BIANCA ALMEIDA NATALI DOS SANTOS

AVALIACAO DA EXPRESSAO E FUNCAO DE PD-1 E SEU LIGANTE PD-L1 NAS
SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS B EM PACIENTES COM IMUNODEFICIENCIA COMUM
VARIAVEL (ICV) com INFECCOES DE REPETICAO

TESE APRESENTADA A FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO PARA OBTENCAO DO
TiTULO DE DOUTOR EM CIENCIAS

PROGRAMA DE ALERGIA E IMUNOPATOLOGIA
ORIENTADORA: DRA. CRISTINA MARIA KOKRON

SAOPAULO

2021



BIANCA ALMEIDA NATALI DOS SANTOS

AVALIACAO DA EXPRESSAO E FUNCAO DE PD-1 E SEU LIGANTE PD-L1 NAS
SUBPOPULACOES DE LINFOCITOS B EM PACIENTES COM IMUNODEFICIENCIA COMUM
VARIAVEL (ICV) coM INFECCOES DE REPETICAO

TESE APRESENTADA A FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO PARA OBTENCAO DO
TiTULO DE DOUTOR EM CIENCIAS

PROGRAMA DE ALERGIA E IMUNOPATOLOGIA
ORIENTADORA: DRA. CRISTINA MARIA KOKRON

SAOPAULO

2021



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacdo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo

©reprodugio autorizada pelo autor

Santos, Bianca Almeida Natali dos
Avaliacdo da expressdo e fungdo de PD-1 & seu
ligante PD-L1 nas subpopulacdes de linfécites B em

pacientes com Imunodeficiéneia Comum Variawel (ICWV)
com infeccfes de repeticdo / Bianca Almeida Natali
dos Santos. -- S3o Paulo, 2021,

Tese (doutoaraden) ——Faculdade d& Medicina da

Universidade de S&o Paulo.
Programa de Alergia e Imunopatologia.
Orientadora: Cristina Maria Kekron.

Descritores: l.Imuncdeficiénecia comum wariavel
2.8ubpeopulactes de linfocites B 3.Linfocitos T
4 .Citometria de fluxao

USE/FM/DBD-079/21

Responsavel: Erinalva da Conceicao Batista, CRB-8 6755




Dedico este trabalho aos pacientes com

Imunodeficiéncia Comum Variavel



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar a Deus que me acompanha e me mostra que nem sempre o caminho é
facil, mas que com esforco e dedicagdo somos merecedores de nossas conquistas.

A minha querida orientadora Dra. Cristina Maria Kokron por ter aberto as portas de seu
laboratdrio e permitir que eu integrasse sua equipe, por todas as oportunidades que me foram
fornecidas visando o desenvolvimento intelectual, profissional e pessoal, por quem tenho enorme
admiracdo e respeito.

A toda minha familia em especial meu pai Rubens e minha mie Eglé pelo apoio
incondicional, por cuidarem do meu filho Luigi todas as vezes que precisei me ausentar, por sempre
acreditar em mim e me estimular a seguir em frente em busca de realizar meus sonhos e objetivos
profissionais e pessoais.

Ao meu marido por me ajudar a encarar a realidade da vida me estimulando a batalhar pela
minha independéncia e a nunca desistir.

Ao meu amigo Fernando Ramon Zilinski por quem tenho enorme gratiddo e admiracéo,
gue me incentivou diariamente a tentar me tornar uma pessoa melhor, mais paciente e persistente;
sem falar na amizade que levarei para toda vida.

Ao Prof. Dr. Jorge Kalil pelas discussdes enriquecedoras e pela coordenacdo do Programa
de Alergia e Imunopatologia.

Ao Prof. Dr. Edécio Cunha Neto coordenador do LIM 60 pelo acolhimento.

A todos os colegas de laboratério do LIM-60 com quem tive convivio durante o
desenvolvimento deste trabalho.

As minhas amigas Milena exemplo de esforgo e dedicagdo, Erica minha referéncia de
leveza e sorriso no rosto, Priscila por sempre buscar ajudar, ensinar, amiga que tem o maior coragao
do mundo, uma verdadeira flor na minha vida e Amanda que chegou quietinha e emana luz,
Palavras sdo incapazes de refletir minha eterna gratiddo, obrigada a todas pelo apoio, conversas,
risadas por sempre estarem dispostas a ceder um ombro amigo nos momentos de alegria e desafios.

As minhas amigas do coracdo Juliana e Keity, por tudo de bom que vivemos juntas e pela
amizade que se propagou na vida aqui fora.

Aos amigos Ruth e Carlos pela inestimavel ajuda, atengdo e carinho disponibilizados nesta
etapa de minha vida.

Aos funcionarios do Ambulatorio de Imunologia Clinica e Alergia, em especial a Rosana

Vieira Coutinho e Serafim Fidalgo, pela cooperagéo a apoio junto aos pacientes;



Ao INCT — Instituto de Investigacdo em Imunologia e a Coordenacédo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - CAPES pelo apoio dado através da bolsa de doutorado concedida
que proporcionou a realizacdo deste trabalho.

E principalmente aos pacientes, pela confianga em nosso trabalho e pela imensa
contribuicdo para a pesquisa.

Aos professores Daniela Santoro Rosa, Dewton Moraes de Vasconcelos e Priscilla Ramos
Costa pela enorme contribuicdo com criticas e sugestdes em minha qualificacdo do trabalho de
doutorado.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente na realizacdo deste trabalho.



Esta tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta publicacéo:
Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors (VVancouver).
Universidade de Sdo Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e Documentacdo. Guia
de apresentacdo de dissertacdes, teses e monografias. Elaborado por Anneliese Carneiro da
Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F. Crestana, Marinalva de Souza Aragéo, Suely Campos

Cardoso, Valéria Vilhena. 3a ed. Sdo Paulo: Divisdo de Biblioteca e Documentacéo; 2011.

Abreviaturas dos titulos dos periodicos de acordo com List of Journals Indexed in Index Medicus.

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS........cccoevereiereieeeeeesie e viii

LISTA DE FIGURAS. ... .ottt e e e e e aa e et e e e anneeeas Xi
LISTA DE TABELAS..... oottt bbbttt Xix
RESUMO ...ttt et e e e s e e e e sa e e e bt e e e ae e e e se e e e baeesneeeennaeeans XX
ABSTRACT ...ttt bbb bbbt bt bt et b b b n e Xix
INTRODUGAOD ..ottt sttt sa s st tenaanes 1
1.1 Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV) ... 2
1.2 Imunidade Adaptativa Na ICV ..o 3
1.3 Fatores genéticos relacionados @ ICV .......cccccvieiiieiieic e 5
1.4 Critérios de diagndstico e classificacdo fenotipica da ICV.........ccccovveiiiiinninnnns 8
1.5  Viadesinalizag8o PD-1/PD-L1 .......ccccoeiiiiiiieie et 11
1.6 Linfocito T Helper Folicular — TrH € @ ICV....ciiuiiiiiciieeeeeeeee e 15
2. JUSTIFICATIVA et bbbttt bbb s 20
3. HIPOTESE ..ottt 21
4. OBJIETIVOS. ...ttt bbbttt sttt eane e es 22
4.1 ODJELIVO GEIaAL.....oiieiiiiicee e 22
4.2 ODbjetivos ESPECITICOS........ciuiiiiiicie e 22
5. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS ......cooiiiiiiiineieiniieeineiseeeseseesee e 23
5.1  DeSENN0 0O ESTUD ...c.eoviivieiieiieieie ettt sttt et eneas 23
5.2 [0 ToF: TES 30 0= (1o (o SR 23
ST T OF: ({01 ] 1 [ox: USSR PSSP 23
5.3.1  Critérios de INCIUSAO. .......cceivirieriiitiieseeieeesie ettt sreane e e s 24
5.3.2  Critérios de XCIUSED .......ceiiiiiiiiiiie ettt 24
5.4 RECTUTAMENTO ..ot 24
55  Selecdo e avaliaGao d0S PACIENTES.......cceevveiieiieieeie e 24
56  Coleta das aMOSLIAS .....ccueiiiiriieieeie et e se et ee et nae e sreeae s 25
5.7  Processo de separacdo das células mononucleares do sangue periférico................. 25
5.8  Descongelamento das células mononucleares criopreservadas oriundas

dO SANQUE PEFITEIICO. ... .cvieiiee e 27
5.9  Imunofenotipagem de superficie celular em células mononucleares do sangue

PEIITEIICO L.ttt re e nre e 28
5.10 Preparacdo das microesferas (“beads”) para o ajuste das voltagens do Citdmetro

A8 FIUXO. .ot ettt bbbt 29
5.11 Estratégia de analise para caracterizacdo das células B e suas respectivas

subpopulacdes com a coexpressdo das moléculas PD-1 e PD-L1..........c.ccccovvenenne. 31
5.12 Estratégia de analise para populacdo de linfocitos T helper foliculares................... 35
5.13  Andlise de dados adquiridos por citometria de fluX0...........cccccevieiieiiiicci e, 38
5.14  EXAMES 1aDOFALOMTAIS ...eeuveiveeiieeieeiiesee st eie e ettt esre e snee e e e enaeas 38
5.15  ANAIISE ESALISTICA. .. ..veivieeeieiiiesieitiee et e 39
5.16  ASPECIOS BLICOS. ... c.vieiitieuieiete sttt sttt sttt bttt sb bbbt 39
B. RESULTADOS......coieeie ettt sttt r e st e st e ae st teaneaneanes 40
6.1  Dad0oS DemMOGIATICOS. ....c.ueiveiuiriiiiiiieieie ettt bbb 41
6.2  Avaliacdo da frequéncia de linfdcitos B e suas subpopulacdes em células

mononucleares do sangue periférico e, expressdo de PD-1 e PD-L1..........c.cccc..... 45
7. DISCUSSAD ...ttt 97
8. CONCLUSOES. .......oiiiiiieieeisiie st 107
ANEXOS. ...ttt ettt et e et et reereenes 109
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........c.covieieieieieisessissese e 116

Vil



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

% Porcentagem

ACD Acido Citrico, Citrato de Sodio e Dextrose
APC Aloficocianina

BAFF Fator de ativacdo de célula B

BAFFR Receptor do fator de ativacéo de célula B
BCL-6 Proteina 6 de linfoma de células B

BCR Receptor de linfécito B

Bregs Linfocitos B reguladores

BTLA Atenuador de LinfécitoBe T

CAPPesq Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
CD Designacéo de grupos

CVID Imunodeficiéncia Comum Variavel

CMSP Células Mononucleares do Sangue Periférico
CMvV Citomegalovirus

CTLA-4 Proteina 4 associada a Linfacito T Citotéxico

CXCR5 Receptor de quimiocina do motivo C-X-C tipo 5

DC Células dendriticas

DMSO Dimetil-sufoxido

Ell Erros Inatos da Imunidade

ELISA Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica

et al. E outros

FITC Isotiocianato de fluoresceina

FMUSP Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

FSC Forward Scatter — dispersao frontal da luz que mede altura
FSC-A Forward Scatter — dispersao frontal da luz que mede area
FSC-H Forward Scatter — dispersao frontal da luz que mede altura
GC Centro germinativo

Gl Gastrointestinal

HC Hospital das Clinicas

HNL Hiperplasia Nodular Linfoide

HIV Virus da Imunodeficiéncia Humana

ICOS Co-Estimulador Indutivel

viii



ICV
IDPs

IgAD
IGIV
IL
IL-R
IFN-y
ITIM
LB
LBrH
LT
LT
LTFHreg
LIM60

mL

MO
MZB
NFKB1
NFKB2
ng

°C

PBL
PBS
PCR
PD-1
PD-L1
PD-L2
PE
PerCP
PFA
PIK3CD

Imunodeficiéncia Comum Variavel
Imunodeficiéncias primarias
Imunoglobulina

Deficiéncia seletiva de Imunoglobulina A
Imunoglobulina Intravenosa

Interleucina

Receptor de interleucina

Interferon Gama

Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motiff
Linfécito B

Linfécito B helper folicular

Linfécito T

Linfocito T helper folicular

Linfocito T helper folicular regulador
Laboratdrio de Investigacdo Médica 60
Mililitro

Microlitro

Medula 6ssea

Células B de zona marginal

Fator-Kappa nuclear humano B1
Fator-Kappa nuclear humano B2
Nanograma

Grau centigrado

Plasmoblastos

Tampao fosfato-salino

Proteina C Reativa

Proteina-1 de morte celular programada
Ligante da proteina-1 de morte celular programada
Ligante da proteina-2 de morte celular programada
Ficoeritrina

Proteina clorofilperidina

Paraformaldeido

Fosfatidilinositol — 4,5-Bifosfato 3 — Quinase catalitica Delta, gene

codificante



PLCG2
PRO-B
PRE-B
R10
rpm
RPMI

SFB
SSC
TACI

TCLE
TCR
TNF
TGF-B
TGI
TLR
Treg
USP
uv
XLA

Phospholipase C Gamma 2 proteina codificante

Células B progenitoras

Células precursoras de células B

Meio RPMI suplementado com 10% SFB

Rotacdes por minuto

Meio de Cultura para células desenvolvido pelo Instituto Roswell
Park Memorial

Soro Fetal Bovino

Side Scatter — disperséo lateral da luz

Transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin
ligand interactor

Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Receptor de célula T

Fator de necrose tumoral

Fator de crescimento transformador beta

Trato gastrointestinal

Receptor do tipo Toll

Linfocito T regulador

Universidade de Sao Paulo

Ultravioleta

Agamaglobulinemia Ligada ao Cromossomo X



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Caracteristicas clinicas dos pacientes com ICV.........ccccocevviiinninienennnn.

Figura 2: Moléculas coestimulatorias responsaveis por regular positiva ou

negativamente a reSPOSta IMUNE ...........cevevrvieirerereiisiese e

Figura 3: Influéncia da sinalizacdo da via PD-1/PD-L1 na resposta humoral...........

Figura 4: Efeito da Via PD-1/PD-L1.......ccccooiiiiiiiiiiisieeeeee e

Figura 5: Estratégia de anélise para caracterizacdo das subpopulacdes de linfocitos

Figura 6: Estratégia de analise para avaliar a coexpressdo das moléculas PD-1 e

PD-L1 nas subpopulagdes de lINFOCItOS B............ccoererieireieineneeese e

Figura 7: Estratégia de analise para caracterizacdo de linfocitos LTrH.......cc.c........

Figura 8: Porcentagem de células CD19" (linfécitos B) em CMSP de pacientes

ICV-Geral em comparacdo com individuoS CTRL..........ccceovviiveviiieciece e

Figura 9: Porcentagem de células CD19" (linfocitos B totais) em CMSP de
pacientes ICV-S/C, ICV-C/C em comparagdo com individuos CTRL.................

Figura 10: Porcentagem de células CD19" (linfécitos B) em CMSP nos diferentes
subgrupos de pacientes ICV-S/C, GI, DAI, LP-B e DM em comparacdo a
INAIVIAUOS CTRL....uiiiticiiciecit ettt e e nae et nneenne e

Figura 11: Porcentagem linfécitos B CD19* com expressao de PD-1" em CMSP
de pacientes ICV-Geral em comparacdo com individuos CTRL..........ccceecvevvvrirennnne.

14

15

35

37

48

49

Xi



Figura 12: Porcentagem de linfécitos B CD19+ com expressdo de PD-1+ em

CMSP de pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C em comparacdo com individuos

Figura 13: Porcentagem de linfocitos B totais CD19+ com expressdo de PD-1+
nos diferentes subgrupos de pacientes com ICV-S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em
comparagao aindividuoS CTRL........ccoiiiiiiiiieiee e

Figura 14: Porcentagem de linfocitos B totais CD19+ com expressao de PD-L1

em CMSP de pacientes ICV-Geral em comparagdo com individuos CTRL...........

Figura 15: Porcentagem de linfocitos B CD19+ com expressdo de PD-L1+ em

CMSP de pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C em comparagdo com individuos

Figura 16: Porcentagem de linfocitos B totais CD19+ com expressdo de PD-L1+
nos diferentes subgrupos de pacientes com ICV-S/C, GI, DAI, LP-B e DM em

comparaGao a individuoS CTRL.......cccciiiiiie e

Figura 17: Porcentagem de células B transicional (CD19+CD24+CD38+) em
CMSP de pacientes ICV-Geral em comparag@o com individuos CTRL............

Figura 18: Porcentagem de linfocitos B transicional (CD19+CD24+CD38+) em
CMSP de pacientes ICV apenas com infeccbes de repeticdo sem complicacéo
(ICV-S/C), pacientes ICV com complicacdes nao-infecciosas (ICV-C/C) em

comparagao com iNAIVIAUOS CTRL.......ccciiiiiiieieii e

49

50

51

51

52

53

54

Xli



Figura 19: Porcentagem de linfocitos B Transicional CD19+CD24+CD38+ em
CMSP nos diferentes subgrupos de pacientes ICV-S/C, GI, DAI, LP-B e DM em
comparagao aindividuoS CTRL........ccooiiiiiiiiireee e

Figura 20: Porcentagem linfocito B Transicional (CD19+CD24+CD38+) com
expressdo de PD-1+ em CMSP de pacientes ICV-Geral em comparagcdo com
INAIVIAUOS CTRL ..ottt ettt a e naens

Figura 21: Porcentagem de linfécito B Transicional (CD19+CD24+CD38+) com
expressdo de PD-1+ em CMSP de pacientes ICV-S/C e ICV-C/C quando
comparados a0s INAIVIAUOS CTRL.......c.ccuriirireieesie e

Figura 22: Porcentagem de linfécitos B Transicional (CD19+CD24+CD38+) com
expressao do marcador PD-1+ em CMSP de cada subpopulacédo de pacientes ICV-
S/C, GI, DAI, LP-B e DM em comparag¢ao aos individuos CTRL.......................

Figura 23: Porcentagem de linfécitos B Transicional (CD19+CD24+CD38+) com
expressao do marcador PD-1+ em CMSP de pacientes ICV-Geral em comparacao
A0S INAIVIAUOS CTRL....cuiiiieiieieiecece sttt

Figura 24: Porcentagem de linfocitos B Naive (CD19+CD20+IgD+CD27-) em

CMSP de pacientes ICV-geral em comparacao aos individuos CTRL......................

Figura 25: Porcentagem de linfocitos B Naive em CMSP de pacientes ICV-S/C e

pacientes ICV-C/C em comparac¢do aos individuos CTRL.........c.cccccevveveieeieiiennn,

Figura 26: Porcentagem de linfocitos B Naive em CMSP nos diferentes subgrupos
de pacientes ICV-S/C, G, DAI, LP-B e DM em comparagdo a individuos CTRL...

Figura 27: Porcentagem de linfocito B Naive (CD19+CD20+IgD+CD27-) com
expressdo do marcador PD-1+ em CMSP dos pacientes ICV-Geral quando
comparados a0s INAIVIAUOS CTRL.......ccoiiiiiiieieee e

55

56

56

57

58

59

60

61

62

Xiii



Figura 28: Porcentagem de linfdcitos B Naive (CD19+CD20+IgD+CD27-) com
expressdo do marcador PD-1+ em pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C

comparados aos iINAIVIAUOS CTRL.......ccoiiiiieiieieeiese e

Figura 29: Porcentagem de linfdcitos B Naive (CD19+CD20+IgD+CD27-) com
expressdo de PD-1+ em CMSP de nos diferentes subgrupos de pacientes ICV —
S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em comparacao a individuos CTRL..........ccccoevvevverreenne.

Figura 30: Porcentagem de linfocitos B Naive (CD19+CD20+IgD+CD27-) com
expressdo de PD-L1+ em CMSP dos pacientes ICV-geral em comparagdo aos
INAIVIAUOS CTRL ..ot reeae e

Figura 31: Porcentagem de linfocitos B Naive (CD19+CD20+1gD+CD27-) com
expressdao do marcador PD-L1+ em CMSP de pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-
C/C em comparagdo com individuoS CTRL........cccoveverierierene e

Figura 32: Porcentagem de linfocitos B Naive (CD19+CD20+1gD+CD27-) com
expressao de PD-L1+ em CMSP nos diferentes subgrupos de pacientes ICV-S/C,
GI, DAL, LP-B e DM em comparag¢ao aos individuos CTRL...........................

Figura 33: Porcentagem de linfocitos B de memdria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD+CD27+) em CMSP de pacientes ICV-geral
em comparagdo com iNdividuoS CTRL......cc.cooiiiiiiiii e

Figura 34: Porcentagem de linfocitos B de memoria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD+CD27+) em CMSP de pacientes ICV-S/C e
pacientes ICV-C/C em comparagdo aos individuos CTRL.........ccceevevivirenverneeenne

Figura 35: Porcentagem de linfocitos B de memdria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19°CD20*1gD*CD27") em CMSP nos diferentes subgrupos
de pacientes ICV — S/C, GI, DAI, LP-B e DM em comparacdo aos individuos

62

63

64

65

66

67

67

68

Xiv



Figura 36: Porcentagem de linfocitos B de memdria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD+CD27+) com expressao de PD-1+ em CMSP
dos pacientes ICV-Geral em compara¢do aos individuos CTRL.........ccccceevevvrivinanns

Figura 37: Porcentagem de linfocitos B de memdria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD+CD27+) com expressao de PD-1+ em CMSP
de pacientes ICV-S/C em comparacéo aos grupos ICV-C/C e CTRL..................

Figura 38: Porcentagem de linfocitos B de memoria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+1gD+CD27+) com expresséo de PD-1+ em CMSP
de nos diferentes subgrupos de pacientes ICV-S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em

comparaGao a individuoS CTRL.......cccciviiiiiieie e

Figura 39: Porcentagem de linfocitos B de memoria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD+CD27+) com expressdo de PD-L1+ nas
CMSP dos pacientes ICV-geral em comparacéao aos individuos CTRL....................

Figura 40: Porcentagem de linfocitos B de memdria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD+CD27+) com expressdo de PD-L1+ em
pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C em comparag¢ao aos individuos CTRL.....

Figura 41: Porcentagem de linfocitos B de memdria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD+CD27+) com expressao de PD-L1+ de
pacientes ICV-S/C, GI, DAI, LP-B e DM em comparacéo aos individuos CTRL.....

Figura 42: Porcentagem de linfocitos B de memdria com troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+1gD-CD27+CD38+) em CMSP dos pacientes
ICV-geral em comparacao aos individuos CTRL. e controles.............cceevevvvivrnnnnne.

Figura 43: Porcentagem de linfécitos B de memdria com troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+1gD-CD27+CD38+) em CMSP de pacientes ICV-
S/C e pacientes ICV-C/C em relagao aos individuos CTRL.........ccccccevivevviieveceene

69

70

71

72

72

73

74

75

XV



Figura 44: Porcentagem de linfécitos B de memdria com troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+1gD-CD27+CD38+) em CMSP em cada
subpopulacéo de pacientes ICV-S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em comparacdo aos
INAIVIAUOS CTRL ..ottt bbbt

Figura 45: Porcentagem de linfocitos B de memdria com troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD+CD27+) com expressao de PD-1+ em CMSP

de pacientes ICV-geral em comparac¢éo aos individuos CTRL.........ccccccceevveviennnnne

Figura 46: Porcentagem de linfocitos B de memodria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD+CD27+) com expressdao de PD-1+ nos
pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C em comparagao aos individuos CTRL.....

Figura 47: Porcentagem de linfocitos B de memdria com troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD-CD27+CD38+) com expresséo de PD-1+ em
CMSP de cada subpopulacdo de pacientes ICV-S/C, GI, DAI, LP-B e DM em

comparagdo ao grupo de individuos CTRL........ccccovevieie i

Figura 48: Porcentagem de linfocitos B de memdria com troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD+CD27+) com expressdo de PD-L1+ em

CMSP dos pacientes ICV-geral em comparacdo com os individuos do grupo

Figura 49: Porcentagem de linfocitos B de memoéria com troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+IgD+CD27+) com expressao de PD-1+ em CMSP

dos pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C em comparacdo aos individuos

Figura 50: Porcentagem de linfocitos B de memdria com troca de classe de
imunoglobulina (CD19+CD20+1gD+CD27+) com expressao de PD-1+ em CMSP
dos pacientes ICV-S/C, GI, DAI, LP-B e DM em comparacdo aos individuos

76

77

78

79

80

81

82

XVi



Figura 51: Porcentagem de Plasmoblasto (CD19+IgD-CD27+CD20-CD38+) em
CMSP dos pacientes ICV-geral em comparagdo com o grupo de individuos CTRL.

Figura 52: Porcentagem de Plasmoblasto (CD19*1gD"CD27*CD20°CD38") em
pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C em comparacéo aos individuos CTRL......

Figura 53: Porcentagem de Plasmoblasto (CD19+IgD-CD27+CD20-CD38+) em
CMSP nos pacientes ICV-S/C, GI, DAI, LP-B e DM em comparacdo aos
INAIVIAUOS CTRL ...ttt bbb

Figura 54: Porcentagem de Plasmoblasto (CD19+IgD-CD27+CD20-CD38+) com

expressdao de PD-1+ em CMSP de pacientes ICV-geral em comparacdo aos

Figura 55: Porcentagem de Plasmoblasto (CD19+IgD-CD27+CD20-CD38+) com

expressdo de PD-L1+ em CMSP de pacientes ICV-geral em comparacdo aos

Figura 56: Porcentagem de expressdo de PD-1 nas subpopulacdes de LB: LB
transicional, LB naive, LB de memdria sem troca de classe, LB de mema&ria com

troca de classe e plasmoblastos em CMSP dos individuos CTRL......................

Figura 57: Porcentagem de expressdo de PD-1 nas subpopulacdes de LB: LB
transicional, LB naive, LB de memdria sem troca de classe, LB de memo&ria com

troca de classe e plasmoblastos em CMSP dos pacientes ICV-geral...............coc.....

Figura 58: Porcentagem de expressdo de PD-1 nas subpopulagdes de LB: LB
transicional, LB naive, LB de memdria sem troca de classe, LB de memo&ria com

troca de classe e plasmoblastos em CMSP dos pacientes ICV-S/C............ccocvvvennne.

83

84

85

86

86

88

89

90

XVii



Figura 59: Porcentagem de expressdo de PD-1 nas subpopulacdes de LB: LB
transicional, LB naive, LB de memoria sem troca de classe, LB de memoria com

troca de classe, e plasmoblastos em CMSP dos pacientes ICV-C/C...........cc.cceovenee.

Figura 60: Porcentagem de PD-1 nas subpopulacdes de linfocitos B: LB
transicional, LB naive, LB de memoria sem troca de classe, LB de memoria com

troca de classe e plasmoblastos em CMSP dos grupos ICV-geral e individuos

Figura 61: Porcentagem de PD-1 nas subpopulacfes de linfocitos B: LB LB
transicional, LB naive, LB de memaria sem troca de classe, LB de memoria com
troca de classe e plasmoblastos em CMSP dos grupos ICV-S/C, ICV-C/C e
INAIVIAUOS CTRL . ...eivtitiie ettt bbb

Figura 62: Porcentagem de LTFH (CD3+CD4+CXCR5+PD-1+) em CMSP de
pacientes ICV-geral em comparacgao aos individuos CTRL.........cccceevveiveveeieriennennen,

Figura 63: Porcentagem de LTFH (CD4+CXCR5+PD-1+) em CMSP de pacientes
ICV-S/C, pacientes ICV-C/C em comparagdo com o grupo de individuos CTRL...

Figura 64: Porcentagem de LTFH (CD3+CD4+CXCR5+) em CMSP dos pacientes
ICV-S/C, GI, DAI, LP-B e DM em comparacéo aos individuos CTRL...............

Figura 65: Correlacdo da expressdo de PD-L1 nos LB e frequéncia de LTFH. A.
pacientes com ICV-Geral; B. CTRL; C. pacientes com ICV-S/C; D. Pacientes
(O3 03 [ OSSR SRS

91

92

93

94

94

95

95

XVviii



LISTA DE TABELAS
Tabela 1: Defeitos monogénicos associados a ICV e principais caracteristicas......
Tabela 2: Critérios diagnosticos para ICV (ESID, 2014).......ccccccvvvevieeieieeciesieennn
Tabela 3: Informacdes sobre lasers, espectro (hm) dos comprimentos de onda de
excitacdo e de emissdo dos fluorocromos conjugados aos anticorpos monoclonais
ULTHZAOOS. ...ttt
Tabela 4: InformacGes sobre o0s anticorpos monoclonais utilizados
imunofenotipagem de superficie das subpopulacdes de linfocitos B e co-

expressao das moléculas PD-1 e seu ligante PD-L1..........ccccccoeiieiiiieiicve e

Tabela 5: InformacgBes sobre os anticorpos monoclonais utilizados na

imunofenotipagem de superficie dos LT+ e a co-expresséo da molécula PD-1......

Tabela 6: Anticorpo monoclonal caracteristico de viabilidade celular para

EXCIUSEO 8 CAIUIAS MOITAS. .. ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eaees

Tabela 7: Caracteristicas demograficas dos grupos controles saudaveis e

pacientes com Imunodeficiéncia Comum Variavel — ICV-geral............ccccoeeuenee.

Tabela 8: Caracteristicas demograficas dos grupos de pacientes ICV com

infeccdes apenas, ICV com complicacdes ndo-infecciosas e controles saudaveis...

Tabela 9: Infeccdes identificadas nos pacientes ICV-S/IC e IV-C/C...................

6

30

32

35

36

41

42

XiX



RESUMO

Santos BAN. Avaliacéo da expressao e funcéo de PD-1 e seu ligante PD-L1 nas subpopulactes
de linfocitos B em pacientes com Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV) com infeccdes de
repeticéo [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2021.

Introducdo: A Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV) é uma sindrome de deficiéncia de
anticorpos com patogénese heterogénea, na maioria desconhecida. Frequentemente, esta associada
ao desenvolvimento de bronquiectasias ao longo do tempo sendo que, cerca de 50% dos pacientes
com ICV tém complicagdes néo infecciosas secundarias como linfoproliferacdo benigna, doencas
autoimunes e inflamatdrias, neoplasias, que contribuem para maior morbidade e mortalidade.
Estudos recentes mostram que a via PD-1/PD-L1 pode ter importancia na resposta humoral,
principalmente durante a sinalizacéo entre linfocitos Tr e linfocitos B, sendo que, quando alterada,
pode levar a diminuicdo das células plasmaticas de vida longa e producdo de anticorpos.
Hipotetizamos que a expressdo de PD-1 e seu ligante PD-L1 nas diferentes subpopulacGes de LB
de pacientes com ICV e apenas infeccdes sem outras complicacdes (ICV-S/C) esta alterada,
interferindo na maturacdo dos plasmoblastos (PBL), que estdo diminuidos nesses pacientes.
Objetivos: avaliar a expressao destas moléculas nas subpopulagdes de LB dos pacientes com ICV-
S/C, buscando correlacionar com as diferentes manifestacdes clinicas e imunolégicas relacionadas
a doenca. Pacientes e Métodos: Foram coletadas amostras de sangue periférico de 69 pacientes
portadores de ICV, sendo 14 deles ICV-S/C e 55 ICV com complicagdes ndo-infecciosas (ICV-
C/C), além de 24 controles saudaveis. Avaliamos a expressdo de PD-1 e PD-L1 nas diferentes
subpopulacdes de LB por citometria de fluxo. Resultados: Pacientes ICV-S/C e ICV-C/C
apresentaram frequéncia aumentada de linfocitos B transicional e de LB naive quando comparados
aos controles e frequéncia diminuida de LB de memdria sem troca de isotipo e também de
plasmoblastos. Ao avaliarmos os LB totais e de memaria com troca de classe dos pacientes ICV,
observamos uma diminuicdo significativa destes subtipos celulares quando avaliados de forma
geral, no entanto, quando subdividimos os pacientes de acordo com o fen6tipo clinico, percebemos
que ha diminuicdo significativa de linfocitos B totais apenas dos pacientes com complicacdes. Ao
compararmos a frequéncia das subpopulacdes de LB nos pacientes ICV-S/C com os pacientes ICV-
C/C observamos que ndo hé diferencas significativas entre eles. Avaliando a expressdo de PD-1,
identificamos que essa molécula esta reduzida nos LB totais dos pacientes com ICV e quando
subdividimos entre pacientes sem complicaces e com complicacGes, essa diferenca se mantém
apenas no grupo ICV-C/C. Nos subgrupos de LB apenas nos LB transicionais encontramos
diferengas significativas da expressdo de PD-1 comparada aos CTRL, estando aumentada em
ambos o0s grupos de pacientes com ICV. Entre os subgrupos de ICV, ICV-S/C apresenta aumento
da expressao de PD-1 nos LB de memoria sem troca. A frequéncia de PD-L1 também apresentou
alteracdes importantes, estando aumentada nos grupos ICV-S/C e CTRL em comparacao aos ICV-
C/C em LB totais, e também apresentou frequéncia menor nos pacientes ICV-C/C em relagdo aos
controles nos LB naive. Conclus6es: A expressdao de PD-1 e PD-L1 ocorre de maneira divergente
entre 0s grupos de pacientes ICV-S/C, ICV-C/C e controles sugerindo que trata-se de perfis
diferentes de pacientes, 0 que nos mostra a necessidade de esforgos continuos para entender como
essa via se comporta na biologia e diferenciagdo das células B para a melhor compreensédo da sua
funcdo na ICV.

Descritores: Imunodeficiéncia comum variavel; Subpopulacdes de linfécitos B; Linfocitos T;
Citometria de fluxo.
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ABSTRACT

Santos BAN. Evaluation of the expression and function of PD-1 and its PD-L1 ligand in
subpopulations of B lymphocytes in patients with Common Variable Immunodeficiency (ICV) with
recurrent infections [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2021.

Introduction: Common Variable Immunodeficiency (CVID) is an antibody deficiency syndrome
with heterogeneous pathogenesis, mostly unknown. Over time, it is often associated with the
development of bronchiectasis, with approximately 50% of patients with CVID having secondary
non-infectious complications such as benign lymphoproliferation, autoimmune and inflammatory
diseases, neoplasms, which contribute to higher morbidity and mortality. Recent studies show that
the PD-1/PD-L1 pathway may be important in antibody response, especially during signaling
between Trn and B cells, and when disturbed, it can lead to a decrease in long-lived plasma cells
and antibody production. We hypothesized that the expression of PD-1 and its ligand PD-L1 in the
different B cells subpopulations of CVID patients with infections only (CVID-IO) is altered,
interfering with the maturation of plasmablasts (PBL), which are known to be decreased in these
patients. Objectives: to evaluate the expression of PD-1/PD-L1 molecules in B cells
subpopulations of CVID-10 patients, and correlate it with the different clinical and immunological
manifestations related to this syndrome. Patients and Methods: Peripheral blood samples were
collected from 69 patients with CVID, 14 of them CVID-IO and 55 CVID with non-infectious
complications (CVID-WC), in addition to 24 healthy controls (HC). We evaluated the expression
of PD-1 and PD-L1 in the different B cell subpopulations by flow cytometry. Results: CVID-10
and CVID-WC patients had an increased frequency of transitional and naive B cells when
compared to HC, and decreased frequency of unswitched memory B cells and also plasmablasts.
A significant decrease was observed in total and switched memory B cells of CVID patients,
however, when we subdivided patients according to clinical phenotype, we noticed that there was
a significant decrease in total B cells only in CVID patients with complications. When comparing
the frequency of B cell subpopulations in CVID-10 and CVID-WC, we observed that there were
no significant differences between them. As for PD-1 expression, we identified that this molecule
is reduced in the total B cells of CVID patients and when we divided them in patients with/without
complications, only CVID-WC group presented a significant reduction. In B cells' subgroups, PD-
1 expression was increased only in the transitional B cells compared to HC, being increased in both
groups of CVID patients. Among CVID subgroups, CVID-10 showed increased expression of PD-
1 in switched memory B cells. The frequency of PD-L1 also showed important changes, being
increased in the CVID-IO and HC groups compared to CVID-WC in total B cells. PD-L1
expression in naive B cells was also lower in CVID-WC patients compared to controls.
Conclusions: The expression of PD-1 and PD-L1 differs among CVID-10, CVID-WC and HC
groups, suggesting that these groups represent different patient profiles, which reinforces the need
for ongoing efforts to understand how this pathway behaves in B cell biology and differentiation
to better understand its role in CVID.

Descriptors: Common variable immunodeficiency; B-lymphocytes subsets; T-lymphocytes; Flow
cytometry.
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1. INTRODUCAO

O Sistema Imune é o responsavel pela defesa do organismo, com fungédo de
proteger o individuo da invasio de microorganismos®. As células B atuam na linha de
frente promovendo imunidade diante dos patdgenos através das células B de memoria e
da secrecdo de anticorpos pelas células plasmaticas?. Durante o desenvolvimento e
diferenciacdo das células B ocorrem eventos de recombina¢do génica com amplo espectro
de especificidade para que o receptor de célula B (BCR) seja capaz de reconhecer
qualquer antigeno. Somente as células B que expressam a por¢do ndo-autorreativa do
BCR s#o toleradas e capazes de sobreviver. A partir de entéo, os linfocitos B (LB) saem
da medula 6ssea expressando dois isotipos de imunoglobulinas (Ig) chamadas de IgM e
IgD. Ambos isotipos sdo expressos por meio de splicing alternativo e possuem
especificidade idéntica. Ao haver o encontro com antigeno atraves do seu BCR, esses LB
naive que estavam em repouso, tornam-se ativados e subsequentemente passam a gerar
uma resposta imune. A expansao clonal é fundamental para que a resposta das células B
do Centro Germinativo (GC) seja funcional e produza uma quantidade ideal de células
selecionadas capazes de garantir a memoria imunologica. As vias e moléculas que
controlam as respostas proliferativas sdo essenciais para modular a resposta imune que

adquirimos por meio de contato com antigenos?.

O defeito de um ou mais componentes do Sistema Imune podem induzir a
patologias graves, que sdo coletivamente designadas como Imunodeficiéncias Primarias*
ou, mais recentemente, Erros Inatos da Imunidade (EII). Falhas do Sistema Imune podem
envolver elementos da Imunidade Inata como fagdcitos mononucleares,
polimorfonucleares, células dendriticas, células Natural Killer (NK) e proteinas do
Sistema Complemento, ou da imunidade adaptativa, como os linfécitos T (LT) e B,
levando mais frequentemente a quadros de infec¢Ges de repeticdo, mas também, doencas

autoimunes, alergias, doencas enddcrinas e desenvolvimentos de tumores®.



1.1  Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV)

A Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV) foi descrita pela primeira vez em 1953
por Janeway et al.®, como um erro relacionado a imunidade, que se insere no grupo de
deficiéncias predominantes de anticorpos e que, na grande maioria dos pacientes, resulta
em infeccbes de repeticdo alem de suscetibilidade aumentada a doencas autoimunes,
inflamatorias e neoplasias®. E a imunodeficiéncia diagnosticada por exclusio de outras
causas primarias e secundarias sintomética mais comum em adultos, caracterizada por
hipogamaglobulinemia e reduzida/ausente capacidade de producdo de anticorpos
especificos® 8, Esta imunodeficiéncia representa um grupo heterogéneo de doengas que
tém a hipogamaglobulinemia como denominador comum, a maioria com etiologia
desconhecida®, estabelecendo-se em qualquer faixa etaria, porém com distribuicdo
bimodal preferencial, com picos na infancia em torno dos 10 anos, mas de forma mais
prevalente, entre a segunda e terceira década de vida’. Homens e mulheres sdo afetados
igualmente, entretanto, estudos mostram que existe uma predominancia do sexo
masculino (2:1) antes dos 11 anos, e esta diferenca vai se tornando cada vez menos
pronunciada até os 30 anos, e, apds a terceira década de vida ha um ligeiro predominio
do sexo feminino (1,3:1)1% 1,

Né&o ha dados precisos em relacédo a prevaléncia da ICV, entretanto, é estimado que
ocorra entre 1 a cada 10.000 até 1 a cada 50.000 individuos®. A maioria dos pacientes
manifesta a doenca de forma esporadica, porém, entre 10-25% apresentam heranca
familiar, podendo ser autossdmica dominante ou recessival? 13 14,

As manifestacBes clinicas mais comuns na ICV sdo as infec¢bes bacterianas de
repeticdo, especialmente no trato respiratorio® "8 como sinusites, otites e pneumonias,
causadas principalmente por bactérias encapsuladas como Streptococcus pneumoniae e
Haemophilus influenzae™®.

Além destas, a ICV apresenta outras manifestacdes clinicas como autoimunidade,
com ligeira predominancia em mulheres, neoplasias e gastroenteropatia crénica com
diarreia decorrente de infec¢fes por microorganismos como Giardia lambia, Salmonella,
Shigella e Campylobacter, podendo inclusive levar a Sindrome de ma-absorgéo; diarreia
por intolerancias alimentares ou diarreia decorrente de doencas inflamatorias intestinais.

Entre 20% a 50% dos pacientes ICV desenvolvem algum fendmeno autoimune ou



doencas inflamatorias, sendo estas as manifestagdes clinicas ndo infecciosas mais

comunst®t 15,

Figura 1: Caracteristicas clinicas dos pacientes com ICV
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Pacientes com ICV podem ter mais de uma complicagdo. [abreviacdes: L/N = Linfoadenopatia; LIP =
Pneumonia linfocitica intersticial; HNRH = Hiperplasia nodular regenerativa hepatica].
Modificado de: Chapel H, 20096

1.2 Imunidade Adaptativa na ICV

Diversos disturbios celulares foram observados nos pacientes com ICV. A principal
alteracdo encontrada nesses individuos estd ligada aos linfocitos B (LB). Apesar da
maioria dos pacientes apresentarem niveis normais de LB, alguns estudos reportaram
diminuicdo da quantidade destes linfécitos em 40 a 50% dos acometidos, entre os quais,
10% apresentaram reducdo drastica ou até auséncia destas células, levando
provavelmente a uma progressao mais rapida e grave da doencga'’.

Os LB dos pacientes com ICV expressam um fendtipo caracteristico de células
imaturas, apresentando dificuldade na diferenciagdo para células efetoras e de memorial®.
Morbach et al., 2010, estudando as subpopulagdes destas células, verificaram que a

frequéncia de LB naive e LB transitorio diminuem consideravelmente no decorrer dos



anos em individuos saudaveis®®, enquanto que, pacientes com ICV apresentam aumento
da frequéncia destas duas subpopulacdes® % ,contudo, o aumento na populagdo naive
estava relacionado a presenca de linfadenopatia, dados que foram corroborados por
Mouilot et. al., 2010%.

Em individuos saudaveis observa-se, com o passar dos anos, aumento gradativo das
subpopulacdes de LB de memoria, ja que no decorrer da vida as pessoas entram em
contato com diversos microorganismos, desenvolvendo anticorpos eficazes contra eles, e
assim gerando memdria imunoldgica. O oposto ocorre nos pacientes com ICV, e esta
associado a deficiéncia de anticorpos e consequente suscetibilidade aumentada a
infecches??.

A reducéo de LB de zona marginal (MZB) faz com que os pacientes com ICV sejam
mais suscetiveis a infeccBes por Streptococcus pneumoniae, apresentem resposta
deficiente a imunizacdo contra pneumococos, e desenvolvam dano pulmonar
progressivo?* 23,

Outra subpopulacédo de LB cujas anormalidades foram associadas a manifestacdes
clinicas foi a de plasmoblastos (PBL). Em 2007, Castigli et al.,>* verificaram consideravel
reducéo na frequéncia desta subpopulacdo em pacientes com ICV e Wehr et al., 2008°
constataram uma correlacdo inversa entre autoimunidade e a frequéncia de PBL, pois 0s
pacientes com reducéo deste subtipo de LB apresentavam maior prevaléncia de doencas
autoimunes.

Na nossa coorte, Pedreschi et al., 2014%° também observou reducéo das células B
de memdria comutadas, entretanto, ndo verificou alteracdo de frequéncia das células B de
zona marginal (MZBs). Ainda, constatou reducéo do numero de plasmoblastos, mas sem
correlacdo com a presenca de autoimunidade. Notou também aumento da populagéo de
células CD21'°" em pacientes do sexo feminino.

Alteracdes em linfocitos T também ja foram descritas, sugerindo defeitos
imunoldgicos combinados?®. Diversos estudos demonstraram falhas em linfocitos T (LT),
como diminuicdo de LT naive?::2%:%7 defeitos envolvendo o efluxo timico?®, diminuicio
da proliferagdo ao estimulo com antigenos especificos’, producio deficiente de citocinas,
como IL-10, IL-17, IL-13, e 1L-9%% %0 aumento de apoptose®!, reducdo na expressdo de
CD40L em LT ativados?’, diminuicdo de células Treg > 3% 34 3536 aumento cronico da
ativacdo de LT CD4*%, entre outros. Também ja foram descritos defeitos na
diferenciacdo, maturacdo e funcdo de células dendriticas (DCs) e mondcitos®” 3. A



auséncia ou falha na interacdo dos LT e células fagocitarias com os LB resulta na ativacéo
ineficiente e insuficiente producgéo de anticorpos especificos, 0 que contribui para o perfil
deficiente dos LB nestes pacientes3?: 6.

Em nosso grupo, Paquin-Proulx et al., 2013 e Barsotti et al., 2016 também
observaram reducéo de células Treg nos pacientes com ICV3% 40, Ainda, Barsotti et al.,
notaram a reducdo de células B reguladoras produtoras de IL-10 (B10). E embora as
células B10 desempenhem um papel vital na expansao de Treg, ndo foi observada uma
frequéncia alta destas células em nossa coorte*°. Outro dado interessante, referente aos
pacientes estudados, e apontado por Paquin-Proulx et al., 2014, foi o persistente quadro
de ativacdo e exaustdo de LT em pacientes recém diagnosticados com ICV sem
tratamento com IGIV. Foi observado ainda o aumento da expressdo de moléculas
inibitdrias, como PD-1 e CTLA-4 em LT CD4" nestes pacientes*.

AlteracGes na frequéncia de células T foliculares (LTrH), que sdo essenciais para
auxiliar o LB natroca de classes de imunoglobulinas, produzir células plasmaticas e gerar
LB de memoria tem sido descrito em diversos estudos*? 4% 44, Coraglia et al., 2016
estudaram as caracteristicas e funcdes dessas células em pacientes com ICV e relataram
aumento da expressao delas nos pacientes em relacdo aos individuos saudaveis, tendo

sido observado inclusive o aumento da coexpressdo das moléculas CXCR5 e PD-1%,

1.3  Fatores genéticos relacionados a ICV

Os defeitos monogénicos associados ao fendtipo de ICV, apesar de serem
observados numa menor porcentagem dos pacientes, tém se expandido rapidamente,
sendo estimado em algumas coortes entre 30% e 50%, dependendo da populagéo estudada
e do rigor do diagndstico da ICV4% 46,

Analise de exoma completo e do genoma inteiro destes pacientes sdo importantes
para descobrir alteracGes genéticas, contudo, mais da metade dos pacientes com ICV
ainda ndo tem um diagnostico molecular definido. Apenas 10 a 20% dos pacientes tém
histdrico familiar positivo, enquanto a maioria dos casos ocorre esporadicamente® 4,

Os primeiros defeitos monogénicos descritos em pacientes ICV sdo autossomicos
recessivos (ICOS, CD19, CD20, CD21, CD27, CD81, IL-21, IL-21-R, LRBA, PRKCD,

RAC?2), geralmente associados a consanguinidade. Mutacdes bialélicas em genes como



TACI (Transmembrane Activator and CAML Interactor) e BAFF-R (B cell activating
factor receptor), ADA (adenosine deaminase, RAG1 e RAG2 (Recombination activating
gene 1 and 2) também podem levar ao quadro de ICV. Defeitos autossomicos dominantes
(TNFSF12, CTLA-4, PLCG2, NFKB1, NFKB2, PIK3CD, PIK3R1, VAV1, BLK, IKZF-1
e IRF2BP2) que levam ao quadro de hipogamaglobulinemia também vém sendo descritos
ultimamente?s 46: 47,

Muitos dos genes identificados nos fenotipos de ICV podem ser associados a outras
sindromes ou disturbios, mas ndo necessariamente Sdo responsaveis por levar a
hipogamaglobulinemia, inclusive algumas mutacdes como no gene TACI que estdo
presentes em 10% dos pacientes com ICV também podem ser encontradas em 1% dos
individuos saudaveis® 4 47

Todas as mutacGes encontradas podem influenciar diretamente na diferenciacéo dos
linfocitos B e também nas manifestacGes clinicas desses pacientes, podendo estar
relacionadas com fatores ambientais e causas epigenéticas*. Os principais defeitos

genéticos ja descritos e suas caracteristicas podem ser observados na Tabela 14748,

Tabela 1 — Defeitos monogénicos associados a ICV e principais caracteristicas

Gene Caracteristicas clinicas Caracteristicas laboratoriais

CD19 Infeccdes respiratorias recorrentes Nivel baixo de IgG e IgA, ndo responde
bem a vacinas, LB normais e poucos LB
de memoria

CD20 Infeccdes respiratorias recorrentes Nivel baixo de IgG, ndo responde bem a

vacinas, LB normais e poucos LB de
memaria com troca de isotipo

CD21 InfeccBes respiratorias recorrentes e Nivel baixo de IgG, responde bem a
diarreia vacinas, LB normais e poucos LB de
memaria com troca de isotipo

CD27 Infeccdo por EBV associado a Nivel baixo de IgG e IgA, ndo responde
distdrbios linfoproliferativos, linfoma e bem a vacinas, disfungdo de células T,
alguns casos sinusite recorrente LB normais e auséncia de LB de

memoria



CD81

CTLA-4

ICOS

IL21

IL21R

LRBA

NFKB2

PIK3CD

PIK3R1

Infeccbes  respiratérias  recorrentes,
Pdrpura de Henoch-Schonlein, PTI

Autossdmica dominante, infeccdes
respiratorias, diarreia, infiltrado em
6rgdos linfdides , autoimunidade

InfeccBes  respiratorias  recorrentes,
infeccdes gastrointestinais,
autoimunidade em alguns

recorrentes,
infeccOes

InfeccBes  respiratorias
Cryptosporidium,  outras
bacterianas/ virais

Infeccdes respiratorias recorrentes, DII

InfeccBes  respiratorias  recorrentes,
enteropatia, citopenias autoimunes

Autossémica dominante, infeccdes
respiratrias recorrentes, meningite
meningocdcica, insuficiéncia adrenal,
PTI

Autossdmica dominante ou recessiva,
infeccbes  respiratorias  recorrentes,
autoimunidade, linfoma de células B

Autossdmica dominante ou recessiva,
infeccBes  respiratorias  recorrentes,
Linfoma de células B, atraso no
desenvolvimento neurolégico

Nivel baixo de IgG e IgA, ndo responde
bem a vacinas, LB normais e poucos LB
de memoria

Nivel baixo de IgG e IgA, ndo responde
bem a vacinas, LB totais diminuidos e
poucos LB de com troca de isotipo

Nivel baixo de 1gG e IgA (IgM em alguns
casos), ndo responde bem a vacinas,
poucos LB totais, poucos LB de memoria
e baixa funcdo efetora de LT CD4/CD8

Nivel baixo de IgG, nivel alto de IgE, ndo
responde bem a vacinas, poucos LB,
poucos LB de memoria, pouca producao
de citocinas por LT, baixa citotoxicidade
de células NK

Nivel baixo de 1gG, nivel alto de IgE, ndo
responde bem a vacinas, poucos LB,
poucos LB de memoria, baixa resposta
de LT a antigenos

Nivel baixo de 1gG, IgA e IgM, ndo
responde bem a vacinas, poucos ou
normais LB totais, poucos LB de
memaria com troca de isotipo

Em alguns casos: nivel baixo de IgG, IgA
e/ou IgM, ndo responde bem a vacinas,
LB normais e poucos LB de memoria

Nivel baixo de IgG e IgA , IgM
aumentada, ndo respondem bem a
vacinas, poucos LT e LB, poucos LB de
memaria com troca de isotipo, muitos LB
transicionais

Nivel baixo de
aumentada

IgG e IgA, IgM



RAC-2

TWEAK

BAFF-R

NFKB1

NFKB2

IKZF1

LRBA

IRF2BP
2

MOGS

PTEN

TRNT1

Infeccbes  respiratérias  recorrentes,
glomerulonefrite  pds-estreptocécica,
tireoidite autoimune

Autossdmica dominante,
respiratorias recorrentes,
meningocdcica, verrugas

infecgdes
meningite

Autossomica recessiva, manifestacdes
clinicas diversas

Autossomica
sinopulmonares

dominante,
recorrentes,

infeccdes
DPOC,

EBV associado a distarbios
linfoproliferativos, citopenias
autoimunes, alopecia, e tireoidite
autoimune

Autossémica dominante, infecgdes

sinopulmonares recorrentes, alopecia,
endocrinopatias

Autossébmica dominante,
recorrentes, LLA

infecgdes

Autossdmica recessiva, DPI,
autoimunidade, doenca inflamatoria
intestinal, endocrinopatias em alguns
pacientes

Autossébmica dominante,
recorrentes, Colite

infeccdes

Autossdmica recessiva, infecgdes virais
e bacterianas, distarbios neurolégicos
Severos, hipotonia, convulsodes,
caracteristicas dismorficas

Autossdmica
recorrentes,
macrocefalia

dominante, infeccGes
sindrome de Cowden,

Autossdmica recessiva, anemia
sideroblastica congénita, surdez, atraso
no desenvolvimento

Nivel baixo de IgG, IgA e IgM, ndo
responde bem a vacinas, poucos/ normais
LB, poucos LT naive

Nivel baixo de 1gG e IgA, ndo produz
anticorpo  anti-pneumocécico  néo
responde bem a vacinas, poucos/normais
LB totais e poucos LB de memoria,
neutropenia, trombocitopenia

Nivel baixo de I1gG e IgM

Nivel normal ou baixo de IgG, IgA e
IgM, normal ou pouco LB, pouco LB de
memoria

Nivel baixo de IgG , IgA e IgM, poucos
LB

Nivel baixo de 1gG e IgA e/ou IgM

Nivel baixo de IgG e IgA

Hipogamaglobulinemia

Hipogamaglobulinemia

Nivel baixo de 1gG e IgA

Nivel baixo de
Linfopenia B

IgG, I1gA e IgM,



TTC37 Autossdmica  recessiva, infeccBes Hipogamaglobulinemia por producéo
recorrentes  virais e bacterianas, deficiente de anticorpo
tricorrexis nodosa

ATP6AP  Autossdmica dominante, Hepatopatia, Hipogamaglobulinemia
1 anormalidades neurocognitivas

PLCG2  Autossémica dominante, urticaria a Nivel baixo de 1gG e IgA, poucos LB,
frio, lesbes cutaneas, pneumonite producdo deficiente de anticorpos
intersticial inespecifica

Modificado de Bonilla et al., 2016; Picard C, Gaspar HB, AL-Herz W, et al.,2018. [Abreviagdes: EBV=
Virus Epstein Barr; DIl = Doenca inflamatoria intestinal; PTI = parpura trombocitopénica idiopatica; NK
= células assassinas naturais]; DPOC = Doenca pulmonar obstrutiva cronica; LLA = Leucemia linfoblastica
aguda; DPI = Doenca pulmonar intersticial®’.

1.4 Critérios diagndsticos e classificacao fenotipica da ICV

Os critérios diagndsticos da ICV estabelecidos em 1999 por Conley et al., foram
revisados em 2009, por Chapel & Cunningham-Rundles: paciente homem ou mulher com
idade igual ou acima de 4 anos; niveis séricos de IgG < 4,5 g/L para adultos ou menor
que percentil 2,5 do normal para a idade; IgA e/ou IgM abaixo do limite inferior para a
idade; auséncia de resposta significativa de producdo de anticorpos antigeno-especificos
apos imunizagdo ou exposicdo ao antigeno em pelo menos 2 ensaios; exclusdo das outras
causas conhecidas de falha na producdo de imunoglobulinas®®.

Entretanto, Ameratunga et al. 2013 propds novos critérios de diagnostico da ICV
onde, além das caracteristicas ja estabelecidas anteriormente também se acrescentam
critérios como sequelas que podem ser atribuidas a deficiéncia imunoldgica, evidéncias
laboratoriais que reforcam a hipotese de ICV ou a presenca de marcadores histoldgicos
relativamente especificos para ICV*°.

A ESID em 2019°° adaptou os critérios de diagndsticos para ICV, conforme

apresentado na Tabela 2.



Tabela 2 — Critérios diagnosticos para ICV (ESID, 2019)

Critérios para provavel
diagnostico clinico

Sugestdo para diagnostico
clinico alternativo

Deve atender ao menos um:

1. Susceptibilidade aumentada a

infeccdes

2. ManifestagOes autoimunes Pacientes menores de 4 anos devem
3. Doenga granulomatosa ser considerados como “Deficiéncia de
4. Linfoproliferacdo policlonal anticorpos ndo-classificada”

inexplicavel Pacientes com  evidéncia de
5. Ter algum membro da familia com deficiéncia profunda de células T devem ser
deficiéncia de anticorpos considerados  como  “Imunodeficiéncia
6. Diminuicéo dos niveis séricos de IgG Combinada ndo-classificada”

e IgA, podendo ou nédo ser acompanhada da
diminuicdo de IgM (< 2 desvios padrédo da
média para idade)

E ao menos um dos seguintes:

1. Resposta prejudicada a vacinas e/ou
auséncia de isohemaglutininas

2. Reducdo de células B de memdria (<
70% da média para idade)

3. E exclusdo de outras causas para
hipogamaglobulinemia

4. E diagndstico pode ser estabelecido

apoés os 4 anos de idade, entretanto, 0s
sintomas podem aparecer antes

E nenhuma evidéncia de deficiéncia profunda
de células T, definidas como as seguintes:

1. CD4 (cél/mL): 2a 6 anos <300, 6 a 12
anos < 250, > 12 anos < 200

2. %CD4 naive: 2 a 6 anos <25%, 6 a 16
anos <20%, >16 anos <10%

3. Auséncia de proliferacdo de células T.

Adaptado de: Sociedade Européia de Imunodeficiéncias (ESID) registrado em 2019.

Em 2008, o grupo multicéntrico europeu realizou um estudo com 303 pacientes
com ICV a fim de estabelecer um consenso entre as duas classificagdes existentes com
base na fenotipagem de células B através da citometria de fluxo (classificacdo de Freiburg
e Paris), propondo a classificagdo EUROclass, sendo as celulas B fenotipadas pela
expressao de CD19, IgD/IgM, CD27, CD21 e CD38, onde 0s pacientes com mais de 1%
de células B circulantes (B*, cerca de 90% dos pacientes) foram diferenciados daqueles
com menos de 1% de células B circulantes (B-, menos de 10% dos pacientes)® 1°. Neste
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estudo, Wehr et al., 2008, dividiram os linfocitos B circulantes em até seis subpopulacoes
diferentes para analise e a distribuicdo dessas subpopulac@es, diferenciando as células B
antigeno-dependentes e antigeno-independentes, sendo possivel diferenciar células B
naive (IgM*IgD*CD27") de células B de zona marginal — MZB (IgM*lgD*CD27") e de
células B de memdria com troca de isotipo - SMB (IgD"CD27"), células B transitorias
(CD38M9"|gMM9") de células B ativadas (CD21'°"CD38'°") e de plasmoblastos com troca
de isotipo — PBL (CD38+++IgM-). Uma observacdo importante foi a frequéncia maior
de LB CD21"°" em pacientes com ICV, considerada uma populacio de célula B imatura,
em relacdo a individuos saudaveis, sendo este aumento relacionado a maior prevaléncia
de esplenomegalia e granulomatose® %°,

Por conta da variedade de manifestacdes clinicas e imunoldgicas descritas em
pacientes com ICV, Chapel et al., 2008 propuseram a divisdo dos pacientes em cinco
fendtipos clinicos: a) sem complicacdes (apenas infeccbes de repeticdo); b) presenca de
autoimunidade; c)doenca linfoproliferativa benigna; d) enteropatia; e) presenca de
linfoma. Jolles et al., 2012 propuseram os seguintes subgrupos: a) sem complicacoes
(apenas infeccBes de repeticdo), b) citopenias (trombocitopenias, anemia hemolitica e
neutropenias), ¢) pacientes com linfoproliferacdo policlonal (granulomas, pneumonia
linfocitica intersticial, linfadenopatia persistente inexplicavel) e d) enteropatias néo-
explicadas®. Na nossa coorte, Pedreschi et al., 2014 3" também observaram reducdo das
células de memoria comutadas, entretanto, ndo observaram alteracdo de frequéncia das
MZBs?. Em um estudo anterior realizado em 2011 Pedreschi et al., observaram reducéo
do numero de plasmoblastos, mas sem correlacdo com a presenca de autoimunidade e,
em relacéo as células CD21'°%, constatou um aumento desta populac&o nos pacientes com
ICV, mas apenas no sexo feminino®L.

Mais recentemente, em 2015, Abbott et al., dividiram clinicamente os pacientes
entre: portadores de doencas hepaticas, doencas intestinais, doencas pulmonares,
citopenias, doengas linfoproliferativas e malignidade®. Por ultimo, Bonilla et al., 2016
sugere a divisdo em dois grupos: os com infecgOes apenas e 0S que apresentam
complicagbes ndo-infecciosas; uma vez que 0 primeiro grupo tem comportamento

semelhante a individuos normais e o segundo tem risco de morte onze vezes maior*’.
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1.5 Viadesinalizagdo PD-1/PD-L1

A familia de coestimuladores CD28/B7 é uma das mais importantes para formar

e regular as respostas imunes adaptativas, sendo composta pelos sinais positivos de CD28

e coestimulador indutivel de célula T (ICOS) e pelos sinais negativos de proteina 4

associada a linfocito T citotoxico (CTLA-4), proteina de morte celular programada 1 (PD-

1) e atenuador de linfécito T e B (BTLA). Esses sinais sdo conhecidos principalmente

pelo seu papel regulador na ativacdo dos linfocitos T, entretanto, também estdo

envolvidos em outros aspectos do sistema imune adaptativo, como na diferenciacédo de

linfocitos, maturacdo, adesdo, quimiotaxia e producdo de citocinas® conforme

demonstrado na Figura 2%,

Figura 2: Moléculas coestimulatérias responsaveis por regular positiva ou negativamente a

resposta imune.
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As moléculas supressoras sdo representadas por LAG3, TIM-3, PD-1 e CTLA-4 e seus respectivos ligantes
B7-H3 ou H4, Galectina 9, PD-L1 ou PD-L2 e B7-1 ou B7-2. As moléculas estimuladoras sao representadas
por CD28, ICOS, HVEN, OX40, 41BB, CD40L e seus respectivos ligantes B7-1-B7-2, ICOS-L, LIGHT,

OX40L, 41BBL e CD40.
Adaptado de: Agrawal et al., 2018.
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PD-L1 é expresso em LB, LT, DC, macrofagos, e em células endoteliais, epiteliais,
musculares e trofoblasticas, enquanto PD—L2 em linfocitos B1. O papel destes ligantes
nos LB ainda é pouco estudado, sendo a maioria das pesquisas voltadas para interacao de
células T com células dendriticas. Curiosamente, PD-1 é altamente expresso em linfécitos
Ten, que s@o essenciais na interagdo com LB para a formagéo do GC, expanséo e troca de
classe de imunoglobulinas®s %,

Segundo trabalho de Thibult et al., 2013, PD-1 é expresso em todas as
subpopulacBes de LB no sangue periférico e linfonodos, desde LB naive até mais
fortemente expresso nos LB de memdria IgM, entretanto, a expressao de PD-1 é muito
reduzida nos LB do Centro Germinativo. Esta importante observacdo sugere que a
expressdo de PD-1 necessita ser “desligada” no Centro Germinativo para permitir que
ocorra a proliferacdo de LB e o processo de selecdo de outros LB de memoria. Do ponto
de vista funcional, ha evidéncias de que PD-1 é uma nova molécula inibidora da ativacao
de linfdcitos B humanos. Em particular, este estudo mostrou que o PD-1 agrupado com o
BCR em resposta ao estimulo de Toll-Like Receptor 9 (TLR9), ocasionou numerosos
efeitos inibitdrios sobre o processo de ativacao de LB. De fato, algumas doengas causam
danos irreversiveis devido a respostas imunoldgicas exacerbadas, tais como infeccao pelo
Virus Sincicial Respiratério (VSR) em criangas pequenas, doencas alérgicas ou doencas
autoimunes. Neste mesmo estudo, os autores demonstraram que PD-1 é um outro inibidor
da ativacio de LB mediada por ligantes do tipo Toll-Like Receptor (TLR)%3,

A via de sinalizacdo PD-1/PD-L1 esta sendo objeto de intensa pesquisa, ja que um
maior entendimento e uma adequada manipulagdo destas novas vias coestimuladoras
levariam a criacdo de estratégias para modular a resposta imune, uma vez que PD-1/PD-
L1 é capaz de modular as respostas de linfocitos T e B previamente ativados bloqueando
a proliferacio antigeno especifica, producéo de citocinas e funcéo citolitica® .

Em especial nas doengas malignas, demonstrou-se que o aumento da expressao de
PD-L1 pode permitir que as células cancerigenas escapem do sistema imune. Neste
contexto, existem inimeros inibidores de PD-L1 em desenvolvimento e alguns ja em uso
na préatica clinica®® %7,

Em 2010, Good-Jacobson et al. relataram que PD-1 e seus ligantes tinham um papel
desconhecido na regulacdo da resposta humoral primaria e que o efeito mais proeminente
na auséncia PD-1 era a diminuicdo das células plasméticas de vida longa. Eles utilizaram
camundongos com deficiéncia de PD-1 ou em PD-L1 e/ou PD-L2 juntamente com a
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transferéncia de células da medula dssea para delinear as principais interac@es e requisitos
celulares para a regulagédo da resposta, e seus resultados mostraram o envolvimento de
PD-1 nas células T e de PD-L1 e/ou PD-L2 nas células B para a formacdo das células
plasméticas de vida longa®®.

Na figura 3, ilustra-se como esta via de sinalizagdo pode influenciar na producao
de anticorpos e células plasmaticas®®.

Figura 3: Influéncia da sinalizagdo da via PD-1/PD-L1 na resposta humoral.
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A.(a) PD-1 é altamente expresso em LB naive. Na imunidade humoral independente de células T, a ativacéo
da sinalizagdo desta via inibe a resposta do BCR e, portanto, suprime a expansao dos linfécitos Bl e a
subsequente producdo de 1gG de longa duragdo. (b) em contraste nitido com a resposta imune inata, a
sinalizac&o por PD-1 atua como um promotor, pelo menos parcialmente, da imunidade humoral dependente
de célula T. Tanto as células Ten, como as Ter expressam PD-1. As células Ten sd0 especializadas em
auxiliar as reagcdes do GC, enquanto as células Trr servem para inibir as fungdes das Ten. NoO centro de
proliferacéo, a ligagdo de PD-1 com PD-L1 expressos nos LB reduz profundamente a abundancia de células
Ter € aumenta o nivel de IL-21 produzido por células Trn, levando a uma melhor reagdo do GC e
consequentemente a uma melhor formacéo de células plasmaticas de vida longa e LB de memoria. B.
Entretanto, um subtipo de LB que expressa elevados niveis de PD-L1 pode suprimir as funcdes de células
Ten de maneira dependente de PD-L1. Os LB que expressam elevados niveis de PD-L1 limitam a
diferenciacdo de LT CD4* para Ten por autoregulacdo de STATS e inibicdo de Akt e STATS3, e portanto
diminui as rea¢des do GC, reduzindo consequentemente a resposta humoral dependente de célula T.
Adaptado de XIA et al., 2016.

No estudo de Good-Jacobson et al., 2010, apesar de reduzidas, as respostas de
plasmdcitos ndo estdo ausentes na falta de sinalizacéo por PD-1, indicando que a interacao
entre PD-1 e seus ligantes controla o decorrer da resposta, entretanto, ndo é o Unico

responsavel pela resposta de producao de anticorpos. Ainda, eles sugerem que a producgao
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de resposta humoral quantitativa e qualitativa ocorre de forma integrada pelas moléculas
responsaveis pelos sinais de sobrevivéncia e diferencia¢do nos linfécitos B do GC, como
PD-1 e IL-21%,

Cubas et al., 2013, notaram que na interacdo dos LB e células Try no centro
germinativo de pacientes com HIV, ocorria um aumento da expressao de PD-1 em células
TrH, que resultava na inibicdo da proliferacdo e ativacdo celular, além da inibigcdo da
atividade de ICOS, afetando outros fatores de transcricdo e reduzindo a secre¢do de
citocinas importantes como IL-4 e 1L-21%. Consequentemente, a diferenciacio terminal
de LB em células plasmaticas e producdo de imunoglobulinas estaria prejudicada®®.
Ainda, descreveram que a suplementagdo com IL-21 pode restaurar e melhorar a
producéo de anticorpos e que o bloqueio da via PD-1/ PD-L1 através de um ensaio de co-
culturas de linfocitos Trx com células B restaura significativamente a producdo de 1gG.

Contudo, em individuos sem infecgdo ndo houve melhora na producéo de anticorpos®*.

Figura 4: Efeito da Via PD-1/PD-L1.

BAFF BAFF or APRIL

Essa via funciona regulando a resposta imune negativamente, suprimindo a proliferacdo, ativacdo,
sobrevivéncia e expressdo de 1ICOS, consequentemente afeta os sinais de transcricdo de c-MAf e reduz a
expressdo de IL-21 e IL-4 que sdo citocinas importantes para prevenir a apoptose e induzir a sobrevivéncia
de linfécitos B, sua diferenciacdo e proliferacdo, consequentemente reduzindo a quantidade de células
plasmaticas e anticorpos.

Adaptado de: Khan et al., 2014.
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Khan et al., 2015 demonstrou que a expressao de PD-L1 em células Breg pode
exibir um papel importante na resposta humoral através da supressao de linfocitos Trr°.

1.6 Linfocitos Trn e a Imunodeficiéncia Comum Variavel

Os linfécitos B de memoria (células de vida longa) se desenvolvem durante a
resposta imune, ap0s contato com antigenos e consequente expansdo clonal e
diferenciacdo dos linfdcitos. Tais células de memdria garantem certa protecdo quando ha
um novo contato com o antigeno, possibilitando uma resposta qualitativa e
quantitativamente maior e mais rapida, comparada aquela originada pelas células naive®.,

Células T foliculares (TrH) sdo um subtipo de LT CD4" que migram para o centro
germinativo para auxiliar no direcionamento da maturacdo e diferenciagéo de LB no GC.
No inicio, eram identificadas pela expressdo da quimiocina CXCR5. Posteriormente,
identificou-se que estas células também podem expressar ICOS, PD-1 e IL-21, além de
BCL-6, que é o fator de transcricdo mais importante para geracio destas células®® 61,

Normalmente, o padrdo de receptores de quimiocinas, expressos funcionalmente,
costuma ser proprio de populacdes de células T. J& foi comprovado que CXCR5 costuma
ser visto em células T situadas em GCs e foliculos, que dizem respeito a moléculas co-
estimulatorias (CD40L, ICOS), essenciais & maturagio e & sobrevivéncia das células B%
63.

Esse co-estimulador induzivel (ICOS) é essencial as células Try. Tanto humanos,
quanto camundongos com deficiéncia de ICOS apresentam reducgdo significativa da
funcdo reguladora na ativacdo dos LT do GC e de células TrH. Assim, os fatores mediados
por ICOS sdo imprescindiveis a estas células. Sdo fornecidos por células dendriticas na
zona de células T, induzindo estas a expressarem Bcl-6, um repressor transcricional
fundamental para estas células Trn. O ICOS também atua como uma molécula co-
estimuladora critica na inducéo da producéo de IL-21 pelas células Trn. O receptor imune
inibitorio PD-1 é igualmente expresso em células TrH e parece regular a atividade destas
células nos GCs5% 6465,

As células T CD4", além de dar uma resposta de GC em o6rgdos linfoides

secundarios, também sdo Uteis as células B em locais extrafoliculares, induzindo a
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diferenciacdo de células B em células plasméticas. Com isso, h4 uma contribuigdo
importante para a geracao precoce de anticorpos especificos, ap6s o desafio antigénico.
Estas células T auxiliares CD4" extrafoliculares costumam compartilhar os mecanismos
de desenvolvimento, fendtipos e de propriedades funcionais com células Trn. S@0, assim,
considerados como pertencentes a linhagem Te®°.

As células T CD4"CXCR5" do sangue humano correspondem a um compartimento
de memoria circulante de células da linhagem T folicular auxiliar (Trn). Determinados
estudos tém demonstrado que as células Try de memoria do sangue costumam ser
formadas fenotipicamente e funcionalmente por subconjuntos distintos. Estas células Trh
s8o essenciais para o entendimento da patogénese de doengas autoimunes e do modo de
acdo das vacinas®? 6465,

Localizadas nas citocinas expressas, as células T CXCR5 ndo entram na
classificacdo Th1/Th2, mas fazem parte de um subconjunto associado as células B.
Considerando que tais celulas apresentam todas as caracteristicas requeridas a
manutencdo das células B nos foliculos linféides, estas podem ser denominadas de
“células T auxiliares B foliculares (Trn )%,

As celulas T foliculares (Trn) desempenham um papel imprescindivel na imunidade
protetora, auxiliando as células B na producéao de anticorpos contra patdgenos estranhos.
Estdo localizadas nos érgdos secundarios linféides (SLOs), incluindo a tonsila, o baco e
o0s ganglios linfaticos. Tais 6rgdos possuem inumeros linfécitos, separados em zonas de
células T e B. No entanto, sdo vistos interagindo, na maior parte do tempo, com células
B. Além de estarem presentes em SLOs, as Try também podem ser encontradas na
circulagao®? 636465,

As celulas Trn exercem uma funcdo vital também na formagdo de centros
germinativos, que sdo estruturas diversas localizadas dentro das zonas de células B de
SLOs no decorrer de uma resposta imune continua®? 63 €,

Essas células sdo indispensaveis para a geracdo de células B de alta afinidade
através da reagdo do centro germinativo. Células Trx podem ser encontradas em GCs nos
orgéos linfoides e dispGem de diversos recursos associados as suas funcdes auxiliares. O
ligante de CD40 (CD40L) na superficie deste tipo de células possibilita o envio de sinais
paraas células B, por meio do CDA40, e induz as células B na diferenciag@o e na comutacao

de classe. A proteina relacionada a SLAM do adaptador de sinalizagcdo (SAP) possui um
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papel fundamental nas interacdes de células T e B estaveis, necessarias a célula Ty 5253
64, 65.

Dentro de GCs, as células B costumam ser conhecidas como células GC B e
costumam se multiplicar rapidamente, além de apresentarem grande diversificacdo de
anticorpos. GCs se constituem ainda no ambiente em que essas células B sdo divididas
entre células plasmaticas secretoras de anticorpos e células B de memoria que
possibilitam a producio de anticorpos de longa durag&o®® 54,

Tal processo de divisdo das células é conduzido pelas TrH, que fornecem
diretamente a co-estimulagdo para as células B, por meio da molécula co-estimuladora
CDA40 interagindo com o ligante de CD40 (CD40L) e pela producéo da citocina IL-21,
que leva a proliferacdo de células B. Normalmente a producéo por Trn pode definir qual
tipo de anticorpo serd produzido. H4 uma forte correlacdo entre Try € as células GC B.
No entanto, na auséncia de TrH, GCs costumam n&o se formar, podendo ser observados
possiveis defeitos de anticorpos®? 3,

Geralmente as Trn s80 determinadas pelo fator de transcrigdo, pelos linfomas de
células B 6 (Bcl-6) e por uma série de células determinantes de superficie, incluindo
CXCRS5, PD1 e ICOS. O processo de diferenciacdo de Trn inclui diferentes etapas. A
primeira delas diz respeito a zona de células T dos SLOs®% 53,

Devido a dificuldade de se estudar os tecidos linfdides, pesquisadores tém investido
em estudar um subtipo circulante de células T CD4* de memoria que se assemelham
parcialmente as células Trn presentes nos linfonodos, sendo nomeadas como células Trn
periféricas (pTrn). Essas células sdo caracterizadas pela expressdo de CXCR5 e 1L-21
durante interagdo com as células B. Diferentemente das células Trn convencionais, as
pTeH expressam somente moderados niveis de PD-1 e BCL-6, entretanto, apresentam
semelhanga na capacidade de aumentar a expressdo de ICOS e CD40L através de
estimulacdo por antigenos®®.

Inicialmente as células T CD4" naive reconhecem através de seu receptor de células
T (TCR) peptideos de proteinas apresentados pelo MHC de classe Il por células
dendriticas (DCs). Isso, junto com a estimulacdo adicional por meio da molécula
coestimuladora, ICOS-L, e a producédo de citocina IL-6 por DCs fornece sinais para a
Célula T CD4" expressar Bcl-6 e se comprometer com a linhagem Tgn. A producdo de

Trn costuma demonstrar o receptor de quimiocina CXCRS5 e regular negativamente o
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receptor de quimiocina CCR7, possibilitando que as células migrem em direcdo a zona
de células B.

Na zona das células T e B fronteiricas, a coestimulacdo TCR e ICOS-L é entregue
as células B ativadas, levando ao desenvolvimento de Tth para expressar niveis mais altos
de CXCR5, ICOS e PD1 e migrar para a zona B da célula. Em algumas situagdes, as Tfh
auxiliam no desenvolvimento de GCs completos. As Trn diferenciadas dentro do GC
costumam ser denominadas de GC TrH e expressam o nivel mais alto de CXCRS5, PD1 e
ICOS.

Normalmente as células CXCR5 CD4, quando direcionadas a foliculos de células
B, demonstram 1COS, CD154 e IL-10%". Como consequéncia, ao co-cultivar células T
tonsilares, classificadas como células B, € possivel analisar a producdo de Ig apenas
dentro da fracdo CXCRYS5, identificando, assim, esta populacdo de células como as células
Ten classicas®® .

A funcdo Trn demonstrou ser desregulada em casos onde hd uma quantidade de
doencas de anticorpos em excesso ou insuficiente. Em determinados experimentos, foram
evidenciados aumentos de Trn circulantes no sangue de pacientes com doencas
autoimunes, incluindo ldpus sistémico eritematoso e artrite reumatéide’. Em pacientes
com imunodeficiéncia comum variavel, causada pela deficiéncia ICOS, houve redugédo
severa de Ty circulante e maiores defeitos na geracéo de anticorpos’?.

Por fim, alguns defeitos na funcdo de Trn as células B foram analisados em
pacientes infectados com HIV e contribuem para a incapacidade dos pacientes, na
producéo de anticorpos especificos para a eficacia contra a doenga**.

Diferentes experimentos tém comprovado a ocorréncia de altera¢cdes imunoldgicas
no compartimento de célula T em pacientes com ICV. Nota-se certa associacao entre o
fendtipo clinico analisado em determinados pacientes e os componentes e a fungdo dessas

células*? 72,
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2. JUSTIFICATIVA

Pacientes com ICV apresentam niveis reduzidos de linfécitos B comutados e
niveis reduzidos ou ausentes de plasmoblastos por conta de um disturbio na diferenciacao
terminal de linfocitos B. As observacdes recentes indicam que a via PD-1/PD-L1 podem
influenciar na diferenciacdo de linfdcitos B, sugerindo uma necessidade de estudo desta
via nesses pacientes.

Por ser uma doenca complexa e heterogénea, buscamos homogeneizar o grupo de
pacientes a ser estudado, e optamos por focar nos pacientes com ICV que apresentam
apenas infeccbes de repeticdo, e utilizamos o grupo de pacientes com ICV com
complicacBes ndo infecciosas, além de individuos saudaveis caracterizados como
controles.

O estudo do envolvimento da via PD-1/PD-L1 nos pacientes com ICV pode
melhorar a compreensdo dos mecanismos desta doenca e sugerir possiveis novas formas

terapéuticas a serem aplicadas.
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3. HIPOTESE
A expressdo das moléculas PD-1/PD-L1 nos diferentes subtipos de linfécitos B

estd alterada em pacientes com Imunodeficiéncia Comum Variavel, interferindo na

diferenciacéo terminal destas células, levando a uma falha na produgéo de anticorpos.
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4. OBJETIVOS

4.1

Objetivo Geral:

Avaliar a expressdo de PD-1 e PD-L1 nas diferentes subpopulagdes de linfocitos

B de individuos com Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV) e que apresentam apenas

infeccOes de repeticdo e comparar a pacientes com ICV e manifestagdes ndo infecciosas

e também controles normais.

4.2

Objetivos Especificos:

Estudar a expressdo de PD-1/PD-L1 nas diferentes subpopulacGes de
linfocitos B e identificar possiveis alteragdes que justifiguem falhas na
diferenciacdo terminal de linfocitos B dos pacientes com ICV em células
mononucleares criopreservadas oriundas do sangue periférico;

Observar possiveis diferencas de expressdo destas moléculas entre
pacientes com ICV com infecgdes apenas - sem complicagfes (ICV-S/C)
e pacientes ICV com complicag¢Bes ndo-infecciosas (ICV-C/C).

Avaliar a frequéncia de LTrH em pacientes com ICV

Correlacionar a expressdo de PD-L1 de linfocitos B com PD-1 de

linfocitos T foliculares.
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5. CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

51 Desenho do Estudo

Este trabalho foi desenvolvido como um estudo prospectivo de corte transversal,

com a participa¢do voluntaria dos sujeitos da pesquisa.

5.2 Locais do estudo

O estudo envolveu pacientes com diagnéstico de Imunodeficiéncia Comum
Variavel (ICV) acompanhados no ambulatério de Imunodeficiéncias Primarias do
Servico de Imunologia Clinica e Alergia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Séo Paulo (HC-FMUSP).

As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de Investigacdo Médica
(LIM 60) da Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia da FMUSP.

53 Casuistica

Foram incluidos neste estudo pacientes com diagndstico de Imunodeficiéncia
Comum Variavel (ICV), acompanhados no Ambulatério de Imunodeficiéncias Primarias
do Servico de Imunologia Clinica e Alergia do HCFMUSP. Os critérios diagnésticos
utilizados estdo de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1997) e Grupo
Panamericano de Imunodeficiéncias (PAGID) (Conley et. al.,1999) e ESID. Esses
pacientes foram divididos em subgrupos e selecionados 14 pacientes do grupo com
diagnostico de ICV com infeccOes apenas e sem complicagdes (ICV-S/C). Para
comparagdo entre 0s grupos, estudamos outro subgrupo de pacientes composto por 57
pacientes com ICV complica¢fes ndo infecciosas alem de, adicionarmos um terceiro
grupo que denominamos de Controle representado por 24 individuos saudaveis que, assim

foram classificados por ndo apresentarem nenhuma doenca descrita durante anamnese.
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5.3.1 Critérios de incluséo
e Pacientes com idade entre 18 a 60 anos, de ambos 0s géneros com
diagnostico de ICV, sendo em grupo de pacientes que apresenta infeccoes
apenas e outro que apresenta complicacdes nao infecciosas.
e Pacientes que apresentem frequéncia igual ou superior de 1% de linfocitos
B (CD19%)

5.3.2 Critérios de excluséo:
e pacientes com ICV menores de 18 anos
e pacientes com ICV e linfdcitos B <1%
e pacientes com ICV com infec¢des agudas graves
e pacientes com ICV gestantes
e pacientes com ICV e doengas malignas em tratamento

e pacientes com ICV e imunossupressao grave

5.4 Recrutamento

Todos os voluntérios participantes deste estudo leram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1), aprovado pelo Comité de Etica
para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq), do Hospital das Clinicas da
Universidade de Sdo Paulo — CAAE: 58699416.2.0000.0068 nimero do parecer —
1.752.240) (Anexo 2).

55  Selecdo e avaliacdo dos pacientes

Os pacientes com ICV sdo acompanhados no Ambulatério de Imunodeficiéncias
Priméarias do Servico de Imunologia Clinica e Alergia do HCFMUSP e comparecem
mensalmente ao Servigo para receber a infusdo de Imunoglobulina Intravenosa (IGIV).
Dentre estes pacientes, 14 pacientes com ICV e apenas infeccdes de repeticdo foram

convidados a participar do estudo, assim como, 57 pacientes com ICV e complicacgdes
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nédo-infecciosas. As amostras de sangue foram coletadas, processadas e criopreservadas
no LIM 60.

5.6 Coleta das amostras

Foram coletados 40 mililitros (mL) de sangue periférico por pungdo venosa em

membro superior de cada individuo participante do estudo, ap6s cuidadosa assepsia local.

Foi utilizada a técnica de coleta a vacuo na qual é feita a puncdo da veia do
paciente permitindo que o sangue flua diretamente para o tubo de coleta a vacuo contendo
Acido Citrico Citrato de Sédio e Dextrose (ACD). Esta técnica é ideal, pois possibilita a
coleta de varios tubos e se caracteriza por ser um sistema fechado e sem a necessidade de

contato com a amostra.

O material foi coletado no Ambulatorio de Imunodeficiéncias Priméarias do
Servico de Imunologia Clinica e Alergia do HCFMUSP antes dos pacientes receberem a
infusdo de Imunoglobulina Intravenosa (IGIV) e levados para serem processados no
mesmo dia ao Laboratério de Investigacdo Médica 60 (LIM 60) da Disciplina de
Imunologia Clinica e Alergia da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo
(FMUSP).

Todos os procedimentos laboratoriais foram realizados em cabine de seguranga

biologica devidamente esterilizada. Foi realizada a separacao das células mononucleares

e posterior criopreservacao em nitrogénio liquido.

5.7  Processo de separacéao das celulas mononucleares do sangue periférico
(CMSP)

Em cabine de seguranca bioldgica nivel 2, esterilizada por 15 minutos através da

utilizacdo de luz ultravioleta (UV), os 40mL de sangue coletados de cada voluntario
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foram diluidos separadamente com Solu¢do Tampao Salina balanceada de Hank’s

(HBSS) (Gibco™) na mesma proporgao.

Foram adicionados a cada um de 3 tubos de fundo conico de 50mL, devidamente
identificados, 15mL de Ficoll-Paque™ PLUS (1:1:1, em relagdo a sangue ¢ HBBS) (GE
Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, United Kingdom) (Baerlocher, 2002). Com
estes tubos inclinados a 45°C a amostra diluida em Hank’s foi cuidadosamente
acrescentada pelas paredes criando uma interface entre o Ficoll-Paque™ PLUS e a
amostra de sangue diluida, sem homogeneizacdo do tubo. Estes foram entdo
centrifugados por 40 minutos a 300xg em temperatura de 18 a 20°C, com aceleragéo de 5

e freio de 9.

Apos a centrifugacdo, as células se separaram pela diferenca de densidade de
gradiente, e a camada de interesse com as células mononucleares do sangue periférico
(CMSP) foi aspirada e transferida para um novo tubo de fundo conico, devidamente
identificado. Em seguida, foi adicionado Hank’s a camada de CMSP, completando o
volume de 50mL e procedida a centrifugacdo a 250xg por 10 minutos. O sobrenadante
foi removido e as células novamente lavadas com Hank’s e centrifugadas nas mesmas
condi¢Bes anteriores, removendo-se posteriormente 0 sobrenadante, tendo a

homogeneizacdo do botdo de células.

As hemacias ainda presentes foram lisadas acrescentando 2mL de solugdo tampéao
de Lise ACK [com cloreto de amdnia — 8,3g/L, EDTA disddico dihidratado — 0,0372 e
bicarbonato de potassio — 1,0g/L (Gibco™)] por um periodo de 3 minutos. Para
neutralizar a agdo da solucéo de lise, ap6s 3 minutos foram adicionados 10mL de meio
de cultura R10, composto por: S00mL de meio de cultura RPMI 1640 (Gibco™), SOmL
Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco™) inativado pelo calor (56°C por 45 minutos), SmL
solucdo tampao Hepes 1M (Gibco™); SmL L-Glutamina — 200mM (Gibco™), solugdo
piruvato 100mM (Gibco™), SmL penicilina e estreptomicina (Gibco™), 0,5mL 2-
mercaptoetanol (Gibco™) e novamente foram centrifugados por 10 minutos a 250xg em
temperatura de 18 a 20°C. O sobrenadante foi removido e o botdo de células formado foi
cuidadosamente homogeneizado. Posteriormente foram acrescentados a amostra 10 mL
de Hank’s.
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A partir de uma aliquota de células obtidas definimos a viabilidade celular através
da utilizagdo do corante azul de Tripan 1% (Sigma®), na dilui¢do 1:10 e a correcédo da
concentragéo celular estabelecida para 1x107 células/mL através da contagem realizada

utilizando o contador de células automatizado Countess™ (Thermo Fisher Scientific).

Apos os calculos, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 250xg em
temperatura de 18 a 20°C. As celulas foram ressuspendidas em 1mL de meio de
congelamento, composto por 90% soro fetal bovino (GIBCO™), 10% dimetil sulfoxido
(DMSO) (Sigma®) e transferidas para criotubos especificos, armazenados no freezer -
80°C por aproximadamente 24 horas. Posteriormente, foram transferidos para o tanque

de nitrogénio liquido.

Todas as amostras permaneceram estocadas no préprio LIM 60 até o momento da

realizagdo dos experimentos.

5.8 Descongelamento das células mononucleares criopreservadas

oriundas do sangue periférico.

Este procedimento foi realizado em cabine de seguranca bioldgica nivel 2,

previamente esterilizado por 15 minutos através da utilizacao de luz ultravioleta (UV).

Os criotubos foram retirados do tanque de nitrogénio liquido e mantidos em um
isopor contendo gelo seco até o momento do seu descongelamento a fim de minimizar o
estresse celular e manter a viabilidade e integridade das células. As células contidas nos
criotubos foram parcialmente descongeladas em banho-maria a 37°C, em seguida, as
células foram transferidas para tubo de fundo cénico contendo 9mL de meio de cultura
R10 previamente identificados. Para realizagcdo da lavagem do criotubo foi adicionado

mais 1mL de R10 e este volume foi transferido para o tubo que estava a amostra.

Em seguida, o tubo foi centrifugado por 10 minutos a 250xg em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi removido e o botao celular homogeneizado e ressuspendido
em 2mL meio de cultura R10 para realizagdo da contagem celular atraves do contador de
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células automatizado Countess™ (Thermo Fischer Scientific) utilizando o mesmo
procedimento e calculos descritos anteriormente, considerando-se apenas o valor obtido

a partir de células vivas.

Novamente o tubo foi centrifugado e as células ressuspendidas em R10 no volume
de 1,0x10° células/mL e entdo, as células foram transferidas respectivamente para uma

placa de 96 pocos com fundo em V (NUNC® Brand Products), previamente identificada.

5.9 Imunofenotipagem de superficie celular em células mononucleares do

sangue periférico

Com o objetivo de caracterizar as populagdes celulares presentes nas amostras de
células mononucleares do sangue periférico, as amostras coletadas foram processadas
para realizacdo da imunofenotipagem de superficie celular através da técnica de

citometria de fluxo para avaliacdo fenotipica.

Para cada um dos painéis 1,0x10° células por pogo foram transferidas
respectivamente para placas de 96 pocos com fundo em V (NUNC® Brand Products),
previamente identificadas, uma Painel Linfocitos B (LB) e outra Painel de Linfocitos T
foliculares (LTen); As placas seguiram para centrifugacdo a 250xg por 5 minutos, para a
realizacdo da lavagem celular, o sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas
em 170puL de Tampao MACS, composto por 498mL de tampao salina fosfatada 7,2
(GIBCO™) (PBS 1x), 2mL de EDTA [500mM], 2,5g de albumina de soro bovino
(SIGMA®) (BSA); Seguida de uma segunda centrifugacdo, onde sobrenadante foi

desprezado.

Para iniciar a marcacao das proteinas presentes na superficie das células foram
adicionados os anticorpos conjugados com seus respectivos fluorocromos, de acordo com
0s painéis descritos na Tabela 5 — Células B e suas subpopulagdes e Tabela 6 — LTrH
além co-expresséo das moléculas PD-1 e seu ligante PD-L1, juntamente com o marcador

“live/dead” utilizado para verificar a viabilidade celular.
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A fim de evitar possiveis contestaces, como critério de exclusdo na anélise por
citometria de fluxo, utilizamos o Dump chanell que nada mais é do que um canal utilizado
como “lixo”, onde utilizamos o mesmo fluorocromo para marcar todas as células que ndo
sdo do nosso interesse entretanto, também expressam as proteinas PD-1 e PD-L1; Neste
trabalho foi necesséario excluir os mondcitos caracterizados pela expressdo de CD14*
assim como também excluimos as células Natural Killer (NK) caracterizadas pela

expressdo das moléculas CD16" e CD56".

Ap0s a adicdo dos reagentes, as células permaneceram sob incubacgdo por 30
minutos no escuro a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Ao término da incubacao
as placas foram centrifugadas a 250xg por 5 minutos, o sobrenadante foi desprezado e as
células foram lavadas com 170uL de tampao MACS, seguindo novamente para

centrifugacgéo, por duas vezes.

Finalizando, a técnica de imunofenotipagem de superficie celular, foram
adicionados 100uL de paraformaldeido a 1% (PFA 1%), composto por 9mL de PBS (1x)
e 1mL de paraformaldeido 10x (SIGMA®), visando promover a fixacdo dos anticorpos

monoclonais utilizados.

As células foram transferidas, respectivamente para microtubos (Fisherbrand®,
Houston, TX) previamente identificados e permaneceram armazenadas sob-refrigeracao
na geladeira a 4°C até o momento da leitura no citdmetro de fluxo modelo LSRFortessa™
X-20 (BD Bioscience), disponivel no LIM 60, dotado de detectores capazes de adquirir

e analisar eventos com até 18 cores.

5.10 Preparacio das microesferas (“beads”) para o ajuste das voltagens do

Citdbmetro de Fluxo

Em cabine de seguranca bioldgica nivel 2, previamente esterilizada por 15
minutos através da utilizacdo de UV, em um microtubo foram adicionados 1600uL de
Tampdo MACS, duas gotas de Negative Control (FBS) (BD™) ¢ duas gotas de Anti-
Mouse Ig, « (BD™), 100uL deste homogeneizado foi distribuido em outros 16
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microtubos previamente identificados, com 0s nomes dos fluorocromos utilizados. Em
cada um destes microtubos foram adicionados, individualmente, os anticorpos

monoclonais correspondentes aos fluorocromos utilizados.

Ao inicio da leitura no Citdmetro de Fluxo, foram primeiramente utilizadas as
amostras ndo marcadas (NM), possibilitando a definicdo da localizagdo correta da
populacdo de interesse através dos parametros de Forward Scatter (FSC) - tamanho
celular e Side Scatter (SSC) - granularidade celular, aléem da definicdo do limite das
células que emitem fluorescéncia das que ndo emitem nenhuma fluorescéncia, e
posteriormente, as beads, que possibilitam a realizacdo do melhor ajuste das voltagens de

emissdo de fluorescéncia ideal para cada fluorocromo, descritos na Tabela 3.

Tabela 3 — Informacgdes sobre laser, espectro (nm) dos comprimentos de onda de

excitacdo e de emissdo dos fluorocromos conjugados aos anticorpos monoclonais

utilizados.
Laser Fluorocromos Espelho Filtro Eiﬁ?&t (;go(rlnl]i)misséo
Azul PerCP-Cy5-5™ 685 LP 695/40 685-715
(488 nm) FITC 505 LP 530/30 515-545
Vermelho APC-H7 750LP 780/60 750-810
(640nm) APC-R700 710 LP 730/45 710-752,5
APC 665 LP 670/14 665-677
uv INDO-1 505 LP 530/30 515-545
(355 nm) BUV-395 355 LP 450/50 425-475
BV 786™ 750 LP 780/60 750-810
BV711™ 685 LP 710/50 685-735
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Violeta BV650™ 635 LP 670/30 655-685

(405 nm) BV605™ 595 LP 610/20 590-620
BV510™ 505 LP 525/50 505-550
Bv421™ 405 LP 450/50 425-475

Yellow Green
(561nm)

Fonte: Propria autora (2020).

PE 580 LP 586/15 578,5-593,5

Realizado entdo o ajuste definitivo de cada voltagem, o aparelho tornou-se apto a
adquirir as demais amostras, referentes a cada painel. Para a realiza¢éo do estudo de cada
painel foram adquiridos no gréfico inicial de FSC x SSC aproximadamente 500.000 de

eventos de cada amostra, sendo cada evento correspondente a uma célula.

5.11 Estratégia de andlise para caracterizacdo das células B e suas

respectivas subpopulacdes com a co-expressdo das moléculas PD-1 e PD-L1

Para a Imunofenotipagem das células B partimos de linfdcitos B totais e as
subpopulacdes: LB Transicional, LB Naive, LB de memoéria sem troca de classe de
imunoglobulina, LB de memoria com troca de classe de imunoglobulina, Plasmoblasto e
a co-expressao das moléculas PD-1 e PD-L1 utilizamos os anticorpos monoclonais

descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 — InformagGes sobre os anticorpos monoclonais utilizados imunofenotipagem

de superficie das subpopulagées de linfocitos B e co-expressdo das moléculas PD-1 e

seu ligante PD-L1.

Anticorpo Fluorocromo Clone Marca
CD3 PerCP-Cy5.5 UCHT1 *BD
CD19 PE HIB19 *BD
CD20 APC-H7 L27 *BD
CD21 BV650 B-ly4 *BD
CD24 BV711 ML5 *BD
CD27 APC-R700 M-T271 *BD
CD38 FITC HIT2 *BD
CD138 BV510 MI15 *BD
IgD BV605 IA6-2 *BD
IgM APC G20-127 *BD
CD14 BUV395 MoP-9 *BD
CD16 BUV395 3G8 *BD
CD56 BUV395 NCAM16.2 *BD
PD-1 BVv421 MIH4 *BD
PD-L1 BV786 MIH1 *BD

* BD (BD Biosciences, San Diego, CA

Fonte: Prépria autora (2020).

,EUA)
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Ap0s a compensacao das voltagens do citbmetro, inicialmente delimitamos a area
denominada por Time, para eliminar possiveis oscilacdes do laser que possam ocorrer
durante a aquisi¢do. Nessa estratégia, coloca-se no eixo da ordenada o parametro PE,
sendo este o detector mais sensivel, e no eixo da abscissa a op¢cdo Time para entao,
delimitar a regido mais continua.

A partir de entdo, utilizamos o parametro de “Singlets”, que permite separar
apenas as células que passaram uma a uma em frente ao laser num fluxo continuo,
eliminando as células que passaram juntas e assim, eliminamos dados erréneos. Para isso,
foi delimitado no eixo da ordenada o pardmetro Foward Scatter-Height (FSC-H) e na
abscissa, Foward Scatter-Area (FSC-A). Foi determinada a regido em diagonal com os
eventos mais condensados. Na sequéncia uma janela de aquisicdo de linfocitos totais
(FSC-A x SSC-A) dentro do “gate” de “Singlets”, que seguiu de uma janela composta
por células vivas separadas das células mortas chamada de Vivas (Live/Dead x SSC-A) e
posteriormente nos analisamos a nossa populagdo de interesse — as células B através do
“gate” delimitado na janela de cruzamento dos marcadores CD3 negativo x CD19
positivo caracteristico da populagéo de linfocitos B. A partir do “gate” de células B nds
observamos a expressdo das moléculas que caracterizam as subpopulacées de linfocitos
B (CD20, CD24, CD27, CD38, CD138, IgD e IgM). A partir dai outras seis janelas de
aquisicoes foram feitas a fim de caracterizar as subpopulacGes de células B de acordo
com seu estagio de desenvolvimento conforme fenotipo descrito na sequéncia:

1) Linfécito B (CD19%)

2) Linfdcito B Transicional (CD19*CD247CD38")

3) Linfécito B Naive (CD19"CD20*1gD*CD27)

4) Linfécito B de memoria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19'CD20IgD*CD27")

5) Linfocito B de memoria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19°CD20"IgD"'CD27*CD38")

6) Plasmoblasto (CD19*1gD"CD27*CD20°CD38").
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Todo esse processo da estratégia de andlise citado acima pode ser observado no
esquema da Figura 5: Estratégia de analise para caracterizacdo das subpopulagtes

de linfocitos B.
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Primeiramente foi feita uma janela de aquisicdo na regido denominada de time caracterizando a ndo
oscilacdo do laser. Na sequéncia foi feita uma janela de aquisi¢do na regido das células que passaram apenas
uma vez em frente ao laser, denominados singlets determinado pelo tamanho em relacdo a altura (FSC-H)
e em relacédo a area (FSC-A). Em seguida foi feita uma janela de aquisi¢do na populacéo de linfocitos totais
seguido de uma janela de aquisi¢do na populacgdo de células vivas denominadas live dead e posteriormente
foi feita uma janela de aquisicdo na populagdo denominada CD19+. A partir dai, selecionamos as
subpopulaces de linfocitos B através da expressao das moléculas CD20, CD24, CD27, CD38, CD138, IgD
e IgM. Fonte: Propria autora (2020).
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Posteriormente a identificacdo das células B, avaliamos a co-expressao das

moléculas PD-1 e PD-L1 nas subpopulacgdes de células B (Figura 6).

Figura 6: Estratégia de analise para avaliar a co-expressdo das moléculas PD-1 e

PD-L1 nas subpopulacgdes de linfocitos B.
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A partir das subpopulagdes de linfécitos B e dentro de cada uma delas, foi feita uma janela de identificagdo
para avaliar a expressdo das moléculas PD-1 e PD-L1. Fonte: Prdpria autora (2020).

5.12 Estratégia de analise para populacdo de linfocitos T helper foliculares

Para imunofenotipagem dos linfécitos T foliculares (LTr1) em amostras de CMSP

utilizamos o painel descrito na Tabela 5.

Tabela 5 - Informacbes sobre os anticorpos monoclonais utilizados na

imunofenotipagem de superficie dos LTrH e a co-expressdo da molécula PD-1.

Anticorpo Fluorocromo Clone Marca
CD3 PerCP-Cy5.5 UCHT1 *BD
CD4 APC.Cy7 RPA-T4 *BD
CD8 BV510 SK1 *BD
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CD14 BUV395 MoP-9 *BD

CD16 BUV395 3G8 *BD

CD56 BUV395 NCAM16.2 *BD

CD19 PE HIB19 *BD
CXCR5 BB515 RF8B2 *BD
PD-1 BV421 MIH4 *BD
PD-L1 BV-786 MIH1 *BD

* BD (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA)
Fonte: Propria autora (2020).

Utilizamos 0 marcador de viabilidade “live/dead” (Life/ Thermo Fisher Scientific)

para exclusdo de morte celular conforme tabela abaixo (Tabela 6).

Tabela 6 — Anticorpo monoclonal caracteristico de viabilidade celular para exclusdo de células
mortas.

Anticorpo  Fluorocromo Clone Marca

Live/Dead Indo-I * Life

* Life (Life/Thermo Fisher Scientific)
Fonte: Propria autora (2020).

De forma similar ao descrito acima para células B, a estratégia de andlise para
caracterizar a populacao de linfocitos T foliculares (LTrH) na marcacdo das CMSP foi
realizada da seguinte maneira: “Time” (PE x Time) delimitando a populag¢do onde ndo
houve oscilag¢ao do laser, seguido de “Singlets” — FSC-H x FSC-A, onde selecionamos
apenas 0s eventos que passaram isoladamente no feixe do laser. Entdo, seguiu-se para
definicdo da populagdo de linfocitos totais (FSC-A x SSC-A), seguindo para janela de

células vivas, excluindo as células mortas (SSC-A x Live/Dead).

A partir da populagéo de células vivas e a critério da estratégia de analise quanto

a populagdo avaliada, também foram utilizados os marcadores CD3 caracteristico de
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linfocitos T versus CD14/CD16 e CD56 marcadores de monocitos e células Natural
Killer respectivamente pois, estas populacdes celulares também expressam a molécula
PD-1 a fim de evitar possiveis contestacdes.

A partir da regido delimitada somente com células CD3 positivas fizemos o
proximo grafico cruzando as moléculas CD4 com CD8 a fim de purificar somente os
linfocitos T CD3+CDA4+.

Na sequéncia temos a janela linfocitos T foliculares caracterizados pela expresséo
das moléculas CD4 x CXCRS5 e por fim a expressao de PD-1 e de PD-L1.

Figura 7. Estratégia de anélise para caracterizacdo de linfocitos LTFH.
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Foram selecionadas apenas células que passaram individualmente pelo citdmetro com base nos gréficos
determinados pelos parametros “FSC-H” x “FSC-A”. Delimitamos a populagao de linfécitos totais, a partir
dos parametros “SSC-A” e “FSC-A”. Para analisar apenas os linfocitos T verificamos o gate CD3*/CD14
CD16°CD56". A partir dai, selecionamos as subpopulagdes de linfocitos T (CD4*/CD8") e observamos a
expressdo das moléculas CD4/CXCR5/PD-1 e de LTen nas CMSP. Fonte: Propria autora (2020).
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Neste trabalho, para identificar exatamente os gates delimitadores das populagcfes
celulares a partir de multiplos fluorocromos utilizamos o método de separacdo das
fluorescéncias sem uma marcacdo, denominado FMO (fluorescence minus one), usado
para interpretar os dados de citometria de fluxo*®.

Testes de controle de qualidade no equipamento foram realizados, para assegurar
a qualidade e objetividade dos experimentos. A andlise dos dados foi realizada no
programa FlowJo v.10.0 (FlowJo Software, Tree Star®, Ashland, OR), especifico para
andlises de citometria de fluxo. Todas as técnicas de citometria foram realizadas com

controles positivos e negativos.

5.13 Analise de dados adquiridos por citometria de fluxo

A andlise dos dados adquiridos a partir de cada amostra foi realizada utilizando o
software FlowJo (Tree Star®, Inc., Ashland, OR) versdo 10.0, transformando a
representacdo grafica gerada a partir da captacdo da intensidade das cores, em
porcentagens dos resultados finais, na subpopulacdo pré-selecionada, baseada nas suas
propriedades fisicas de dispersao frontal e lateral da luz.

Posteriormente estes valores foram transferidos para uma planilha de dados do
programa Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, EUA).

5.14 Exames laboratoriais

Os exames laboratoriais de rotina foram realizados no Laboratorio Central do HC-
FMUSP. Foram realizados exames de hemograma, dosagem das imunoglobulinas: IgA,

IgG e IgM além da imunofenotipagem de linfécitos T (CD3) e suas subpopulagdes (CD4
e CD8), linfacitos B (CD19) e células NK (CD16 e CD56).
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5.15 Andlise estatistica

Os resultados dos ensaios laboratoriais foram analisados descrevendo o
comportamento das subpopulagdes de linfocitos B (Naive, Transicional, Memoria sem
troca de classe de imunoglobulina, Memdria com troca de classe de imunoglobulina e
Plamoblasto) e dos linfocitos T foliculares juntamente com a co-expressdo dos
marcadores PD-1 e PD-L1.

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o auxilio do programa estatistico
GraphicPad PRISM versao 8.0 para Windows (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA). Os grupos foram comparados utilizando métodos ndo paramétricos. Os dados sao
relatados como mediana (M) e intervalo interquartil (IQR). Comparagfes entre grupos
foram realizadas usando test t e teste ndo- paramétrico Mann-Whitney para comparar um
parametro entre dois grupos, o teste ANOVA n&do-paramétrico para comparar um
parametro entre trés grupos e o teste de Compara¢6es Multiplas de Dunn's. Para todos 0s
testes, foi adotado um nivel de significancia de 0,05 (0=5%), onde os valores descritivos

(p) abaixo desse valor foram considerados significativos.

5.16  Aspectos éticos

A participacdo de voluntarios neste estudo esteve condicionada a leitura,
compreensdo e assinatura de TCLE, tendo sido informados que poderiam retirar o
consentimento para participar do estudo a qualquer momento, sem que 0s seus direitos a

assisténcia médica e demais cuidados de saude fossem prejudicados.
Os voluntarios ndo foram submetidos a qualquer forma de intervencgéo

experimental envolvendo drogas ou vacinas, havendo apenas os riscos inerentes a pungéo

venosa, que raramente podem causar dor, hiperemia local ou um pequeno hematoma.
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6. RESULTADOS

As amostras deste estudo foram coletadas entre 2016 e 2017. No total, foram

incluidos 93 voluntérios.

No caso dos 69 pacientes alocados no grupo de pacientes com Imunodeficiéncia
Comum Variavel Geral (ICV — Geral) foram levantadas informaces referentes a idade,
sexo e contagem de células B (CD19%), assim como dosagem das imunoglobulinas IgA,
1gG e IgM.

Para a avaliacdo dos 24 individuos alocados no grupo Controles Saudaveis

(CTRL), foram coletados os dados de idade e sexo.

Para uma melhor caracterizacdo do perfil clinico e imunolégico dos pacientes com
ICV, consideramos importante subdividir os pacientes em dois subgrupos:
1) Pacientes ICV sem complicacgdes (ICV — S/C), caracterizados por apresentar
apenas infeccdes de repeticédo
2) Pacientes ICV com complicagdes (ICV — C/C), sendo este, por sua vez,
subdividido em:
a. Doencas Gastrointestinais (GI)
b. Doengas Autoimunes (DAI)
c. Linfoproliferacdo Benigna (LP — B)
d. Doencas Malignas (DM).

A analise estatistica dos dados encontrados nos grupos foi feita a partir dos valores
de frequéncia em porcentagem, a estatistica foi considerada para cada variavel e
comparada entre 0s grupos. Os resultados mostraram que ha um perfil diferente ao
subdividimos os pacientes em subgrupos. Neste trabalho serdo descritos os resultados
encontrados entre os grupos de todas as andlises, inclusive os resultados néo

estatisticamente significativos.
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6.1  Dados Demogréficos, clinicos e laboratoriais

No que diz respeito a idade, a mediana de idade foi de 42 anos no grupo de
pacientes ICV — Geral e 36 anos no grupo CTRL. Os doadores avaliados neste estudo sao
de ambos os sexos, masculino e feminino. As caracteristicas demograficas dos grupos de
pacientes ICV - Geral e grupo CTRL estéo descritas na tabela 7.

Tabela 7 — Caracteristicas demograficas dos grupos de pacientes com Imunodeficiéncia

Comum Variavel (ICV-geral) e grupo controle (CTRL).

Variavel ICV — geral CTRL p
(n=69) (n=24)
Idade em anos 42 (32,50-52,50) 36 (27,25-52,50) p=0,1378

(Mediana e Interquartil

25% - 75%)

Feminino 41 (32-54) 37 (34,75-49,50)  p=0,4937

Masculino 42 (32,50-51,25) 28,50 (23,50-57,25) p=0,1291

Género (%)

Feminino 56,52 58,33

Masculino 43,48 41,67

*Variaveis continuas apresentadas como medianas e intervalos interquartis; comparacdes realizadas com o
teste de Wilcoxon (Rank-sum test).

CTRL - Controles;

Fonte: Propria autora (2020).
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O grupo de pacientes com ICV — Geral participantes deste estudo, foi dividido
em dois subgrupos: ICV apenas com infecgdes repeticdo sem complicagfes (ICV-S/C) e

ICV com complicacdes nao-infecciosas (ICV-C/C).

Ao analisarmos as caracteristicas da imunodeficiéncia relacionadas a idade de
inicio dos sintomas, idade ao diagnostico, intervalo entre inicio dos sintomas e
diagnostico (dT) e tempo de doenca, ndo observamos diferenca estatistica entre o grupo
de pacientes ICV-S/C e o grupo de pacientes ICV-C/C (tabela 8).

Tabela 8 — Caracteristicas da doenca Imunodeficiéncia Comum Variavel dos pacientes
ICV com infeccBes apenas (ICV-S/C), dos pacientes do grupo ICV com complicacdes

ndo-infecciosas (ICV-S/C) e do grupo controle (CTRL).

Variavel ICV Sem ICV Com CTRL p
Complicagdo ~ Complicagdes

Género 11(M)e 3(H) 28 (M)e27(H)  14(M) e 10(H)

Idade (anos) 36 43 36 0.0754
Inicio dos sintomas 14 15 0.4101
(anos)

Diagnostico 24,50 32 0.1610

(idade em anos)

oT 11,50 14 0.5419
Tempo de doenca 23,50 26 0.3227
(anos)

CTRL - Controles;
Fonte: Propria autora (2020).
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Entre as manifestagdes clinicas da Imunodeficiéncia Comum Variavel, as

infeccdes estavam presentes em 100% do grupo ICV-S/C e 98.3% no grupo ICV-C/C.

A seguir analisamos as principais manifestaces infecciosas e ndo infecciosas

apresentadas pelos pacientes ICV-S/C e do grupo de pacientes ICV-C/C participantes

deste estudo de acordo com a tabela 9.

Tabela 9 — ManifestacGes infecciosas e ndo infecciosas apresentadas pelos pacientes

ICV-S/C (sem complicacfes ndo-infecciosas) e do grupo de pacientes ICV-C/C ( com

complicacgdes ndo-infecciosas) participantes deste estudo

Patologias ICV-S/C ICV-C/C (n=55)
(n=14)
InfeccOes 14 (100%) 54 (98.2%)

Infeccdes de respiratorias

altas

Pneumonias

Diarréia Infecciosa

Outras infecgdes

Doengas Autoimunes

Citopenias

Anemia Perniciosa

Vitiligo

Sindrome Sjogren

Vasculite

13 (92.9%)

12 (85.7%)

4 (28.6%)

2 (14.3%)

45 (81.8%)

50 (90,9%)

7 (12.7%)

7 (12.7%)

27 (49,1%)

7 (12.7%)

5 (9.1%)

6 (10.9%)

1 (1.8%)

1 (1.8%)
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Febre reumatica
Hipotireoidismo
Padréo celiaco
Doenca inflamatdria

intestinal

Hipertensdo portal

Linfoproliferacdo benigna

Doengas malignas

Linfoma

Cancer gastrico

Cancer esofagico

Cancer de c6lon

Cancer anal

Cancer de mama

Melanoma/basocelular

Alergias

9 (64.3%)

1 (1.8%)

1 (1.8%)

9 (16.4%)

1 (1.8%)

13 (23.6%)

42 (76.4%)

12 (21.8%)

4 (7.3%)

5 (9.1%)

1 (1.8%)

1 (1.8%)

1 (1.8%)

1 (1.8%)

3 (5.4%)

37 (67.3%)

Fonte: Propria Autora (2020).
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Os pacientes com ICV fazem reposic¢ao de imunoglobulina humana mensalmente
e, coletaram amostra de sangue periférico para exames de rotina de acordo com 0s
protocolos do Servigo de Imunologia Clinica e Alergia do HC-FMUSP. Entre eles, sdo
realizados hemograma, dosagem de imunoglobulinas e imunofenotipagem de células T,
B e NK analisados no Laboratério Central do Hospital das Clinicas — DLC HC/FMUSP.

Para este estudo, foram selecionados pacientes com ICV sendo incluidos somente

aqueles com frequéncia de linfécitos B (CD19%) acima de 1% no sangue periférico.

6.2  Avaliacdo da frequéncia de linfécitos B e suas subpopulacGes em

células mononucleares do sangue periférico e, expressao de PD-1 e PD-L1

A caracterizacdo fenotipica das células B foi realizada por Citometria de Fluxo.
As populacdes celulares foram caracterizadas de acordo com a fase de maturagéo celular
e, a populacdes subdivididas de acordo com a fase de seu desenvolvimento em seis
estagios:
1. Linfécito B total (CD19%)
2. Linfécito B Naive (CD19°CD20*IgD*CD27)
3. Linfdcito B Transicional (CD19°CD247CD38%)
4. Linfécito B de memoéria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19°CD20*IgD*CD27%)
5. Linfocito B de memoria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19°CD20*IgD"CD27*CD38")
6. Plasmoblasto (CD19*1gD"CD27*CD20"CD38").

A fim de facilitar a interpretacdo dos resultados encontrados, 0s mesmos seréo
descritos conforme a ordem de desenvolvimento dos linfécitos B. Serdo descritas a
frequéncia das subpopulagdes de LB, assim como, descreveremos também em cada uma

delas, a frequéncia da coexpressdo das moléculas PD-1 e PD-L1 encontradas.
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Comparando, os pacientes ICV-Geral com os individuos controles, na sequéncia
comparamos os pacientes ICV-S/C, ICV-C/C e CTRL. Prosseguimos as comparagoes,
agora estratificando o grupo de ICV-C/C de acordo com as seguintes manifestacfes: A)
Complicacéo Gastrointestinal — GI; B) Doenga Autoimune — DAI; C) Linfoproliferacédo
benigna — LP-B; D) Doenga Maligna — DM e comparamos esses subtipos entre eles e o
grupo CTRL.

Frequéncia de Linfécito B totais (CD19%)

Iniciamos a avaliacdo a partir da frequéncia dos linfocitos B totais CD19".
Observamos menor frequéncia de células B totais CD19" em células mononucleares do
sangue periférico dos pacientes ICV-geral quando comparados ao grupo de individuos
CTRL, demonstrando que houve diferenca significativa com menor expressdo de
linfocitos B totais CD19* nos pacientes ICV-geral (p<0,0001) quando comparados aos
CTRL (Figura 8).

20= | *dkKk |
[
®
S
‘@ 10- ¢
o
o
0. ..................................................
AN
«Qy 0&0
O \\,('9
Y

Figura 8: Porcentagem linf6citos B totais CD19* em CMSP de pacientes ICV-geral em comparagéo
com individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de
P foram calculados através do teste do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney. Valores estatisticamente
significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001 (****).
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Verificamos também a frequéncia de LB totais CD19" das CMSP nos subgrupos
de pacientes ICV com infecgdes de repeticdo apenas sem complicagdes (ICV-S/C), nos
pacientes ICV com complicacdes ndo-infecciosas (ICV-C/C) e nos CTRLs (Figura 9).
Observamos que houve reducéo significativa no grupo ICV-C/C quando comparados aos
individuos CTRL (p=0,0002). Entretanto, houve apenas uma tendéncia a reducdo de LB
totais CD19" em CMSP dos pacientes ICS-S/C em relagdo aos CTRL (p=00923).
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Figura 9: Porcentagem de células CD19* (linf6citos B totais) em CMSP de pacientes ICV-S/C, ICV-
C/C em comparacdo com individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis
25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn’s usando o
teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*),
p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001 (****).

Na anélise estatistica da frequéncia de linfécitos B totais CD19* em porcentagem
(Figura 10) ndo observamos diferenca significativa ao compararmos sua expressao em
CMSP dos pacientes dos grupos ICV-S/C, ICV-LP-B e aos pacientes com ICV-DM em
relacdo aos individuos CTRL. Entretanto, observamos que houve diferenca significativa
com menor expressao de linfocitos B totais CD19" dos pacientes com Gl (p=0,0012)

assim como dos pacientes com DAI em comparagédo aos individuos CTRL (p=0,0424).
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Figura 10: Porcentagem de linfocitos B CD19* em CMSP nos diferentes subgrupos de pacientes ICV-
SIC, GI, DAL, LP-B e DM em comparacdo a individuos CTRL. As barras representam as medianas dos
valores e percentis 25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste de comparacdo multipla de
Dunn 's usando o teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente significantes foram
representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Complicacdo
Gastrointestinal — GI; Doenga Autoimune — DAI; Linfoproliferaco benigna — LP-B; Doenca Maligna —
DM e Controles - CTRL.

Expressdo de PD-1* em Linfocito B (CD19%)
A andlise da expressdo de PD-1" nos linfocitos B totais CD19" demonstra que

houve reducdo significativa de PD-1 no grupo de pacientes ICV-geral em relagdo ao

grupo controle (p=0,0335) (Figura 11).
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Figura 11: Porcentagem linfocitos B CD19* com expressdo de PD-1* em CMSP de pacientes ICV-
geral em comparagéo com individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis
25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-Whitney. Valores
estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001

(****) i

A andlise da expressdo de PD-1* nos linfécitos B CD19* de pacientes ICV-S/C
em comparacdo aos CTRL ndo mostrou diferenca significativa na expressdo deste
marcador. Entretanto, observamos reducédo significativa da expressdo de PD-1" nos
pacientes ICV-C/C quando comparados aos CTRL (p=0,0471) (Figura 12).
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Figura 12 : Porcentagem de linfocitos B CD19* com expressdo de PD-1* em CMSP de pacientes ICV-
SIC e pacientes ICV-C/C em comparacao com individuos CTRL. As barras representam as medianas
dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste de comparagdo mdltipla
de Dunn’s. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 (*), p <0,01 (**), p
<0,001 (***), p <0,0001 (****).
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Em seguida, avaliamos a frequéncia de PD-1" em linfécitos B totais CD19" nos
subgrupos de pacientes ICV-S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em comparacdo aos CTRL, e
apesar de tender a reducédo da expressdo de PD-1* nos subgrupos de pacientes ICV-S/C,
Gl, DAI, LP-B e DM em comparacéo os individuos CTRL, ndo observamos diferenca
significativa da porcentagem de expressdo de PD-1" em comparagdo aos individuos
CTRL (Figura 13).
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Figura 13: Porcentagem de linfocitos B totais CD19* com expressdo de PD-1* em CMSP nos
diferentes subgrupos de pacientes ICV-S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em compara¢do a individuos
CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de p foram
calculados através do teste de comparacdo multipla de Dunn 's usando o teste estatistico Kruskal-Wallis.
Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001 (***),
p<0,0001 (****). Complicacdo Gastrointestinal — GI; Doenca Autoimune — DAI; Linfoproliferagéo
benigna — LP-B; Doenca Maligna — DM e Controles - CTRL.

Expressdo de PD-L1* em Linfocito B CD19*
Nossas analises demonstram que a expressdo de PD-L1" dos linfdcitos B totais

CD19" em CMSP de pacientes ICV-geral em comparacdo aos individuos CTRL néo

apresentou diferenga significativa (p=0,0627) (Figura 14).
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Figura 14: Porcentagem de linfocitos B totais CD19* com expressédo de PD-L1 em CMSP de pacientes
ICV-geral em comparag¢do com individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e
percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste do teste ndo-paramétrico Mann-
Whitney. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001
(***), p <O’0001 (****).

A analise da frequéncia de PD-L1" nos linfdcitos B totais CD19" dos pacientes
ICV-S/C em comparacdo aos individuos CTRL (Figura 15) demonstra auséncia de
diferenca significativa (p>0,9999). Porém, houve diferenca significativa com menor
expressdo de PD-L1" dos pacientes ICV-C/C quando comparados aos individuos CTRL
(p=0,0447) e também, ao comparar os dois grupos de pacientes com ICV, os ICV-S/C
apresentou maior expressao de expressdo de PD-L1* em relacdo aos pacientes ICV-C/C
(p=0,0327).

120+ . * |
2 f * |
_ Oaala® M_f
- g ¥ -
o) % _09 Jofe
o ® . T
+‘°_, 60- ® w1
2 :
(@)
®
0
CTRL ICV-SIC ICV-C/C

Figura 15: Porcentagem de linfécitos B CD19* com expressédo de PD-L1* em CMSP de pacientes ICV-
S/C e pacientes ICV-C/C em comparac¢do com individuos CTRL. As barras representam as medianas
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dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste de comparacdo mdltipla
de Dunn’s. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 (*), p <0,01 (**), p
<0,001 (***), p <0,0001 (****).

Ao avaliarmos a expressao de PD-L1* em linfocitos B totais CD19" nos subgrupos
de pacientes ICV-S/C, GI, DAI, LP-B e DM. Em comparacao aos CTRL, apesar de tender
a reducdo, nao observamos diferenca significativa da porcentagem de expressao de PD-

1" em CMSP nos subgrupos de pacientes quando comparados aos CTRL (Figura 16).
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Figura 16: Porcentagem de linfocitos B totais CD19* com expressdo de PD-L1* em CMSP dos
diferentes subgrupos de pacientes com ICV-S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em comparacéo a individuos
CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de p foram
calculados através do teste de comparacdo multipla de Dunn 's usando o teste estatistico Kruskal-Wallis.
Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001 (***),
p<0,0001 (****). Complicacdo Gastrointestinal — GI; Doenca Autoimune — DAI; Linfoproliferagéo
benigna — LP-B; Doenca Maligna — DM e Controles - CTRL.

Linfocito B Transicional (CD19*CD24*CD38*)

A avaliacdo prossegue com a subpopulacdo de linfécito B Transicional,
caracterizada por expressar as moléculas CD19"CD24°CD38*. Observamos um
importante aumento da frequéncia de LB transicional no grupo de pacientes ICV-geral
quando comparados aos individuos CTRL (p<0,0001) (Figura 17).
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Figura 17: Porcentagem de células B transicional (CD19*CD24*CD38") em CMSP de pacientes ICV-
geral em comparacdo com individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis
25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney. Valores
estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001

(****) i

Na sequéncia, avaliamos a frequéncia de linfocitos B transicional nos pacientes
ICV-S/C, pacientes ICV-C/C e individuos CTRL e observamos um importante aumento
da frequéncia da subpopulacdo de LB transicional no grupo de pacientes ICV-S/C quando
comparados aos CTRL (p=0,0001). Observamos também um aumento ainda mais
significativo no grupo ICV-C/C ao compararmos aos individuos CTRL (p<0,0001).
Quando comparamos os dois grupos de pacientes ICV-S/C e ICV-C/C ndo constatamos

diferenca estatisticamente significativa (Figura 18).

53



30~ : *k kK |
+ i * % % i
(] I 1
™
(]
&
1, 20-
N
o
O
+®
= 10+ " 3
O O
® -
o1 SEEn & v

CTRL ICV-S/C ICV-C/C

Figura 18: Porcentagem de linfocitos B transicional (CD19*CD24*CD38%) em CMSP de pacientes
ICV-S/C, ICV-C/C em comparag¢do com individuos CTRL. As barras representam as medianas dos
valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste de comparagdo multipla de
Dunn’s usando o teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente significantes foram
representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001 (****),

Na analise estatistica da frequéncia de linfécitos B transicional
CD19°CD24*CD38" em porcentagem (Figura 19) ndo observamos diferenca
significativa ao compararmos sua expressdao em CMSP dos individuos CTRL em relacéo
aos grupos de pacientes ICV-LP-B e ICV-DM. Entretanto, observamos que houve
diferenca significativa com maior expressdo de linfdcitos B transicional nos pacientes
ICV-S/C (p=0,0009), ICV-GI (p=0,0011) e ICV-DAI (p<0,0001) em comparagdo aos
individuos CTRL.
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Figura 19: Porcentagem de linfocitos B Transicional CD19*CD24*CD38* em CMSP nos diferentes
subgrupos de pacientes ICV-S/C, GI, DAI, LP-B e DM em comparacdo a individuos CTRL. As barras
representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste
de comparacdo multipla de Dunn 's usando o teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente
significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****).
Complicagdo Gastrointestinal — Gl; Doenca Autoimune — DAI; Linfoproliferagdo benigna — LP-B; Doenca
Maligna — DM e Controles - CTRL.

Expressdo de PD-1* em Linfécito B Transicional (CD19*CD24+*CD38%)

A andlise da frequéncia de PD-1" nos linfocitos B transicionais
(CD19°CD24"CD38*) em porcentagem (Figura 20), demonstra que houve uma
diferenca significativa com maior expressao do marcador PD-1* em CMSP dos pacientes

ICV-geral quando comparados aos CTRL (p<0,0001).
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Figura 20: Porcentagem linfécito B Transicional (CD19*CD24*CD38*) com expressédo de PD-1* em
CMSP de pacientes ICV-Geral em comparacdo com individuos CTRL. As barras representam as
medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste t nao-
paramétrico Mann-Whitney. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*),
p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001 (****).

A andlise estatistica da expressdo de PD-1* em porcentagem (Figura 21)
demonstra que houve diferenca significativa com maior expressdo do marcador PD-1*em
CMSP dos pacientes ICV-S/C quando comparados aos individuos CTRL (p=0,0006)
assim como, ao compararmos 0s pacientes ICV-C/C com os individuos CTRL (p=0,0005

).
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Figura 21: Porcentagem de linfécito B Transicional (CD19+CD24+CD38+) com expressao de PD-1+
em CMSP de pacientes ICV-S/C e ICV-C/C quando comparados aos individuos CTRL. As barras
representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste
de comparagdo multipla de Dunn’s. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05
.(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).

O estudo prossegue com a avaliacdo da expressdo do marcador PD-1* em
linfocitos B transicionais (CD19°CD24"CD38"), comparando sua frequéncia nos
pacientes subdivididos em ICV-S/C e também nos pacientes ICV-C/C estratificados
conforme as manifestacdes clinicas mencionadas anteriormente em relacdo individuos
CTRL.

Nossas anélises mostraram aumento significativo da expressdo do marcador PD-
1* de linfécitos B transicional (CD19"CD24"CD38*) em porcentagem (Figura 22) e
demonstrou diferenca significativa quando se compara sua expressdo em CMSP dos
pacientes ICV-S/C e ICV-DM onde ambos apresentaram maior frequéncia com maior
expressdo de PD-1 em relacdo aos CTRL (p=0,0012) e (p=0,0023) respectivamente;
Entretanto ao compararmos os pacientes dos demais grupos: Gl, DAI e LP-B observamos

que ndo houve diferenca significativa na expressdo de PD-1" em relacdo aos CTRL.
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Figura 22: Porcentagem de linfécitos B Transicional (CD19*CD24*CD38%) com expressao do
marcador PD-1* em CMSP nos diferentes subgrupos de pacientes ICV-S/C, GI, DAI, LP-Be DM em
comparacdo a individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os
valores de p foram calculados através do teste de comparacdo maltipla de Dunn 's usando o teste estatistico
Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**),
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p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Complicacdo Gastrointestinal — GI; Doenca Autoimune — DAI;
Linfoproliferacdo benigna — LP-B; Doenga Maligna — DM e Controles - CTRL.

Expressédo de PD-L1* em Linfécito B Transicional (CD19*CD24*CD38")

Em relacdo a expressdo de PD-L1 na subpopulacdo de linfocito B transicional,
(CD19+CD24+CD38+) a maioria dos individuos estudados apresentou expressdo deste
marcador em 100%, portanto, ndo foi necessario separar os pacientes com ICV em outros

subgrupos. (Figura 23)
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Figura 23: Porcentagem de linfécitos B Transicional (CD19+CD24+CD38+) com expressdo do
marcador PD-1+ em CMSP de pacientes ICV-Geral em comparacao aos individuos CTRL. Gréfico
representativo do valor em porcentagem para o marcador PD-L1* em linfécito B Transicional
(CD19*CD24*CD38*) nas CMSP demonstrando que ndo houve diferenca significativa em relacdo aos
pacientes ICV-geral quando comparados aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos
valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-
Whitney. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001
(***)’ p <010001 (****).

Linfocito B Naive (CD19*CD20*1gD*CD27")

Na sequéncia, a proxima fase de maturacdo é caracterizada pelos chamados
Linfécitos B Naive, cujo fendtipo expressa os marcadores CD19*CD20*IgD*CD27". A
analise estatistica da frequéncia deste subtipo de LB (Figura 24) demonstra que houve
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maior frequéncia em CMSP nos pacientes ICV-geral (p<0,0001) quando comparados aos
individuos CTRL.
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Figura 24: Porcentagem de linf6citos B Naive (CD19*CD20*IgD*CD27°) em CMSP de pacientes ICV-
geral em comparacdo aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis
25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-Whitney. Valores
estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001

(****) i

A andlise estatistica em porcentagem (Figura 25) demonstra que houve diferenca
significativa com maior frequéncia de LB naive em CMSP dos pacientes ICV-S/C
(p<0,0001) quando comparados aos individuos CTRL. A mesma analise apontou
aumento significativo da frequéncia de LB naive em CMSP dos pacientes ICV-C/C
qguando comparados aos individuos CTRL (p<0,0001). Entretanto, entre 0s grupos de
pacientes ICV-S/C e ICV-C/C ndo houve diferenca significativa(p=0,3244).
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Figura 25: Porcentagem de linfocitos B Naive em CMSP de pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C
em comparacao aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e
75. Os valores de P foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Valores
estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P
<0,0001 (****).

Na anélise estatistica seguinte, a frequéncia de LB naive em porcentagem (Figura
26) demonstra que houve aumento significativo destas células em células mononucleares
do sangue periférico dos pacientes dos grupos ICV — S/C (p<0,0001), GI (p=0,0002),
DAI (p<0,0001) e DM (p=0,0016) quando comparados ao grupo controle, ndo havendo
diferenca estatistica apenas na comparacao dos CTRL com os pacientes do grupo LP-B.
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Figura 26: Porcentagem de linfocitos B Naive em CMSP nos diferentes subgrupos de pacientes ICV-
SIC, GI, DAI, LP-B e DM em comparacao a individuos CTRL. As barras representam as medianas dos
valores e percentis 25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste de comparagdo multipla de
Dunn 's usando o teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente significantes foram
representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Complicacdo
Gastrointestinal — GI; Doenca Autoimune — DAI; Linfoproliferacdo benigna — LP-B; Doencga Maligna —
DM e Controles - CTRL.

Expressdo de PD-1* em Linfdcito B Naive (CD19*CD20*IgD*CD27")

Em seguida, foi avaliada a frequéncia da expressdo da molécula PD-1* em
linfécitos B Naive (CD19"CD20*1gD*CD27°) e ndo observamos diferenca significativa
na expressdo de PD-1 em CMSP dos pacientes ICV-geral em comparagéo aos individuos
CTRL (p=0,4827) (Figura 27).

61



NS

cD19*cD20"IgD*
CcD27PD-1* %
B
i
@]
&|@
o] ©
®
i
gl

: o bl
0
CTRL ICV-Geral

Figura 27: Porcentagem de linfécito B Naive (CD19*CD20*IgD*CD27°) com expressdo do marcador
PD-1* em CMSP dos pacientes ICV-Geral quando comparados aos individuos CTRL. As barras
representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste
t ndo-paramétrico Mann-Whitney. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05
(*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001 (****).

Ao compararmos a expresséo de PD-1 em linfocitos B naive
(CD19°CD20"IgD*CD27") nos diferentes grupos de pacientes: ICV sem complicacdes
(ICV-S/C) e pacientes ICV com complicacBes (ICV-C/C) aos com controles, mais uma
vez ndo observamos diferenca significativa (p>0,999 e p>0,999 respectivamente).
(Figura 28) .
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Figura 28: Porcentagem de linfécitos B Naive (CD19*CD20*1gD*CD27") com expressao do marcador

PD-1* em pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C comparados aos individuos CTRL. As barras
representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste
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de comparagao multipla de Dunn’s. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05
.(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).

O estudo teve andamento com a analise da expressao do marcador PD-1" em
linfocitos B Naive (CD19°CD20"IgD*CD27°), comparando sua frequéncia nos pacientes
subdivididos em ICV-S/C e nos pacientes ICV- C/C, estes subdivididos conforme as

manifestacdes clinicas ja citadas em comparag¢do com os individuos CTRL.

Na analise estatistica da expressdo do marcador PD-1* de linfocitos B Naive
(CD19°CD20"IgD*CD27") em porcentagem (Figura 29) demonstra que ndo houve
diferenca significativa na sua expressdo em CMSP dos pacientes dos grupos ICV-S/C,
Gl, DAI, LP-B e DM em comparacao aos individuos CTRL.
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Figura 29: Porcentagem de linfocitos B Naive (CD19*CD20*IgD*CD27-) com expressao de PD-1* em
CMSP de nos diferentes subgrupos de pacientes ICV — S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em comparacéo a
individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de p
foram calculados através do teste de comparacédo multipla de Dunn 's usando o teste estatistico Kruskal-
Wallis. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001
(***), p<0,0001 (****). Complicagdo Gastrointestinal — GI; Doenca Autoimune — DAI; Linfoproliferacdo
benigna — LP-B; Doenca Maligna — DM e Controles - CTRL.

Expressdo de PD-L1* em Linfécito B Naive (CD19*CD20*1gD*CD27")
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A analise estatistica da expressdo de PD-L1" nos linfécito B Naive
(CD19°CD20"IgD*CD27) em porcentagem (Figura 30) demonstra que houve
diminuicdo significativo da expressao deste marcador em CMSP dos pacientes ICV-geral

em comparacdo aos individuos CTRL (p=0,0056).
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Figura 30: Porcentagem de linfocitos B Naive (CD19*CD20*1gD*CD27") com expressdo de PD-L1*
em CMSP dos pacientes ICV-geral em comparacdo aos individuos CTRL. As barras representam as
medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste t néo-
paramétrico Mann-Whitney. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*),
p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001 (****),

Na sequéncia, analisamos a expressdo de PD-L1 em linfocitos B Naive
(CD19"CD20"IgD*CD27") nos diversos subgrupos de pacientes ICV e no grupo controle.
(Figura 31). Nao observamos diferenga estatistica ao comparar pacientes ICV-S/C com
controles (p>0,999), porém, houve menor expressdo de PD-L1* nas CMSP dos pacientes
ICV-C/C quando comparados aos individuos CTRL (p=0,0055). Entre os grupos de
pacientes ICV-S/C e ICV-C/C ndo observamos diferenca estatistica (p=0,1994).
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Figura 31: Porcentagem de linfécitos B Naive (CD19*CD20*1gD*CD27°) com expressdo do marcador
PD-L1* em CMSP de pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C em comparac¢édo com individuos CTRL.
As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através
do teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Valores estatisticamente significantes foram representados por:
p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).

Na analise estatistica a expressdo do marcador PD-L1* de linfécitos B Naive
(CD19°CD20"IgD*CD277), em porcentagem (Figura 32), demonstra que houve
diferenca significativa ao compararmos sua expressdo em células mononucleares do
sangue periférico dos individuos CTRL em relacdo aos pacientes dos grupos DAI (p
=0,0182), mas nao houve diferenca significativa ao compararmos sua expressao nos
CTRL em relacéo aos grupos ICV — S/C, Gl, LP-B e DM. Comparagéo entre 0s grupos
foi realizada através do teste de Comparagao Multipla de Dunn’s usando o teste estatistico

Kruskal-Wallis.
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Figura 32: Porcentagem de linfocitos B Naive (CD19*CD20*1gD*CD27") com expressdo de PD-L1*
em CMSP nos diferentes subgrupos de pacientes ICV-S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em comparacao aos
individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de p
foram calculados através do teste de comparacdo multipla de Dunn 's usando o teste estatistico Kruskal-
Wallis. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001
(***), p<0,0001 (****). Complicagdo Gastrointestinal — GI; Doenga Autoimune — DAI; Linfoproliferacéo
benigna — LP-B; Doenca Maligna — DM e Controles - CTRL.

Frequéncia de Linfécitos B de memoria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19*CD20*1gD*CD27*)

Na sequéncia, a proxima fase de maturacdo é caracterizada pelos chamados
Linfocitos B de memoria sem troca de classe de imunoglobulina, cujo fendtipo
caracteriza-se pela expressao dos marcadores CD19°CD20"IgD*CD27*. A analise
estatistica revelou que pacientes com ICV-Geral apresentam frequéncia reduzida de LB
de memoria sem troca de classe de imunoglobulina em CMSP comparado aos CTRL
(Figura 33) (p<0,0001).
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Figura 33: Porcentagem de linfécitos B de memdria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*IgD*CD27*) em CMSP de pacientes ICV-Geral em compara¢do com individuos
CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram
calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-Whitney. Valores estatisticamente significantes foram
representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001 (****),

A andlise estatistica (Figura 34) demonstra que houve reducdo significativa na
frequéncia de LB de memoria sem troca de isotipo em CMSP nos dois grupos de ICV:
ICV-S/C e ICV-C/C quando comparados aos controles (p<0,0001 e p<0,0001)
respectivamente. Ao compararmos os pacientes ICV-S/C com os pacientes ICV-C/C néo

observamos diferenca significativa (p>0,9999).
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Figura 34: Porcentagem de linfécitos B de memoria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*1gD*CD27*) em CMSP de pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C em comparacao aos
individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de P
foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Valores estatisticamente significantes
foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).

Ao analisarmos a frequéncia de LB de memdria sem troca de classe de classe de
imunoglobulina (CD19°CD20"IgD*CD27*) em CMSP de pacientes com ICV-S/C e
subgrupos de ICV-C/C e individuos CTRL (Figura 35), observamos que apenas 0
subgrupo ICV-LP-B ndo apresentou diferenca significativa quando comparados aos
individuos CTRL. Porém, todos os outros grupos de ICV apresentaram reducéao
significativa da frequéncia deste subtipo de LB quando comparados com CTRL. ICV-
S/C (p=0,0002), Gl (p=0,0024) ,DAI (p=0,0174) e DM (p=0,0061).
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Figura 35: Porcentagem de linfocitos B de memdria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*1gD*CD27*) em CMSP nos diferentes subgrupos de pacientes ICV — S/C, GI, DAI, LP-
B e DM em comparacdo aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis
25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn 's usando o
teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05
.(*), p <0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Complicacdo Gastrointestinal — GI; Doenca Autoimune
— DAL, Linfoproliferagdo benigna — LP-B; Doenca Maligna — DM e Controles - CTRL.
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Expressdo de PD-1* em Linfocitos B de memoria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19*CD20*IgD*CD27%)

A analise da frequéncia de linfocitos B de memoria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19*CD20"IgD*CD27*%) com expressdo de PD-1* ndo demonstrou
diferenca significativa na expressdo de PD-1" em CMSP dos pacientes ICV-geral quando

comparados aos CTRL (Figura 36).
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Figura 36: Porcentagem de linfécitos B de memoria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*IgD*CD27*) com expressao de PD-1* em CMSP dos pacientes ICV-Geral em
comparacao aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75.
Os valores de P foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-Whitney. Valores
estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001

(****) i

A analise estatistica da expressdo de PD-1" na subpopulagédo de Linfdcitos B de
memoria sem troca de classe de imunoglobulina (CD19*CD20"IgD*CD27") (Figura 37)
demonstra aumento da expressdo desta molécula em CMSP nos pacientes ICC-S/C
(p=0,0212) em comparacdo aos pacientes ICV-C/C, ja, em comparac¢ao aos controles o
grupo sem complicacOes apresentou apenas uma tendéncia a ter aumento da expresséo de
PD-1.
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Figura 37: Porcentagem de linfécitos B de memoria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*1gD*CD27*) com expressao de PD-1* em CMSP de pacientes ICV-S/C em comparacao
aos grupos ICV-C/C e CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os
valores de P foram calculados através do teste de comparacdo multipla de Dunn’s. Valores estatisticamente
significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).

Em relacdo a expressdo de PD-1*em linfocitos B de memdria sem troca de classe
de imunoglobulina (CD19*CD20"IgD*CD27%) nos diferentes subgrupos de ICV (Figura
38), observamos que o grupo ICV-S/C apresentou aumento significativo da expresséo de
PD-1* comparado ao grupo ICV-LP-B, apenas (p=0,0202). Os demais subgrupos
estudados ndo apresentaram diferencas significativas entre eles e demonstram uma
tendéncia a estarem com niveis de PD-1" reduzidos em comparacdo ao CTRL, enquanto
que nos pacientes ICV-S/C foi observado uma tendéncia a ter essa expressdo aumentada

em relagcdo aos CTRL e aos demais subgrupos.
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Figura 38: Porcentagem de linfécitos B de memoria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19°CD20*IgD*CD27*) com expressdao de PD-1* em CMSP de nos diferentes subgrupos de
pacientes ICV-S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em comparacao a individuos CTRL. As barras representam
as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste de
comparagdo mdltipla de Dunn 's usando o teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente
significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****).
Complicacgéo Gastrointestinal — GI; Doenca Autoimune — DAI; Linfoproliferagdo benigna — LP-B; Doenca
Maligna — DM e Controles - CTRL.

Expressdo de PD-L1* em Linfécitos B de memoria sem troca de classe de
imunoglobulina (CD19*CD20*1gD*CD27*)

A expressao do marcador PD-L1" nos linfécitos B de memaria sem troca de classe
de imunoglobulina (CD19*CD20*IgD*CD27") também foi avaliada ndo apresentou
diferenca significativa na comparagdo de sua expressao nos LB de memdria sem troca

de isotipo comparando pacientes ICV-geral e CTRL (Figura 39).
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Figura 39: Porcentagem de linfécitos B de memoria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*1gD*CD27*) com expressdo de PD-L1* nas CMSP dos pacientes ICV-geral em
comparacao aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75.
Os valores de P foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-Whitney. Valores
estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001

(****) i

A anélise estatistica da porcentagem de Linfécitos B de memdria sem troca de
classe de imunoglobulina (CD19°CD20"IgD*CD27*) com expressdo de PD-1 ndo
demonstra diferenca significativa na expresséo deste marcador entre pacientes ICV-S/C,
paciente ICV-C/C em relacéo aos individuos CTRL (Figura 40).
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Figura 40: Porcentagem de linfécitos B de memdria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*1gD*CD27*) com expressdo de PD-L1* em pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C em
comparacao aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75.
Os valores de P foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Valores
estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P
<0,0001 (****).

Da mesma forma, quando subdividimos os pacientes ICV-C/C de acordo com a
complicagdo ndo infecciosa (Gl, DAI, LP-B e DM), também ndo constatamos diferenga
estatistica na expressdo do marcador PD-L1* de linfocitos B de memoria sem troca de
classe de imunoglobulina (CD19"CD20*IgD*CD27%) na comparagéo entre grupos e com
0s grupos ICV-S/C e CTRL (Figura 41). Comparacdo entre os grupos foi realizada
através do teste de Comparagdo Multipla de Dunn’s usando o teste estatistico Kruskal-
Wallis.
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Figura 41: Porcentagem de linfécitos B de memoria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*1gD*CD27*) com expressdo de PD-L1* de pacientes ICV-S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em
comparacao aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75.
Os valores de p foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn 's usando o teste
estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p
<0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Complicagdo Gastrointestinal — GI; Doenca Autoimune —
DAI; Linfoprolifera¢do benigna — LP-B; Doenga Maligna — DM e Controles - CTRL.

Linfocitos B de memdria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*1gD"CD27+*CD38*)
O conjunto de marcadores CD19"CD20*IgD'CD27*CD38" foi utilizado para

caracterizar a subpopulacdo de linfocitos B de memdria com troca de classe de
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imunoglobulina. Ao compararmos o grupo de pacientes com ICV-geral com o grupo de
individuos CTRL observamos uma reducdo significativa na frequéncia destes linfocitos
em CMSP nos pacientes ICV-geral em comparacdo aos CTRL (p<0,0001) (Figura 42).
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Figura 42: Porcentagem de linfocitos B de memoria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*IgD"CD27+*CD38*) em CMSP dos pacientes ICV-geral em comparacéo aos individuos
CTRL. e controles. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de P
foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-Whitney. Valores estatisticamente significantes
foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001 (****).

Ao subdividimos o grupo de pacientes em ICV-S/C e ICV-C/C, observamos que
apenas o grupo de pacientes ICV-C/C demonstrou reducdo estatisticamente significante
na porcentagem de Linfocitos B de memdria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19"CD20"IgD"CD27*CD38") em CMSP comparado aos CTRL (p<0,0001) (Figura
43) sendo que o grupo ICV-S/C néo apresentou diferenca, nem em relagdo aos individuos

CTRL assim como, nem com o grupo de pacientes ICV-C/C.
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Figura 43: Porcentagem de linfécitos B de memoria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*IgD"CD27*CD38*) em CMSP de pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C em relacio
aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de
P foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Valores estatisticamente
significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).

Mais uma vez dividimos o grupo de pacientes ICV-C/C para avaliar se a
porcentagem de Linfécitos B de memdria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19°CD20"IgD"CD27*CD38") diferia em algum subgrupo. Constatamos que dois
subgrupos de pacientes ICV-GI e ICV-LP-B (p=0,0052 p=0,0058) apresentaram reducéo
significativa na porcentagem destas células quando comparadas aos individuos CTRL
(Figura 44).
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Figura 44: Porcentagem de linfocitos B de memoria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*1gD"CD27*CD38*) em CMSP em cada subpopulagdo de pacientes ICV-S/C, GI, DAI,
LP-B e DM em comparacéo aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e
percentis 25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste de comparagdo mdaltipla de Dunn 's
usando o teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente significantes foram representados por:
p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Complicacdo Gastrointestinal — GI; Doenca
Autoimune — DAI; Linfoproliferacdo benigna — LP-B; Doenca Maligna — DM e Controles - CTRL.

Expressdo de PD-1* em Linfdcitos B de memdria com troca de classe de
imunoglobulina (CD19*CD20*1gD*CD27*)

A andlise da expressdo de PD-1" em Linfocitos B de memoria com troca de classe
de imunoglobulina (CD19"CD20"IgD*CD27") em CMSP (Figura 45) demonstra que nao
houve diferenca significativa na expressdo do marcador PD-1* nos pacientes ICV-geral

quando comparados aos individuos CTRL.
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Figura 45: Porcentagem de linfocitos B de memoria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*1gD*CD27*) com expressao de PD-1* em CMSP de pacientes ICV-geral em comparagéo
aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de
P foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-Whitney. Valores estatisticamente
significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001 (****).

De acordo com o mesmo racional de subdivisdo dos grupos de pacientes vistos
anteriormente, avaliamos a expressdo de PD-1* em linfocitos B de memoria com troca de
classe de imunoglobulina (CD19*CD20*IgD*CD27") nos pacientes ICV ICV-S/C e nos
pacientes ICV-C/C em comparacdo aos individuos CTRL. A analise estatistica (Figura
46) demonstra que ndo houve diferenca significativa da expressdo do marcador PD-1* em
CMSP dos pacientes ICV-S/C, nem t&o pouco dos pacientes ICV-C/C em comparagédo
aos individuos CTRL.
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Figura 46: Porcentagem de linfécitos B de memoria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*1gD*CD27*) com expressdo de PD-1* nos pacientes ICV-S/C e pacientes ICV-C/C em
comparacao aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75.
Os valores de p foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Valores
estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P
<0,0001 (****).

Da mesma forma, como apresentado na Figura 47, a expressao do marcador PD-
1* de linfécitos B de memédria sem troca de classe de imunoglobulina
(CD19°CD20"IgD*CD27"), ndo apresentou diferenga significativa ao compararmos sua
expressdao em CMSP dos pacientes dos grupos ICV-S/C, GI, DAI, LP-B e DM em

comparac¢ado aos individuos CTRL.
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Figura 47: Porcentagem de linfocitos B de memdria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19*CD20*1gD"CD27*CD38*) com expressdo de PD-1* em CMSP de cada subpopulagdo de
pacientes ICV-S/C, Gl, DAI, LP-B e DM em comparacéo ao grupo de individuos CTRL. As barras
representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste
de comparacdo multipla de Dunn 's usando o teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente
significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****).
Complicagdo Gastrointestinal — Gl; Doenca Autoimune — DAI; Linfoproliferagdo benigna — LP-B; Doenca
Maligna — DM e Controles - CTRL.

Expressdo de PD-L1* em Linfocitos B de memdria com troca de classe de
imunoglobulina (CD19*CD20*IgD*CD27%)

A andlise estatistica da expressao de PD-L1" em Linféocitos B de memoéria com
troca de classe de imunoglobulina (CD19°CD20"IgD*CD27*) em porcentagem (Figura
48) demonstra que ndo houve diferenca significativa na expressao do marcador PD-L1*
em CMSP dos pacientes ICV-geral em comparagdo ao grupo de individuos CTRL
(p=0,0627).

79



150~

NS

~
(3]
[ ]

cD19*CcD20"IgD"
CD27"cD38"PD-L1" %

o
1

CTRL ICV-Geral

Figura 48: Porcentagem de linfécitos B de memoria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19°CD20*IgD*CD27*) com expressao de PD-L1* em CMSP dos pacientes ICV-geral em
comparacdo com os individuos do grupo CTRL. As barras representam as medianas dos valores e
percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-Whitney.
Valores estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p
<0,0001 (****).

De acordo com a analise estatistica (Figura 49), observamos que ndo houve
diferenca significativa na expressdo de PD-L1+ nos Linfécitos B de memdria com troca
de classe de imunoglobulina (CD19*CD20*1gD*CD27") nas CMSP tanto dos pacientes
ICV-S/C quanto em relagdo aos pacientes ICV-C/C em comparagdo com 0 grupo de
individuos CTRL.
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Figura 49: Porcentagem de linfécitos B de memoria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19"CD20*IgD*CD27%) com expressdo de PD-1* em CMSP dos pacientes ICV-S/C e pacientes
ICV-C/C em comparacéo aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e
percentis 25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste de compara¢do multipla de Dunn’s.
Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***),
P <0,0001 (****).

Na analise estatistica, a expressdo do marcador PD-L1" de linfécitos B de meméria
com troca de classe de imunoglobulina (CD19*CD20"IgD*CD27*), em porcentagem,
(Figura 50) nédo apresentou diferenca significativa ao compararmos sua expressao em
células mononucleares do sangue periférico dos individuos CTRL em relacdo aos
pacientes dos grupos ICV — S/C, GI, DAI, LP-B e DM. Comparacao entre os grupos foi
realizada através do teste de Comparagdao Multipla de Dunn’s usando o teste estatistico
Kruskal-Wallis.
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Figura 50: Porcentagem de linfocitos B de memoria com troca de classe de imunoglobulina
(CD19"CD20*IgD*CD27%) com expressdo de PD-1* em CMSP dos pacientes ICV-S/C, GlI, DAI, LP-
B e DM em comparacdo aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis
25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste de comparacdo multipla de Dunn 's usando o
teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05
.(*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Complicacdo Gastrointestinal — GI; Doenca Autoimune
— DAL, Linfoproliferagdo benigna — LP-B; Doenca Maligna — DM e Controles - CTRL.

Plasmoblasto (CD19*1gD"CD27*CD20-CD38")

A pendltima fase de desenvolvimento dos linfocitos B é denominada de
Plasmoblasto, cujos marcadores caracteristicos sdo CD19*1gD"CD27*CD20°CD38". A
andlise estatistica da expressdo destes marcadores em porcentagem (Figura 51)
demonstra que houve diferenca significativa com menor expressdo dos marcadores
CD19'IgD'CD27°CD20°CD38" em CMSP dos pacientes ICV-geral (p<0,0001) em

comparacédo ao grupo de individuos CTRL.
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Figura 51: Porcentagem de Plasmoblasto (CD19IgD"CD27*CD20CD38%) em CMSP dos pacientes
ICV-geral em comparacao com o grupo de individuos CTRL. As barras representam as medianas dos
valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-
Whitney. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001
(***)’ p <0,0001 (****).

A anélise estatistica, em porcentagem (Figura 52), demonstra que houve
diferenca significativa com menos expressdo de Plasmoblastos caracterizados pelo
marcadores CD19*IgD'CD27*CD20'CD38" em CMSP dos pacientes ICV-S/C
(p=0,0018) em comparacdo aos individuos CTRL; Assim como, a mesma analise
estatistica demonstra que houve diferenca significativa com menor expressdo dos
marcadores CD19*lgD"'CD27*CD20CD38" em CMSP dos pacientes ICV-C/C

(p<0,0001) em comparagdo com os individuos do grupo CTRL.
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Figura 52: Porcentagem de Plasmoblasto (CD19*IgD"CD27*CD20°CD38*) em pacientes ICV-S/C e
pacientes ICV-C/C em comparacdo aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos
valores e percentis 25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste de comparacdo multipla de
Dunn’s. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (¥*), P <0,001
(***), P <0,0001 (****).

Ao analisar a frequéncia de Plasmoblastos nos subgrupos de pacientes ICV-S/C,
ICV-GlI, ICV-DAI, ICV-LP-B e ICV-DM em comparac¢ao ao individuos CTRL, notamos
reducdo com diferenca estatistica menor dessa subpopulacdo de LB que nos CTRL em
todos os subgrupos de pacientes respectivamente com p=0,0033; p=0,0002; p=0,0004;
p=0,0004 e p=0,0004 em porcentagem (Figura 53).
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Figura 53: Porcentagem de Plasmoblasto (CD19"IgD"CD27*CD20CD38*) em CMSP nos pacientes
ICV-S/C, GI, DAI, LP-B ¢ DM em comparagao aos individuos CTRL. As barras representam as
medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste de comparagédo
multipla de Dunn 's usando o teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente significantes foram
representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Complicacdo
Gastrointestinal — GI; Doenca Autoimune — DAI; Linfoproliferacdo benigna — LP-B; Doenca Maligna —
DM e Controles - CTRL.

Expressdo de PD-1 em plasmoblasto (CD19*1gD-CD27*CD20-CD38*)

Na sequéncia analisamos a frequéncia de Plasmoblastos (CD191gD"CD27*CD20

+ :
CD38 ) com expressdo de PD-1* em CMSP nos pacientes com ICV-geral e comparamos

aos individuos CTRL. Na analise da frequéncia de plasmoblastos com expressao de PD-
1* observamos que alguns individuos ndo apresentaram plasmoblastos, portanto, a
analise da expressdo de PD-1* em plasmoblastos foi realizada respectivamente em nove
pacientes ICV-geral e em 17 individuos do grupo CTRL e nédo verificamos diferenca

significativa entre os grupos avaliados em relacéo a expressdo de PD-1 (Figura 54).
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Figura 54: Porcentagem de Plasmoblasto (CD19*1gD-CD27*CD20°CD38") com expressao de PD-1*
em CMSP de pacientes ICV-geral em comparacgdo aos CTRL. As barras representam as medianas dos
valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-
Whitney. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001
(***), p <O’0001 (****).

Expressdo de PD-L1 em plasmoblasto (CD19*1gD"CD27*CD20 CD38")

Analisamos a frequéncia de plasmoblastos (CD191gD"CD27*CD20"CD38") com
expressdo de PD-L1" em CMSP nos pacientes com ICV-geral e comparamos aos
individuos CTRL. Na analise de frequéncia de plasmoblastos observamos que alguns
individuos ndo apresentaram plasmoblastos, portanto, a analise da expressao de PD-L1"
em plasmoblastos foi realizada respectivamente em nove pacientes ICV-geral e 17
individuos do grupo CTRL e ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos

avaliados (Figura 55).
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Figura 55: Porcentagem de Plasmoblasto (CD19*1gD-CD27+*CD20-CD38*) com expressdo de PD-L1*
em CMSP de pacientes ICV-geral em comparacdo aos CTRL. As barras representam as medianas dos
valores e percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-
Whitney. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001
(***)' p <010001 (****).

Expressdo de PD-1 nos diferentes tipos celulares da ontogenia dos LB

A ontogenia normalmente diz respeito ao desenvolvimento e a maturacdo de
linfécitos, visando a producdo de receptores de antigenos. Esta relacionada ainda aos
estimulos necessarios a proliferacdo celular e aqueles voltados ao rearranjo génico e ao
comprometimento em uma linhagem especifica B (com produgdo de BCR) ou T (a partir
da producéo de TCR).

Para melhor contrapor eventuais disturbios de expressao, iniciamos a analise nos
individuos CTRL (Figura 56). Observamos que LB de memoria sem troca de classe e
plasmoblastos mostram uma reducdo significativa de PD-1 em comparacdo a LB
transicional (p=0,0020 e p<0,0001), LB naive (p<0,0001 e p<0,0001) e LB de memdria
com troca de classe (p<0,0001 e p<0,0001) respectivamente. Ainda, constatamos dois
grupos de expressdo de PD-1 durante a ontogenia de LB: um grupo que engloba LB
transicionais, LB naive e LB de meméria sem troca de isotipo e o outro grupo que engloba
LB de memdria com troca de isotipo e plasmoblastos. Ndo ha diferenca significativa na

expressao de PD-1 intra-grupo, mas sim inter-grupos.
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Figura 56: Porcentagem de expressdo de PD-1 nas subpopulag6es de LB: LB transicional, LB naive,
LB de memdria sem troca de classe, LB de meméria com troca de classe e plasmoblastos em CMSP
dos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de
P foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Valores estatisticamente
significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).

Em seguida, avaliamos a frequéncia de PD-1 nas subpopulacfes de LB nos
pacientes com ICV-geral. Observamos que a frequéncia dessa molécula, assim como nos
controles, tende a diminuir conforme o LB vai se desenvolvendo, tendo uma reducéo
significativa (p=0,0053 e p=0,0299) nos LB de memdria com troca e plasmoblastos em
comparagao com os LB sem troca e também, de LB naive para LB com troca (p=0,0005)
e naive para plasmoblastos (p=0,0092); Além de que na medida que vai ocorrendo a
diferenciacdo de LB transicional para todas as subpopulacbes de LB subsequentes
observamos reducdo estatisticamente significativa da expressdo de PD-1 nos LB naive
(p=0,0043), LB de memoria sem troca de classe de imunoglobulina (p=0,0002), LB com
troca de classe de imunoglobulina (p<0,0001) e por fim nos Plasmoblastos (p<0,0001)
(Figura 57).
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Figura 57: Porcentagem de expressdo de PD-1 nas subpopulag6es de LB: LB transicional, LB naive,
LB de memdéria sem troca de classe, LB de meméria com troca de classe e plasmoblastos em CMSP
dos pacientes ICV-geral. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores
de P foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Valores estatisticamente
significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).

Finalmente, fizemos a avaliacao da frequéncia da expressao de PD-1 nos pacientes
ICV-S/C. Observamos que PD-1 tem uma tendéncia a estar mais presente nos LB
transicionais do que em relacéo aos outros subtipos de LB e, em comparacdo aos LB de
memoria com troca de classe observamos diferenca estatisticamente significativa com
menor expressao de PD-1 nos LB de memdria com troca de classe de imunoglobulina

guando comparados aos LB transicional (p=0,0205) (Figura 58).

89



100~ =)

504 =X .f%_. .

PD-1" %
b
@
[ ]
® °
[ )]
o0
@& @
0 @

2) A\

L @ O o
Q’ e‘b\% @60 @0 \'bé\
~ 2 N 3 &

NV 2 N &
b ¥ il
Bl cv-sic R

Figura 58: Porcentagem de expressdo de PD-1 nas subpopulac6es de LB: LB transicional, LB naive,
LB de memoéria sem troca de classe, LB de memdria com troca de classe e plasmoblastos em CMSP
dos pacientes ICV-S/C. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de
P foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Valores estatisticamente
significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).

Ao analisarmos a expressdo de PD-1" em CMSP dos pacientes ICV-C/C
verificamos que houve uma maior expresséo de PD-1* na subpopulacdo de LB
transicional em comparacéo com todas as demais subpopulacdes que compde a ontogenia
dos LB sendo que essa diferenca estatisticamente significativa foi de p=0.0457 nos LB
naive, p=0,0004 nos LB de memoria sem troca de classe, p<0,0001 nos LB com troca de
classe e também p=0,0003 nos plasmoblasto. Também observamos maior expressdo de
PD-1 nos LB naive em comparagdo aos LB de memoria com troca de classe (p=0,0007)
e plasmoblastos (p=0,0487), e maior expressédo de PD-1 em LB de memdria sem troca de

classe para LB de memoria com troca de classe (p=0,0277) (Figura 59).
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Figura 59: Porcentagem de expressdo de PD-1 nas subpopulacées de LB: LB transicional, LB naive,
LB de memoria sem troca de classe, LB de memoria com troca de classe, e plasmoblastos em CMSP
dos pacientes ICV-C/C. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75. Os valores de
P foram calculados através do teste de comparacdo multipla de Dunn’s. Valores estatisticamente
significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).

Ap0s avaliarmos cada grupo individualmente, comparamos a frequéncia de PD-1
durante a ontogenia dos LB entre os grupos de pacientes ICV-geral com o grupo de
individuos CTRL. Observamos que PD-1 é significativamente mais expresso nos
pacientes ICV-geral nas subpopulacfes de LB transicional em comparacéao aos individuos
CTRL (p<0,0001), e possui uma tendéncia de estar mais expresso nos grupos de pacientes
com ICV-geral em LB naive, LB sem troca de classe, LB com troca de classe e nos

plasmoblastos em comparacéo ao grupo de individuos CTRL (Figura 60).
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Figura 60: Porcentagem de PD-1 nas subpopulaces de linfécitos B: LB transicional, LB naive, LB
de memoria sem troca de classe, LB de memdria com troca de classe e plasmoblastos em CMSP dos
grupos ICV-geral e individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e
75. Os valores de P foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn’s. Valores
estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***), P
<0,0001 (****).

Por fim avaliamos a analise estatistica conforme a ontogenia das subpopulacées
de linfocitos B (Figura 61) como referéncia para a analise da expressdo de PD-1* nas
CMSP dos pacientes ICV-S/C e dos pacientes ICV-C/C em comparacao aos individuos
CTRL e observamos diferenca estatisticamente significativa com maior expressao de LB
transicional em pacientes ICV-S/C em comparacdo aos individuos CTRL (p=0,0006)
assim como, maior expressao de PD-1 no grupo pacientes ICV-C/C em comparagao aos
CTRL de LB transicional (p=0,0005); Ainda nessa analise conseguimos observamos
maior expresséo de PD-1 em LB de memdria sem troca de classe dos pacientes ICV-S/C
quando comparados aos pacientes ICV-C/C (p=0,0212).
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Figura 61: Porcentagem de PD-1 nas subpopulagdes de linfécitos B: LB LB transicional, LB naive,
LB de memodria sem troca de classe, LB de memdria com troca de classe e plasmoblastos em CMSP
dos grupos ICV-S/C, ICV-C/C e individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e
percentis 25 e 75. Os valores de P foram calculados através do teste de comparagdo multipla de Dunn’s.
Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001 (***),

P <0,0001 (****).

Ap0s avaliarmos todo perfil estudado das subpopulacdes de linfdcitos B e das
moléculas co-expressas PD-1 e PD-L1, buscamos interpretar os resultados gerados pelos

experimentos onde realizamos a Imunofenotipagem de Linfdcitos T foliculares - LTrH.

Linfocitos T foliculares — LTrH (CD4*CXCR5Y)

Para a caracterizacdo fenotipica dos linfocitos T foliculares - Trn, utilizamos os

marcadores CD3"CD4"CXCR5"PD-1* (Figura 61).
Ao analisarmos a frequéncia dos LTrH € possivel observar que houve diferenca

significativa com maior expressdo desses marcadores em pacientes ICV-geral quando

comparados aos individuos CTRL (p<0,0001).
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Figura 62: Porcentagem de LTr+ (CD3"CD4*CXCR5"PD-1%) em CMSP de pacientes ICV-geral em
comparacao aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e percentis 25 e 75.
Os valores de P foram calculados através do teste t ndo-paramétrico Mann-Whitney. Valores
estatisticamente significantes foram representados por: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p <0,0001

(****) i

Ao analisarmos frequéncia em porcentagem (Figura 63) dos Linfécitos Trn
verificamos que houve diferenca significativa com maior expressdo nos pacientes ICV-
S/C em comparacdo aos CTRL (p=0,0349). A mesma andlise estatistica demonstra que
também houve diferenca significativa com maior expressdo de LTrn em CMSP dos
pacientes ICV-C/C quando comparados aos individuos CTRL (p<0,0001).
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Figura 63: Porcentagem de LTry (CD4*CXCR5*PD-1*) em CMSP de pacientes ICV-S/C, pacientes
ICV-C/C em comparacdo com o grupo de individuos CTRL. As barras representam as medianas dos
valores e percentis 25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste de comparacdo multipla de
Dunn'’s. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*), p <0,01 (**), P <0,001
(***), P <0,0001 (****).
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Analisamos também a frequéncia de LTrx nos subgrupos dos pacientes com
complicagdes ICV-S/C e ICV-C/C. A andlise estatistica demonstra que houve diferenca
significativa com maior frequéncia destas células em pacientes com ICV-GI (p<0,0001),
ICV-DAI (p=0,0002), ICV-LP-B (p=0,0074) em relacdo aos CTRL. O subgrupo ICV-S/C
e ICV-DM ndo apresentam diferenca significativa, porém mostra uma tendéncia a

estarem com populagdo de LTrH aumentada em relagdo ao grupo CTRL (Figura 64).

+o\° 60 - e
5 ¢ T <
£ s
n
14
2
X 30+
+
<
(@] o
(&
0
F O O P L
& 2 \o‘\p &N J R
© Yoo N

Figura 64: Porcentagem de LTrH (CD3+CD4+CXCR5+) em CMSP dos pacientes ICV-S/C, GI, DA,
LP-B e DM em comparacéo aos individuos CTRL. As barras representam as medianas dos valores e
percentis 25 e 75. Os valores de p foram calculados através do teste de comparacdo maltipla de Dunn 's
usando o teste estatistico Kruskal-Wallis. Valores estatisticamente significantes foram representados por:
p <0,05 .(*), p <0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Complicacdo Gastrointestinal — GI; Doenca
Autoimune — DAI; Linfoproliferacdo benigna — LP-B; Doenca Maligna — DM e Controles - CTRL.

Correlagdo entre expressao de PD-L1 em LB e linfécitos T foliculares — LTrH
(CD4*CXCR5")

Decidimos avaliar a correlacdo entre PD-L1 e LTrH para melhor compreensao do
funcionamento desta via nos pacientes com ICV. Observamos que pacientes com ICV
demonstraram uma correlacéo negativa ( P=0,0009 e r=0,39) entre PD-L1 de LB e LTeH.
Em contrapartida, essa correlacdo ndo foi observada nos individuos do grupo CTRL.

Também observamos que ao dividir os pacientes com ICV em ICV-S/C e ICV-C/C s6 é
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possivel notar correlacdo negativa significativa nos pacientes com complicacdes
(p=0,0066 e r=0,36 (Figura 65). A comparagéo entre 0s grupos foi realizada usando o
teste de correlacdo de Spearman.
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Figura 65: Correlacdo da expressdo de PD-L1 nos LB e frequéncia de LTrn. A. pacientes com ICV-
geral; B. CTRL,; C. pacientes com ICV-S/C; D. Pacientes ICV-C/C. Os valores de P e r foram calculados
através do teste de spearman. Valores estatisticamente significantes foram representados por: p <0,05 .(*),
p <0,01 (**), P <0,001 (***), P <0,0001 (****).
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7. DISCUSSAO

E possivel definir como Imunodeficiéncias Primarias (IDP) o grupo composto por
mais de 400 doencas ocasionadas por defeitos genéticos, gerando anormalidades no
desenvolvimento e nas funcgbes do sistema imune. Geralmente sdo identificadas por
infeccOes recorrentes (graves ou geradas por agentes ndo usuais ou de baixa
patogenicidade), manifestacdes autoimunes ou inflamatorias e com uma tendéncia maior
a neoplasias”.

Estes Erros Inatos da Imunidade (Ell) podem ser enquadrados em dez categorias:
imunodeficiéncias combinadas de células T e B, imunodeficiéncias combinadas com
caracteristicas associadas ou sindrémicas, deficiéncias predominantes de anticorpos,
doencas de desregulacdo imunoldgica, defeitos congénitos de nimero e/ou fungédo de
fagdcitos, defeitos da imunidade intrinseca e inata, doencas autoinflamatorias,
deficiéncias de complemento, falhas da medula 6ssea e fenocopias de imunodeficiéncias
primarias’®.

Para alguns autores a ICV corresponde ao segundo mais comum entre os Ell (o
primeiro ¢ a deficiéncia de IgA), cujo diagnostico é feito basicamente a partir de alguns
critérios clinicos e laboratoriais, uma vez que a maior parte ndo tem diagnéstico molecular
definido. Consequentemente, o diagnostico é retardado e o inicio do tratamento da ICV
com reposicdo de imunoglobulina humana, visando a prevencéo de infecgdes, evitando,
assim, a ocorréncia de sequelas em 6rgdos como os pulmdes, também % 73,

Trata-se de uma sindrome complexa constantemente chamada de “guarda chuva”
por conta da variedade de manifestagdes clinicas apresentadas por seus pacientes™®’,
Tem sido clinicamente dividida ultimamente em dois grupos principais: pacientes apenas
com infecgdes recorrentes, sem outras manifestacdes, e pacientes que apresentam além
de infeccbes outras complicacbes, como doencas autoimunes e inflamatdrias,
linfoproliferativas, doencas malignas °. Cunningham-Rundles et al., 2020 ° em uma
revisdo de 623 pacientes identificou que apenas 31% dos seus pacientes faziam parte do
grupo de pacientes sem complicagdes, enquanto que Chapel et al., 2008 relatou 26% de
pacientes pertencentes a este grupo® ’°. Estes dados mostram que a maior parte dos
pacientes com ICV séo os que tém complicacdes ndo infecciosas, sendo assim, pacientes

gue tém maior morbidade e mortalidade.
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Em nosso estudo foram avaliados 14 (25%) pacientes pertencentes ao grupo sem
complicacdes (ICV-S/C) e 55 (75%) pacientes pertencentes ao grupo (ICV-C/C). Apesar
do nosso grupo ser apenas uma amostra da coorte de pacientes acompanhada no Servico
de Imunologia Clinica e Alergia do HC-FMUSP, a proporc¢édo de pacientes S/C e C/C ¢
semelhante a relatada em outras casuisticas. Os pacientes do grupo ICV-C/C ainda foram
subdivididos em subgrupos de acordo com suas manifesta¢6es clinicas ndo infecciosas -
gastroenteropatias (52,7% - inclui pacientes com padrdo celiaco, hipertensdo portal,
diarreia cronica e cancer gastrico), pacientes com doencas autoimunes (49,1%), com
linfoproliferagdo benigna (76,4%) e com doencas malignas (21,8%, destes, 7,3%
apresentaram linfoma), sendo que alguns pacientes foram incluidos em mais de um
subgrupo. Em uma revisdo publicada em 2020, Cunningham-Rundles relata que pelo
menos 25% dos pacientes com ICV apresenta autoimunidade, 20-60% apresentam
doencas gastrointestinais, 8-22% doenca granulomatosa, 10% com doenca hepética, e 1,8
a 5 vezes maior risco de desenvolver doencas malignas. Chapel et al., 2008 comparando
as casuisticas de diversos centros europeus, observou linfoproliferacdo policlonal em 12-
54% dos pacientes, autoimunidade em 27-48% dos pacientes, enteropatias em 3-15% e
doencas linfoproliferativas em até 6% dos pacientes ® . Desta forma, podemos concluir
que nossos pacientes apresentaram frequéncia semelhante de doencas autoimunes e
linfoproliferativas malignas, mas maior prevaléncia de pacientes com linfoproliferacéo
benigna e gastroenteropatias - possivelmente pelo fato deste nosso subgrupo englobar
diversas patologias gastrointestinais.

Na ICV as infeccBes do trato respiratério, como pneumonia, bronquite crénica e
sinusite costumam ser as manifestagcdes mais presentes, inclusive, geralmente aparecem
como primeiro sintoma nestes pacientes®®. Estas infecces estdo presentes em 70 a 99%
dos pacientes com ICV'®, dado corroborado por nossos achados onde observamos em
ambos os grupos de pacientes prevaléncia de 81 a 93% de infecgdes respiratorias altas e
pneumonias.

Em uma coorte de 95 pacientes da Finlandia, Kainulainen et al., 20017 descreveu
que 66% dos seus pacientes sofriam com pneumonias recorrentes, enquanto que em uma
coorte Francesa de 252 pacientes, Oksenhender et al., 20088 identificou que 61% dos
Seus pacientes apresentaram pneumonias. Em nossa coorte as pneumonias estavam
presentes em 90,9% dos pacientes com ICV-C/C, e em 85,7% dos ICV-S/C.
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As infecgOes aparecem como a principal causa de morte em pacientes com
deficiéncia de anticorpos nos Estados Unidos, porém, complica¢es ndo infecciosas séo
as principais responsaveis por diminuir a sobrevida dos pacientes "® ;sendo relatado por
Resnick et al., 2012”° que o risco de morte em pacientes com ICV que apresentem
complicagdes além das infecgdes é cerca de 11 vezes maior em comparagdo a pacientes
sem complicacBes e levando em consideracdo as complicacdes inflamatorias e
autoimunes do trato gastrointestinal (TGI) esse risco pode ser de 2,8 vezes maior
comparado a pacientes sem complicagdes Gl.

Em geral, grande parte dos pacientes de ICV apresentam niveis normais de
linfocitos T e B no sangue periférico, mas as células B destes sdo incapazes de se
diferenciar em células plasmaticas in vivo, o que pode ocasionar hipogamaglobulinemia.
Tal deficiéncia em células B é responsavel pela alta incidéncia de infeccBes bacterianas™®.

O sistema imune adaptativo evoluiu para eliminar qualquer ameaga ao organismo
e através de respostas imunes combinadas entre LT e LB consegue atingir seu objetivo
causando danos aos antigenos invasores sem deixar de preservar suas células e manter a
autotolerancia. Essa protecdo eficaz ocorre principalmente através de mecanismos
reguladores que permitem o controle e equilibrio das respostas imunes durante o
desenvolvimento dos linfcitos nos 6rgdos linfoides centrais e também na periferia®. PD-
1 faz parte da familia de co-receptores formada por CD28, CTLA-4 e ICOS, tem funcéo
de fornecer sinais regulatdrios negativos para resposta imune de LT e LB e ao contrario
de outros co-receptores que sdo expressos apenas nos LT, também podem ser expressos
na superficie de LB ativados e ter um papel importante na regulagio dos LB8,

A imunidade adaptativa utiliza diversos subtipos de LT para o combate de
infeccOes geradas por diferentes patdgenos. Para a imunidade humoral dependente de LT,
0S LTrn sd0 um subtipo especializado que migra para o0 GC onde interage com o LB
auxiliando a diferenciacéo dessas células e consequentemente a producao de anticorpos®?.
Outra caracteristica importante observada nos LTrH é a elevada expressdo de PD-1, que
interage com seu ligante PD-L1 e PD-L2 expressos por células epiteliais e
hematopoéticas®®.

Hams et al., 2011, estudando camundongos deficientes de PD-L1 durante infec¢éo
por S.mansoni identificaram elevada producdo de imunoglobulinas, expansao do GC e
elevada frequéncia de LTrH. Além destas observacdes, outro achado importante foi que o
blogueio da via PD-1/PD-L1 através do uso de anticorpos monoclonais melhorou a
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producdo de anticorpos e aumentou o nimero de LTrH, porém o bloqueio da via PD-
1/PD-L2 n&o alterou/interferiu na producdo destas células, indicando que essa via ndo
regula os LTex®.

Enquanto a via PD-1/PD-L1 tem sido frequentemente estudada na interacéo de
LT e LB respectivamente, o papel de PD-1 nos LB ainda é muito pouco discutido,
contudo, em 2013, Thibult et al., estudou a expressdo desta molécula nos LB de
individuos saudaveis, observando que PD-1 era fortemente expresso nos LB e suas
subpopulac@es, porém quando esses LB entravam no centro germinativo essa molécula
deixava de ser expressa na superficie dessas células e s voltavam a ser expressas quando
esses linfécitos saiam do GC para terminar sua maturagao, sendo esse processo de “switch
off” de PD-1, essencial para proliferacio de LB e diferenciacio em LB de meméria®.

Diante desses dados, nossa hipdtese foi que uma possivel expressao diferenciada
de PD-1e PD-L1 nos LB poderia estar interferindo diretamente no processo de maturagdo
destes linfocitos e producédo de anticorpos. Para tanto, avaliamos a frequéncia de PD-1 e
PD-L1 nos diferentes subtipos de LB em pacientes diagnosticados com ICV, e
comparamos a frequéncia destas moléculas nos diferentes fendtipos clinicos de ICV e
com os individuos saudaveis.

Conforme ocorre a maturacéo dos LB, a composicéo dos subtipos de LB presentes
no sangue periférico vai se modificando com o decorrer dos anos. Morbach et al., 2010
avaliou a frequéncia das subpopulacbes de LB em sangue periférico de individuos
saudaveis e observou que com o passar dos anos a frequéncia de LB transicionais e naive
diminuem rapidamente logo nos primeiros anos de vida, enquanto que a frequéncia de
LB de memdria sem troca de classe e com troca de classe aumentavam gradativamente.
J& os plasmoblastos sdo raramente detectados no sangue periférico'®.

Seguindo a ordem de ontogenia dos LB, primeiro avaliamos a frequéncia das
subpopulacdes destes linfocitos em nossos pacientes para depois avaliar a frequéncia da
expressdo de PD-1 e PD-L1 em cada subtipo destes linfécitos.

Em nosso estudo, observamos reducédo da frequéncia de LB nos pacientes ICV em
relacdo ao grupo CTRL. Wehr et al., 2008, também observou uma ligeira reducdo de LB
totais nos pacientes com ICV, sendo que em 10% deles essa reducdo era acentuada com
menos de 1% de LB em sangue periférico®®. Ai Kindi et al., 2012 realizando um estudo
com subtipos de LB em pacientes com ICV, também observou reducdo da frequéncia

destas células em sua coorte®2. Ainda, subdividindo nossos pacientes em pacientes com
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infeccdes apenas e com complicagdes ndo infecciosas observamos que nos pacientes do
grupo ICV-C/C essa reducdo era maior e significativa, enquanto em nossos pacientes
ICV-S/C houve apenas uma tendéncia de reducdo dos LB totais. Outro achado relevante
foi que subdividindo o grupo ICV-C/C, encontramos essa reducdo significativa apenas
para 0s subgrupos com gastroenteropatias e doencas autoimunes. Esta reducdo da
frequéncia de LB ser mais acentuada nos pacientes com complicagdes e em especial nos
pacientes com manifestacGes do TGI faz sentido, uma vez que em 2012, Resnick et al.,
ja haviam relatado que em uma coorte de pacientes norte-americanos a reducdo de LB
estava associada a maior morbidade e mortalidade’, e em 2008, Chapel et al., relatou que
pacientes sem complicagdes tinham uma sobrevida maior em comparagdo a pacientes
com complicacgdes, e que dentre as complicacBes aqueles que tinham enteropatias tinham
uma taxa de mortalidade mais elevada®.

Os LB recém formados que sairam da MO sdo considerados imaturos e
denominados LB transicionais, sdo os precursores dos LB naive maduros e também dos
plasmécitos de vida curta. Em 2008, durante a classificacdo EUROclass para ICV, Wehr
et al., descreveram que esta populacdo estava discretamente aumentada nos pacientes
com ICV, e que em 15% dos pacientes este aumento mais proeminente estava associado
a redugdo de LB de zona marginal'®. Ainda, mutacdes em BAFF ("B cell activating
factor") podem bloquear a diferenciagdo dos LB transicionais T1 para T2 nos pacientes
com ICV e consequentemente contribuem para o aumento destas células nestes
pacientes?: 8% 84 Nossos dados corroboram com o que foi descrito na literatura, estando
a frequéncia desta populacdo de células aumentada também em nossos pacientes em
comparacdo aos CTRL.

O aumento significativo se manteve quando dividimos nossos pacientes de acordo
com o fendtipo clinico e comparados aos CTRL, entretanto, ndo houve diferenca entre
0s 2 grupos de ICV. A subdivisdo do grupo ICV-C/C observamos que apenas 0s pacientes
com complicagbes Gl e autoimunes mantinham um aumento de LB transicional em
relagdo ao grupo controle. Um achado importante descrito na literatura que poderia
contribuir para o aumento de LB transicionais nos pacientes ICV com autoimunidade é a
presenca de linfoadenopatia. Entretanto, Herrera et al., 2019 apesar de observar aumento
dos LB transicionais nos pacientes com ICV, ndo observou diferenca significativa entre

pacientes com autoimunidade e sem autoimunidade®®.
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Como ja observado por Morbach et al., 2010 a frequéncia dos LB naive em
individuos saudaveis diminui logo nos primeiros anos de vida®. Ja nos pacientes com
ICV, Pedreschi et al., 2014, avaliando a frequéncia de LB naive em pacientes com ICV
observou que os niveis de LB naive sdo similares nos grupos ICV e controle?®. Contudo,
quando linfécitos sdo cultivados com peptideo HA de influenza pré-vacinagdo contra
influenza observa-se uma reducdo dos niveis destes linfécitos nos pacientes com ICV,
porém, pos-vacinacdo a frequéncia destas células aumenta nos pacientes, s6 que nao o
suficiente para gerar diferenca significativa para com os CTRL.

Outro estudo que também demonstra ndo haver diferencas dos niveis de LB naive
entre pacientes com ICV e CTRL é o estudo de Piqueras et al., que em 2003 avaliou
pacientes com ICV a partir de 3 grupos, avaliando um grupo com frequéncia de LB naive
e de memdria em niveis normais, um segundo grupo que apresenta reducdo de LB de
memdaria sem troca de classe e niveis normais de LB de memdria comutados, e um
terceiro grupo com reducao de ambas as populacdes de LB de memaria. Nos trés grupos,
comparando aos individuos saudaveis, ndo foram observadas diferencas significativas de
frequéncia de LB naive®.

Em nosso estudo, observamos que em nossa coorte os pacientes com ICV
mostraram uma frequéncia de LB naive aumentada em relacdo aos CTRL. Quando
subdividimos os pacientes, esse aumento se manteve, porém sem diferenca significativa
entre pacientes ICV-S/C e ICV-C/C. Nossos resultados corroboram com o descrito por
Vlkova et al., que em 2006 observou aumento da frequéncia de LB naive em pacientes
ICV com niveis reduzidos de LB de memdria com troca de classe, e em 2010 esse mesmo
grupo de pesquisadores identificou aumento de LB naive em pacientes com ICV com
niveis reduzidos ou normais de CD212% 87,

Durante o processo de maturacdo dos LB, os linfocitos percorrem os foliculos do
baco, linfonodos e MO, até ser ativada por algum antigeno ou sofrer apoptose. Esse
processo possibilita que os LB naive completem sua maturagdo em LB de memoria e
plasmacitos®e.

A presenca de CD27 na superficie de LB é uma das principais caracteristicas
encontradas em LB que sofreram hipermutacdo somatica e que sdo capazes de produzir
imunoglobulinas. CD27 e considerado um marcador de LB de memdria e na ICV a
disturbio no processo de hipermutagdo somatica indica também alteragdo dos LB no
GC®. No sangue periférico, os LB de memdria CD27* podem ser subdivididos em dois
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subtipos: células IgD*CD27*, que caracterizam os LB de memdria sem troca de classe de
imunoglobulina, e produzem predominantemente IgM, e células IgD"CD27", que sdo as
células com troca de classe de imunoglobulinas, ou seja, produzem IgG, IgA ou IgE®.

Em individuos saudaveis, 25% do total de LB sao representados pelos LB de
memoria sem troca de isotipo, enquanto 40% é representado pelos LB de memoria
comutados em adultos®. Segundo a literatura® % %! os LB de memodria sem troca de
classe nos pacientes com ICV podem estar reduzidos ou ndo. Ja os LB de memdria com
troca de classe estdo reduzidos de forma expressiva na ICV, fazendo parte inclusive dos
critérios de diagnostico desta imunodeficiéncial®®, Em nosso estudo, identificamos que
tanto os LB de memdria sem troca de classe, como os LB de memdria com troca de isotipo
apresentaram reducdo em comparacdo aos CTRL, corroborando com o descrito na
literatura. Ainda, quando avaliamos os grupos ICV-S/C e ICV-C/C, essa reducédo dos LB
de memdria com troca de classe se manteve apenas nos pacientes com complicaces,
tendo apenas uma tendéncia a estar reduzido nos pacientes com ICV-S/C. A reducdo dos
linfécitos B de memoria sugere um defeito de desenvolvimento dos LB no centro
germinativo®®.

Os plasmoblastos foram a ultima populacéo a ser estudada em nosso trabalho.
Como dito anteriormente por Morbach et al., 2010, essa populacéo é raramente detectada
em sangue periférico’8. Nossos resultados mostraram que apesar da frequéncia reduzida
em todos 0s grupos participantes do nosso estudo, a diminuicdo dos plasmoblastos foi
mais expressiva nos pacientes com ICV em relacdo ao grupo controle. Em 2008, Wehr et
al., associou essa reducdo de plasmoblastos ao aumento da incidéncia de doencas
autoimunes nos pacientes com ICV!®, contudo, em nosso estudo, ndo observamos
diferencas dos pacientes com doencas autoimunes para 0s demais pacientes. Pedreschi et
al., estudando a populacdo de plasmoblastos em individuos que seriam vacinados com
virus influenza também verificou reduzida frequéncia destas células nos pacientes com
ICV, mas que, ap0s a vacinagdo, observaram um aumento significativo em todas as
condicGes estudadas (basal, cultivo com lisado viral de influenza e com peptideo HA).
Contudo, ap6s o terceiro més de vacinacdo observaram que a frequéncia de
plasmoblastos, mesmo com estimulo especifico, caiu gradativamente 2°.

Em resumo, nossos achados em relacao as alteragdes dos diversos subtipos de LB

analisados estéo de acordo com o descrito na literatura e refletem o disturbio na maturacéo
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dos linfocitos B e que, consequentemente, determinam a hipogamaglobulinemia
caracteristica da ICV.

Apds a avaliacdo da frequéncia de LB, verificamos a expressdo de PD-1 e PD-L1
nesses subtipos. Apesar de haver poucos estudos da expressao de PD-1 em LB, alguns
autores demonstraram que PD-1 pode ter um papel importante no desenvolvimento de
LB, como Good-Jacobson et al., 2010, que estudando camundongos knockout,
descreveram que a auséncia de PD-1 pode contribuir para diminuicdo de células
plasméticas de vida longa®®.

Como citado anteriormente, Thibult et al., 2013, avaliaram a expressédo desta
molécula nos subtipos de LB de individuos saudaveis. Eles quantificaram transcritos de
PD-1 nos LB periféricos ndo ativados, e compararam a expressdo desta molécula nos
diversos subtipos de individuos saudaveis em CMSP e linfonodos. Foi descrito por
Thibult et al., PD-1 era expresso em LB naive, LB de memaria sem troca de classe, LB
de memdria com troca de classe, porém nos LB do GC, foi observado perda da sinaliza¢éo
por PD-1, num processo chamado de “switch off” abordado mais cedo nesta discussao,
onde PD-1 perde sua expressao e volta a expressar ap0s sair do GC para completar sua
maturacdo. Ainda, observaram também que os LB de memoria sem troca de classe
expressavam mais PD-1 em comparagio aos LB naive e LB comutados®?.

Em nosso estudo observamos que PD-1 também foi expresso nos LB naive, LB
de memoria sem troca de classe e com troca de classe, corroborando com o descrito por
Thibult et al., 2013, porém sem diferenca estatistica na expressdo de PD-1 nos LB de
memoria sem troca de classe para os LB naive, contudo, observamos que os LB de
memoria com troca de classe PD-1 estava reduzido em comparacao aos LB transicionais,
LB naive, e LB sem troca de classe nos individuos saudaveis. J& nos pacientes com ICV,
observamos que PD-1 era mais expresso nos LB transicionais em comparagao a todos os
outros subtipos estudados. Também observamos que os LB naive e de memdria sem troca
de classe expressavam mais PD-1 em comparacdo aos LB de memoria comutados e
plasmoblastos, porém, ndo houve diferenca na expressdo de PD-1 dos LB de memdria
sem troca de classe para LB naive.

Quando separamos o0s grupos de ICV em ICV-S/C e ICV-C/C observamos
diferencas da expressao de PD-1 durante a maturacéo de LB em cada grupo. Enquanto no
grupo sem complicagdes sé houve diferencga estatistica da expressdo de PD-1 dos LB
transicionais para os LB de memoria com troca de classe, no grupo de ICV-C/C ha um

104



aumento significativo da expresséo de PD-1 nos LB transicionais comparado aos demais
subtipos de LB, e também observamos que PD-1 foi mais expresso nos LB naive do que
em LB com troca de classe e plasmoblastos. PD-1 foi mais expresso também nos LB sem
troca de classe do que em LB comutados.

Por fim, também comparamos a expressao de PD-1 nos subtipos de LB entre 0s
pacientes com ICV e individuos CTRL. Entendemos que o perfil de expressdo de PD-1
aparenta ser similar entre os CTRL e pacientes com ICV, contudo, notamos uma diferenca
significativa entre os LB transicionais, estando PD-1 muito mais expresso nos pacientes
com ICV, porém, ainda ndo temos informacGes suficientes para definir o motivo desta
diferenca. Outro achado importante foi que PD-1 é mais expresso nos LB sem troca de
classe de pacientes com complica¢fes do que em pacientes com apenas infeccoes.

Assim como PD-1, também ndo temos conhecimento de nenhum outro estudo que
tenha averiguado a expressdo de PD-L1 em subpopulacdes de LB em pacientes com ICV.

PD-L1 expresso nos LB e em outras APCs, é o ligante de PD-1 expresso em LTgH..
Sabemos que essa interacdo é importante para a maturacao final dos LB, e a via PD-1/PD-
L1 tem um papel regulador nessa interacdo. Por este motivo o estudo da expressédo de PD-
L1 em LB e PD-1em LTrH € de suma importancia.

Em nosso estudo, identificamos que a expressdao de PD-L1 nos LB totais de
pacientes com ICV e nos individuos controles é similar, apresentando apenas uma
tendéncia a estar reduzido nos pacientes, contudo, quando dividimos 0s pacientes entre
ICV-S/C e ICV-C/C, observamos uma reducdo significativa da expressao de PD-L1 em
LB totais dos pacientes com complicacdes ndo infecciosas quando comparados aos
pacientes sem complicacdo e controles, e uma reducéo significativa de PD-L1 em LB
naive dos pacientes ICV-C/C em relagdo aos CTRL. Ainda, quando selecionamos 0s
pacientes ICV-C/C e subdividimos, encontramos reducéo significativa de PD-L1 em LB
naive apenas nos pacientes com autoimunidade. Em 2018, Zacca et al., verificaram a
expressao de PD-L1 em individuos saudaveis e pacientes com artrite reumatoide (AR), e
observaram que PD-L1 é menos expresso nos pacientes com AR do que em individuos
saudaveis. Esses dados sugerem que uma diminui¢do da expressdo de PD-L1 em LB
esteja relacionada a doencas autoimunes®.

Apds avaliar a expressdo de PD-L1 nos LB, seguimos nosso estudo verificando a
frequéncia de LTrH. Observamos que os pacientes com ICV tém frequéncia maior de
LTen em comparagdo aos CTRL. Quando dividimos esses pacientes em ICV-S/C e IV-
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C/C, encontramos maior frequéncia de LTrH em ambos os grupos comparado aos CTRL,
contudo, essa frequéncia é mais proeminente nos pacientes com complicagoes.

Coraglia et al., 2016, ja havia estudado a frequéncia dos LTrH em uma coorte de
pacientes com ICV na Argentina, onde subdividiram esses pacientes em 2 grupos, sendo
0 grupo | formado por pacientes com doencas autoimunes e/ou granulomatosas, e o grupo
Il formado por pacientes sem essas complicacoes. Eles também relataram uma frequéncia
maior de LTry em pacientes com ICV, verificando também um aumento mais
significativo destas células nos pacientes que apresentaram complica¢fes autoimunes
e/ou granulomatosas®.

Por altimo, também entendemos ser importante correlacionar a expressao de PD-
L1 em LB com a expressdo de LTrn nos pacientes com ICV. Até o presente momento
ndo temos conhecimento de outro estudo que tenha avaliado a correlacéo entre essas duas
moléculas em pacientes com ICV.

Em nossos resultados de correlacdo de PD-L1 de LB com LTr+ Observamos uma
correlacdo inversa entre eles em pacientes com ICV, significando que, quanto menos PD-
L1 em LB mais LTrH € observado. Ainda, dividindo os pacientes ICV em ICV-S/C e
ICV-C/C observamos uma correlagao significativa apenas no grupo com complicages.
Ainda, nos individuos CTRL também ndo observamos diferenca significativa.

Concluindo, entendemos que a correlacdo de PD-L1 e LTrn demonstra que a via
PD-1/PD-L1 tem um papel importante no desenvolvimento dos LB em pacientes com
ICV, e que sua alteracdo, contribui para um prejuizo na maturacdo e producao de
imunoglobulinas nestes pacientes, contudo mais estudos sdo necessarios para um melhor
entendimento do papel desta via nos pacientes com ICV.

Em 2013, Cubas et al., estudou o bloqueio da via PD-1/PD-L1 em LTrn de
pacientes com HIV. A expresséo de PD-1 estava elevada nesses pacientes em comparagao
a individuos saudaveis. Esse aumento da expressdao de PD-1 acarreta na inibicdo da
proliferacéo e atividade celular ja que regula negativamente a secrecédo de IL-4 e IL-21 e
também inibe a funcdo de ICOS. Nesse estudo, o bloqueio da via PD-1/PD-L1 permitiu
uma melhora na producéo de células plasmaticas e anticorpos*.

Acreditamos também que estudos com bloqueio da via PD-1/PD-L1 podem ser
importantes para entender o funcionamento desta via nos pacientes com ICV, podendo
inclusive ter um potencial terapéutico para estes pacientes, permitindo talvez a conclusao

da maturacgéo dos LB e melhora na producdo de imunoglobulinas.
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CONCLUSOES

Com base em nossos resultados podemos concluir que:

. Observamos reducdo de linfécitos B de memdria sem troca de classe de
imunoglobulina e plasmoblastos em pacientes com ICV de ambos os fendtipos
clinicos e também de LB de memdria com troca de classe de imunoglobulinas no
grupo ICV com complicacdes ndo infecciosas confirmando dados reportados na
literatura e que sugere uma falha de diferenciacdo das células B;

N&o observamos auséncia de expressdo de PD-1 nos subtipos de LB: LB
transicional, LB naive e LB de memoria sem troca de isotipo, de pacientes com
ICV. Entretanto, LB de memoria com troca de classe de imunoglobulinas e
plasmoblastos apresentaram reducdo/auséncia de expresséo de PD-1 mas que
também foi observada em controles, e, portanto, PD-1 ndo determina o bloqueio
na maturacao de LB.

. Observamos expressao diferenciada de PD-1 nos diferentes subtipos de LB, sendo
mais expresso em LB transicionais, LB naive e LB de memdria sem troca de
isotipo. A expressdo de PD-1 foi bastante reduzida e até ausente em LB de
memoria com troca de isotipo e em plasmoblastos. A expressdo de PD-1 nos
pacientes com ICV seguiu padrdo semelhante aos controles, entretanto, controles
apresentaram diferencas mais significativas entre os diversos subtipos de LB. Nos
pacientes ICV estas diferencas seguiam apenas uma tendéncia para a maioria dos
subtipos.

. A expressdo de PD-L1 esta reduzida apenas no grupo de pacientes com ICV e
complicagbes ndo infecciosas. Ainda, pacientes com este fenotipo clinico
apresentaram uma correlacdo negativa entre expressdo de PD-1 em LB e
frequéncia de LTr;

. O grupo de pacientes ICV com complicagcdes néo-infecciosas tem expressao
diferenciada de subtipos de linfécitos B, de expressdo de PD-1/PD-L1 e de
frequéncia de linfocitos T foliculares, sugerindo que possivelmente a doenga tem
fisiopatologias distintas. Dentro deste grupo de ICV com complicacdes, 0s que
tém comportamento destoante preferencialmente sdo os pacientes com doencas

autoimunes e os com complicacgdes gastrointestinais.
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6. A via PD-1/PD-L1 estd alterada nos pacientes com ICV, possivelmente
contribuindo para hipogamaglobulinemia nestes pacientes, entretanto acreditamos
que alteracBGes nesta via sejam consequéncia e ndo a causa da ICV ja que a
avaliacdo dos pacientes ICV sem complicagbes ndo mostrou diferenca
significativa na correlagdo entre PD-L1 em LB e LTry;
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ANEXOS

Anexo 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICA(;AO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL
(o) Y 1=
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: .....cooooiooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s oo SEXO: Mo F o

DATA NASCIMENTO: ... T A

=N [0)= 1ol e N N o, APTO: oo

Y =10 H (o1 [0Y:Y )
(03 TELEFONE: DDD (........... )

2. RESPONSAVEL LEGAL: ....oouivveieeieeeeeeeeesesesses s sessesses e s ssssss s s s sesssssssasssssssssssssssssssssssssssssasssssassasesssnssnssnsensansons

NATUREZA (grau de parentesco, tULOF, CUFAAON BLC.): ....ououiiiiriieereeiisinieeise sttt e bt nnsn e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE: .......oiiiiiieieiiet ettt SEXO:Mao Fao

DATA NASCIMENTO.: .............. Lo, Lo

ENDEREGCO: ...ttt b sn bbb nre s NO APTO: ............

BAIRRO: ..o CIDADE: ...t e
CEP: e TELEFONE: DDD (............ ) ettt et

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Avaliagio da expressio e funcio de PD-1 e seu ligante PD-L1

nas subpopulacées de Linfécitos B em pacientes com Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV).”
PESQUISADOR : Dra. Cristina Maria Kokron
CARGO/FUNCAO: Médica Assistente INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 49888
UNIDADE DO HCFMUSP: Disciplina de Imunologia Clinica e Alergia

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCOMINIMO X RISCOMEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

3. DURAGAO DA PESQUISA : 3 ANOS

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO - HC-FMUSP

109



1 — Desenho do estudo e objetivo(s): O senhor (a) tem uma doenca na qual nao existe producéo
de algumas substancias que normalmente protegem as pessoas das infec¢bes. Estas substancias
sdo chamadas de anticorpos ou imunoglobulinas. No caso da sua doenga, a Imunodeficiéncia
Comum Variavel, o seu organismo, por um motivo que noés ainda desconhecemos, deixou de
produzir estas imunoglobulinas. Por causa disto, o senhor (a) comecou a apresentar varias
infeccgdes, e, para proteger-se dessas infec¢bes é necessario repor estes anticorpos, que fazemos
administrando imunoglobulinas, por via venosa, uma vez por més. Este tratamento é feito
gratuitamente no Hospital das Clinicas. mas para estudarmos melhor a causa desta doenca e
eventualmente descobrirmos um tratamento mais especifico e eficiente, gostariamos de avaliar a
expressao das moléculas PD-1 e seu ligante PD-L1 nas subpopulac6es de linfocitos B presente
no seu sangue. Para esta avaliagdo serdo necessarias coletas de 4 amostras de sangue, uma antes
do senhor tomar imunoglobulina intravenosa, a segunda de 3 meses apés, a terceira apds 6 meses
e a quarta 1 ano apdés do inicio do seu tratamento para realizarmos algumas analises cientificas.
Essas coletas de sangue periférico ndo apresentam nenhum risco. Em consequéncia da sua doenga,
ndo sabemos se essas moléculas interferem no seu tratamento e é exatamente isto que queremos
estudar.

2 — Descrigdo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propositos e identificagdo
dos que forem experimentais e ndo rotineiros: Sera realizada a coleta de 40 mL de sangue (4
colheres de sopa), para realizacdo dos exames de laboratério para avaliacdo da expressdo das
moléculas PD-1 e seu ligante PD-L1 nas subpopula¢des de linfocitos B e outros pardmetros
importantes para correlaciona-las.

3 —Relacdo dos procedimentos rotineiros e como séo realizados: Coleta de sangue por pungao
periférica da veia do antebrago.

4 — Descrigdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3: Os
desconfortos da coleta de sangue podem ser dor local e formagdo de pequenas manchas roxas
(hematomas) no local da coleta. Os riscos sdo minimos e iguais aos de qualquer outra coleta de
sangue para exames de rotina.

5 — Beneficios para o participante: VVocé nao recebera qualquer a curto-prazo participando deste
estudo. As informacgfes obtidas a partir desta pesquisa poderdo beneficiar outras pessoas,
inclusive vocé mesmo no futuro, pois entendendo melhor a doenga e seus

mecanismos, podemos tentar encontrar um tratamento mais eficiente para reduzir o nimero de
infeccdes.

6 — Relacdo de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente
pode optar: NAO HA.

7 — Garantia de acesso:
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Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela
pesquisa para esclarecimento de eventuais ddvidas. As principais investigadoras sdo a Dra.
Cristina Kokron e a aluna de doutorado Bianca Almeida Natali dos Santos, que podem ser
encontradas no endereco Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 155 — 8° andar — Bloco 8A, Séo
Paulo-SP, Prédio dos Ambulatérios, secretaria de Imunologia e Alergia Telefone (s) 2661-6098

ou 2661-6225, e-mail: imunodisciplina.ichc@hc.fm.usp.br.

Se vocé tiver alguma consideracao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — CEP
05403010 Sdo Paulo-SP. Tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail:
cappesg.adm@hc.fm.usp.br.

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
Instituicao;

9 — Direito de confidencialidade: As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com
outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando
em estudos abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 — Despesas e compensacfes: Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase
do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo hd compensacdo financeira relacionada a
sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da
pesquisa.

12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para

esta pesquisa.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO
PAULO-HCFMUSP

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “Avaliacdo da expressao e funcdo de PD-1 e seu ligante PD-
L1 nas subpopulagdes de Linfdcitos B em pacientes com Imunodeficiéncia Comum Variavel
acv).”

Eu discuti com a Dra. Cristina Kokron e a aluna Bianca Almeida Natali dos Santos sobre a
minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propésitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagao
é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a
gualquer momento, antes ou durante o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data [

Assinatura da testemunha Data / /

(Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual).

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [
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Anexo 2: Parecer Consubstanciado do CEP

A and HOSPITAL DAS CLINICAS DA
¥ FACULDADE DE MEDICINA DA %"“““’
e USP - HCFMUSP
PMW bl '< ‘, F AD L =0

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagao da expressao e fungéo de PD-1 e seu ligante PD-L1 nas subpopulagdes de
linfécitos B em pacientes com Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV)

Pesquisador: Cristina Maria Kokron

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 58699416.2.0000.0068

Instituigdo Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.752.240

Apresentagao do Projeto:

Estudo prospectivo, composto por 40 pacientes de ambos os sexos com Imunodeficiéncia Comum Variavel
(Ambulatério de Imunodeficiéncias Primarias do Servigo de Imunologia Clinica e Alergia do HC-FMUSP) e
20 voluntérios saudaveis pareados por idade sem histérico da doenga, entre 18 a 60 anos. Em 10 pacientes
serdo realizadas coletas seriadas em quatro intervalos de tempo: 1) no momento do diagnéstico, antes da
administragdo de imunoglobulina e apés 2) trés meses, 3) seis meses e 4) um ano do inicio do tratamento
com imunoglobulina intravenosa. Serao coletados 40 mL de sangue periférico por pungéo venosa.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a expressdo de PD-1 e PD-L1 nas subpopulagdes de linfécitos B em pacientes com Imunodeficiéncia
Comum Variavel e sua correlagdo com as diferentes manifestagoes clinicas e imunoldgicas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Nao héa beneficios diretos aos participantes. Riscos apenas relacionados a pungao venosa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Sera testada a hipétese de que a expressao diferenciada de PD-1 e PD-L1 nos linf6citos B dos

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Continuagao do Parecer: 1.752.240

pacientes com Imunodeficiéncia Comum Variavel interfere na diferenciagéo e fungao das subpopulages de
linfécitos inclusive dos plasmoblastos destes individuos

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Favor utilizar o formulério atualizado de TCLE constante no site CAPPesq.

Retirar a frase: “Essas coletas de sangue periférico ndo apresentam nenhum risco”. Deixar apenas a frase
do item 4 (Descrigdo dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3).

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Favor observar recomendagéo acima no item de consideragdes sobre TCLE.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugdo CNS n? 466/12 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para
publicagao, com os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgao do projeto ou a ndo publicagdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 12/08/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_737082.pdf 10:56:02
Outros Cadastro_de_Pesquisa_On_Line.PDF 12/08/2016 |Bianca Almeida Aceito

10:54:43 | Natali dos Santos
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Assinada.PDF 12/08/2016 |Bianca Almeida Aceito
10:52:38 | Natali dos Santos
TCLE/Termos de | TCLEv2.docx 21/07/2016 |Bianca Almeida Aceito
Assentimento / 13:59:00 |Natali dos Santos
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 14/06/2016 |Bianca Aimeida Aceito
Brochura 15:12:15 |Natali dos Santos
Investigador

Situagao do Parecer:

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao
SAO PAULO, 29 de Setembro de 2016

! Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)
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