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RESUMO

Introducdo: A infeccao/reativacdo por citomegalovirus (CMV) € uma das principais
causas de morbi/mortalidade em pacientes imunossuprimidos. Ja foi observado em
pacientes transplantados de rim e figado, que este processo € acompanhado de
aumento significativo de linfécitos T CD8+CD38+ circulantes. Em pacientes que
receberam Transplante de Células Tronco-Hematopoiéticas (TCTH) ndo ha relatos
que abordem o estudo desta subpopulacdo na vigilancia/diagnostico da doenca por
CMV. Objetivos: Este estudo pretendeu avaliar marcadores de ativacao celular em
linfécitos T circulantes (CD38 e HLA-DR), por citometria de fluxo, em pacientes
submetidos ao TCTH e sua correlacdo com a infeccdo/reativacdo por CMV.
Métodos: Amostras de sangue de 15 pacientes submetidos ao TCTH foram
analisadas, por citometria de fluxo, utilizando os anticorpos monoclonais anti-CD3,
anti-CD4, anti-CD8, anti-CD38, anti-HLADR e os resultados comparados com a
antigenemia para CMV, realizada por imunofluorescéncia indireta. Utilizou-se o
programa Minitab for Windows para as analises estatisticas e o valor de p < 0,05 foi
considerado como significante. Resultados: Os pacientes com antigenemia positiva
ndo apresentaram aumento significativo nos percentuais de linfécitos TCD8+
expressando 0s marcadores de ativacdo celular CD38 e HLADR, quando
comparados com 0s pacientes com antigenemia negativa. Surpreendentemente,
observou-se que ambos 0s grupos apresentaram percentuais extremamente
elevados de linfocitos ativados, independente da presenca de doenca por CMV.
Conclusao Este estudo sugere que, em pacientes submetidos ao TCTH, o estudo de
sub-populagfes linfocitarias circulantes ativadas ndo parece contribuir para a

identificacéo precoce da doenca por CMV.

Palavras-chave: transplante de medula 0ssea, citomegalovirus, citometria de fluxo,
antigeno CD38.



ABSTRACT

Background: Infection/reactivation Cytomegalovirus (CMV) is a major cause of
morbidity and mortality in immunocompromised hosts. It has already been observed
in patients that have undergone kidney or liver transplantation, that CMV disease is
accompanied by significant increase of circulating CD8+CD38+ T lymphocytes. In
patients that received haematopoietic stem-cells (HSCT), there are no reports that
address the study of this subpopulation in monitoring/diagnosis of CMV disease.
Objectives: This study aimed to evaluate some cellular activation markers on
circulating T lymphocytes (CD38 and HLA-DR), by flow cytometry, in patients
undergoing HSCT and to stablilish its correlation with CMV disease. Methods: Blood
samples of 15 patients undergoing HSCT were analysed by flow cytometry, using the
following monoclonal antibodies: anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CD38, anti-HLA-
DR, and the results were compared to CMV antigenemia, held by indirect
immunofluorescence. Minitab for Windows was used for statistical analysis and a p-
value < 0.05 was considered significant. Results: Patients with positive antigenemia
did not show any significant increase in the percentuals of T CD8+cells expressing
the activation markers CD38 or HLADR when compared to patients with negative
antigenemia. On the contrary, all patients showed high percentuals of these cells
independent of the presence of CMV disease. Conclusions: This study suggests
that, in patients undergoing HSCT, the study of these lymphocyte sub-populations
doesn't seem to contribute to the early identification of the CMV disease.

Key words: hematopoietic stem cell transplantation, cytomegalovirus, flow

cytometry, antigen CD38
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1 INTRODUCAO

1.1 O transplante de células- tronco hematopoiéticas

O transplante de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) alogénico é indicado
como medida terapéutica para diversas neoplasias hematoldgicas, insuficiéncias
medulares, doencas imunoldgicas e distarbios congénitos da hematopoiese
(DOMINIETTO et al., 2001; HUUGEN et al., 2002; LUM,1987; WOO et al., 1997). E
um procedimento clinico que consiste na infusdo, por via endovenosa, de células
tronco-hematopoiéticas obtidas de um doador, previamente selecionado, em um
receptor adequadamente condicionado (LANZKRON et al., 1999; WOO et al., 1997).

O TCTH pode ser classificado de acordo com o tipo de doador em alogénico -
realizado entre individuos diferentes; autélogo - quando sado utilizadas células-
tronco hematopoiéticas do préprio paciente; singénico - quando ocorre entre
individuos genotipicamente idénticos. Quanto a semelhanca do HLA do paciente e
do doador, o TCTH pode ser dividido em compativel, quando ha semelhanca entre
antigenos de histocompatibilidade do doador e do receptor; e incompativel, quando
existem diferencas entre antigenos de histocompatibilidade do doador e receptor.
Quanto a fonte de células-tronco hematopoiéticas utilizadas, o TCTH pode ser
classificado em transplante de medula éssea, quando as células progenitoras séo
aspiradas da medula 6ssea da crista iliaca; transplante de células tronco periféricas,
quando as células progenitoras sdo obtidas por aférese do sangue periférico e
transplante de corddo umbilical, quando a aspiracdo de células tronco ocorre na veia
umbilical do doador (AMOS; GORDON, 1995).

Previamente ao transplante, o paciente é submetido a um regime de
condicionamento com altas doses de quimioterapia associada ou nao a irradiacao
corplrea total, preparando-o assim para receber o enxerto, com o objetivo de re-
populacdo da sua medula éssea, reiniciando a atividade do sistema imunoldgico e
hematopoiético. O condicionamento varia com a doenca de base do paciente. Em
pacientes com doencas ndo malignas, € direcionado a imunossupressao, ao passo
que, para pacientes portadores de doencas malignas o regime condicionante
associa drogas citotoxicas para destruicdo das células malignas a drogas
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imunossupressoras (DAHLLOF et al., 1997, KRENGER; HOLLANDER, 2010;
LACERDA, 2004).

O TCTH alogénico € um procedimento que apresenta diversas complicacfes
com elevadas taxas de morbidade e mortalidade (BOSI et al., 2005; LUM, 1987).
Estas complicac6es podem ser devidas aos efeitos toxicos do regime condicionante,
as consequéncias da mielossupressdo e/ou ao aparecimento da doenca do enxerto
contra o hospedeiro (DECH). A DECH é uma sindrome sistémica que acomete
pacientes transplantados, causada pela reacdo dos linfocitos imunocompetentes do
enxerto que reconhecem e agridem o tecido do hospedeiro (CHAO et al., 2006;
SPARKES; SPARKES, 1978; SVILAND et al., 2001; WOO et al., 1997). O regime
condicionante pode levar ao desenvolvimento de mucosites, sangramentos,
xerostomia e disgeusia. Com a imunossupressdo, estes pacientes tornam-se
susceptiveis a diversas infec¢des ou reativacdo de infec¢des latentes. Dentre estes,
o CMV é o principal patdgeno associado a infeccdo viral no paciente no periodo pés
transplante, sendo a causa mais frequente de infeccdo no primeiro més apos o
procedimento (MEYERS, 1986; NEVES; CLEMENTE, 2009), e a principal causa de
morbidade e mortalidade entre as infeccbes virais pés TCTH nestes individuos
(BONON et al., 2006; DETRICK et al., 1999).

1.2 A reconstituicdo do sistema imune apos o TCTH

A reconstituicdo imunolégica apés o TCTH depende de varios fatores e pode
levar um a dois anos apo0s o transplante. A idade do receptor parece estar
inversamente associada ao grau de imunocompeténcia pés transplante. Tal
fendbmeno pode ter relacdo com o grau de involugcéo do timo na idade adulta. O grau
de parentesco e a compatibilidade HLA entre doador e receptor também podem
desempenhar um papel relevante na reconstituicdo imunolégica pos-transplante.
Assim, os receptores de enxertos alogénicos e/ou ndo compativeis podem ter uma
imunodeficiéncia profunda até mais de um ano pos-transplante. Além desses, a fonte
das células tronco, a doenca de base, o regime de condicionamento utilizado, o tipo
de imunossupresséo e a presenca de DECH - também influenciam na reconstituicao
do sistema imune do receptor (GEDDES; STOREK, 2007; LACERDA, 2004; LUM,
1987). Ap6s o transplante, a reconstituicdo da medula Ossea consiste na
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recuperagdo numérica dos elementos celulares e na recuperacdo funcional das
interagdes celulares (REIS; VISENTAINER, 2004).

Em relacdo a imunidade inata, a recuperacdo da contagem de neutrofilos
apos o TCTH é rapida, verificando-se dentro de até 20 dias apos o transplante.
(GEDDES; STOREK, 2007; LACERDA, 2004; LUM, 1987; WILIAMS; GRESS, 2008).
Em contraste com as células da imunidade inata, a reconstituicdo linféide adaptativa
€ retardada. As contagens de linfocitos T e B demoram mais para se recuperar e a
atividade funcional dessas células permanece suprimida por um periodo maior de
tempo (HAKIM et al., 1997; REIS, 2004; STOREK et al., 1993; WILLIAMS; GRESS,
2008). Nos primeiros meses poés-transplante, o repertério imune adaptativo €
dominado por células que provém da expanséao periférica de células T de memoaria
tanto do doador como de algumas células remanescentes do receptor, posto que a
geracdo de novas células T via timopoiese é deficiente devido ao condicionamento,
irradiacao e imunossupressao (HAKIM et al., 1997; STOREK et al., 1993; WILLIAMS
et al.,, 2007). A reconstituicdo numeérica de células T nesta fase inicial pos
transplante € lenta, verificando-se, em namero absoluto, contagens inferiores a 200
células/ul de CD4+ e CD8+ até os trés meses poés-transplante. Em regra, a
recuperacédo de células CD8+ é mais rapida do que a de células CD4+ (BOECKH et
al., 2003; GEDDES; STOREK, 2007; WILLIAMS et al., 2007). A reconstituicdo da
funcao linfocitaria T é fundamental para o desenvolvimento de respostas imunitarias
secundarias no periodo pés-transplante. (BOECKH et al., 2003; BUXBAUM et al.,
2006; GEDDES; STOREK, 2007; WILLIAMS et al., 2007).

Em relac@o aos linfocitos B, seu nimero € baixo nos primeiros dois meses
pos-transplante, podendo ser indetectavel; esta contagem aumenta gradativamente
por um a dois anos apos o transplante. (GEDDES; STOREK, 2007; LACERDA,
2004; MARTINEZ etal., 1999; STOREK et al., 1993; WILLIAMS; GRESS, 2008).

1.3 A infeccéo pelo citomegalovirus

O citomegalovirus (CMV) é um virus pertencente a familia Herpesviridae
formado por uma molécula de DNA de fita dupla. Apresenta um nucleocapsideo
icosaédrico circundado por uma camada protéica definida como tegumento ou
matriz. As proteinas que constituem o tegumento apresentam alta imunogenicidade.

Como todos os herpes virus, 0 CMV tem a capacidade de ficar latente no organismo
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humano reativando-se na vigéncia de imunossupressdao (CUMPRACKER et al.,
2005; GERNA et al.,, 1996; HAYASHI et al., 2000). Células polimorfonucleares,
linfocitos T, endotélio, células epiteliais renais e glandulas salivares podem abrigar o
CMV sem replicacdo ou em replicacéo lenta. A infeccao pelo CMV pode ser primaria
- quando acomete um individuo soronegativo, que nunca foi infectado pelo CMV- ou
secundaria — reativacdo de uma infec¢do latente ou reinfeccdo em um paciente
soropositivo (CUMPRACKER et al., 2005). A soro-prevaléncia do CMV na populacéo
mundial é alta, cerca de 80% dos individuos ja contrairam o virus. No Brasil esse
indice é ainda maior, aproximadamente 95% dos individuos adultos j& contrairam o
virus (CUNHA et al., 2002).

Embora possa ocorrer a infecgdo primaria, habitualmente resultado de uma
doacédo de individuo soropositivo para um receptor soronegativo, a maioria das
infeccdes pelo CMV no paciente pos TCTH deve-se a reativacdo de uma infeccéo
latente, principalmente no periodo até trés a sete meses apdés o transplante.
Aproximadamente 70% dos receptores de TCTH sdo CMV-soropositivos e/ou
receberao transplante de doador CMV-soropositivo (BOECKH et al., 2003; HEBART
et al., 2000; LILLERI et al., 2008). A reativacao ocorre em até 60-70% dos pacientes
apos o transplante, podendo causar grave pneumonia intersticial, hepatite,
comprometimento de todo o trato gastrointestinal (es6fago ao célon), do sistema
nervoso central e ainda retinite (BOECKH et al., 2003; COURIEL et al., 1996;
LACEY et al., 2003; NUCCI; MAIOLINO, 2000; OZEDEMIR et al., 2002). Além dos
efeitos diretos da leséo tecidual pelo CMV, aqueles indiretos como rejeicdo aguda e
cronica, alteragbes vasculares oclusivas do enxerto, doenga linfoproliferativa e
superinfec¢cdo bacteriana, fungica e viral, elevam consideravelmente a morbidade
pos transplante (BUXMAN et al., 2006; NEVES et al., 2009). Na auséncia de
profilaxia ou tratamento quimioterapico, aproximadamente um em cada cinco
pacientes submetidos ao TCTH desenvolvem pneumonia por CMV apdés o
transplante (MEYERS, 1986). Entretanto, a instituicdo de tratamento eficaz contra o
CMV torna-se possivel com o diagnostico laboratorial precoce, baseado no
diagnoéstico laboratorial. Por isso, testes laboratoriais rapidos, especificos e
sensiveis para detectar a doenca por CMV séo importantes para a instituicdo da
terapia antes do inicio dos sintomas clinicos e apresentam grande impacto na
sobrevida do paciente (BALDANTI et al., 2008; BOECKH et al., 2003; BORISKIN et

al., 2002). Nos ultimos anos houve importantes avangos nas estratégias profilaticas
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antivirais e no desenvolvimento de métodos diagnésticos sensiveis para monitorar
os receptores de TCTH (CROUGH; KHANNA, 2009; HEBART et al., 2000; MOTTA;
MARTINS, 2008). Na pratica clinica sdo adotadas trés modalidades terapéuticas
para prevenir e tratar infeccdo e doenca por CMV. Essas trés modalidades
terapéuticas incluem o tratamento da doenca estabelecida, a profilaxia universal, e a
terapia guiada ou preemptiva. A profilaxia universal consiste em administrar a terapia
antiviral em todos os pacientes com risco de reativacdo do CMV. Na terapia guiada
ou preemptiva, a administracdo da droga antiviral € realizada apenas em pacientes
com reativacdo viral, detectada por marcadores especificos e sensiveis que
diagnosticam precocemente a infeccao pelo virus (BOECKH et al., 2003; BONON et
al., 2005; MOTTA; MARTINS, 2008; RUBIN, 1991).

1.4 O Diagndéstico laboratorial da infeccdo pelo CMV

O diagnéstico de infeccdo e de reativacdo do CMV pode ser feito por
demonstracao do virus ou seus efeitos nos tecidos - isolamento do virus por cultura
de células, reacbes de imunohistoquimica e hibridizacdo in situ; pesquisa de
antigenos virais - deteccdo de antigenos do CMV em leucdcitos circulantes
(antigenemia) ou pesquisa do genoma viral — deteccdo quantitativa de acidos
nucléicos virais por reacdo em cadeia da polimerase — (PCR) ou PCR em tempo real
(PCR real time). A antigenemia € baseada na marcacdo da proteina pp65 do CMV
no nucleo dos neutréfilos, o que acontece nos periodos de replicacédo viral, portanto,
um resultado positivo é compativel com infeccédo/reativacdo por CMV. A pesquisa
de anticorpos pode ser utilizada para deteccdo de infecgdo primaria (IgM+/IgG-) no
pos transplante e/ou para avaliar contato prévio do paciente com o virus (IgG+/IgM-).

Os exames laboratoriais mais utilizados na rotina para o diagnostico da
reativacdo do CMV sédo a demonstracao de antigenos virais pela antigenemia e a
deteccdo de acidos nucléicos virais por PCR real time, que determina
guantitativamente a viremia (BALDANTI et al., 2008; GAULT et al., 2001; LI et al.,
2003; NEVES et al., 2009; PIIPARINEN et al., 2001; YAN; FEDORKO, 2002).

Em situagbes onde os métodos moleculares n&do estdo disponiveis, a
antigenemia tem sido usada para monitorar a infeccéo/reativacdo do CMV em
pacientes pés TCTH e para guiar a terapia antiviral. Porém, apresenta baixa

sensibilidade, principalmente no periodo antes da pega do enxerto, devido ao baixo
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namero de leucdcitos no sangue desses pacientes (BOECKH et al.,, 1997,
CROUGH; KHANNA, 2009). Os métodos moleculares de amplificacdo do DNA do
CMV, como a PCR em tempo real, apresentam maior sensibilidade e especificidade
para definir niveis virais que podem estar relacionados com infeccao/ reativacao do
virus (BOECKH et al., 1997; KANO; SHIOHARA, 2000; LI et al., 2003). Entretanto,
sdo técnicas de alto custo e ainda restritas a laboratorios de alta complexidade. Por
outro lado, a antigenemia é trabalhosa, demorada e também de custo elevado.

Neste contexto, a citometria de fluxo é uma técnica com grandes vantagens:
minima manipulacdo de uma grande quantidade de células, sendo um método
bastante utilizado para definicAo de populacdes celulares de interesse através da
imunofenotipagem, relativamente rapida, mais barata que a PCR ou antigenemia.
(ABBAS; LICHTMAN, 2005; D’HAUTCOURT et al., 1997).

1.5 A citometria de fluxo e seu uso na vigilancia/diagnéstico da

infeccao pelo CMV

A imunofenotipagem por citometria de fluxo é uma técnica que possibilita a
caracterizacdo fenotipica de células em suspensédo, pela analise da expressao de
diferentes moléculas na superficie e interior das células. Através dela é possivel
determinar a linhagem celular, estagio de maturacdo ou status de ativacdo das
mesmas. Essa técnica é usualmente executada corando-se a célula com anticorpos
monoclonais marcados com fluorocromos, que sao especificos para aquelas
moléculas e medindo-se a quantidade de fluorescéncia emitida pela célula. (ABBAS;
LICHTMAN, 2005; D’HAUTCOURT et al., 1997).

A contribuicio da imunofenotipagem por citometria de fluxo, no
monitoramento de algumas infec¢cbes ja foi demonstrada em varios estudos. Em
infec¢des pelo virus HIV, a quantificacdo de linfécitos T CD8+CD38+, associada a
contagem de células T CD4+, tem sido usada para predizer a progressao da doenca.
Uma expressdo aumentada de CD38 na populacédo T citotoxica indica ativacdo do
sistema e maior progressao para AIDS (LIU et al., 1997; SUKWIT et al., 2005). Em
outras viroses, o estudo desta subpopulacdo T CD8+/CD38+, tem sido utilizado para
fins diagnosticos com resultados promissores. Foi demonstrado na mononucleose

por Epstein-Barr virus e CMV um aumento significativo no nimero de moléculas
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CD38 expressas em linfocitos T CD8+, quando comparados com controles sadios
(ZIDOVEC et al., 2003).

De fato, em adultos, a ativacdo imune correlaciona-se com um aumento na
expressao do marcador CD38 em células T CD4+ e T CD8+ (FERRERO et al., 2000;
HERTOGHS et al., 2010; LIU et al.,1997). Esta molécula definida, inicialmente, por
Reinherg e Scholossman em 1980, € uma glicoproteina transmembrana tipo Il com
atividade enzimatica (ecto-NADase), expressa em linfécitos, macréfagos, células
endoteliais, células dendriticas e diversos outros tipos celulares. E também expressa
em células hematopoiéticas precoces, sendo perdida durante a maturacao celular e
re-expressa durante periodos de ativagdo. Assim, recém-nascidos expressam altos
niveis de CD38 em suas células T que decaem com a idade. Em criancas, cerca de
75% das células T CD4" e 50% das células T CD8" expressam CD38 normalmente.
(BOFILL et al.,, 2000; FERRERO; MALAVASI, 1999; McCLOSKEY et al., 1997,
SHERMAN et al., 2002).

Uma outra molécula que tem sua expressdo aumentada em linfécitos T apos
eventos de ativacdo imune é o antigeno do MHC de classe I, HLA-DR, sejam estes
eventos induzidos por processos patolégicos ou por imunizacdo (CARUSO et al.
1997; KO et al., 1979; LENKEI; ANDERSSON,1995). O aumento na expresséao de
HLA-DR nas células T tem sido proposto, em alguns estudos, como marcador de
progressao da infec¢cdo por HIV-1, tanto em adultos quanto em criancas (LIU et
al.,1997; ROSENBLATT et al., 2005).

Em pacientes transplantados, a pesquisa de linfocitos T CD8+CD38+
mostrou-se um parametro imune altamente sensivel (100%) e especifico (91%) para
indicar infeccdo primaria ativa por CMV em pacientes receptores de transplante
renal. Em todos os casos de infec¢do priméria ou reativacdo por CMV, percentuais >
20% de linfocitos T CD8+CD38+ foram observados precocemente, junto com 0s
primeiros sinais de infecgdo ou dias antes do inicio desses. Isto possibilitou o inicio
precoce do tratamento, evitando a evolugcdo para doenca severa e favoreceu a
reducdo do custo final do transplante (BELLES-ISLES et al., 1998). A expressao
aumentada de CD38 em linfocitos T CD8+ foi um marcador de infecgéo ativa por
CMV ou reativagdo, nos pacientes pos transplante hepatico, sugerindo que a
monitorizacdo deste marcador pode fornecer importantes informagdes sobre o risco
e desenvolvimento da doenca por CMV nos pacientes recém transplantados (BENZ
et al., 2002; WANG et al., 2006).
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Em pacientes que receberam TCTH, ndo h& relatos que abordem o estudo
das subpopulagbes T CD38+ e HLA-DR+, na vigilancia/diagnostico da doenca por
CMV. Sendo assim, o estudo destes marcadores de ativacao celular em células do
sangue periférico pode revelar uma nova estratégia diagnostica em situacées onde
nem a antigenemia, nem as metodologias moleculares estdo disponiveis, auxiliando

assim na instituicdo precoce do tratamento.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar marcadores de ativacao celular em linfocitos circulantes, por citometria
de fluxo, em pacientes submetidos ao TCTH e sua correlacdo com a doenca por
CMV.

2.2 Objetivos especificos

1- Avaliar marcadores de ativacdo celular - CD38 e HLA-DR - nas
subpopulacdes linfocitarias T CD4 e T CD8 circulantes, por citometria de
fluxo, em pacientes submetidos ao TCTH e sua correlacdo com a doenca
por CMV.

2- Avaliar as demais populacdes de linfécitos, mondcitos e natural killer (NK)

circulantes, no mesmo grupo de pacientes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Pacientes

Este estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP
(parecer numero ETIC 543/07).

Foram estudados 15 pacientes submetidos ao TCTH no Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), no periodo de novembro de
2007 a maio de 2010. Como critérios de elegibilidade para inclusdo de casos no
estudo foram selecionados pacientes submetidos ao TCTH alogénico, de ambos 0s
sexos, de qualquer idade, sem distincdo de grupo social (TAB. 1). Os pacientes
foram condicionados para TCTH de acordo com o protocolo para transplante
alogénico da Unidade de Transplante do HC-UFMG. A profilaxia da DECH foi
realizada com ciclosporina em combinacdo com metotrexate ou micofenolato mofetil.
Metilprednisolona foi utilizada no tratamento da DECH. Todos o0s pacientes
receberam também aciclovir, bactrim e fluconazol como profilaxia de infeccdes. A
antigenemia foi realizada semanalmente do dia +30 até o dia +100 p6s TCTH em
todos os pacientes, conforme protocolo da Unidade de Transplantes. Para o estudo,
os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com o resultado da
antigenemia (positiva ou negativa), sendo que agueles com antigenemia negativa
foram considerados como grupo controle. Ambos os grupos foram estudados em
dois momentos: no dia +30 e no dia +60 apdés o transplante. Este periodo foi
determinado apds analise retrospectiva dos resultados de antigenemia para CMV

em onze pacientes antes do inicio deste estudo (TAB. 2).



TABELA 1

Caracteristicas clinicas dos pacientes submetidos ao alo-TCTH (n=15)

Mediana —idade (anos) 39 (15-53)
Diagnéstico de base:
Aplasia Medular 4
Leucemia linfoblastica aguda 3
Leucemia mieldide crénica 4
Outros 2 4
Fonte de células tronco
Medula 6ssea 8
Sangue periférico
HLA — Compatibilidade
Aparentado 14
N&o-aparentado 1
CMV Status sorolégico
receptor/doador-CMV-IgG
Positivo / Positivo 12
Positivo / Negativo 1
Negativo / Negativo 0
Negativo / Positivo 2

a Leucemia mieldide aguda (1), mielodisplasia (1), mieloma multiplo (1) e mielofibrose (1)

24
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TABELA 2

Positivacdo da antigenemia em pacientes pos - TCTH

Data positivacao

Paciente Data TCTH da antigenemia Tempo (dias)
1 24/11/05 06/01/06 43
2 05/12/05 13/01/06 39
3 09/12/05 13/01/06 35
4 20/04/06 06/06/06 47
5 29/04/06 26/06/06 58
6 13/07/06 08/08/06 26
7 12/07/06 10/08/06 29
8 27/07/06 08/09/06 43
9 03/08/06 06/10/06 64
10 06/09/06 17/10/06 41
11 13/09/06 31/10/06 48

3.2 Obtencao de amostras

Amostras de sangue foram coletadas, por puncdo venosa através do sistema
de coleta a vacuo (Vacutainer, Greiner, Brasil) em um tubo de 4ml, contendo EDTA,
apos assinatura do Termo de Consentimento Informado e Esclarecido aprovado
pelos Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
(ANEXO 1). O sangue foi utilizado para antigenemia de CMV e o restante do
material ndo aproveitado na antigenemia (2ml) foi utilizado para estudo do perfil

imunofenotipico de linfocitos circulantes.

3.3 Antigenemia para CMV

A amostra foi mantida a temperatura ambiente até a separacdo das células, o
que foi feito até no maximo 6 a 8 horas apos a coleta. Para realizacdo do exame foi
utilizado o Kit CMV Brite Turbo (IQ Products, the Netherlands). Utilizou-se como
reagentes: reagente A - solucdo de lise de eritrécitos; B - solucéo fixadora; C -



26

solugcéo permeabilizadora; D - coquetel anti-pp65 (anticorpos monoclonais contra a
proteina pp65 do CMV); E — conjugado (imunoglobulina ligada a o fluorocromo).

O preparo da suspenséao de leucacitos foi realizado com diluicdo do reagente
A 1:10 em agua destilada que foi colocada na geladeira; foram misturados 2ml de
sangue com 30ml de solucao de lise gelada num tubo conico de 50ml e colocado na
geladeira por cinco minutos; esta mistura foi centrifugada a 2.500 rpm por dois
minutos e o sobrenadante descartado; o pellet celular foi ressuspendido em 30ml de
PBS, centrifugado a 2.500rpm por dois minutos e descartado o sobrenadante; o
pellet foi ressuspendido novamente em 1ml de PBS. As células foram contadas em
um contador hematoldgico, ajustando a concentracdo para 2 x 10° células/ml. Os
esfregacos foram preparados através da centrifugacdo de 100ul da suspenséo de
células em citocentrifuga, a 600rpm por quatro minutos, sendo preparadas duas
laminas para cada paciente; estas foram secas por cinco minutos e os esfregacos
marcados. A fixacdo e permeabilizacao foram feitas através da diluicdo da solugéo
fixadora B a 1:5 em PBS e da solugcédo permeabilizadora A 1:5 em PBS, colocando
as laminas na solucdo fixadora por cinco minutos a temperatura ambiente e
mergulhando-as em PBS trés vezes, deixando nesta solucdo por trés minutos e,
apos, na solucdo permeabilizadora por um minuto a temperatura ambiente. As
laminas foram mergulhadas em PBS trés vezes e depois colocadas por mais cinco
minutos em PBS fresco, deixando secar por 20 minutos sob um ventilador. As
laminas poderiam ser mantidas a 4°C por 24 horas, envolvidas em papel aluminio ou
congeladas a — 80°C ou coradas imediatamente. Para a coloracao fluorescente das
laminas previamente fixadas foi feita a rehidratacdo das mesmas por um a dois
minutos em PBS; se congeladas, foram descongeladas a temperatura ambiente e
apos re-hidratadas em PBS. Em seguida foram adicionados 35ul do anticorpo
monoclonal anti-pp65 a cada esfregago, incubando a 37°C numa camara umida por
20 minutos e, entdo, mergulhadas em PBS trés vezes, na ultima vez deixando-as
nesta solugéo por trés minutos. Foram removidas uma a uma, secando a area ao
redor do esfregaco e adicionando 35ul do conjugado. Apés incubacéo a 37°C em
camara umida por 20 minutos, foram lavadas duas vezes em PBS fresco e,
cuidadosamente, por trés vezes em agua corrente sendo, por fim, montadas com
meio de montagem e laminula. A leitura das laminas foi feita em microscopio de

fluorescéncia em aumento de 40x; as células positivas para CMV deveriam mostrar
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coloracdo fluorescente homogénea verde-amarelada do nudcleo polilobulado do
neutrofilo. Foram contadas as células positivas em todo o esfregaco e repetida a
contagem na duplicata. O resultado positivo deveria ter, no minimo, duas células
fluorescentes por duplicata; o resultado negativo ndo deveria ter nenhuma célula

fluorescente por duplicata.
3.4 Imunofenotipagem de leucécitos de sangue periférico

Os ensaios de imunofenotipagem dos leucocitos do sangue periférico foram
feitos segundo o protocolo proposto pelo fabricante (Becton Dickinson-EUA) e com
pequenas modificagbes conforme descrito a seguir: em tubos de poliestireno 12x75
mm foram adicionados 10ul do anticorpo monoclonal especifico para o marcador de
superficie celular de interesse marcado com fluorocromo (TAB. 3). Combinacdes
especificas de anticorpos monoclonais (Becton Dickinson-EUA), marcados com
fluorocromos distintos foram utilizadas para a anélise simultdnea de marcadores de
superficie celular necessarios para a caracterizacao de subpopulacdes celulares de
interesse (TAB. 4). Para cada combinacdo de anticorpos monoclonais foram
adicionadas aliquotas de 100ul de sangue periférico total coletado em EDTA. Apés
homogeneizacdo em vértex, as preparacdes foram incubadas por 30 minutos, a
temperatura ambiente (18 - 22°C) e ao abrigo da luz. Apés o periodo de incubacéo,
procedeu-se a lise dos eritrocitos, utilizando-se 2ml de solucdo de lise comercial
(FACS™ Lysing Solution - Becton Dickinson-EUA) diluida 10 vezes em &gua
destilada. Ap6s nova homogeneizacdo em vortex, as preparacdes foram incubadas
por 15 minutos a temperatura ambiente e entdo submetidas a centrifugagéo
(1300rpm, 7 minutos a 18 - 22°C). O sobrenadante foi descartado e os leucécitos
lavados com 4ml de isoton (Hemoton- Hemogram®-Brasil) empregando-se as
mesmas condi¢des de centrifugacao anteriormente citadas. Esta etapa foi executada
duas vezes consecutivas. Em seguida foram adicionados 250ul de isoton em cada
tubo. Os parametros fenotipicos das células presentes em cada tubo foram
determinados no citdbmetro de fluxo (FACScalibur - Becton Dickinson, EUA). O
programa CELLQuest™- (Becton Dickinson, EUA) foi utilizado para a aquisicdo de

dados e para a analise dos resultados empregando-se diferentes estratégias.
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TABELA 3

Anticorpos monoclonais utilizados para realizagdo da imunofenotipagem

ANTICORPOS FENOTIPO ALVO

Anti-CD3 Linfocitos T

Anti-CD4 Linfocitos T auxiliares

Anti-CD8 Linfécitos T citotoxicos

Anti-CD19 Linfocitos B

Anti-CD14 Mondcitos

Anti-CD38 Linfécitos T ativados

Anti-HLA-DR Linfécitos T e mondcitos ativados

Anti-CD16 Mondcitos e células natural killer

Anti-CD56 Células natural killer
TABELA 4

Protocolo de sequiéncia de tubos utilizados para
realizacdo de imunofenotipagem

TUBOS FITC PE TC
1 Controle Controle Controle
2 CD4 CD8 CD3
3 CD4 HLA-DR CDS8
4 CD4 CD38 CDS8
5 CD3 CD56 CD16
6 CD14 HLADR CD16
7 CD19

3.5 Estratégias de analises dos resultados

Os dados obtidos através da imunofenotipagem dos leucécitos do sangue
periférico foram analisados utilizando-se estratégias diferentes, dependendo do
fendtipo celular analisado. Assim, empregando-se 0s recursos multiplos do
programa CELLQuest™, foram adotadas diferentes estratégias para andlise

fenotipica.
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3.5.1 Analise convencional

A analise convencional constitui na selecéo da populacéo celular de interesse
baseada em aspectos morfométricos, através de graficos de distribuicdo puntual de
tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). Apds a selecao da regido de interesse
(R1), a frequiéncia de subpopulacdes celulares fluorescentes, dentro da populagao
selecionada, foi obtida em graficos bidimensionais de distribuicdo puntual de

fluorescéncia, incluindo as modalidades FL1 versus FL2, FL2 versus FL3 ou FL1

versus FL3.
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FIGURA 1 - Avaliacdo do percentual das subpopulagfes de linfocitos T e o percentual de
células CD4+CD38+ e CD8+CD38+ em células do sangue periférico por
andlise convencional. A-Selecdo da populagdo celular de interesse em
gréfico de tamanho-FSC versus granulosidade -SSC. O percentual de
subpopulagbes celulares fluorescentes, dentro da populacdo selecionada
(R1), pode ser identificado em gréaficos bidimensionais de distribuicdo puntual
da fluorescéncia 1 (FL1) versus fluorescéncia 2 (FL2) - em B; e FL2 versus
FL3 —em C.
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3.5.2 Andlise combinada “gated”

A analise da expressdao de CD16 e de CD56 em leucdcitos do sangue
periférico foi realizada segundo Sathler-Avelar, (2003) modificada. Apds a selecéo
da regido de interesse (R1l), baseada em aspectos morfométricos, através de
graficos de distribuicdo puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC)
foram construidos graficos de dot plots de FL1/CD3 onde duas novas regifes R2 e
R3 foram construidas, confinando as populacdes de interesse. O proximo passo
consistiu na combinacao das regides R1 e R2 através da férmula G2=R1 and R2,
onde “and” designa a interse¢cdo dos eventos presentes simultaneamente em R1 e
R2. Em seguida um gréfico dot plots de FL2/CD56 x FL3/CD16 contendo as células
presentes em G2, foi utilizado para quantificar a freqiéncia de células CD16 e CD56

positivas na populacao de linfécitos CD3 negativos.

= 14/04/2010.005
=] R
A ¢ '
=
=4
[==]
-
%Q
=
uf-ﬂ
=]
221
@ R1
=
=]
i~
= T
0 200 400 600 800 1000
Forward Scatter
o 14/04/2010.005 - 14/04/2010.005
B 2 c
= ]
=_
S
e ]
%ﬂ
=_
Aol
@ _ 1
2] R2 R3
L =1=]
il
=3 . :
N Ll | ke :
ﬁf‘w wﬁ - :
= R I e U B RO T E"l vy Dl ey ey
w0 1! w2 1 1t 10 10! 10?10 10t
CD3FITC CD16 PE-Cy5.5

FIGURA 2 - Andlise da expressdo de CD16 e de CD56 em leucécitos do sangue periférico.
A-Selecdo da regido de interesse (R1), através de grafico de distribuicdo
puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). B- Grafico de dot plots
de FL1/CD3 onde duas novas regifes R2 e R3 foram construidas, confinando
as populacbes de interesse. C- Gréfico dot plots de FL2/CD56 x FL3/CD16
construidos pela combinacdo de R1 e R2, contendo as células presentes em
G2, foi utilizado para quantificar a frequiéncia de células CD16 e CD56 positivas
para a populacdo de linfécitos CD3 negativos.
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3.5.3 Analise semiquantitativa da expressao de FcyR em mondcitos

A analise da expresséao do receptor Fc gama- Fcy R3 (CD16) e de HLADR na
populacdo de mondcitos foi feita através de analise semiquantitativa por intensidade
média de fluorescéncia, segundo protocolo proposto por MARTINS-FILHO, 2000.
ApoOs a selecdo da regido de interesse (R1), baseada em aspectos morfomeétricos e
imunofenotipicos, através de graficos de distribuicdo puntual de FL1/CD14 versus
granulosidade (SSC) foram construidos histogramas de FL3/CD16 e FL2/DR para a
identificacdo da intensidade média de fluorescéncia para cada marcador fenotipico
analisado na populacdo de mondcitos.
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FIGURA 3 - Andlise semiquantitativa por intensidade média de fluorescéncia da expressao
de FcyR3 (CD16) e de HLADR na populagédo de mondcitos. A - Selecdo da
regido de interesse (R1), através de grafico de distribuicdo puntual de FL1/CD14
versus granulosidade (SSC). Histogramas de FL3/CD16 (B) e FL2/DR (C) para
a identificacdo da intensidade média de fluorescéncia para cada marcador
fenotipico analisado na populagdo de mondcitos.
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3.6 Estudo estatistico

Os dados foram analisados utilizando-se o programa Minitab for Windows. O
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar os grupos. A
correlacdo entre variaveis foi realizada através do calculo do coeficiente de
correlagdo de Spearman. Para todas as analises estatisticas foi considerado

significante o valor de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Evolucgéo dos pacientes durante o estudo

Os quinze pacientes foram seguidos até pelo menos 60 dias apés o TCTH.
Apenas um paciente ndo apresentou complicacdes até a alta hospitalar. Nenhum
paciente apresentou infeccdo primaria pelo CMV. Sete pacientes apresentaram
reativacdo do CMV (47%). Seis pacientes (40%) apresentaram DECH aguda. Dois
dentre estes apresentaram antigenemia positiva e quatro foram negativos. Quatro

pacientes evoluiram para Obito durante a internacéo (TAB. 5).



TABELA 5
Evolugéo dos pacientes submetidos ao alo-TCTH

DIAGNOSTICO | Ag Ag OUTRAS ALTA/OBITO
PACIENTE | IDADE DE BASE D+30 | D+60 DECH |INFECCOES (D+)
1 53 LMC neg neg nao sim 40
Aplasia de
2 31 medula neg neg nao sim 24
3 15 LLA neg 5 cel D+47 sim oObhito
4 37 LMC neg D+41 sim Obito
Aplasia de 117
5 42 medula cel 8 cel D+40 sim 80
Mieloma
6 43 multiplo 3 cel neg nao nao 16
7 43 LMC neg neg D+11 sim 33
8 43 Mielofibrose neg neg nao sim 26
9 16 LLA Ph 1+ neg neg nao sim 30
10 39 LLA 6 cel D+26 sim Obito
Aplasia de
11 32 Medula neg nao sim 31
12 16 LMC neg neg nao sim 66
13 36 Mielodisplasia  10cel nao sim Obito
Aplasia de
14 42 medula 11 cel 4cel nao sim 39
15 49 LMA lcel 6cel D+17 sim Obito

34
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De todos os quinze pacientes estudados, treze (86,6%) apresentaram baixa
contagem absoluta (<1000/mms3) e relativa (£ 15%) de linfocitos totais circulantes no
sangue periférico, em ambos os momentos, d+30 e d+60, apdés o transplante. No
d+30, um paciente apresentou contagem absoluta de 1875 linfécitos/mms3 e outro
contagem relativa de 22%.

As células NK (linfécitos CD3-CD16+CD56+) e mondcitos apresentaram-se
com contagem normal ja no d+ 30 ap0s o transplante (TAB. 6).

O numero de células circulantes expressando CD19 (marcador de linfécitos B)
foi muito baixo nos dois momentos, aproximando-se de zero. Este marcador foi
avaliado apenas nos oito primeiros pacientes estudados e, devido a constatacao dos
baixissimos percentuais, sua pesquisa foi abandonada nos demais.

Trés pacientes - duas no d+30 e uma no d+30 e no d+60 - ndo apresentaram
quantidade suficiente de linfécitos marcados com os anticorpos monoclonais do
protocolo utilizado, para serem analisados adequadamente, sendo estes dados
excluidos do estudo. Duas dessas pacientes apresentaram antigenemia positiva e

uma foi antigenemia negativa.
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4.2 Quantificacao de linfocitos T CD4 expressando CD38

N&do foram observadas diferencas significativas entre os percentuais de
linfécitos T CD4+ expressando CD38, quando comparados 0s grupos antigenemia
positiva e antigenemia negativa, nos momentos d+30 e d+60 (p = 1 em ambos)
(TAB. 6 e 7).

Entretanto, independente de apresentar doenca por CMV (antigenemia = duas
células/100.000 leucécitos) ou nao, todos 0s pacientes apresentaram altos
percentuais de linfocitos T CD4+ CD38+.(TAB. 6 e 7; FIG. 4).

4.3 Quantificacdo de linfocitos T CD8 expressando CD38

N&do foram observadas diferencas significativas entre o0s percentuais de
linfécitos T CD8+ expressando CD38, quando comparados 0S grupos antigenemia
positiva e antigenemia negativa, nos momentos d+30 e d+60 (p = 0,39 e 0,55,
respectivamente) (TAB. 6 e 7).

Entretanto, independente de apresentar doenga por CMV (antigenemia = duas
c€lulas/100.000 leucécitos) ou ndo, todos o0s pacientes apresentaram altos
percentuais de linfocitos T CD8+ CD38+. (TAB. 6 e 7; FIG. 4).

4.4 Quantificacao de linfocitos T CD4 expressando HLA-DR

N&o foram observadas diferencas significativas nos percentuais de células
expressando HLA-DR nos linfocitos T CD4+ quando comparados 0S grupos
antigenemia positiva e antigenemia negativa, nos momentos d+30 e d+60 (p = 0,44
e 1, respectivamente) (TAB. 6 e 7).

Entretanto, independente de apresentar doenga por CMV (antigenemia = duas
células/100.000 leucécitos) ou ndo, todos 0s pacientes apresentaram altos
percentuais de linfécitos T CD4+ HLADR+ (TAB. 6 e 7; FIG. 4).

4.5 Quantificacao de linfocitos T CD8 expressando HLA-DR

N&o foram observadas diferencas significativas nos percentuais de células

expressando HLA-DR nos linfocitos T CD8+ quando comparados 0S grupos
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antigenemia positiva e antigenemia negativa, nos momentos d+30 e d+60 (p = 0,20

e 1, respectivamente) (TAB. 6 e 7).

Entretanto, independente de apresentar doenca por CMV (antigenemia = duas

células/100.000

leucdcitos) ou nao,
percentuais de linfécitos T CD8+ HLADR+ (TAB. 6 e 7; FIG. 4).

todos o0s pacientes apresentaram

altos

120
100
&0
60
40

(%)

Percentuais de linfocitos T expressando CD38 e HLA-DR

B Mediana Ag+
Mediana Ag-

FIGURA 4 — Percentuais de linfocitos T expressando CD38 e HLA-DR

Ag+ = grupo antigenemia positiva; Ag- = grupo antigenemia negativa; n(d+30)=12; n(d+60)=8
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4.6 Correlacdo entre expressdao de HLADR e CD38 em linfocitos
CD4 e CD8

Considerando a observacao do aumento dos percentuais de linfécitos T CD4+
e CD8+ expressando CD38+ e HLA-DR+, estes foram comparados para avaliar
possivel correlacéo entre ambos. Observou-se uma correlacdo positiva no d+ 30 (r =
0,762) e significativa (p = 0,004), bem como no d+ 60 (r = 0,881; p = 0,004) entre a
expressdo de HLA-DR e CD38 nos linfocitos T CD4. Entre os linfocitos T CD8, ndo

houve correlacéo significativa entre a expressao de HLA-DR e CD38 (FIG. 5).
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CD4 e CD8
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4.7 Expressao dos demais marcadores em linfocitos e monécitos

N&o houve diferencas significativas na expressdao dos demais marcadores de
linfécitos e mondcitos, entre os dois grupos, em ambos 0os momentos d+ 30 e d+ 60
(TAB. 6 e 7).



TABELA 6

Percentuais de expressédo de marcadores em linfocitos e mondcitos — d+ 30

D+30 Mediana Ag+ Mediana Ag- Valor p
CD3 (%) 38,53 (28,04-88,18) 46,82 (18,84-82,34) 1
CD3 CD4 (%) 10,84 (4,68-29,39) 18,36 (4,27-51,16) 0,671
CD3 CDS8 (%) 28,57 (5,05-60,73) 18,67 (8,05-58,69) 0,671
CD4DR (%) 66,66 (44,9-90,00) 46,16 (9,63-82,26) 0,444
CD8DR (%) 88,8 (54,71-96,54) 80,25 (46,03-94,29) 0,202
CD4CD38 (%) 67,86 (11,81-99,15) 71,06 (12,68-97,54) 1
CD8CD38 (%) 97,57 (38,40-100,00) 86,43 (13,27-100,00) 0,395
NK TOTAIS (%) 36,7 (13,13-54,01) 31,98(13,83-57,71) 0,798
MON DR+(IMF)2 589 (467,79-623,85) 478,3 (15,55-1152,92) 0,798
MON CD16+ (IMF) 282,6(154,02-1260,71) 317,14 (151,92-650,18) 0,932

dIntensidade média de fluorescéncia; Ag+ = grupo antigenemia positiva; Ag- = grupo antigenemia
negativa; MON = mondcitos; NK= células natural killer. Teste utilizado: Mann-Whitney, p< 0,05, n=12

TABELA 7

Percentuais de expressdo de marcadores em linfécitos e mondcitos — d+ 60

D+60 Mediana Ag+ Mediana Ag- Valor p
CD3 (%) 43,64 (33,16-49,29) 67,11 (39,42-85,40) 0,136
CD3 CD4 (%) 10,85 (3,2-20,00) 13,04 (3,46-51,07) 0,551
CD3 CD8 (%) 22,25 (9,05-27,86) 29,03 (12,76-69,34) 0,136
CD4DR (%) 84,93 (12,15-84,93) 52,27 (18,72-77,42) 1
CDS8DR (%) 76,19 (60,59-91,62) 71,49 (54,94-91,65) 1
CD4CD38 (%) 81,21 (17,47-81,21) 70,31 (41,84-91,25) 1
CD8CD38 (%) 95,15 (93,34-99,23) 80,9 (14,93-99,91) 0,551
NK TOTAIS %) 42,65 (28,15-43,66) 28,42 (6,35-51,20) 0,765

MON DR+ (IMF)2
MON CD16+ (IMF)

441,7 (269,64-610,98) 537,2 (356,38-1920,50) 0,371

383,1 (282,76-675,12)  269,1 (116,78-2129,87) 0,551

aIntensidade média de fluorescéncia; Ag+ = grupo antigenemia positiva; Ag- = grupo antigenemia
negativa; MON = mondcitos; NK= células natural killer. Teste utilizado: Mann-Whitney, p< 0,05, n=8
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho, nossa proposta foi avaliar marcadores de ativacao celular
(CD38 e HLA-DR), em linfécitos circulantes de pacientes submetidos ao TCTH
alogénico, utilizando a citometria de fluxo e correlacionar os achados com a doenca
por CMV, cujo diagnéstico foi estabelecido pela antigenemia. Entretanto, ao
contrario do encontrado por outros autores em pacientes pos transplante renal e
hepatico (BELLES-ISLES et al., 1998; BENZ et al., 2002; WANG et al., 2006), ndo
observamos aumento de células T CD38+ e/ou HLADR+ naqueles individuos que
apresentaram infeccéo/reativacdo da infeccdo pelo CMV quando comparados com
aqueles que nao apresentaram a doenca.

O uso da imunofenotipagem por citometria de fluxo ja tem sido utilizada de
forma promissora no monitoramento de algumas infeccfes. Neste contexto, varios
autores ja demonstraram que a expressao da molécula CD38 em células T CD4+ e
T CD8+ é um marcador ativacdo do sistema imune em adultos (FERRERO et al.,
2000; HERTOGHS et al., 2010; LIU et al.,1997). Em pacientes HIV positivos, uma
expressdo aumentada de CD38 na populagdo T citotdxica indica uma maior
possibilidade de progressdo para AIDS, sendo a quantificacdo de linfocitos T
CD8+CD38+ associada a contagem de células T CD4+, bastante utilizada para
predizer a progressdo da doenca (LIU et al., 1997). Estes dados reforcaram 0 nosso
interesse em estudar a possibilidade de monitorar fenotipicamente a
infeccéo/reativacéo por CMV em pacientes submetidos ao TCTH.

Em pacientes transplantados renais, Belles-Isles et al. (1998) encontraram
altos percentuais de células T CD8+CD38+ naqueles com doenga por CMV -
confirmada por um ou mais dos seguintes métodos: antigenemia, cultura positiva
para CMV, soroconversdo e deteccdo do virus em bidpsia - quando comparados
com aqueles sem doenca por CMV. Neste estudo, o valor de corte foi estabelecido
com valores obtidos de pacientes sem doencga por CMV, 0s quais apresentaram
meédia de células T CD8+CD38+ de 3,9%, com desvio padréo (DP) de 4,3%, sendo
considerado como faixa de referéncia 0 -21% (média + 4 DP). Valores percentuais >
20% corresponderam a 90% de valor preditivo positivo para infeccdo priméaria por
CMV. Em outro trabalho com transplantados de figado (BENZ et. al, 2002), os
autores mostraram que a frequéncia de células T CMV especificas CD38+ naqueles

pacientes com soroconversao para IgG ou aumento de IgM anti-CMV, esteve
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aumentada de forma significativa, sugerindo ser a andlise destas células um bom
parametro no diagndstico precoce das complicagBes hepaticas induzidas pelo virus.
Wang et al. (2006) mostraram em seu estudo que pacientes pOs transplante
hepatico, com infeccdo ativa por CMV (confirmada por PCR quantitativa ou
antigenemia), apresentaram um numero de moléculas CD38 expressas nos linfocitos
T CD8 significativamente maior (p < 0,01), quando comparados com pacientes
transplantados sem infeccéo ativa por CMV e com individuos sadios, evidenciando
assim, que a expressao de CD38 nas células T pode ser muito Util na monitorizacao
da infeccdo por CMV nos pacientes pos transplante de figado.

O fato de nao termos observado diferencas significativas entre os grupos
antigenemia positiva e negativa aponta para as seguintes questdes: primeiro,
individuos p6s TCTH, num periodo muito recente como o estudado, quando sua
medula estd sendo reconstituida e sob intensa imunossupressdo, provavelmente
ndo respondem a infecgbes virais da mesma maneira que individuos pés
transplantes de érgdos solidos, menos imunossuprimidos. Além disto, ja foi descrito
na literatura que, além das baixas contagens numeéricas das células T e B, as
funcdes linfocitarias dessas células permanecem comprometidas por um periodo
maior de tempo (HAKIM et al., 1997; REIS, 2004; STOREK et al., 1993; WILLIAMS;
GRESS, 2008). Também é sabido que a contagem de linfécitos T demora meses a
um ano até sua completa recuperacdo, se comparada a das demais populacées
leucocitarias (GEDDES; STOREK, 2007; REIS, 2004; WILLIAMS; GRESS, 2008).
De fato, nossos dados mostraram que, 60 dias apOs o transplante, o numero de
linfécitos T era mais baixo que o normal.

Outro ponto relevante a ser considerado é o pequeno numero de individuos
por nés estudado, o que resulta em um pequeno poder estatistico. Devemos
considerar também que, a exclusdo de dados de trés pacientes por né&o
apresentarem quantidade suficiente de linfécitos marcados com o0s anticorpos
monoclonais do protocolo utilizado, pode ter comprometido, parcialmente, a andlise
final dos dados. Um numero maior de pacientes poderia confirmar se efetivamente
nao existe diferenca no niamero de células T CD8+CD38+ entre 0s pacientes que
apresentaram ou ndo uma antigenemia positiva para o CMV. Sendo assim, novos
estudos com um numero maior de pacientes, cujo fendtipo celular pudesse ser
comparado com a antigenemia ou com métodos mais sensiveis (PCR real time)

poderiam ser esclarecedores neste sentido.
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Entretanto, um achado intrigante foi o encontro de altos percentuais destas
células (>80%), bem como daquelas T CD4+CD38+, independente do resultado da
antigenemia, portanto, nos pacientes com ou sem doenca por CMV. Os resultados
se repetiram quando avaliadas ambas as subpopulacdes expressando HLADR,
sugerindo um estado de ativacdo linfocitaria em todos os pacientes. Faria et al.
(2008), estudando individuos saudaveis encontraram as seguintes medianas de
linfécitos T CD4 e T CD8 HLADR+: 2,6% e 6,0%, respectivamente. Em outro estudo
para estabelecer valores de referéncia para os diferentes fenétipos de linfocitos no
sangue periférico (BISSET et al., 2004), foram observadas os seguintes percentuais:
CD4+DR+ = 1,7%, CD8+DR+ = 1,0%, CD4+CD38+ =14,85%, e CD8+CD38+ =
2,85%, sendo todos estes valores muito inferiores ao observado por nosso grupo.

Pensou-se num primeiro momento, que o0 aumento da subpopulacdo T
CD8+CD38+ representaria a reconstituicdo da nova medula, como acontece no
periodo neonatal, uma vez que este marcador se expressa em células
hematopoiéticas precoces, perde-se durante a maturacdo e reaparece durante a
ativacdo celular. Assim, recém-nascidos expressam altos niveis de CD38 em suas
células T, que decaem com a idade (McCLOSKEY et al., 1997; STOREK et al.,
1995). Desta forma, nossos achados poderiam apenas estar refletindo a geracéo de
novo de linfécitos T, egressos da nova medula e selecionados no timo.

Entretanto, foi demonstrado por alguns destes mesmos autores (STOREK et
al., 1995) e outros (GEDDES; STOREK, 2007), que a reconstituicdo do repertério T
apos o TCTH é diversa daquela que ocorre nos recém-nascidos. O nimero de
células T CD4" e T CD8" jovens (“naive”) CD45RA" é maior em neonatos quando
comparados aos pacientes submetidos ao transplante de medula éssea. Storek et al.
(1995) mostraram também, que o percentual de linfocitos T CD4" CD38" foi maior em
neonatos e menor nos pacientes transplantados, quando comparados a adultos
sadios, enquanto o percentual daqueles CD8" CD38" foi maior em ambos, embora o
nimero de moléculas CD38" por linfécito T CD8" fosse mais alta nos neonatos que
nos pacientes transplantados.

De fato, dados da literatura até o momento, mostram que o repertorio de
células T logo apds o transplante de medula € constituido, em sua maioria, por
linfécitos estimulados na periferia e ndo por células geradas na nova medula. Estes
linfécitos seriam constituidos por aqueles originados do enxerto e por alguns

remanescentes do receptor, que sofreriam expansao clonal apés estimulacao
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antigénica variada - os proprios antigenos do receptor, virus, bactérias, fungos -
constituindo um novo repertério, porém, de menor diversidade (GEDDES; STOREK,
2007; KRENGER; HOLLANDER, 2010; PORTER; JUNE, 2005; WILLIAMS et al.,
2007). O aumento dos percentuais de células T CD4 e CD8 expressando HLA- DR
e, principalmente, a forte correlacdo positiva encontrada entre ambos marcadores
CD38 e HLADR em células T CD4, reforca a idéia de que estes possam ser, em sua
maioria, linfécitos ativados e ndo células jovens, imaturas, recém saidas do timo.
Trabalhos mostram que linfécitos T ativados expressam maior quantidade da
molécula HLA-DR em sua superficie, quando comparados com as células nao
ativadas (CARUSO et al., 1997; KO et al.,, 1979). Além disto, um aumento na
expressdo de HLA-DR nas células T mostrou-se, em alguns estudos, como um
marcador de ativacdo do sistema imune e de maior progressdo da infeccdo por
HIV-1 (LIU et al.,1997; ROSENBLATT et al., 2005).

Portanto, nossos achados sugerem que a quantificacdo de células CD8+
CD38+ por citometria de fluxo ndo € util para deteccdo de infeccao/reativacdo de
CMV em pacientes submetidos ao TCTH, posto que todos o0s pacientes
apresentaram expressdo aumentada do referido marcador, independente do
resultado da antigenemia. Logo, o diagndstico e monitoramento da infeccdo por
CMV deve ser realizado por testes ja estabelecidos e confidveis — PCR real time
(LIMAYE et al., 2001; LAZZAROTTO, 2010), no sangue ou plasma, (GAULT et al.,
2001; LI etal., 2003), antigenemia (onde os métodos anteriores nao estiverem
disponiveis), ou ainda por métodos promissores ainda em estudo, como a PCR em
tempo real na saliva. CORREIA-SILVA et al., (2010) estudaram a saliva como fonte
de monitoramento do CMV em pacientes submetidos ao TCTH, por PCR em tempo
real, procurando correlacionar o niumero de cépias do DNA do CMV na saliva, e no
sangue e encontraram uma boa correlacao entre os resultados obtidos com os dois
tipos de amostras (r = 0,858; p < 0,0001).

Sendo assim, novos estudos deverédo ser conduzidos para investigar estes e
outros marcadores de imaturidade, memoéria e ativacado linfocitaria em pacientes pés
TCTH, procurando possiveis explicacbes para o fendmeno e sua relagdo com o
desfecho a longo prazo do transplante efetuado, pois € sabido que ativacao celular
prolongada pode levar a exaustdo imune (APPAY et al., 2007; EL-FAR et al., 2008;
HERTOGHS et al., 2010; MUELLER; AHMED, 2009).
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6 CONCLUSOES

1- Nao houve aumento de células T expressando as molécula CD38 e/ou
HLADR nos pacientes submetidos ao TCTH alogénico que apresentaram
reativacao da infeccéo pelo CMV, quando comparados com aqueles que

nao apresentaram a doenca.

2- As células T CD8 e T CD4 expressando CD38 e/ou HLA-DR apresentaram
percentuais extremamente elevados quando comparados com 0s

apresentados em outros estudos.

3- A reconstituicdo do sistema imune nos pacientes submetidos ao TCTH,

reproduziu os dados da literatura, durante o periodo estudado.

Este estudo sugere que, em pacientes submetidos ao TCTH, o estudo de sub-
populacbes linfocitarias circulantes ativadas ndo parece contribuir para a

identificacdo precoce da doenca por CMV.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esse documento tem como finalidade propor a sua participacdo no projeto de pesquisa
“QUANTIFICAGAO DE CELULAS CD8+ CD38+ POR CITOMETRIA DE FLUXO PARA DETECGAO
DE INFECCAO/REATIVACAO DE CITOMEGALOVIRUS EM PACIENTES SUBMETIDOS AO
TRANSPLANTE DE CELULAS TRONCO-HEMATOPOIETICAS”.

A taxa de mortalidade nos pacientes pés TCTH varia de 15-30%, e a doenga por
citomegalovirus (CMV), € uma das principais causas desta. A doenca por CMV ocorre entre 60 e
70% de pacientes transplantados de medula 6ssea CMV-soropositivo com pico de incidéncia 100
dias apds o transplante. Este projeto de pesquisa tem como objetivo avaliar marcadores de ativagdo
celular em linfdcitos circulantes, por citometria de fluxo, em pacientes submetidos ao TCTH e
estabelecer sua correlagcdo com a doenga por CMV, cujo diagndstico serd estabelecido pela
antigenemia. Para esse estudo, utilizaremos a mesma amostra de sangue que ja é colhida

rotineiramente para o exame de antigenemia.
Este estudo nao oferecerariscos adicionais a sua saude.

Esta pesquisa poderd contribuir para o diagnéstico precoce da doenca pelo CMV em
situacdes em que nem a antigenemia, nem a biologia molecular (PCR) estiverem disponiveis,
auxiliando assim a instituicdo precoce do tratamento. Portanto, melhorando a qualidade de vida dos

pacientes submetidos ao transplante.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informag@es fornecidas. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as
minhas dividas foram respondidas a contento. Autorizo a utilizacdo do meu sangue para este projeto
de pesquisa. Permito também a utilizacdo dos dados para divulgagcéo e ensino, respeitando sempre
meu direito de ndo ser identificado. Este formulario estd sendo assinado voluntariamente por mim.
Em qualquer momento da pesquisa, posso retirar este consentimento, havendo a continua¢do normal

do tratamento.

Local: Data:

NOME DO RESPONSAVEL NOME DO PACIENTE

ASSINATURA DO RESPONSAVEL ASSINATURA DO PACIENTE
DOCUMENTO APRESENTADO: N.©

Pesquisador: Vania Abadia Soares Lino. Telefone: (31) 3409-9607

Orientador: Prof. Suzane Pretti. Figueiredo Neves Telefone: (31) 3409 9774 / 9607
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Utilidade da quantificacdo de linfocitos CD8+CD38+ por citometria de fluxo
para o acompanhamento de infeccéo/reativacdo de citomegalovirus apos
transplante alogénico de células-tronco hematopoiéticas
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INTRODUCAO

O transplante de células tronco — hematopoiéticas alogénico (alo-TCTH) é
indicado como medida terapéutica para diversas, insuficiéncias medulares, doencas
imunolégicas e distirbios congénitos da hematopoiese.! Antes do transplante o
paciente é submetido a um regime de condicionamento com altas doses de
guimioterapia associada ou nao a irradiacao corporea total, preparando-o assim para
receber o enxerto. Em pacientes com doengas ndo malignas, o condicionamento é
direcionado a imunossupressao, ao passo que, para portadores de malignidades,
associa drogas citotéxicas e imunossupressoras.? Com isto, estes pacientes tornam-
se susceptiveis a diversas infec¢bes ou reativacao de infecgbes latentes. Destas, a
infeccdo pelo citomegalovirus (CMV) é a principal causa de morbidade e mortalidade

entre as infec¢des virais pés TCTH. >4

bY

O CMV é um virus pertencente a familia Herpesviridae, que tem a
capacidade de ficar latente no organismo humano podendo reativar-se na vigéncia
de imunossupressdo.® Aproximadamente 70% dos receptores de TCTH sdo CMV-
soropositivos e/ou recebero transplante de doador CMV-soropositivo.® Em funcéo
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desta alta prevaléncia de soropositividade, a infeccdo priméria durante o transplante
é relativamente rara. A reativacdo, por outro lado, ocorre em até 60-70% dos
pacientes soropositivos ap0s o transplante, principalmente no periodo compreendido
entre o segundo e o0 sétimo més apos o TCTH e, se nédo tratada precocemente, pode
causar graves comprometimentos em diversos 6rgédos.” O diagnéstico da doenca por
CMV usualmente é realizado pela identificagdo do antigeno pp65 do CMV em
neutrofilos (exame conhecido como antigenemia), ou pela reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real ( PCR real time), através da identificacdo do DNA viral
no plasma ou sangue.® No entanto, essas técnicas sdo mais demoradas,
trabalhosas e de custo elevado, principalmente a antigenemia, mais utilizada em
nosso meio. Neste contexto, a citometria de fluxo é uma técnica com grandes
vantagens: minima manipulacdo de uma grande quantidade de células, sendo um
método bastante utilizado para definicho de populacdes celulares por

imunofenotipagem,® relativamente répida e mais barata que a PCR ou antigenemia.

Em adultos, a ativagcdo imune correlaciona-se com um aumento na expressao
do marcador CD38 em células T CD4+ e CD8+.)° O CD38 é uma glicoproteina
transmembrana tipo Il com atividade enzimatica expressa em linfécitos, macréfagos,
células endoteliais, células dendriticas e outros tipos celulares.** Em infecces como
a causada pelo HIV, uma expressdo aumentada de CD38 e HLA-DR na populagédo T

citotxica indica ativacdo do sistema imune e maior progresséo para AIDS. %2

Em pacientes transplantados renais, a identificacgdo de um aumento na
populacao de linfécitos T CD8+CD38+ mostrou ser de alta sensibilidade (100%) e
especificidade (91%) para o diagnostico de infeccdo primaria pelo CMV. Em todos
0S casos, um aumento nesta subpopulacéo foi detectado precocemente, antes ou
junto com os primeiros sinais de infeccdo pelo CMV.® Em outro estudo com
pacientes que receberam transplante hepatico, a expressdo aumentada de CD38 em
linfécitos CMV  especificos foi um marcador de infeccdo ativa por CMV ou
reativacdo.’* Outra molécula que tem sua expressdo aumentada em linfécitos T
apos eventos de ativacdo € o antigeno do MHC de classe Il, HLA-DR, sejam estes

eventos induzidos por processos patolégicos ou por imunizacdo.*>*

Em pacientes que receberam TCTH nao ha estudos que avaliaram que as

subpopulacdes linfocitarias CD4 e CD8 expressando CD38 e HLA-DR para o
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diagnostico da infec¢do ou reativacdo por CMV. Sendo assim, a proposta deste
estudo foi avaliar por citometria de fluxo, marcadores de ativacao celular (CD38 e
HLA-DR), nos primeiros dois meses apés o TCTH alogénico, em linfécitos

circulantes, e correlacionar os achados com a infeccéo/reativacdo por CMV.

MATERIAL E METODOS
Pacientes

Este estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP
(parecer niumero ETIC 543/07). Foram estudados 15 pacientes submetidos ao TCTH
no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, no periodo de
novembro de 2007 a maio de 2010. Como critérios de elegibilidade para inclusdo no
estudo foram selecionados pacientes submetidos ao TCTH alogénico, de ambos os
sexos, de qualquer idade, sem distincdo do grupo social (Tabela 1). Estes foram
divididos em dois grupos (Ag + e Ag -) de acordo com o resultado da antigenemia
(positiva ou negativa), sendo que aqueles com antigenemia negativa foram
considerados como grupo controle. Ambos os grupos foram estudados em dois
momentos: no dia +30 e no dia +60 apOs o transplante, periodo no qual mais

frequentemente se observou a infec¢ao/reativacdo do CMV.

Obtencédo de amostra

Amostras de sangue periférico foram coletadas por pun¢do venosa através do
sistema de coleta a vacuo (Vacutainer, Greiner, Brasil), em EDTA, para realizacao
da antigenemia. O restante do material ndo aproveitado (2 ml) foi utilizado na

citometria de fluxo.
Antigenemia para CMV

Utilizamos o Kit CMV Brite Turbo (IQ Products, the Netherlands). A técnica foi
realizada conforme instru¢des do fabricante, com as seguintes etapas: preparo da
suspensao de leucdcitos; contagem das células em um contador hematolégico
(Sysmex-Roche); preparo dos citoesfregacos; fixacdo, permeabilizacdo e coloracao

fluorescente das laminas. A leitura destas foi feita em microscépio de fluorescéncia



58

(40x); Foram contadas as células positivas mostrando coloragdo fluorescente
homogénea verde-amarelada do nucleo do neutrdfilo.Os exames foram feitos em
duplicata. O resultado positivo deveria ter, no minimo, duas células fluorescentes por
duplicata; o resultado negativo ndo deveria ter nenhuma célula fluorescente por

duplicata.

Imunofenotipagem de leucdécitos de sangue periférico

Os ensaios de imunofenotipagem dos leucdcitos do sangue periférico foram feitos
segundo o protocolo proposto pelo fabricante dos anticorpos monoclonais (Becton
Dickinson, EUA), com pequenas modificagdes: as amostras foram incubadas por 30
minutos, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, com o anticorpo monoclonal
especifico marcado com fluorocromo (Tabela 2). Combinacdes especificas de
anticorpos monoclonais, marcados com fluorocromos distintos foram utilizadas para
a andlise simultdnea de marcadores de superficie celular necessarios para a
caracterizacdo das populacfes celulares de interesse (tabela 3). Apds incubacéo,
procedeu-se a lise dos eritrocitos, com solugéo comercial (FACS™ Lysing Solution -
Becton Dickinson); o sobrenadante foi descartado e os leucécitos lavados com
isoton (Hemoton-Hemogram-Brasil). Em seguida adicionava-se 250ul de isoton em
cada tubo. Utilizamos o citdmetro de fluxo (FACScalibur - Becton Dickinson, EUA) eo
programa CELLQuest™- (Becton Dickinson, EUA) para a aquisicdo e analise dos

resultados, sendo adquiridos 50.000 eventos/tubo.

Estratégias de analise dos resultados

Os dados obtidos através da imunofenotipagem foram analisados utilizando-se
estratégias diferentes, dependendo do fenoétipo celular, empregando-se 0s recursos
multiplos do programa CELLQuest™: analise convencional, andlise combinada
“gated” para expressdo de CD16 e de CD56 segundo Sathler-Avelar (2003)Y,
modificada e analise semiquantitativa da expressao de FcyR3(CD16) em mondécitos
segundo Martins-Filho (2000).*®
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Estudo estatistico

Utilizou-se o programa Minitab for Windows. O teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney foi utilizado para comparar os grupos. A correlacdo entre variaveis foi
realizada através do calculo do coeficiente de correlacdo de Spearman. Para todas
as analises estatisticas o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significante.

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas

Os quinze pacientes foram seguidos até pelo menos 60 dias apés o TCTH. Apenas
um paciente ndo apresentou complicacdes até a alta hospitalar. Nenhum paciente
apresentou infeccao primaria pelo CMV. Sete pacientes apresentaram reativacdo do
CMV (47%). Seis pacientes (40%) apresentaram doenca do enxerto contra o
hospedeiro (DECH) aguda. Trés dentre estes apresentaram antigenemia positiva e
trés foram negativos. Quatro pacientes evoluiram para Obito durante a internacdo
(Tabelal).

Caracterizacao geral das populagdes celulares estudadas

De todos o0s quinze pacientes estudados, treze (86,6%) apresentaram baixa
contagem absoluta (< 1000/mm?3) e relativa (< 15%) de linfécitos totais circulantes no
d+30 e d+60 ap6s o transplante. As células NK (linfécitos CD3-CD16+CD56+) e

monaocitos apresentaram-se com contagem normal ja no d+30 (tabela 4).
O numero de células B foi muito baixo nos dois momentos, aproximando-se de zero.

Trés pacientes - duas no d+30 e uma no d+30 e no d+60 - ndo apresentaram
guantidade suficiente de linfécitos marcados com os anticorpos monoclonais do
protocolo utilizado, para serem analisados adequadamente, sendo estes dados
excluidos do estudo. Duas dessas pacientes apresentaram antigenemia positiva e

uma apresentou antigenemia negativa.
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Expresséo de CD38 e HLA-DR em linfécitos T CD4 e CD8

N&o foram observadas diferencas significativas no percentual de linfécitos T CD4+ e
CD8+ expressando CD38 e HLA-DR quando comparados 0s grupos antigenemia
positiva (Ag+) e antigenemia negativa (Ag-), nos momentos d+30 e d+60 (Tabelas 4
e 5; Figural). Ao contrario, independente de apresentar infeccao/reativacdo por
CMV (antigenemia = 2 células/100.000 leucdcitos) ou nédo, todos os pacientes
apresentaram linfocitos T CD38+ e HLADR+ bastante aumentados (Tabelas 4 e 5;

Figura 1).

Expresséo dos demais marcadores em linfécitos e monaocitos

N&o houve diferengas significativas na expressdo dos demais marcadores de
linfécitos e mondcitos, entre os dois grupos, em ambos 0os momentos d+30 e d+60
(Tabelas 4 e 5).

Correlacéo entre HLA-DR e CD38 em linfocitos CD4 e CD8

Observamos uma correlacao positiva no d+30 (r = 0,762; p < 0,004) e também no d+
60 (r = 0,881; p < 0,004) entre a expressao de HLA-DR e CD38 nos linfocitos T CDA4.

Entre os linfocitos T CD8, ndo houve correlacdo significativa.

DISCUSSAO

Nossa proposta foi avaliar marcadores de ativagédo celular (CD38 e HLA-DR), em
linfécitos circulantes de pacientes submetidos ao TCTH alogénico utilizando a
citometria de fluxo e correlacionar os achados com a infecgéo/reativagéo por CMV,
cujo diagnostico foi estabelecido pela antigenemia. Entretanto, ao contrario do

1314 n3o observamos

descrito em pacientes pOs transplante renal e hepatico,
aumento de células T CD38+ e/ou HLADR+ naqueles individuos que apresentaram
reativacao/infeccdo pelo CMV quando comparados com aqueles que nao

apresentaram.

Belles—Isles et al (1998)* encontraram altos percentuais de células CD8+CD38+ em

pacientes transplantados renais com antigenemia positiva quando comparados com
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agueles com antigenemia negativa. Neste estudo, valores percentuais > 20%
corresponderam a 90% de valor preditivo positivo para infecgdo primaria por CMV.
Em outro estudo em pacientes transplantados de figado,** os autores mostraram
que a frequéncia de células T CMV especificas CD38+ naqueles pacientes com
soroconverséao para lgG ou aumento de IgM anti-CMV, esteve aumentada de forma
significativa, sugerindo ser a andlise destas células um bom parametro no
diagnéstico precoce das complicacdes hepaticas induzidas pelo virus. O fato de ndo
termos observado diferencas significativas entre os grupos antigenemia positiva e
negativa aponta para as seguintes questdes: primeiro, individuos pés TCTH, num
periodo precoce como o estudado, quando sua imunidade esta sendo reconstituida
(ainda sob intensa imunossupresséao), provavelmente ndo respondam a infeccdes
virais da mesma maneira que um individuo apds transplantes de o6rgdos sélidos,
situacdo onde a imunossupressdo € menos intensa. Além disto, é sabido que, no
TCTH alogénico, a contagem de linfécitos T demora meses até um ano até sua

completa recuperacéo, se comparadas as demais populacdes leucocitarias,**?°

0
gue também foi verificado em nossa casuistica onde, 60 dias apds o transplante, o
namero de linfécitos T era mais baixo que o normal. Outro ponto relevante a ser
considerado é o pequeno numero de individuos por nés estudado, o que resulta em
um pequeno poder estatistico. Um nimero maior de pacientes poderia confirmar se
efetivamente ndo existe diferenca no nimero de células T CD8+CD38+ entre 0s

pacientes que apresentaram ou ndo uma antigenemia positiva para o CMV.

Um fato que chamou atencdo foi que, embora ndo existam diferencas entre os
grupos no quesito subpopulacdo T CD8+CD38+, independente do resultado da
antigenemia, (portanto, nos pacientes com ou sem doenga por CMV), verificamos
percentuais extremamente aumentados destas células (> 80%), bem como nos
linfécitos T CD4+CD38+ (> 67%). Os resultados se repetiram quando avaliadas
ambas subpopulacdes expressando HLADR (T CD8+ DR+ > 71% e T CD4+ DR+ >
46%), sugerindo um estado de ativacdo linfocitaria em todos os pacientes apos o
TCTH alogénico. Faria et al (2008)?! , estudando individuos saudaveis encontraram
as seguintes medianas de linfécitos T CD4 e T CD8 HLADR+ : 2,6% e 6,0%
respectivamente. Em outro estudo para estabelecer valores de referéncia para os
diferentes fenétipos de linfécitos no sangue periférico,?> foram observadas os
seguintes percentuais: TCD4+DR+ = 1,7%, CD8+DR+ = 1%, CD4+CD38+ = 14,85%,
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e CD8+CD38+ = 2,85%, sendo todos estes valores muito inferiores ao observado

pOr NOSSO grupo.

Imaginou-se, num primeiro momento, que 0 aumento na subpopulacdo T
CD8+CD38+ representaria a reconstituicdo do sistema imune , como acontece no
periodo neonatal, uma vez que este marcador se expressa em ceélulas
hematopoiéticas precoces, perde-se durante a maturacdo e reaparece durante a
ativagdo celular. Assim, recém-nascidos expressam altos niveis de CD38 em suas
células T, que decaem com a idade.?**! Desta forma, nossos achados poderiam
apenas estar refletindo a geracdo de novo de linfocitos T, egressos do enxerto
transplantado e selecionados no timo. Entretanto, seria necessaria a marcacao das
células com outros anticorpos monoclonais caracteristicos deste periodo, o que nédo
foi realizado neste estudo. Por outro lado, Storek et al (1995)%® mostraram, que ap6s
o TCTH alogénico, a reconstituicdo do repertorio T € diversa daguela que ocorre nos
recém-nascidos. Dados da literatura, até o momento, mostram que o repertorio T
logo apos o transplante de medula € constituido, basicamente em sua maioria, por
linfocitos T estimulados na periferia e ndo linfécitos provenientes do enxerto. Estes
linfécitos periféricos sofreriam expanséo clonal apos estimulacédo antigénica variada
- 0S proprios antigenos do receptor, virus, bactérias, fungos - desta forma
constituindo o novo repertério do receptor porém, com menor diversidade.??*%
Também o aumento dos percentuais de células T CD4 e CD8 HLA DR+ e,
principalmente, a forte correlacdo positiva encontrada entre ambos marcadores
CD38 e HLADR em células T CD4, reforca a idéia de que estas possam ser, em sua

maioria, linfécitos ativados e ndo células jovens, imaturas, recém saidas do timo.

Portanto, nossos achados sugerem que a quantificacdo de células T CD8+ CD38+
por citometria de fluxo ndo € utili na deteccdo de infeccao/reativacdo de
citomegalovirus em pacientes submetidos ao TCTH alogénico, posto que todos os
pacientes apresentaram altos percentuais destas células, independente do resultado
da antigenemia. Logo, o diagndstico e monitoramento da infeccdo por CMV deve ser
realizado por testes ja estabelecidos e confiaveis — PCR real time,?®? e antigenemia
(onde os métodos moleculares nao estiverem disponiveis) no sangue ou plasma, ou
por métodos promissores ainda em estudo, como a PCR real time na saliva.?® Por
outro lado, novos estudos deverdo ser conduzidos para investigar estes e outros

marcadores de imaturidade, memoéria e ativacao linfocitaria e sua relacdo com o
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desfecho a longo prazo do transplante pois é sabido que ativacdo celular prolongada

em outras situacdes clinicas, pode levar & exaustdo imune.?°
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Figura 1 — Percentuais de linfécitos T expressando CD38 e HLA-DR

Ag+ = grupo antigenemia positiva; Ag- = grupo antigenemia negativa; n(d+30)=12; n(d+60)=8
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Tabelas

Tabela 1- Caracteristicas clinicas dos pacientes submetidos ao alo-TCTH (n=15)

Mediana — idade (anos) 39 (15-53)

Diagnostico de base:

Aplasia Medular 4
Leucemia linfoblastica aguda 3
Leucemia mieldide crbnica 4
Outros 2 4

Fonte de células tronco
Medula 6ssea 8
Sangue periférico 7
HLA — Compatibilidade
Aparentado 14
N&o-aparentado 1

CMV Status soroldgico receptor/doador

Positivo / Positivo 12
Positivo / Negativo 1
Negativo / Negativo 0
Negativo / Positivo 2
Reativacdo CMV receptor 7
Outras infecgdes P 14
DECH Agudo 6
Obito na internacéo 4

a | eucemia mieldide aguda (1), mielodisplasia (1), mieloma mudltiplo (1) e mielofibrose (1)

b Pneumonia, sinusite, tuneite e outras sem foco definido.



Tabela 2 - Anticorpos monoclonais utilizados para realizacdo da

imunofenotipagem

ANTICORPOS FENOTIPO ALVO
Anti-CD3 Linfocitos T
Anti-CD4 Linfocitos T auxiliares
Anti-CD8 Linfocitos T citotoxicos
Anti-CD19 Linfécitos B
Anti-CD14 Mondécitos
Anti-CD38 Linfocitos T ativados
Anti-HLA-DR Linfécitos T ativados
Anti-CD16 Mondcitos e células natural killer
Anti-CD56 Células natural killer

Tabela 3 - Protocolo de sequéncia de tubos utilizados para realizagcéao de

imunofenotipagem

TUBOS FITC PE TC
1 Controle Controle Controle
2 CD4 CD8 CD3
3 CD4 HLA-DR CDS8
4 CD4 CD38 CD8
5 CD3 CD56 CD16
6 CD14 HLADR CD16
7 CD19
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Tabela 4 — Percentuais de expressdo de marcadores em linfécitos e monécitos — d+ 30

D+30 Mediana Ag+ Mediana Ag- Valor p

CD3 (%) 38,53 (28,04-88,18) 46,82 (18,84-82,34) 1

CD3 CD4 (%) 10,84 (4,68-29,39) 18,36 (4,27-51,16) 0,671
CD3 CDS8 (%) 28,57 (5,05-60,73) 18,67 (8,05-58,69) 0,671
CD4DR (%) 66,66 (44,9-90,00) 46,16 (9,63-82,26) 0,444
CD8DR (%) 88,8 (54,71-96,54) 80,25 (46,03-94,29) 0,202
CD4CD38 (%) 67,86 (11,81-99,15) 71,06 (12,68-97,54) 1

CD8CD38 (%) 97,57 (38,40-100,00) 86,43 (13,27-100,00) 0,395
NK TOTAIS (%) 36,7 (13,13-54,01) 31,98(13,83-57,71) 0,798
MON DR+(IMF)2 589 (467,79-623,85) 478,3 (15,55-1152,92) 0,798
MON CD16+ (IMF) 282,6(154,02-1260,71) | 317,14 (151,92-650,18) 0,932

aIntensidade média de fluorescéncia; Ag+ = grupo antigenemia positiva; Ag- = grupo antigenemia
negativa; MON = mondcitos; NK= células natural killer. Teste utilizado: Mann-Whitney, p< 0,05, n=12

Tabela 5 — Percentuais de expressao de marcadores em linfécitos e mondcitos — d+ 60

D+60 Mediana Ag+ Mediana Ag- Valor p

CD3 (%) 43,64 (33,16-49,29) 67,11 (39,42-85,40) 0,136
CD3 CD4 (%) 10,85 (3,2-20,00) 13,04 (3,46-51,07) 0,551
CD3 CD8 (%) 22,25 (9,05-27,86) 29,03 (12,76-69,34) 0,136
CD4DR (%) 84,93 (12,15-84,93) 52,27 (18,72-77,42) 1

CDS8DR (%) 76,19 (60,59-91,62) 71,49 (54,94-91,65) 1

CD4CD38 (%) 81,21 (17,47-81,21) 70,31 (41,84-91,25) 1

CD8CD38 (%) 95,15 (93,34-99,23) 80,9 (14,93-99,91) 0,551
NK TOTAIS %) 42,65 (28,15-43,66) 28,42 (6,35-51,20) 0,765
MON DR+ (IMF)2 441,7 (269,64-610,98) | 537,2 (356,38-1920,50) 0,371
MON CD16+ (IMF) 383,1 (282,76-675,12) | 269,1 (116,78-2129,87) 0,551

aIntensidade média de fluorescéncia; Ag+ = grupo antigenemia positiva; Ag- = grupo antigenemia
negativa; MON = mondcitos; NK= células natural killer. Teste utilizado: Mann-Whitney, p< 0,05, n=8



