ARTIGO ORIGINAL
ORIGINAL ARTICLE

Andlise imunofenctipica de subpopulacdes linfocitarias
do sangue periférico na esclerose sistémica”

Immunophenotyoic analysis of lymphocyte subpopulations
in the blood of systemic sclerosis patients

Linete Parolin Ercole”, Mariester Malvezzi®, Antonio Carlos Boaretti®,
Shirley Ramos da Rosa Utiyama®, Acir Rachid® e Sebastiio Cezar Radominski®

RESUMO

A esclerose sistémica (ES) é uma doenca inflamatéria crénica do
tecido conjuntivo, de etiologia desconhecida, caracterizada por
fibrose e dano microvascular dos 6rgios afetados. Ha virias evi-
déncias de que a ativagio do sistema imune celular participa de
maneira expressiva na sua patogénese. Objetivo: Analisar nu-
mericamente as subpopulagdes linfocitarias no sangue periférico
de pacientes com ES e sua possivel relacio com fatores clinicos e
laboratoriais. Métodos: Foram analisadas as subpopulag¢des lin-
focitarias de 42 pacientes com ES e 28 controles normais, através
da citometria de fluxo utilizando os antigenos linfocitirios: CD2,
CD3, CD4, CD8, CD19, CD25, CD45RA, CD56, CD71, HLA-DR,
TCRo/p e TCRY/8. Resultados: Nos pacientes com ES compa-
rados com o grupo-controle, foram encontrados valores por-
centuais normais para os linfécitos T CD2+, CD3+, CD3+CD4+,
CD3+CD8+, CD25+, CD4+CD45RA+, CD8+CD45RA+, CD71+
e para a relagio CD4+/CD8+. Em contraste, os linfocitos T
CD3+TCRY/3+ mostraram-se com porcentuais diminuidos nos
pacientes com ES difusa, de longa dura¢io, com envolvimento
pulmonar caracterizado por doenga pulmonar restritiva, envol-
vimento muscular e presenca de anticorpo anti-Scl-70. Os paci-
entes com a forma difusa de ES apresentaram, tanto na fase re-
cente como na tardia, aumento na porcentagem de linfécitos T
CD4+ e CD8+ expressando moléculas de ativagio HLA-DR. Na
fase tardia da doenga, nio importando a forma clinica, foi en-
contrado aumento na porcentagem de linfécitos T
CD4+CD45RA+. Os pacientes com ES limitada e fase recente

ABSTRACT

Systemic sclerosis (SSc) is a chronic inflammatory connective
tissue disease of unknown etiology characterized by fibrosis
and microvascular injury in affected organs. It has become
clear that the activation of cellular immune system plays a
central role in the pathogenesis of SSc. Objective: The
purpose of this study was to analyze numerically lymphocytic
subpopulations in the blood of systemic sclerosis patients
and their relations with clinical and laboratory manifestations.
Methods: We studied a group of 42 patients with SSc and
a group of 28 matched normal controls by flow cytometry
using the following lymphocyte cell-surface markers: CD2,
CD3, CD4, CDS8, CD19, CD25, CD45RA, CD56, CD71, HLA-
DR, TCRa/f and TCRy/8. Results: SSc patients had similar
percentages of CD2+, CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD25+,
CD4+CD45RA+, CD8+CD45RA+, CD71+ cells and CD4+/
CD8+ cell ratio when compared to normal controls. In
contrast, the percentages of TCRy/S cells were significantly
lower in SSc patients with diffuse and late-stage disease
with pulmonary and muscle involvement and the presence
of anti-Scl-70 antibodies. Patients with diftuse SSc in early
and late-stage disease had significantly increased percentages
of HLA-DR in CD4+ and CD8+ cells; patients with late-stage
disease had increased percentages of CD4+CD45RA+ T cells;
patients with limited and early-stage disease had small
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mostraram diminui¢io na porcentagem dos linfécitos B CD19+.
Os pacientes com doenga difusa e fase tardia apresentaram dimi-
nui¢do na porcentagem dos linfocitos NK CD56+. Conclusdes:
Estes resultados sugerem que as alteragoes dos linfocitos T, B e
NK possam estar envolvidas no processo de desencadeamento
e/ou perpetuagio da ES, havendo a possibilidade de ter utilida-
de progndstica em alguns grupos de pacientes.

Palavras-chave: esclerose sistémica, linfocitos T, linfécitos
gama/delta, autoimunidade, imunofenotipagem.

INTRODUGAO

A esclerose sistémica (ES) é uma doenca inflamatéria cro-
nica do tecido conjuntivo, de etiologia desconhecida, ca-
racterizada por fibrose e dano microvascular dos 6rgios
afetados, apresentando diversas manifestacdes clinicas e
laboratoriais com curso e progndstico variaveis. Ainda que
a etiologia e a patogénese da ES permanecam obscuras,
existem muitas evidéncias que a ativagdo dos sistemas imu-
nes celular e humoral, que é evento precoce nessa doen-
¢a, participe de maneira muito intensa nestes processos.
Com a ativac¢do do sistema imune celular, os linfécitos e
seus produtos soltveis, incluindo as citoquinas e os auto-
anticorpos, podem ativar ou destruir as células endoteli-
ais, os fibroblastos e a sintese de coligeno. Desta maneira
o sistema imune pode causar dano tecidual nos pacientes
com ES -4,

Estudos demonstram que os linfocitos T ativados na
fase inicial da doenga migram infiltrando a pele e os 6r-
gios internos. O predominio de subpopulagdes distintas
de linfécitos T na pele (CD4+) e no pulmio (CD8+) de
pacientes com ES sugere que diferentes linfocitos T pos-
sam contribuir para o processo de doenca em diferentes
orgaos™10),

Outras evidéncias da ativa¢ao imune na ES sio os acha-
dos de mediadores soluveis (citoquinas) em grandes quan-
tidades, incluindo a interleucina-2, a interleucina-4, a in-
terleucina-6, a interleucina-12 e o fator de necrose
tumoral-a (TNF-0). Todos estes mediadores podem ser
produzidos pelos linfocitos T ou outras células inflama-
térias(3'4'("] I).

Os linfécitos B também sdo ativados precocemente, le-
vando a hipergamaglobulinemia e a produgio de auto-an-
ticorpos, como o anti-topoisomerase I (anti-Scl-70), o
anticentromero e o anti-RNA polimerase I e III, que sio
encontrados com freqiiéncia e considerados relativamente
especificos para a ES®*9),
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percentages of B cells (CD19+): and patients with diffuse
and late-stage disease had small percentages of NK cells
(CD56+). Conclusions: These results suggest that T, B and
NK cell alterations may be involved in the onset of the
disease and/or in the perpetuation of disease, and may
eventually be useful as a prognostic indicator in selected
patient subgroups.

Keywords: systemic sclerosis, T cells, gamma/delta cells,
autoimmunity, immunophenotypic analysis.

O estudo das populacdes de linfocitos no sangue de
pacientes com ES tem apresentado resultados conflitantes
por causa dos diferentes métodos empregados e dos dife-
rentes critérios de sele¢io dos pacientes>'”. Com a dis-
ponibilidade dos anticorpos monoclonais e da citometria
de fluxo tornou-se possivel a determina¢io do fendtipo
das células de acordo com as suas populagdes funcional-
mente distintas©®'*'®).

No presente estudo, foram analisadas as subpopulagdes
linfocitarias no sangue periférico de pacientes com ES, nas
formas clinicas limitada e difusa, juntamente com sua cor-
relacio com o tempo de doencga, manifestagdes clinicas e
presen¢a de auto-anticorpos, um trabalho inédito na po-
pulagio brasileira.

PACIENTES E METODOS

Foram estudados 42 pacientes com ES definidos de acordo
com os critérios do Colégio Americano de Reumatolo-
gia) atendidos no ambulatério de reumatologia do Hos-
pital de Clinicas da Universidade Federal do Parana. Entre
estes, 38 eram mulheres e 4 homens, 38 eram brancos e 4
negros; a idade de inicio da doenga variou de 11 a 54 anos
(média: 37,5 anos); a duragio da doencga variou de 1 a 30
anos (média: 6,1 anos). Vinte e trés apresentaram a forma
difusa e 19 a forma limitada®. Os pacientes foram dividi-
dos quanto a dura¢io da doenga: menos de 3 anos como
doenga recente e mais de 3 anos como doenca tardia®,
resultando em 16 pacientes com ES recente e 26 com ES
tardia. Nenhum dos pacientes estava recebendo terapia
imunossupressora. Foram incluidos apenas os pacientes em
uso de prednisona em doses baixas (<10mg/d). Foram es-
tudados 28 controles normais, individuos sadios, sem evi-
déncia de doen¢a reumitica; sendo 20 mulheres e 8 ho-
mens, a idade variou de 27 a 53 anos (média: 37 anos), 25
brancos e 3 negros.
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ANTICORPOS ANTINUCLEARES (ANA)

Os ANA foram determinados pela técnica de imunofluo-
rescéncia indireta usando como substrato células HEp-2. O
anticorpo anticentromero foi detectado da mesma forma.
Um padrio nuclear nitido na dilui¢io de 1:40 foi conside-
rado positivo®?!. O anticorpo anti-Scl-70 foi detectado
por ELISA, utilizando o Kit Hemagem (Sio Paulo, Bra-
sil)®. Os anticorpos anti-RNP, anti-Sm, anti-Ro e anti-La
foram detectados através da técnica de imunodifusio dupla
de Ouchterlony, utilizando como substrato o extrato de
bago de vitelo (Escola Paulista de Medicina, Brasil) .

SUBPOPULACOES LINFOCITARIAS

As amostras de sangue foram coletadas em anticoagulante
EDTA e ajustadas com concentra¢io final de 1x10°¢ células/
ml. Foram coradas pela técnica de “cora-lisa”, usando imu-
nofluorescéncia direta (com excecio do CD45RA, onde foi
realizada imunofluorescéncia indireta). Os antigenos de ex-
pressdo foram analisados utilizando os anticorpos monoclo-
nais apresentados na Tabela 1. Os anticorpos monoclonais
foram previamente conjugados com os fluorocromos isoti-
ocianato de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE) e ficoeri-
trina/cianina5 (PECy5) ou peridina clorofilada (PerCP) ou
terceira cor (TC): 1) IgG1/IgG1/1gG1 (FITC/PE/PECy5),
HLA-DR (PE) e CD4/CD8/CD3 (FITC/PE/PECy5) adquiri-
do de Immunotech (Franga); 2) CD45RA (PURO), CD25
(FITC),CD$/HLA-DR_ (FITC/PE), CD4 (FITC), CD71(FITC),
CD56 (PE), HLA-DR (PerCP), TCR /B (FITC) e TCRY/S (PE)
obtido da Becton Dickinson (EUA); 3) CD4 (PE), CD19
(PECy5), CD2 (PE) e CD45 (FITC) adquirido da DAKO (Di-
namarca) e 4) CD8 (TC) e CD3 (TC) obtido da CALTAG
(EUA). Brevemente, 100ul das amostras foram incubadas por
15 minutos a temperatura ambiente, no escuro, na presenca
de 10ul de cada anticorpo monoclonal de acordo com titu-
lagio prévia. Apds, foi adicionado 1 ml de soluc¢io de FACS
lysin (Becton Dickinson) diluida 1/10 (v/v) em agua desti-
lada, e a seguir nova incubacio por 10 minutos a tempera-
tura ambiente, no escuro, para lisar as hemdcias. As células
foram centrifugadas (5 minutos a 2000 rpm) e o botio de
células foi lavado com 3 ml de PBS. Finalmente, as células
foram ressuspensas em 1 ml de PBS para serem analisadas no
citometro. A aquisi¢io foi realizada no citdmetro de fluxo
FACS Vantage (Becton Dickinson) equipado com o feixe
de laser “INNOVA Enterprise Ion Laser”, que produz um
feixe de 488 nm na poténcia de 80 mW. A calibragio do
aparelho foi realizada antes da aquisi¢io dos dados utilizan-
do-se protocolos previamente estabelecidos. Foram adqui-
ridos 15.000 eventos por tubo e analisados pelo programa
Paint-A-Gate PRO (Becton Dickinson)©.
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ANALISE ESTATISTICA
Para comparagdes entre os grupos de pacientes e contro-
les foi utilizado o teste nio paramétrico de Mann-Whit-

ney. Para amostras independentes foi utilizado o teste “t
de Student”.

RESULTADOS

COMPARACAO ENTRE AS SUBPOPULACOES LINFO-
CITARIAS DO GRUPO DE PACIENTES COM ES E DO
GRUPO-CONTROLE

Encontrou-se aumento estatisticamente significativo nas
porcentagens dos marcadores de ativagio de linfocitos
T CD4+HLA-DR+ (p<0,05) ¢ CD$+HLA-DR+ (p<0,01)
no sangue periférico dos pacientes com ES com relacio
aos do grupo-controle, enquanto que a propor¢io de lin-
focitos T CD3+TCRy/3+ (p<0,05) esteve significativa-
mente diminuida. Também observaram-se diminuidas as

TABELA 1
ANTICORPOS MONOCLONAIS E AS SUBPOPULACOES
LINFOCITARIAS CORRESPONDENTES

Anticorpos Subpopulagoes
monoclonais linfocitarias
CD3+ Pan linfocito T

CD3+CD4+ Linfécito T auxiliador/indutor
CD3+CD8+ Linfocito T supressor/citotoxico

CD3+CD4+CD8+ Linfécito T com dupla expressao positiva
CD3+CD4-CD8- Linfécito T com dupla expressao negativa

CD45RA+ Molécula acessoria de ativacao

CD4+CD45RA+  Linfécito T auxiliador virgem

CD8+CD45RA+  Linfocito T supressor virgem

CD25+ Molécula acessoria de ativagdo - receptor IL-2
CD4+CD25+ Linfécito T auxiliador ativado

CD8+CD25+ Linfocito T supressor ativado

CD4+HLA-DR+
CD8+HLA-DR+

Linfocito T auxiliador ativado com receptor CPH

Linfocito T supressor ativado com receptor CPH

CD3+TCR oo/  Receptor linfocito T a/b

CD3+TCR /8 Receptor linfocito T g/d

CD2+ Pan linfocito T

CD71+ Molécula acessoria de ativagao - receptor transferrina
CD19+ Pan linfocito B

CD56+ Linfocito NK
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porcentagens de linfécitos CD19+ (p<0,05) e CD56+
(p<0,01) no grupo com ES, sendo estatisticamente signi-
ficativa esta diferenga com o grupo-controle.

¢ grup

CORRELACAO ENTRE AS SUBPOPULAGCOES LINFO-
CITARIAS E AS FORMAS CLINICAS DA ES

Ao serem comparadas as subpopulagoes de linfécitos dos
pacientes com ES difusa e do grupo-controle, observou-se
aumento no porcentual dos linfécitos T com marcadores
de ativagio CD4+HLA-DR+ (p<0,01) ¢ CD8+HLA-DR +
(p<0,001). Os linfécitos T com expressio CD3+TCRYy/d+
(p<0,01) estavam em propor¢des diminuidas, assim como
os linfécitos NK CD56+ (p<0,01).

Foram também comparadas as subpopulagoes linfocita-
rias dos pacientes com a forma limitada da ES e do grupo-
controle. Foi encontrado aumento na popula¢io de linf6-
citos T CD3+CD4+ (p<0,05), com diminui¢io dos
linfécitos CD19+ (p<<0,05) no grupo de pacientes.

Quando foram correlacionadas as subpopulagoes linfo-
citarias das formas clinicas difusa e limitada da ES, obser-
vou-se diminui¢do das porcentagens de linfdcitos
T CD3+CD4+ (p<0,05) na forma difusa e aumento de lin-
focitos T CD4+HLA-DR+ (p<0,01) na forma difusa.

CORRELAGCAO ENTRE AS SUBPOPULACOES LINFO-
CITARIAS E A DURAGCAO DA ES
Quando comparou-se as subpopula¢des linfocitarias dos pa-
cientes com ES recente com as do grupo-controle, encon-
trou-se aumento do marcador de ativagio CD8+HLA-DR+
(p<0,05) e diminui¢io dos linfécitos B CD19+ (p<0,05).

Com relagio a ES fase tardia, quando comparadas as
subpopulagdes destas com as do grupo-controle, foi ob-
servado aumento dos linfécitos T CD3+CD4+ (p<0,05) e
diminuig¢io dos linfécitos T CD3+TCRYy/3+ (p<0,05). Das
moléculas de ativacao observou-se aumento dos linfocitos
T CD4+CD45RA+ (p<0,05), CD4+HLA-DR+ (p<0,05) e
CD8+HLA-DR+ (p<0,01). Os linfécitos NK CD56+
(p<0,01) estavam diminuidos.

Na ES recente foram maiores as porcentagens de linfo-
citos NK CD56+ (p<0,01) quando comparadas com as en-
contradas nos pacientes com ES tardia.

CORRELAGAO ENTRE AS SUBPOPULAGOES LINFOCI-
TARIAS E A PRESENCA DE ANTICORPO ANTI-SCL-70
Nos pacientes portadores de anticorpo anti-Scl-70 consta-
tou-se a diminui¢io dos linfécitos T CD3+TCRy/d+
(p<0,05) quando comparados com os pacientes sem este
anticorpo.
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CORRELACAO ENTRE AS SUBPOPULACOES LINFO-
CITARIAS E A PRESENGCA DE ANTICORPO ANTICEN-
TROMERO

Foi encontrada a diminui¢io das moléculas de ativa¢io dos
linfécitos T CD4+HLA-DR+ (p<0,05) nos pacientes com
ES portadores de ACA quando comparados com os pacientes
com ES sem ACA.

CORRELACAO ENTRE AS SUBPOPULAGCOES LINFO-
CITARIAS E AS MANIFESTACOES CLINICAS DA ES
Foi observada associacio estatisticamente significativa en-
tre os pacientes que apresentavam comprometimento
pulmonar — do tipo doenca pulmonar restritiva (DPR)
(p<0,05) — e comprometimento muscular (p<0,05) com a
diminui¢io de linfécitos T CD3+TCRYy/d+ (p<0,05).

As manifesta¢des clinicas articular, cutanea, vascular,
pulmonar do tipo HP, cardiaca e renal nio apresentaram
correlagio estatistica significativa com as subpopulag¢des lin-
focitarias.

Na Tabela 2 encontram-se resumidos os fendtipos dos
linfécitos do sangue periférico dos pacientes estudados
com ES.

DISCUSSAO

Nos pacientes com ES os antigenos de superficie que ca-
racterizam a linhagem linféide T (CD2+, CD3+,
CD3+CD4+ e CD3+CD8+) apresentaram valores porcen-
tuais normais quando comparados com o grupo-controle.
Estes achados sio condizentes com os relatos de Bruns et
al."", porém discordam dos achados de Frieri et al.?”), onde
os valores de CD3+ e CD8+ estavam diminuidos, mas o
CD4+ estava aumentado. A razio CD4+/CD8+ também
esteve normal nos pacientes com ES em estudo, discor-
dando de virios autores!!*!628-30
to nesta razdo com relagdo aos controles, sugerindo que a
reducio do nimero de células CD8+ possa ser causada tam-
bém pela diminui¢io do nimero de linfécitos NK, pois
estas células também apresentam o antigeno CD8 em sua
superficie. Uma explicagdo para esta diversidade de acha-
dos pode ser a diferen¢a na propria selecio dos pacientes,
quanto ao estagio, forma clinica, duragio e tratamento da
doenca, o que torna dificil avaliar o envolvimento celular

) que encontraram aumen-

imune de forma comparativa nos diferentes trabalhos.

Observou-se nos pacientes com ES limitada e forma tar-
dia da doenca, aumento estatisticamente significativo dos
linfécitos T CD3+CD4+ quando correlacionadas com as
subpopulagdes que caracterizam a linhagem de linfécitos
T com as formas clinicas e o tempo de doenga.
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Na avaliagio dos linfécitos T expressando TCRY/d foi
encontrada diminui¢io estatisticamente significativa nos
portadores da doenga em comparagio com os controles. A
maioria dos linfécitos T maduros expressam em sua mem-
brana o TCRt/f que estd associado com o complexo CD3
e aproximadamente 5% dos linfécitos T expressam o TCRY/
3. Estes linfécitos T expressando o TCRY/8 agem na ho-
meostase da resposta imune e parecem estar envolvidos
em virias condicdes como as imunodeficiéncias, infec¢des
e doengas autoimunes®'*?. Também parecem exercer fun-
¢io reguladora nos tecidos durante a resposta imune, sen-
do encontrada deposigdo destas células nas dreas perivas-
culares nos estagios iniciais da ES e em menor grau, nas
fases esclerdticas cronicas. Foi sugerido que estes linfocitos
T CD3+TCRY/3+ possam estar envolvidos na patogénese
da lesio cutdnea e de outros 6rgios na ES, tanto no inicio
como na perpetuacio da doenga®,

Os achados de diminuig¢ao dos linfcitos T CD3+TCRY/d+
neste trabalho concordam com os relatos de alguns autores®2",
que sugerem que o subtipo de linfécitos T pode desempe-
nhar papel na ES. Provavelmente a redugio dos linfocitos T
CD3+TCRY/8+ na circulagio seja causada pelo recrutamento

destes linfocitos nos tecidos dos pacientes para a manutengio
do processo de atividade da doenga, pois os mesmos estio
relacionados com o equilibrio da resposta imune.

A partir da analise, neste estudo, dos parametros clinicos
e da apresentagio dos linfécitos T CD3+TCRY/8+, obser-
vou-se uma diminui¢do estatisticamente significativa des-
tes linf6citos nos pacientes portadores de ES difusa, de lon-
ga duragdo, com envolvimento pulmonar caracterizado por
DPR, envolvimento muscular e presenca de anticorpo anti-
Scl-70. Esta populagio pode ser considerada como um gru-
po especial de pacientes com manifestagdes imunes seme-
lhantes, pois é bem fundamentada na literatura que a ES
difusa tem relacio com a presenga de anticorpo anti-Scl-
70 e com o envolvimento pulmonar® 3. Este achado pode
sugerir que os linfécitos T CD3+TCRY/8+ neste grupo de
pacientes possa estar envolvido na perpetuacio da lesio na
ES. Holcombe et al.®" também encontraram diminuicio
mais evidente do linfécito T CD3+TCRY/8+ nos pacientes
com ES difusa e presenca de anticorpo anti-Scl-70, porém
discordam do resultado deste estudo quanto ao tempo de
doenga, pois encontraram maior freqiiéncia desta alteracio
nos pacientes com doenga recente.

TABELA 2
CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DOS LINFOCITOS NOS PACIENTES cOM ES

Subpopulagoes ES total ES difusa ES limitada ES recente ES tardia Envolvimento Envolvimento
linfocitarias pulmonar - DPR vascular
CD2+ N N N N N N N
CD3+ N N N N N N N
CD3+ CD4+ N N A N A N N
CD3+CD8+ N N N N N N N
CD4+/ CD8+ N N N N N N N
CD3+ TCRy/S D D N N D D D
CD4+ HLA-DR+ A A N An A N N
CD8+HLA- DR+ A A N A A N N
CD25+CD4+ N N N N N N
CD71+CD4+ N N N N N N
CD71+CD8+ N N N N N N N
CD4+CD45RA+ N N N Dn N N N
CD8+CD45RA+ N N N N N N N
CD19+ D Dn D D Dn N N
CD56+ D D N N D N N

N=normal comparado com o controle; D=diminuido comparado com o controle (p<0,05); A=aumentado comparado com os controles (p<0,05); Dn=diminuido comparado com o
controle sem significado estatistico; An=aumentado comparado com o controle sem significado estatistico.
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O aparecimento de linfocitos T ativados na circulagio é
um achado comum nos pacientes com doengas autoimu-
nes. Na ES, como uma destas doengas, a presenca de linfo-
citos T ativados provavelmente implica na continuagio das
reacdes imunes dependentes de linfocitos T em todo o
corpo. A natureza do processo de ativa¢io na ES é desco-
nhecido, mas o mecanismo de ativa¢io parece estar pre-
sente durante os estdgios iniciais da doenca e persiste com
a evolugio da mesma(*19),

As proteinas de adesio na superficie dos linfécitos, tam-
bém conhecidas como moléculas acessorias, podem ser res-
ponsaveis pelas diferentes condi¢oes de ativacio e fung¢io
efetora dos linfécitos T CD4+ e CD8+9%. As diferentes
expressoes de algumas moléculas de ativag¢io nos linfocitos
T CD4+ e CD8+ como HLA-DR (receptor do Complexo
Principal de Histocompatibilidade Classe II), CD25 (cadeia
o do receptor de interleucina-2), CD71 (receptor da trans-
ferrina) e CD45RA (célula T virgem) sio utilizadas para
avaliar a ativagdo dos linfécitos T no sangue periférico dos
pacientes com ES.

Neste estudo, observou-se aumento estatisticamente sig-
nificativo dos niveis de linfécitos CD4+HLA-DR+ e
CD8+HLA-DR+ nos pacientes com ES quando compara-
dos com o grupo-controle, indicando que os linfécitos T
estao ativados nestes pacientes e, portanto, podem partici-
par no mecanismo da doenca. Tais achados concordam
com relatos de outros autores®!'¢3),

Algumas particularidades foram encontradas nos paci-
entes em estudo quando avaliados quanto a duragio da
doenga, forma clinica e presenca de auto-anticorpos.

Com relagio a forma clinica observou-se na ES difusa
aumento estatistico significativo de linfécitos CD4+HLA-
DR+ e CD8+HLA-DR+, estando normais os niveis destas
células nos pacientes com ES limitada. E provével que esta
alteracio sugira maior atividade da doenca na forma difusa
que na limitada, pois esta Gltima possui um curso mais ar-
rastado e menos agressivo®?.

Quando se analisou o tempo de dura¢io da doenca, foi
observado, em pacientes com menos de trés anos de doen-
¢a, aumento estatisticamente significativo do nimero de
células CD8+HLA-DR+ e aumento nio significativo de cé-
lulas CD4+HLA-DR+. Nos pacientes com doenga de longa
duragio, ambas as células CD4+HLA-DR+ e CD8+HLA-
DR+ mostraram-se em niveis aumentados. A observagio
da expressio HLA-DR nos linfocitos T circulantes de pa-
cientes com doenga prolongada indica que a ativagio nio
estd presente apenas como um evento inicial transitorio,
mas é mantida através de todos os estigios da doenga®.
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Nos pacientes portadores de ES com anticorpo anticen-
tromero presente, observou-se diminuicio estatisticamen-
te significativa de células CD4+HLA-DR+, o que pode es-
tar relacionado com a atividade geralmente mais branda da
doenga em presenga deste anticorpo, que é caracteristico
da forma limitada, uma forma quase sempre menos agres-
siva®, porém, o niimero encontrado de pacientes foi pe-
queno para maiores consideracdes.

As moléculas de ativagio CD25 e CD71 nio se apresen-
taram alteradas nos linfécitos T CD4+ e CD8+ dos pacien-
tes com ES, quando comparados com ogrupo-controle,
diferindo de outros relatos onde ocorreu aumento nestes
marcadores de ativacio (©17:30:360),

A expressao da isoforma CD45RA do CD45, que repre-
senta os linfécitos T virgens, ou seja, aqueles que nunca
encontraram antigeno, foi avaliada nos linfécitos T CD4+
e CD8+. Observou-se niveis normais de linfécitos T
CD4+CD45RA+ e CD8+CD45RA+ nos pacientes com ES
quando comparados com o grupo-controle. No estudo de
Kahan et al.®”, também nio ocorreu variacio de linfécitos
T CD4+CD45RA+ com relagio ao grupo-controle, con-
tudo, os valores para a subpopulagio de linfécitos T
CD8+CD45RA+ foram significativamente maiores no gru-
po com ES. Para Fiocco et al.®, os pacientes com ES tam-
bém nio apresentaram variagdo quanto ao namero de lin-
fécitos T CD4+CD45RA+, o que nio ocorreu com as
observag¢des de Gustafsson et al."? e de Frieri et al.?”, que
referem reducio do nimero de linfécitos CD4+CD45R A+.
Estes autores sugerem que os linfocitos T CD4+CD45RA+
tém um papel importante na ativagao dos linfcitos T CD8+
supressores, podendo levar a supressio da sintese de imu-
noglobulinas pelos linfécitos B e que, talvez, a diminuigio
dos linfécitos T CD4+CD45R A+ esteja implicada também
na fun¢iao dos linfocitos NK.

Ao avaliar a subpopula¢io de linfécitos T CD4+CD45R A+
com relagio ao tempo de doenca observou-se na fase ini-
cial da ES diminuic¢do nio significativa estatisticamente des-
tas células, porém, nos pacientes com doenga de longa du-
ra¢do observou-se aumento significativo estatisticamente dos
mesmos. Concordando com Frieri et al.®” que sugere que
tal alteracdo possa indicar a ocorréncia de um defeito na
imunorregulacdo nos pacientes com ES, ja que estas células
sdo linfécitos indutores dos linfécitos T CD8+ supressores.

Com rela¢io aos linfécitos B, avaliados através da pes-
quisa de CD19+, foi observada a diminui¢io nos valores
porcentuais dos mesmos no grupo de pacientes com rela-
¢do ao grupo-controle. Da mesma forma, ocorreu dimi-
nuigio estatistica significativa dos linfocitos B nos pacientes
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com ES limitada e naqueles com doenga recente, como
também, foi observada a diminui¢io nio significativa esta-
tisticamente nestes linfocitos nos pacientes com ES difusa e
naqueles com doenga tardia, como referido por outros
autores®”). Entretanto, encontramos relatos de aumento dos
valores percentuais de linfocitos B CD19+ nos pacientes
com ES quando comparados com o grupo-controle, de-
monstrando que pequenas altera¢des na expressio de
CD19+ podem induzir a produgio de auto-anticorpos®™,
pois, a molécula de superficie CD19 funcionaria como uma
proteina especializada que regula a sinalizagdo dos linf6ci-
tos B e a produgio de autoanticorpos®”.

Outra subpopulacio de linfocitos analisada foi a dos lin-
focitos NK, que se apresentaram em niimeros porcentuais
diminuidos quando avaliados pelo CD56+ nos pacientes
com ES, concordando com os achados de outros auto-
res?”). Porém, em outros estudos nio hi referéncia quanto
a variacio do nuimero de linfécitos NK®'"4) enquanto
que em outros relatos hd aumento do namero de linféci-
tos NK CD56+, sugerindo que estes linfocitos participa-
riam na modula¢io da funcio dos linfécitos B, diversa-
mente do que fazem os linfécitos NK CD16+“". Estas
varia¢Oes entre os resultados podem ser causadas pela utili-
zagio de diferentes anticorpos na identificagio da popula-
¢io de linfécitos com atividade NK®'27).
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