudo não tem objetivo de me submeter a um tratamento, bem como não terá 

custo algum para mim; 

IV)      Tenho a liberdade de desistir ou interromper a colaboração neste estudo no momento em que desejar, 

sem necessidade de dar qualquer explicação;  

V)     A desistência não causará nenhum prejuízo à minha saúde ou bem estar físico, nem interferirá no 

atendimento ou tratamento médico a que eu estiver sendo submetido; 

VI)     Os resultados obtidos durante este ensaio serão mantidos em sigilo, mas concordo que sejam divulgados 

em publicações científicas, desde que meus dados pessoais não sejam mencionados; 
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VII)   Caso eu desejar, poderei pessoalmente tomar conhecimento dos resultados, ao final desta pesquisa. 

           (   )  Desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 

           (   )  Não desejo conhecer os resultados desta pesquisa. 

VIII)   Concordo que o material possa ser utilizado em outros projetos desde que autorizado pela Comissão de 

Ética deste Instituto e pelo responsável por esta pesquisa. Caso minha manifestação seja positiva, 

poderei retirar essa autorização a qualquer momento sem qualquer prejuízo para mim. 

             (   ) Sim         ou       (    ) Não 

 

IX)    Poderei contatar a Secretaria da Comissão de Ética em Pesquisa com Seres Humanos – ICB/USP no 

telefone 3091.7733 (e-mail: cep@icb.usp.br) ou a pesquisadora responsável Tábata Takahashi França no 

telefone 3091-7387 para recursos ou reclamações em relação ao presente estudo. 

X)    O sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, deverá rubricar todas as   folhas do Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE - apondo sua assinatura       na última página do referido 

Termo. 

XI)      O pesquisador responsável deverá da mesma forma, rubricar todas as folhas do   Termo de   

Consentimento Livre e Esclarecido – TCLE– apondo sua assinatura     na última página do referido Termo. 

XII)   Resolução 196/96 -  Estou recebendo uma cópia deste  Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

                                                                      São Paulo,              de                              de   20......... 

 

(  ) Paciente  /  (  ) Responsável   ................................................................................................... 

 

Testemunha 1 :   _______________________________________________ 

      Nome / RG / Telefone 

 

Testemunha 2 :     ___________________________________________________ 

         Nome / RG / Telefone 

 

Responsável pelo Projeto: _____________________________________________________ 

TÁBATA TAKAHASHI FRANçA 

mailto:cep@icb.usp.br
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I- Artigo publicado 
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