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RESUMO

Os resultados dos testes laboratoriais devem ser comparados o intervalo de
referéncia com o objetivo de se obter um diagndstico e/ou uma decisdo
terapéutica. Por isso, os laboratérios de analises clinicas necessitam de
intervalos de referéncia confidveis e aplicaveis a sua populacdo para todos
os parametros analisados. De maneira geral, os intervalos de referéncia
aplicados nas rotinas laboratoriais sdo obtidos da literatura ou de
informagdes contidas nas bulas dos fabricantes dos reagentes; ndo sendo
obtidos com resultados referentes a populagdo ao qual sera aplicado. Dessa
forma, preconiza-se que cada laboratério estabeleca o intervalo de
referéncia referente a sua populacdo, baseado na metodologia utilizada na
rotina. Para isso, foi analisado 238 amostras de sangue periférico de
individuos adultos saudaveis, ndo fumantes, doadores de sangue do Servigo
de Hemoterapia do Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sdo Thiago
da Universidade Federal de Santa Catarina. Para a identificacdo e
quantificacdo das células linfoides foi utilizado o seguinte painel de
anticorpos monoclonais anti-: CD4/CD8/CD3/CD45, CD20/CD19/CD45,
CD16/CD56/CD3/CD45 e TCRap/TCRyd/CD3/CD45. Os intervalos de
referéncia para encontrados foram CD3+ de 51,3 a 83,5% e de 718 a 2494
células/mm?®; CD4+ de 24,4 a 54,2% e de 456 a 1492 células/mm?; CD8+ de
12,8 a 40,2% e de 272 a 1144 célulassmm?; relacio T CD4+/T CD8+ de
0,68 a 3,61; CD4+ CD8+ de 0,01 a 3,6% e de 2 a 88 célulassmm?®; TCR af+
de 44,3 a 77% e de 855 a 2384 células/mm?; TCR vd de 0,99 a 15,9% e de
19 a 345 célulassmm?® CD3+ CD4-CDS8- de 1,2 a 13,3% e de 28 a 292
células/mm?®; CD19+CD20+ de 6,3 a 20,8% e de 110 a 618 células/mm?;
CD19+CD20- de 0,001 a 1,3% e de 0 a 23 células’mm?®; NK maduras de 3,1
a 27,4% e de 70 a 745 célulassmm?;, NK imaturas de 0,08 a 1,1% e de 1 a 23
células/mm?®; NK totais de 3,7 a 28,5% e de 82 a 760 células/mm?® e NKT de
0,9 a 21,4% e de 18 a 488 células/mm?. Com relacdo aos géneros, as células
T CD3+, T CD4+, CD4+CD8+, TCR ap+, TCR yd+, CD19+CD20-, NK
maduras e imaturas e NKT apresentaram diferencas significativas na
contagem de linfécitos tanto para o valor relativo quanto para o absoluto
entre homens e mulheres. Por outro lado, as células T CD8+ e CD19+
apresentaram diferengas apenas relacionadas ao valor absoluto e na relacdo
T CD4+/T CD8+ nao foram observadas diferencas estatisticas. A
comparacdo entre o intervalo de referéncia obtido em individuos naturais do
Estado de Santa Catarina com os de individuos de outros Estados do pais e
de outros paises do mundo confirmou a necessidade de se estabelecer
intervalos de referéncia préprios para essa populacao.

Palavras chave: linfécitos, intervalo de referéncia, citometria de fluxo.






Determination of lymphocyte subsets reference ranges in peripheral
blood of healthy subjects

ABSTRACT

The results of laboratory tests should be compared with the reference range
in order to obtain a diagnosis and/or treatment decision. Thus, clinical
laboratories need reliable and applicable reference intervals for its
population for all parameters analyzed. In general, the reference ranges used
in clinical laboratories are obtained from literature or information provided
by the reagents manufacturers’. Thus, the reference range are not obtained
with results concerning the population which will be applied, since few
laboratories establish their own reference ranges. Thus, it is recommended
that each laboratory establish reference range refeferente its population,
based on the methodology used in the routine.With this purpose, we have
analyzed 238 peripheral blood samples from healthy adult subjects,
nonsmokers, who donated blood in the Hemotherapy Service of Hospital
Universitario Polydoro Ernani de S&o Thiago da Universidade Federal de
Santa Catarina. The panel of monoclonal antibodies employed was
composed by anti-- CD4/CD8/CD3/CD45, CD20/CD19/CD45,
CD16/CD56/CD3/CD45 e TCRap/TCRy3/CD3/CD45. The reference
ranges obtained were: CD3+ 51,3 to 83,5% and 718 to 2494 cellssmm?;
CD4+ 24,4 to 54,2% and 456 to 1492 cells/mm?; CD8+ 12,8 to 40,2% and
272 to 1144 cellssmm?®; T CD4+/T CD8+ ratio 0,68 to 3,61; CD4+ CD8+
0,01 to 3,6% and 2 to 88 cells/mm?®; TCR ap+ 44,3 to 77% and 855 to 2384
cellssmm?® TCR v 0,99 to 15,9% and 19 to 345 cells/mm?®; CD3+CD4-
CD8- 1,2 to 13,3% and 28 to 292 cellssmm®; CD19+CD20+ 6,3 to 20,8%
and 110 a 618 cells/mm?, CD19+CD20- 0,001 to 1,3% and 0 to 23
cellssmm?® mature NK cells 3,1 to 27,4% and 70 to 745 cells/mm?
immature NK cells 0,08 to 1,1% and 1 to 23 cells/mm?; total NK cells 3,7 to
28,5% and 82 to 760 cells/mm?® and NKT cells 0,9 to 21,4% and 18 to 488
cells/mm®. In relation to genders, the CD3+, CD4+, CD4+ CD8+, TCR of+,
TCR vé+, CD19+CD20-, mature and immature NK and NKT cells showed
significant differences for both relative and absolute values. Moreover,
CD8+ and CD19+ cells differ only when related to absolute values and T
CD4+/ T CD8+ ratio had no statistical differences. Comparison between
reference ranges obtained in subjects born in Santa Catarina State and
individuals from other states of the country or other countries of the world
affirmed the need to establish reference intervals for this population.

Keywords: lymphocytes, reference range, flow cytometry.
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1 INTRODUCAO

A interpretacdo dos exames laboratoriais de um individuo
depende da comparacéo dos resultados observados na sua amostra com
o intervalo de referéncia determinado pelo laboratério de analises
clinicas. A defini¢do do intervalo de referéncia é resultado da avaliagéo
de amostras de um grupo controle constituido de individuos normais, ou
seja, sem alteracOes diretas ou indiretas para os parametros investigados.
Os intervalos de referéncia sdo estabelecidos apds analise estatistica, na
qual os valores centrais sdo aqueles que preenchem os critérios de
normalidade (OLIVEIRA; MENDES, 2010). Dessa forma, os
laboratérios de andlises clinicas necessitam de intervalos de referéncia
confidveis e aplicadveis a sua populacdo para todos os parametros
analisados (CLSI, 2008).

A imunofenotipagem por citometria de fluxo é extensamente
utilizada para a quantificacdo das células sanguineas e, dessa forma,
necessita-se do estabelecimento de intervalos de referéncia tanto para
valores relativos quanto para absolutos das subpopulagdes linfocitarias
presentes em amostras de sangue periférico (SANTAGOSTINO et al.,
1999).

Devido a expansdo da utilidade clinica da citometria de fluxo e ao
fato de que a interpretagdo dos dados obtidos para avaliar as populagfes
linfocitarias depende da relagdo entre os resultados obtidos na amostra
do paciente com os intervalos de referéncia estabelecidos pela analise de
amostras de individuos normais cada vez mais ha necessidade de se
estabelecer intervalos de referéncia mais exatos (McCOY; OVERTON,
1994).

Diversos paises ja avaliaram a contagem relativa e absoluta das
células linfoides em amostras de sangue periférico. No entanto, na
literatura brasileira h& escassos trabalhos mostrando dados relacionados
aos valores normais dessas células na nossa populagdo. Dessa forma, o
estabelecimento dos valores normais das células linfocitarias na
populacdo catarinense € de suma importancia para que os resultados
alterados possam ser comparados com o intervalo obtido em individuos
saudaveis da populacgdo local, e, dessa forma, auxiliar na identificacdo
das imunodeficiéncias e de outras alteracdes.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Determinar os intervalos de referéncia das subpopulagfes linfocitarias
em sangue periférico de individuos adultos saudaveis.

2.2 ESPECIFICOS

v Validar os valores relativos obtidos pela analise das células no
citbmetro de fluxo FACSCanto Il e os valores relativos e absolutos
obtidos pela anélise das células no contador hematoldgico Sysmex XE-
2100D;

v Avaliar a concordancia entre os valores relativos obtidos pelo
citdbmetro de fluxo e pelo contador hematol6gico;

v Analisar a reprodutibilidade de metodologia pela consisténcia
da contagem relativa das células T CD3+; pela avaliagdo da comparagéo
entre o somatodrio das células T CD4+, T CD8+ e TCR yd+ com o valor
das células T CD3+ totais; e por meio do valor relativo das células TCR
af+ com o somatério das células T CD4+ e T CD8+;

v’ Estabelecer o intervalo de referéncia da contagem relativa e
absoluta das células T CD3+, T CD4+, T CD8+, CD4+CD8+, TCR af+,
TCR v8+, CD19+, CD19+CD20+, CD19+CD20-, NK maduras (CD56+
CD16+), NK imaturas (CD56++ CD16 -), NK totais, NKT e da relagédo
T CD4+/T CD8+ e avaliar se ha diferencas entre 0s géneros;

v' Comparar o intervalo de referéncia obtido na contagem dos
valores relativos obtido pelo fendtipo TCR y6+ com o fendtipo CD3+
CD4- CD8- duplo-negativo;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ESTABELECIMENTO DE INTERVALOS DE REFERENCIA

Os resultados das analises laboratoriais devem ser comparados
com um valor ou intervalo de referéncia com o objetivo de se obter um
diagndstico e/ou uma decisdo terapéutica. (CLSI, 2008). Os intervalos
de referéncia aplicados nas rotinas laboratoriais usualmente sdo obtidos
da literatura ou de informacdes contidas nas bulas dos fabricantes dos
reagentes ou equipamentos (FUENTES-ARDERIU, 2004), por isso,
normalmente ndo sdo obtidos com resultados referentes & populagéo ao
qual serd aplicado, visto que poucos laboratdrios estabelecem seus
proprios intervalos de referéncia (CLSI, 2008). Dessa forma, cada
laboratério deve estabelecer o intervalo de referéncia relativo a sua
populagdo, baseado na metodologia utilizada na rotina, com no minimo
120 amostras e com critérios estatisticos validos para os dados obtidos
na populacdo (CALVELLI etal., 1993; CLSI, 2008).

Diversas etapas devem ser seguidas para que um laboratério
estabeleca ou defina seu intervalo de referéncia. O processo tem inicio
com a selegdo de individuos referéncia, seguido da realizacdo da fase
analitica com posterior analise dos dados e obtencdo do intervalo de
referéncia para aquela populagdo (CLSI, 2008). Para o estabelecimento
de intervalos de referéncia a condigdo de “individuo saudavel” ¢
relativa, visto que a definicdo de saudavel esta relacionada aos critérios
de inclusdo, e estes podem variar entre os diferentes estudos. Assim, 0
critério utilizado para ndo incluir individuos considerados nédo saudaveis
¢ uma questdo a ser analisada para a selecdo dos individuos de
referéncia. Por isso, cada pesquisador deve estabelecer esses critérios
antes da coleta da amostra biolégica. Dentre os parametros utilizados
para avaliar a condicdo fisica do individuo podem ser utilizados a
aplicacdo de questionarios com perguntas que envolvam aspectos fisicos
e histéricos familiares e a realizacdo de alguns exames laboratoriais
(sorologias, avaliacdo da pressdo arterial, peso, entre outros). Os
questionarios devem requerer respostas negativas ou afirmativas e,
quando bem delineados e bem aplicados, podem ser uma excelente fonte
para identificar os individuos que ndo devem ser incluidos no estudo
(CLSI, 2008). Além disso, todos os individuos referéncia que
concordarem em participar do estudo devem assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido antes de coletar a amostra bioldgica
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(FUENTES-ARDERIU, 2004). Ainda, relacionado a selecdo do
individuo, pode-se escolher o método direto, na qual os sujeitos sdo
selecionados de uma populagdo de referéncia especifica com critérios
bem definidos, ou de forma indireta, quando os individuos sdo
selecionados a partir de uma base de dados utilizada para outros
propdsitos, como por exemplo, doadores de um servico de hemoterapia.
Embora o segundo método seja mais simples e sem custos, deve-se ter
cauteula, pois alguns individuos considerados ndo saudaveis podem
acabar fazendo parte da amostragem. Para atenuar esses problemas,
devem-se aplicar métodos estatisticos que excluam os valores
discrepantes (CLSI, 2008).

Nesse tipo de estudo, a fase pré-analitica (preparagdo do
individuo e coleta da amostra) e a fase analitica (processamento da
amostra) devem estar bem definidas de modo que o mesmo padrdo
seguido para estabelecer os intervalos de referéncia seja utilizado para
analisar, posteriormente, as amostras dos pacientes. Caso o intervalo de
referéncia seja estabelecido de forma distinta (método ou equipamento)
da utilizada para a avaliagdo das amostras dos pacientes, deve-se
proceder a comparagdo dos resultados. Caso ndo sejam comparaveis, €
necessario estabelecer intervalos de referéncia distintos, principalmente
se 0s resultados numéricos resultarem em condutas clinicamente
distintas (CLSI, 2008).

Além da variacao intra- e inter-individual, o estabelecimento do
intervalo de referéncia também sofre interferéncias relacionadas a
variabilidade presente na fase analitica. Nesse sentido, o método
utilizado deve estar padronizado e descrito em detalhes para que as
informagdes fornecidas sejam validas. Além disso, outros fatores que
afetam o desempenho analitico, como o equipamento e 0s reagentes
utilizados, processos de calibaracdo e a analise de dados devem ser
levados em consideracéo (CLSI, 2008).

Apds a andlise dos dados, deve-se proceder a analise estatistica
para a obtencdo do intervalo de referéncia. Apesar do estabelecimento
desse intervalo ser definido com amostras de individuos saudaveis,
exclui-se 2,5% dos valores extremos, pois assume-se que 5,0% dos
individuos classificados clinicamente como normais apresentardo
valores acima ou abaixo dos limites do intervalo de referéncia
(WRIGHT; ROYSTON, 1999; OLIVEIRA; MENDES, 2010). A
maioria dos analitos apresenta distribuicdo ndo paramétrica dos dados e,
dessa forma, o intervalo de referéncia é estabelecido por meio dos
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percentis 2,5% e 97,5%. Para 0s casos nos quais a distribuicdo dos
dados é paramétrica aplica-se como limites inferior e superior a média +
2 desvios-padrao (DP) (CLSI, 2008).

Nessa fase de analise, os dados dos individuos de referéncia
podem ser particionados em subgrupos. De acordo com magnitude dessa
subdivisdo, pode haver alteracdes no diagndstico ou na escolha da
conduta terapéutica. Os individuos podem ser divididos de acordo com
género, idade, estado gestacional e descendéncia étnica (FUENTES-
ARDERIU, 2004).

3.2 POPULACOES CELULARES AVALIADAS

Para alcancar o objetivo proposto, o presente estudo estabeleceu
os valores de referéncia para as células T CD3+, T CD4+, T CD8+,
CD4+CD8+, TCR afi+, TCR yd+, CD19+, CD19+CD20-, NK maduras
(CD56+ CD16+), NK imaturas (CD56++ CD16 -), e NKT. Neste
dmbito, serdo abordadas abaixo algumas caracteristicas de cada tipo
celular avaliado no estudo.

3.2.1 Células NK

3.2.1.1 Diferenciacgéo e maturacio

As células NK tém origem a partir de uma célula hematopoiética
pluripotente que se diferencia a um precursor linfoide comum
(FERNANDEZ; GUARIN; LOPEZ, 2007; CRUVINEL et al., 2010).
Esse Ultimo se diferencia a um progenitor bipotencial T/NK e, logo
depois, a um progenitor NK, o qual dara origem as células NK maduras
(Figura 1) (FERNANDEZ; GUARIN; LOPEZ, 2007). No entanto, ha
indicios de que a via de desenvolvimento das células NK ndo ocorra
completamente na medula 06ssea, pois tentativas de caracterizar a
maturacdo das células NK a partir das células progenitoras CD34++ na
medula dssea ou no timo ndo foram bem sucedidas. Ao contrério, foram
observadas células NK imaturas (CD56 com forte intensidade de
expressdo e CD16- ou com fraca intensidade de expressdo) em 6rgdos
linfoides secundarios (linfonodos e amigdalas), o que sugere que 0s
orgdos linfoides secundarios sejam o local de desenvolvimento das
células NK (FREUD et al., 2006; CALIGIURI, 2008). Assim, foram
descritos estagios fenotipicamente distintos do desenvolvimento das
células NK nos tecidos linfoides secundarios. O estagio pré-NK
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(CD34+, CD45RA+, CD10+, CD117-, CD161-), que deriva da medula
0ssea, entra na circulagdo periférica e atinge o espago parafolicular do
linfonodo. Nesse espaco, essas células pro-NK tornam-se células pré-
NK (CD34+, CD45RA+, CD10-, CD117+, CD161+/-) que séo ativadas
e estimuladas a passarem para o estdgio de NK imaturas (CD34-,
CD117+, CD161+, NKp46-, NKG2A/CD94-). Na sequéncia, essas
células se diferenciam e dao origem as células CD56+ de forte
expressdo, CD117+/-, NKp46+, NKG2A/CD94+, CD16-, KIR+/-, que
ainda sdo consideradas imaturas. Finalmente as células NK maduras
(CD56+ de fraca intensidade de expressdo, CD117-, NKp46+,
NKG2A/CD94+/, CD16+, KIR+) retornam para a circulagdo via vaso
eferente do linfonodo (FREUD et al., 2006; CALIGIURI, 2008).
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Figura 1 — Diferenciacao antigénica das células NK.
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3.2.1.2 Imunofenétipo

As células NK ndo expressam marcadores associados a linhagem
T (CD3) nem B (CD19) e sdo caracterizadas pela expressdo de CD16 e
CD56 em sua membrana (PAPAMICHAIL et al., 2004; FERNANDEZ;
GUARIN; LOPEZ, 2007). O CD16 é o receptor de baixa afinidade para
a fragdo cristalizadvel (Fc) da imunoglobulina G (1gG), o Fey-RIIA, e 0
CD56 pertence a familia de moléculas de adesao das células neuronais —
NCAM (FERNANDEZ; GUARIN; LOPEZ, 2007). As células NK
apresentam fendtipo heterogeneo e ao avaliar a intensidade de expressédo
dos marcadores CD16 e CD56, elas podem ser divididas em duas
subpopulagdes principais (FEHNIGER et al., 2003; FERNANDEZ;
GUARIN; LOPEZ, 2007; GIBSON; SWERDLOW; FELGAR, 2011).
A primeira populagdo corresponde as células menos maduras com
expressdo fraca ou negativa de CD16 e com expressdo forte de CD56
(FERNANDEZ; GUARIN; LOPEZ, 2007; GIBSON; SWERDLOW;
FELGAR, 2011). A outra populacdo compreende células mais maduras
que expressam CD16 com forte intensidade e CD56 com fraca
intensidade (FERNANDEZ; GUARIN; LOPEZ, 2007; GIBSON;
SWERDLOW,; FELGAR, 2011).

Além dos marcadores CD16 e CD56, o CD2, o antigeno
associado a funcdo leucocitéria tipo 1 (LFA-1) (FERNANDEZ;
GUARIN; LOPEZ, 2007), o CD8 de fraca intensidade, o0 CD7 e o
CD11b (BACAL; FAULHABER, 2003) também podem estar expressos
nas células NK . Além disso, a expressdo de CD57 esta associada com o
aumento da atividade citotoxica das células NK e é adquirido de forma
tardia na via de diferenciacdo das células com expressdo fraca ou
negativa de CD16 e com expressdo forte de CD56 (GIBSON;
SWERDLOW,; FELGAR, 2011).

3.2.1.3 Funcéao

As células NK constituem uma das primeiras linhas de defesa do
organismo, pois, exercem sua agdo sem a necessidade de sensibilizagdo
prévia (PAPAMICHAIL et al., 2004; FERNANDEZ; GUARIN;
LOPEZ, 2007). Dentre as funcdes das células NK inclui-se a acdo
citotbxica e a producdo de quimiocinas e de citocinas
imunorregulatérias (PAPAMICHAIL et al., 2004) para o recrutamento
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de outras células, como neutréfilos e macréfagos; e para o processo de
ativacdo de células dendriticas, dos linfocitos B e T, de forma que esses
possam exercer sua acdo (CRUVINEL et al., 2010).

A acdo citotoxica das células NK é efetuada sobre células
infectadas por virus, bactérias, protozoarios e, também, contra células
tumorais (PAPAMICHAIL et al., 2004; CRUVINEL et al., 2010). Essa
acdo é baseada na diminui¢do ou auséncia de expressdo de moléculas do
MHC de classe | nas células-alvo (CHAPLIN, 2010; CRUVINEL et al.,
2010). As moléculas de MHC de classe | nos seres humanos receberam
0 nome de Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA) e estdo presentes
em todas as células nucleadas (CRUVINEL et al., 2010). Dessa forma,
as células com a presenga de HLA sdo reconhecidas como proprias. Nas
células tumorais ou infectadas ocorre o fendmeno de perda da expressao
do proprio, ou seja, hd uma diminui¢éo ou, até mesmo, uma auséncia de
expressdo de moléculas de HLA. Isso faz com que haja uma ativagdo
das células NK, o que resulta na lise dessas células devido & alteracdo na
expressio do HLA (ORANGE; BALLAS, 2006; BECKNELL;
CALIGIURI, 2008; JOBIM; JOBIM, 2008; CRUVINEL et al., 2010).

3.2.1.4 Distribuicéo

As células NK maduras podem ser encontradas em diversos
6rgdos, como no bago, no pulméo, no figado e no Utero de gestantes
(ORANGE; BALLAS, 2006; FERNANDEZ; GUARIN; LOPEZ, 2007).
Na linfa e nos linfonodos essas células sdo encontradas em pequenas
quantidades, no entanto, na presenca de estimulos as células NK podem
migrar rapidamente para os linfonodos (ORANGE; BALLAS, 2006).

Com relacdo ao sangue periférico, a porcentagem de células NK
descrita na literatura difere entre os estudos e apresenta uma faixa que
varia de 5% a 29% dos linfdcitos circulantes (FEHNIGER et al., 2003;
PARSLOW, 2004; ORANGE; BALLAS, 2006; FERNANDEZ,
GUARIN; LOPEZ, 2007; JOBIM; JOBIM, 2008; CRUVINEL et al.,
2010; KOEPSELL; MILLER; MCKENNA, 2012).

A populagdo de células NK imaturas com expressdo fraca ou
negativa de CD16 e com expressdo forte de CD56 representa a minoria
das células NK do sangue periférico (cerca de 10%), pois a maioria
dessas células estdo localizadas nos 6rgdos linfoides como linfonodos,
amigdalas e tecido linfoide associado a mucosa (MALT)
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(FERNANDEZ; GUARIN; LOPEZ, 2007; GIBSON; SWERDLOW,;
FELGAR, 2011).

3.2.2 Células NKT

3.2.2.1 Diferenciacdo e maturacao

As células NKT tém origem na medula 6ssea e provém do
mesmo precursor linfoide comum que origina as células T, no entanto, o
desenvolvimento dessas células ocorre no timo (VIVIER et al., 2012).
As células INKT CD4+ e iNKT CD4-CD8- duplo negativas tem seu
desenvolvimento dependente do timo, ao contrério das células iNKT
CD8+, as quais sdo timo independentes (HAMMOND et al., 1999). A
avaliacdo de camundongos timectomizados sugere que as células NKT
possam desenvolver-se de maneira extra-timica a partir da medula 6ssea
(PAPAMICHAIL et al., 2004).

Apds o comprometimento com a linhagem linfoide T, ocorre a
aquisicao do receptor de célula T (TCR) tipo off ¢ depois da geragédo dos
timécitos duplo-positivos é que as células NKT e os linfocitos T
convencionais seguem caminhos diferentes na via de maturagédo
(VIVIER et al., 2012). As etapas de maturacdo dessas células até se
tornarem linfocitos TCR af+ ¢ CD4+CD8+ duplo positivos € descrita
na secao de linfocitos T.

3.2.2.2 Imunofenétipo

As células NKT compreendem uma subpopulacéo linfocitaria que
coexpressa um marcador associado a linhagem NK (CD56+) e outro
associado a linhagem T (CD3+) (PAPAMICHAIL et al., 2004).

Geralmente as células NKT sdo descritas como uma Unica
populagdo, no entanto, essas células podem ser divididas em NKT tipo |
[classico ou invariante — (iNKT)] CD1d-dependente; tipo Il (NKT nédo-
classico) CD1d-dependente; e células NKT-like CD1d-independentes
(GODFREY et al., 2004). O tipo | (iNKT) é o grupo de células NKT
mais estudadas em humanos e, ainda, podem ser divididas de acordo
com a presenca ou auséncia da expressdo dos antigenos CD4 e CD8
(TARAZONA et al., 2003; VIVIER et al., 2012). Dessa forma, é
possivel observar o tipo INKT CD4+, o tipo iINKT CD4-CD8- duplo-
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negativo e o tipo iINKT CD8+ (HAMMOND et al., 1999; GODFREY et
al., 2000; TARAZONA et al., 2003; GODFREY et al., 2004). A
expressdo de CD8+ observada nas células iINKT é de intensidade
inferior quando comparada a observada nas células T CD8+
convencionais (HAMMOND et al., 1999).

As células iINKT expressam o TCR af no qual a cadeia o é
invariante, ou seja, possui o segmento Vo24 ¢ Jal8 (Va24-Jal8)
(PAPAMICHAIL et al., 2004; SANDERSON et al., 2012; VIVIER et
al., 2012). Essa cadeia Vo24-Jal8 é pareada a uma cadeia B semi-
invariante que utiliza preferencialmente o segmento Vp11
(PAPAMICHAIL et al., 2004; SANDERSON et al., 2012) mas que
também pode utilizar o segmento VB13 (SAKAMOTO et al., 1999)
rearranjados com diversos segmentos JB (PAPAMICHAIL et al., 2004;
SANDERSON et al., 2012). Esse rearranjo invariante da cadeia o faz
com que as células NKT reconhecam um nimero restrito de ligantes
(GONZALEZ-ASEGUINOLAZA et al., 2002). No entanto, estudos
apontaram que a cadeia a ndo ¢ totalmente invariante, uma vez que,
foram observados clones com variagdes em um Unico aminoacido em
uma frequéncia que varia de 4% a 30% (EXLEY et al.,, 2008;
SANDERSON et al., 2012). A maioria dessas varia¢fes envolve o
residuo 93 da regido CDR3. O aminoacido usualmente encontrado nessa
regido é a serina e as variagBes incluem asparagina, treonina e
isoleucina. Sanderson e colaboradores (2012) avaliaram os efeitos
dessas alteragdes na ligacdo das células INKT a molécula apresentadora
CD1d e observaram que essa mudanca de apenas um aminoacido exerce
um grande impacto nessa ligacdo. No entanto, as consequéncias dessa
alteracdo na resposta imune em individuos saudaveis e doentes ainda
ndo sdo claras (SANDERSON et al., 2012).

As células NKT também podem expressar CD38+ (HAMMOND
et al., 1999), CD28+, CD161+ (TARAZONA et al., 2003) e CD122+
(PAPAMICHAIL et al., 2004). Quando ativadas essas células podem
expressar os marcadores CD44+ de forte intensidade, CD62L+ de fraca
intensidade e CD69+ (HAMMOND et al., 1999). Essas células também
apresentam um fenotipo de memoéria caracterizado pela positividade
para CD45RO+ e perda da expressdo de CD62L (TARAZONA et al.,
2003).
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3.2.2.3 Func¢éo

As células NKT desempenham um papel intermediario na ligagédo
entre o sistema imune inato e o adaptativo. Esse fato é evidenciado
guando ocorre a auséncia dessas células no organismo e, como
consequéncia, ha falhas na execucéo das fungbes em ambos 0s sistemas
(SEINO; TANIGUCHI, 2005a). Outro fato importante é que essas
células secretam tanto interferon-y (IFN-y) quanto IL-4 e, dessa forma,
elas podem ativar respostas T helper 1 (Thl) e Th2 (PAPAMICHAIL et
al., 2004).

As células INKT respondem de forma rapida e especifica a
antigenos do tipo glicolipideos apresentados pela molécula CD1d
(HAMMOND et al., 1999; TARAZONA et al, 2003; SEINO;
TANIGUCHI, 2005a; LIN et al., 2006; VIVIER et al., 2012). O CD1d é
expresso em linfdcitos B, linfocitos T, macrofagos e hepatécitos.
Estruturalmente, € uma proteina ndo polimorfica relacionada ao MHC
de classe | que reconhece ligantes de natureza hidrofobica, glicolipideos
de microorganismos e raramente glicolipideos proprios (GONZALEZ-
ASEGUINOLAZA et al.,, 2002), como o glicosilfosfatidil inositol
(GONZALEZ-ASEGUINOLAZA et al., 2002; PAPAMICHAIL et al.,
2004) ou a isoglobotrihexosilceramida (SEINO, TANIGUCHI, 2005b).

A ativacdo das subpopulagdes funcionalmente distintas de células
NKT pode ser responsavel pelas diversas atividades dessas células na
rejeicdo de células tumorais, em doencas auto-imunes ou em infeccGes
(TARAZONA et al., 2003). A funcdo das células NKT relacionada com
a imunovigilancia tumoral despertou interesse na utilizagdo dessas
células na terapia celular anti-tumoral (VIVIER et al., 2012).

As células NKT também exercem uma agdo citotoxica sob as
células infectadas ou tumorais. A escolha em exercer essa acdo
citotéxica ou a producdo de citocinas depende da natureza do sinal de
ativacdo (antigénico ou inflamatério) (PAPAMICHAIL et al., 2004).
Para exercer a agdo citotoxica as células NKT atuam por meio de
perforinas, granzimas, ligante de FAS (CD95L) e ligante de indugédo de
apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (CD253) [tumour
necrosis  factor-related  apoptosis-inducing  ligand  (TRAIL)]
(TARAZONA et al., 2003; PAPAMICHAIL et al., 2004).
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3.2.2.4 Distribuicéo

As células NKT podem ser encontradas no timo, no bago
(HAMMOND et al., 1999; PAPAMICHAIL et al., 2004), no sangue
periférico (GODFREY et al. 2000; TARAZONA et al., 2003), no
sangue de corddo umbilical, na medula 6ssea, na decidua (cerca de 0,5%
das células T deciduais) (TARAZONA et al., 2003) e no figado (cerca
de 4% das células T hepaticas) (HAMMOND et al., 1999; GODFREY
et al. 2000; TARAZONA et al., 2003; PAPAMICHAIL et al., 2004).
Essas células também podem ser encontradas no pulmdo e nos
linfonodos, no entanto, esse achado é raro (PAPAMICHAIL et al.,
2004).

Na maioria dos tecidos sdo encontradas as células iNKT tipo
CD4+ e CD4-CD8- duplo-negativas, com excecdo do timo, onde
também sdo encontradas as células tipo iINKT CD8+ (HAMMOND et
al., 1999).

3.2.3 Células T v6

3.2.3.1 Diferenciacéo e maturacao

No timo fetal, os primeiros rearranjos dos genes de TCR
envolvem os loci y e 8. Na célula T duplo-negativa em desenvolvimento,
é possivel ocorrer o rearranjo dos loci B, vy ou 8. A célula é selecionada
para a linhagem T y6 quando obteve sucesso no rearranjo dos loci y e 8
do TCR antes de realizar o rearranjo de . 1sso ocorre em cerca de 10%
das células T duplo-negativas em desenvolvimento uma vez que, em
90% dos casos ocorre inicialmente um rearranjo do gene f, e, dessa
forma, as células se transformam em células TCR af (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011).

3.2.3.2 Imunofenétipo

As células T yd podem ser divididas em duas subpopulagdes
baseadas na expressdo do gene da cadeia Vo6 (Vo1 e V52) (ZHENG et
al., 2011; FRENCH et al., 2009). Uma das populagdes expressa o0 gene
V32 pareado com uma cadeia especifica, a Vy9 formando o Vd2Vy9
(também denominado V82Vy2), enquanto a outra expressa o gene Vol
associado a diversos elementos Vy (KABELITZ; WESCH; HE, 2007).
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A maioria das células T yd apresentam fenotipo duplo-negativo
para os antigenos CD4 e CD8 (GIRARDI, 2006). Evidenciou-se que
aproximadamente 50% das células T yd esplénicas e intraepiteliais
humanas e 30% das células T yd circulantes expressam CD8+; e que
25% das células T yd do sangue periférico expressam NKR-P1A
(CD161). As células T yd humanas também expressam receptores de
células NK: 70% das células T yd do sangue periférico expressam os
heterodimeros NKG2/CD94 e cerca de 10% expressam receptores KIR
(FRENCH et al., 2009).

3.2.3.3 Fungéo

As células T yd contribuem tanto para imunidade inata quanto
para a adaptativa e atuam como uma ponte entre essas duas respostas
(CHEN; LETVIN, 2003; CHEN, 2011). Essas células atuam na
imunovigilancia, na imunoregulacdo, no reconhecimento de céulas
tumorais, como primeira linha na defesa contra infec¢des microbianas
(CHEN; LETVIN, 2003) por meio da secrecdo de citocinas
(principalmente  TNF-o. e¢ IFN-y), na atividade citotéxica (via
receptores/ligantes de morte ou via granulos citotéxicos) e na inducao da
resposta imune adaptativa (KABELITZ; WESCH; HE, 2007; ZHENG et
al., 2011).

As células T yd sdo capazes de reconhecer diversos antigenos
como proteinas, lipideos, moléculas fosforiladas e alquil aminas,
metabdlitos bacterianos e alguns antigenos virais. Esses antigenos ndo
precisam ser apresentados por moléculas do MHC, pois, as células T y3
ndo sdo restritas ao MHC (CHEN; LETVIN, 2003; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011). As células TCR off e TCR y3 reconhecem
ligantes diferentes. Isso faz com que as células T yd atuem como uma
via adicional na imunovigilincia e na atividade antitumoral
(KABELITZ; WESCH; HE, 2007). Devido ao fato de reconhecerem
ligantes distintos, as células T yd ndo atuam de forma redundante na
defesa imune contra microorganismos (KABELITZ; WESCH; HE,
2007).

3.2.3.4 Distribuicéo

A porcentagem das células T yd varia amplamente em diferentes
tecidos e espécies (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).
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No sangue periférico essas células podem compreender de 2% a
5% do total de células T (PARSLOW, 2004; KABELITZ; WESCH; HE,
2007), contudo, podem ser encontradas em maior quantidade no
intestino (KABELITZ; WESCH; HE, 2007).

A maioria das células T y5 (50% a >90% do total das células T)
encontradas no sangue periférico compreendem a subpopulagao V62Vy9
(KABELITZ; WESCH; HE, 2007; CHEN, 2011; ZHENG et al., 2011).
As células que expressam o gene V31 associado a diversos elementos
Vy sdo mais prevalentes entre os linfdcitos intraepiteliais intestinais
(GIRARDI, 2006; KABELITZ; WESCH; HE, 2007; VERDINO et al.,
2011) e entre os linfonodos na epiderme (ZHENG et al., 2011;
VERDINO et al., 2011).

3.2.4 Linfécitos B

3.2.4.1 Diferenciacdo e maturagao

As células linfoides B tém sua origem na medula Ossea
(BONILLA; OETTGEN, 2010; MESQUITA JUNIOR et al., 2010) e
permanecem nesse sitio até o final de sua maturacdo, ou seja, derivam
de uma células progenitora hematopoiética e amadurecem até o estagio
de célula B virgem. Nesse estagio, essas células entram na circulagédo
sanguinea e migram para os 6rgaos linfoides secundarios (linfonodos,
tecidos linfoides associados a mucosa, bago), nos quais ocorre o término
do processo, ou seja, a diferenciacdo em célula B de memoria ou efetora
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010; PEREZ-ANDRES et al., 2010).

Como abordado anteriormente, a célula progenitora
hematopoiética se diferencia em um progenitor multipotente, o qual se
divide em progenitor mieloide comum e progenitor linfoide
multipotente. Posteriormente, este se torna o progenitor linfoide comum
que tem o potencial para se diferenciar em linf6citos B, T, NK ou NKT.
Quando esse progenitor linfoide comum se compromete com a linhagem
B, ele se torna a célula pré-B. Depois, se diferencia a células pré-B (I e
I), B imatura, B madura/virgem, célula B do centro germinal e
finalmente termina a sua diferenciagdo como célula plasmocitaria
(PARRA, 2009).

As células no estagio pr6-B expressam os genes ativadores da
recombinacdo 1 e 2 (RAG1 e RAG2) e da desoxinucleotidil terminal
transferase (TdT). Esses genes atuam na recombinacdo génica
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necessaria para a producao das imunoglobulinas, na qual a montagem da
cadeia pesada tem inicio com a combinacdo aleatdria que aproxima um
segmento D a um J, e que a seguir, unem-se a um segmento V. Essa
combinacdo é importante, pois é ela que define a especificidade de
reconhecimento do anticorpo formado, uma vez que a por¢ao constante
da cadeia pesada da imunoglobulina ndo interfere na especificidade. No
estagio de célula pré-B, a regido variavel da cadeia pesada se liga a
regido constante e forma um pré-receptor de célula B (pré-BCR)
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010) e este aparece na superficie celular
em associacao a cadeia . Contudo, o rearranjo ainda ndo esta completo,
pois, ainda precisa rearranjar as cadeias leves de imunoglobulina. Esse
rearranjo ocorre apos o estagio pré-B. Assim, cada imunoglobulina é
formada por duas cadeias leves idénticas e duas cadeias pesadas
idénticas. As cadeias leves podem ser de dois tipos (Kappa ou Lambda)
e possuem trés segmentos distintos (VL, JL e CL). Por outro lado, as
cadeias pesadas podem ser de 5 tipos diferentes (a, vy, 8, € € u) que
definem nove tipos de imunoglobulinas (IgM, IgD, 1gG1-4, 1gA1-2 e
IgE) e que sdo formadas por 4 segmentos (VH, D, JH, e CH)
(CHAPLIN, 2010; MESQUITA JUNIOR et al., 2010; BONILLA;
OETTGEN, 2010; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011). O sitio de
ligacdo ao antigeno é formado pela regido variavel da cadeia leve (VL)
em conjunto com a regido varidvel da cadeia pesada (VH) (CHAPLIN,
2010; MESQUITA JUNIOR et al, 2010; ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2011). Por outro lado, a regido constante da cadeia pesada €
responsavel pela maioria das fungBes efetoras da molécula de
imunoglobulina, como por exemplo, a ativagdo do sistema complemento
(CHAPLIN, 2010).

Quando ocorre a expressdao completa de uma IgM na superficie
da célula, essa célula é denominada B imatura (BONILLA; OETTGEN,
2010; MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Nesse estagio, essa célula
deixa a medula 6ssea e, pela corrente sanguinea, chega a polpa vermelha
do baco, e em seguida, migra para a polpa branca onde continua a sua
maturagdo com a producdo de uma IgD de membrana (BONILLA,;
OETTGEN, 2010; MESQUITA JUNIOR et al., 2010; ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2011). A coexpressdo de IgM e IgD ¢
acompanhada da capacidade de recircular e de funcionar, e nesse
estagio, essas células sdo denominadas B maduras/virgens. Essas células
B maduras/virgens retornam a circulagdo para migrarem para 0S
ganglios linfaticos e tecidos linfoides associados a mucosa (ABBAS;



41

LICHTMAN; PILLAI, 2011). As células B virgens podem ser divididas
em células B-1 (B-1a e B-1b), células B foliculares e células B da zona
marginal. As células B-1 ndo tém suas funcBes bem definidas em
humanos. A maioria das informacdes acerca dessa populacdo celular é
decorrente de estudos em roedores. Nos camundongos, as células B-1
contribuem para a geracdo de resposta tipo IgM contra antigenos de
bactérias patogénicas, como a fosforilcolina, por exemplo, um antigeno
T independente (ANSEL; HARRIS; CYSTER., 2002). As células B
foliculares séo células recirculantes que migram repetidas vezes através
do sangue periférico e da linfa para areas especificas nos linfonodos, nas
placas de Peyer e no bago. As células da zona marginal possuem
caracteristicas semelhantes as células do sistema imune inato, pois
podem se diferenciar a células plasmaticas de vida curta sem nunca
terem realizado uma ligagdo via BCR. Essas células também possuem a
capacidade de mediar o transporte de antigenos na forma de imuno-
complexos para os foliculos esplénicos, podem estar envolvidas na
resposta B dependente de célula T e participar na resposta imune, pois,
reconhecem antigenos lipidicos (ALLMAN; PILLAI, 2008).

As imunoglobulinas IgM e IgD sdo receptores de superficie
celular que atuam no reconhecimento dos antigenos e iniciam o processo
de ativacdo dos linfocitos B (MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Na
auséncia de reconhecimento de algum antigeno, essas células B virgens
permanecem circulando no sangue periférico no estado latente (PARRA,
2009). No entanto, quando essas células entram em contato com
antigenos elas sdo ativadas. A ativacdo das células B culmina na
expansdo clonal, seguida da diferenciacdo e geracdo de células B de
memoria e de células secretoras de anticorpos (células plasmocitarias)
(ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2011).

Sa0 necessarios dois sinais para que o linfocito B se ative. O
primeiro é a ligacdo do BCR a um antigeno e o segundo provém de duas
cadeias peptidicas [Igo (CD79a) e IgB (CD79b)] que ddo inicio a
sinalizacdo intracelular (MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Apés a
ativacdo pelo antigeno, algumas células se transformam em células B de
memoria, pois adquirem a capacidade de sobreviver por grandes
periodos sem necessitar de um continuo estimulo antigénico. Essas
células sdo geradas nos centros germinativos e atuam montando uma
resposta rapida na presenca do mesmo antigeno (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2011).
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Algumas células B ativadas comegcam a produzir outros tipos de
imunoglobulinas de cadeia pesada (switching ou troca de classe)
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011). A troca da cadeia pesada
ocorre de forma que a IgM ou IgD se transformam em 1gG, 1gA ou IgE.
Esse processo envolve eventos moleculares complexos onde a porgéo
variavel tanto da cadeia leve quanto da cadeia pesada continuam as
mesmas e, dessa forma, ndo ha alteracdo na especificidade antigénica.
Dessa forma, as diferentes caracteristicas funcionais e locais de atuagéo
das imunoglobulinas tornam a resposta imune mais diversificada
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Algumas células B, que proliferaram em resposta a antigenos,
diferenciam-se em células plasmocitarias secretoras de anticorpos
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).

3.2.4.2 Imunofenotipo

A diferenciacdo das células B ocorre por meio de um processo de
maturagdo celular com diversas etapas, as quais podem ser monitoradas
pela combinacdo de varios marcadores na qual a aquisi¢éo ou a perda de
expressdo coordenada desses antigenos celulares possibilita a divisdo
das células em varias populagdes (LUCIO et al., 1999). Esses
marcadores sao responsaveis por funcdes especificas nas diferentes fases
de maturac&o dos linfécitos B (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Lucio e colaboradores (1999) avaliaram os padrfes normais de
diferenciacdo dos linfécitos B na medula Ossea e definiram trés
subpopulacdes em diferentes estdgios de maturagdo (imaturas,
intermediarias e maduras).

Estudos posteriores, por meio da avaliagdo imunofenotipica,
evidenciaram a presenca de cinco populaces relacionadas aos estagios
de maturacdo das células B: pro-B, pré-B-I, pré-B-II, imatura e célula B
madura/virgem. As células prd-B apresentam expressdo fraca de CD45,
positividade para CD22 e CD79a citoplasmaticos e CD34, e forte
intensidade de expressdo de CD38 (JAFFE et al., 2008; PEREZ-
ANDRES et al., 2010), no entanto, 0 CD19 ainda ndo estd expresso
nesse estagio (PEREZ-ANDRES et al., 2010). A interacdo da IL-7 com
0 seu receptor (CD127) faz com que a célula comece a produzir uma
série de fatores de transcricdo como PAX-5, PU.1, EBF-1 e E2A. Esses
fatores atuam na inducdo da sintese de TdT e dos genes RAG 1 e 2 para
dar inicio a recombinacéo somatica entre os segmentos D e J das cadeias
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pesadas de imunoglobulinas (PEREZ-ANDRES et al., 2010). Apo6s
expressarem PAX-5, as células B passam a expressar CD19 (marcador
especifico das células B) (LLINAS et al., 2011; PEREZ-ANDRES et al.,
2010), e nesse momento, diferenciam-se para o estagio pré-B-1. Além
desses dois marcadores, apresentam uma forte expressdo de CD10 e
CD38, positividade para CD34, CD79 e TdT. E nesse estagio, que o
segmento V se recombina com o segmento DJ j& rearranjado. Com a
finalizacdo do rearranjo VDJ, as células passam a expressar no
citoplasma a cadeia pesada de Igu. Nesse estagio, essas células sdo
denominadas pré-B-1l, no qual as células expressam CD20 de forma
heterogénea, CD45 com uma maior intensidade de expressdo, quando
comparado ao estagio anterior, e auséncia de expressao de CD34 e TdT.
As moléculas CD79a e CD79 correspondentes as proteinas
sinalizadoras Iga e IgB também estdo presentes nesse estagio para
formar o pré-BCR. Quando o pré-BCR é capaz de reconhecer ligantes
proprios ocorre uma sinalizagdo intracelular e a célula entra em
apoptose. Caso 0 reconhecimento do prdprio ndo ocorra, a célula se
prepara para continuar seu processo de maturacdo e recombinar as
cadeias leves de imunoglobulinas. Apds o rearranjo das cadeias leves e
pesadas estar completo, uma molécula de IgM é expressa na superficie
da célula, e nesse estagio, a célula é considerada B imatura. Essas
células expressam CD20, CD38 e CD45 de forte intensidade e
apresentam uma expressdo fraca para CD10. Essas células B imaturas
circulantes expressam CD21 de fraca intensidade, CD81 de alta
intensidade e uma positividade homogenea para CD5. Nesse estagio, 0
BCR (agora completo) é testado novamente, e caso as células
reconhecam ligantes préprios, passam pelo processo de re-edicdo das
cadeias leves do BCR. Caso essa re-edi¢do ainda produza uma célula
auto-reativa, elas seguem o caminho da apoptose. As células que obtém
sucesso nessa re-edicdo expressam CD22 e CD20 com forte intensidade
e perdem a expressdo de CD10 e CD38, tornando-se linfécitos B
maduros/virgens, os quais deixardo a medula dssea por meio da corrente
sanguinea para migrarem para os 6rgaos linfoides secundarios (PEREZ-
ANDRES et al., 2010). Essas células B maduras/virgens co-expressam
IgM+ e IgD+ (VAN LOCHEM et al., 2004; LLINAS et al., 2011) n&o
expressam CD27 (BONILLA; OETTGEN, 2010) e ha indicios de que
elas ndo precisam do baco para completar o processo maturacional
(VAN LOCHEM et al., 2004).
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As células B da zona marginal co-expressam CD19, IgM, 1gG e
CD27 (BONILLA; OETTGEN, 2010) por outro lado, as células do
centro germinal expressam CD19+ e CD38+ com forte intensidade e
ndo expressam IgD (LLINAS et al., 2011) nem IgM e expressam CD27
(BONILLA; OETTGEN, 2010). Essas células B que entraram no
linfonodo e foram selecionadas antigenicamente por uma reagdo no
centro germinal, o qual selecionou as células com imunoglobulinas de
alta afinidade finalmente se diferenciam em células B de memoria
(JOURDAN et al., 2009). As células B de memoria ndo expressam CD5
(PEREZ-ANDRES et al., 2010), tampouco CD38 (JOURDAN et al.,
2009) e expressam altos concencdes de Bcl-2, proteina antiapoptdtica
que contribui para a vida longa dessas células (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2011), para CD27 (BONILLA; OETTGEN, 2010) e para 0s
marcadores CD19+ e CD20+ (JOURDAN et al., 2009).

Apbs o estdgio de células B de memdria, essas células
diferenciam-se em plasmablastos precoces (JOURDAN et al., 2009).
Essas células sdo negativas para IgM e positivas para CD38 e CD27
com forte intensidade (JOURDAN et al., 2009; BONILLA; OETTGEN,
2010) além disso, expressam CD19+, no entanto, a expressao de CD20
torna-se ausente (JOURDAN et al., 2009).

Por fim, os plasmablastos precoces se diferenciam em células
plasmocitérias (Figura 2) maduras, as quais expressam CD19+, CD45+,
CD27+, CD38++ e CD138++ com forte intensidade e expressam
cadeias leves de imunoglobulina  (Kappa e Lambda)
intracitoplasmaticas, mas ndo expressam imunoglobulinas de superficie
(PEREZ-ANDRES et al., 2010; LLINAS et al., 2011). Além disso,
semelhante ao observado nos plasmablastos precoces, essas células séo
negativas para CD20 (JOURDAN et al., 2009).



Figura 2 — Antigenos expressos nos diversos estdgios maturacionais das células B.
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3.2.4.3 Funcdo

Os linfécitos B fazem parte do sistema imune adaptativo e sdo
responsaveis pela resposta humoral. Esse tipo de resposta €
caracterizada pela producdo e consequente liberagdo de anticorpos que
atuam na neutralizacdo ou destruicdo dos antigenos contra os quais
foram gerados (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011). Os linf6citos B
também sdo capazes de atuarem como células apresentadoras de
antigenos, uma vez que conseguem interiorizar, processar e apresentar
antigenos ligados ao BCR. Os peptideos gerados por esse
processamento sdo posteriormente expressos na membrana plasmatica
dos linfocitos B ligados as moléculas do MHC de classe Il para
apresentacdo aos linfécitos T CD4+. Quando o complexo formado pelo
antigeno e MHC de classe Il interage com o TCR do linfécito T CD4+,
o sinal gerado resulta na expansao clonal desses linfocitos T e producao
de citocinas que atuam na estimulagdo da proliferacdo e diferenciagdo
dos linfécitos B (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Para responderem a antigenos peptidicos, os linfocitos B
necessitam da ajuda dos linfocitos T auxiliares (CD4+) (MESQUITA
JUNIOR et al., 2010). Assim, esses antigenos sio denominados
antigenos T dependentes. Nesse tipo de resposta, os linfocitos T ajudam
os linfécitos B a amadurecerem, incluindo a secre¢éo de citocinas que
controlam a troca de cadeia de imunoglobulina (CHAPLIN, 2010;
MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Essa troca de imunoglobulina
ocorre de forma que a célula que expressa IgM e IgD, devido a outro
rearranjo, passa a expressar IgA, IgG ou IgE. As citocinas atuam de
forma que a IL-4 e a IL-13 promovam a troca para IgE e 0 TGF-p e a
IL-10 promova a troca para IgA (BONILLA; OETTGEN, 2010). Por
outro lado, quando os linfécitos B ndo necessitam dos linfocitos T para
execer a resposta, esses antigenos sdo denominados antigenos T
independentes (CHAPLIN, 2010; MESQUITA JUNIOR et al., 2010).
Certas moléculas sdo capazes de induzir a proliferacdo e a producdo de
anticorpos pelas células B, como por exemplo, algumas lectinas.
Existem outras macromoléculas, como proteinas polimerizadas e
polissacarideos que apresentam padr8es moleculares repetidos que tem
capacidade de interagir com receptores de imunoglobulinas na superficie
celular e induzir a troca de classe. Em certos casos, 0s antigenos podem
promover mais de um sinal de ativacdo por meio da interagdo com outro
sistema de receptores, como, por exemplo, os Toll-like (BONILLA,
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OETTGEN, 2010). Os linfocitos B expressam alguns receptores Toll-
Like (TLR-2, TLR-3, TLR-5 TLR-7 e TLR-9) que respondem a
antigenos proteicos, polissacaridicos e lipidicos (MESQUITA JUNIOR
etal., 2010).

3.2.4.4 Distribuicéo

As células linfoides B variam amplamente entre os tecidos. No
sangue periférico, compreendem entre 10 a 15% do total de linfécitos
(PARSLOW, 2004; CHAPLIN, 2010). Do total de células B circulantes
no sangue periférico cerca de 60 a 70% sdo B maduras/virgens e 20 a
30% compreendem as células B de memoéria (PEREZ-ANDRES et al.,
2010). Na medula 6ssea, essas células representam 80 a 90% das células
linfoides desse sitio (incluindo todos os estdgios de maturagdo), no
linfonodo, compreendem entre 20 a 30%, no baco, entre 50 a 60% e no
timo, representam menos de 1% do total de células linfoides
(PARSLOW, 2004).

Os plasmablastos precoces também podem ser encontrados no
sangue periférico, ainda que em pequena quantidade. No entanto, a
frequéncia dessas células no sangue periférico pode estar aumentada
caso tenha ocorrido um recrutamento das mucosas ou da medula dssea,
dependendo de qual receptor de quimiocina a célula apresente.
Normalmente, essas células sobrevivem por um curto periodo de tempo
na circulagdo. Contudo, a sobrevida aumenta quando as células atigem o
nicho para as quais foram recrutadas, uma vez que nesses locais, as
células recebem fatores de sobrevivéncia e condi¢cBes para se
diferenciarem em células plasmocitarias maduras com longa sobrevida
(JOURDAN et al., 2009).

3.2.5 Linfécitos T

3.2.5.1 Diferenciacédo e maturacao

As células T desenvolvem-se a partir de um progenitor linfoide
comum que abandona a medula 6ssea e circula pelo sangue periférico
até alcancar o timo, local onde passa por processos de proliferacdo,
selecdo e diferenciacdo até se tornar um linfécito T maduro
(PARSLOW, 2004; CHAPLIN, 2010; MESQUITA JUNIOR et al.,
2010; BONILLA; OETTGEN, 2010). Essas células T que residem no
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timo sdo denominadas timécitos (PARSLOW, 2004). Ao chegar a
regido subcapsular do timo, o progenitor linfoide comum, sob influéncia
da IL-7, rapidamente prolifera. Essa expansdo inicial € acompanhada da
inducdo de varios fatores de transcricdo, os quais induzem o
comprometimento dessas células com a linhagem T e também induzem
a expressao de genes essenciais para a montagem do TCR. O préximo
passo envolve um processo antigeno independente, no qual uma série de
rearranjos coordenados de genes somaticos leva a criagdo de genes
funcionais que codificam as cadeias o ¢ f do TCR, o que transforma
essa célula em estagio pro-T, o qual é duplo-negativo para os
marcadores CD4 e CD8 (BONILLA; OETTGEN, 2010). Semelhante ao
que ocorre com 0 BCR, o TCR serd formado por uma regido variavel
(V, D e J) e outra constante (C). O rearranjo tem inicio com os genes da
cadeia B, seguido da cadeia o (MESQUITA JUNIOR et al., 2010). O
locus das cadeias o possui os segmentos V e J, enquanto que o locus da
cadeia B possui os segmentos V, D ¢ J. As proteinas RAG1 e RAG2
medeiam um processo ordenado espacial e sequencialmente que cliva o
acido desoxirribonucleico (DNA) proximo aos segmentos V e J da
cadeia a e os segmentos V, D e J da cadeia B e, dessa forma, esses
segmentos sdo randomicamente rearranjados e ligados ao segmento C
(CHAPLIN, 2010; BONILLA; OETTGEN, 2010). Esse rearranjo no
qual um segmento V, entre as diversas possibilidades, se liga a um
segmento J ou a uma combinagdo DJ é o que gera os elementos VolJa e
VBDBJB, ¢ isso permite a geragdo da larga diversidade do repertério dos
TCR. Apesar desse vasto repertorio, cada célula T individual apresenta
receptores antigénicos com uma especificidade tnica (CHAPLIN, 2010;
MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Nesse processo de rearranjo,
também ha participacdo da enzima TdT que cataliza a adicdo de
nucleotideos em algumas jungdes VDJ, promovendo uma diversidade
juncional extra (CHAPLIN, 2010; BONILLA; OETTGEN, 2010). No
momento em que a cadeia o ¢é rearranjada, as células migram para a
regido cortical do timo, e, é nessa regido que acontece a formacdo
juncional, a geragdo do TCR off maduro e a célula é denominada pré-T
(CHAPLIN, 2010). Apo6s expressarem o0 TCR na membrana, essas
células passam a ser duplo-positivas, pois expressam tanto CD4+ quanto
CD8+ em sua superficie e passam a ser denominadas timdcitos corticais
(PARSLOW, 2004). No entanto, como esse processo de rearranjo do
TCR néo é perfeito, algumas vezes, ha a geracdo de segmentos ndo
funcionais e para solucionar esse problema essas células passam por um
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processo de selecdo positiva no timo (CHAPLIN, 2010). As células
TCR af positivas atuam por meio do reconhecimento de antigenos
processados e apresentados por moléculas do MHC presentes na
superficie das células apresentadoras de antigenos (APC) (MESQUITA
JUNIOR et al., 2010). Dessa forma, é nessa regido cortical do timo que
as células T testam se 0 TCR gerado possui afinidade suficiente para
reconhecer moléculas proprias do MHC que os permita, posteriormente,
reconhecer os complexos antigenos-MHC. Esse processo envolve a
interacdo com linfocitos em desenvolvimento e células estromais
especializadas do epitélio cortical. Caso as células falhem nessa selegédo
positiva, o processo de apoptose é desencadeado e as células morrem
(CHAPLIN, 2010; MESQUITA JUNIOR et al., 2010). A seguir, devido
a interacdo com moléculas MHC de classe | ou classe Il na selegdo
positiva, cada timdcito individualmente interrompe de forma seletiva e
permanente a expressdo de CD4 ou CD8, e passa a ser um timdcito
simples-positivo (CD4+ ou CD8+) (PARSLOW, 2004; MESQUITA
JUNIOR et al., 2010), de forma que a célula que reconhece 0 MHC de
classe | expressa CD8+ e a que reconhece 0 MHC de classe 11 expressa
CD4+ (CHAPLIN 2010). Esse processo de diferenciacdo &
extremamente complexo, visto que menos de 1% das células produzidas
no timo conseguem completa-lo (PARSLOW, 2004). Assim, as células
que sobreviveram a selecdo positiva e que agora sdo simples-positivas
migram para a regido medular do timo, e, nessa regido, entram em
contato com células APC (células dendriticas e macrdfagos) que
apresentam antigenos préprios associados ao MHC. Os timécitos que
interagem com grande afinidade com esses complexos formados por
antigenos proprios, ou seja, que sdo autorreativos, entram em apoptose,
e este processo é denominado selecdo negativa. Esses processos de
selecdo positiva e negativa objetivam garantir que os linfécitos T sejam
tolerantes aos antigenos proprios, mas que também sejam capazes de
reconhecer os antigenos estranhos ao organismo que sdo apresentados
pelo MHC préprio (BONILLA; OETTGEN, 2010; CHAPLIN, 2010;
MESQUITA JUNIOR et al., 2010). A pequena porcentagem de
timécitos simples-positivos que sobrevivem a todas essas etapas
finalmente abandonam o timo na forma de linfécitos T maduros e
migram para 0 sangue periférico para exercerem suas funcdes
(PARSLOW, 2004; BONILLA; OETTGEN, 2010). Devido a todos
esses processos que controlam a maturagdo e diferenciagdo dos
linfocitos T no timo apenas uma pequena quantidade, cerca de 5% do
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total das células que saem da medula 6ssea e migram para o timo, sdo capazes de se tornarem linfécitos T maduros

(Figura 3) (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).

Figura 3 — Maturacéo das células linfoides T no timo.
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3.2.5.2 Imunofenétipo

As células que chegam ao timo no estagio pré-T sdo positivas
apenas para CD7 e TdT. Na regido subcapsular, essas células, agora pré-
T, adquirem alguns marcadores, e além de expressarem CD7 e TdT
também expressam CD2, CD5 e CD3 citoplasméatico. Quando migram
para a regido cortical, essas células, denominadas timécitos corticais,
expressam CD7, TdT, CD2, CD5, CD3 citoplasmatico e CD1a, CD4 e
CD8. Na regido medular, os timdcitos expressam CD2, CD3 na
supercifie, CD5, CD7, ndo expressam mais TdT e CD1a, e sdao simples
positivos, uma vez que expressam CD4 ou CD8. O timdcito periférico,
por sua vez, apresenta 0 mesmo fendtipo do timocito medular, uma vez
que, é essa célula que migra para o sangue periférico (JAFFE et al.,
2008).

As células T virgens expressam CD45RA+, CD25, CD27 e CD44
com fraca intensidade e CD127 com forte intensidade. As células T
efetoras expressam CD45RO+, CD25, CD27 e CD44 de forte
intensidade e fraca intensidade de CD127. O fendtipo das células T de
memoria inclui a expressdo de IL-7, de CD27, de CD45R0, de CD25
com fraca intensidade e de CD127 e CD44 com forte intensidade de
expressdo (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).

Além das células T CD4+ e T CD8+ existem as células T com
fenétipo duplo-positivo, ou seja, CD4+CD8+. Essas células
compreendem uma populagdo de células T efetoras pobremente
caracterizadas que podem ser encontradas no sangue em pequenas
quantidades (HOWE et al., 2009; CHAUHAN et al., 2012). As células
duplo-positivas podem ser divididas em grupos de acordo com a
intensidade de expressdo das moléculas de CD4 e CD8 e de acordo com
os dimeros (a e/ou ) expressos na molécula de CD8 (Figura 4). Assim,
as populagdes comumente identificadas sdo: (1) populacéo que expressa
CD4 com fraca intensidade e CD8oap com forte intensidade
(CD4+CD8ap++); (2) populacdo que expressa CD4 com forte
intensidade ¢ CD8c com menor intensidade (CD4++CD8a+); (3)
populagdo com forte intensidade de ambas as moléculas
(CD4++CD8ap++) (PAREL; CHIZZOLINI, 2004; HOWE et al., 2009).
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Figura 4 — Dot-plot representativo dos grupos celulares de acordo com a
intensidade de expressdo das moléculas CD4 e CD8 e de acordo com 0s
dimeros (o e/ou B) expressos na molécula de CDS. A) Subpopulagdo 1 —
células com forte intensidade de CD4 e com expressdo forte de CD8a;
Subpopulagdo 2 - células com expressdo de CD4 com forte intensidade e
expressao fraca de CD8a; B) Subpopulacdo 3 — células com forte expressao
de CD4 ¢ de CDS8p.
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Fonte: Adaptado de Parel e Chizzolini (2004).
3.2.5.3 Funcgéo

A maioria das células T (90 a 95%) possui 0 receptor TCR af3
(CHAPLIN, 2010) em associagdo com o CD3. O CD3 atua na
sinalizagdo célular ap6s a ligacdo do complexo antigeno-MHC ao TCR
ap (MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Por outro lado, o TCR of atua
no reconhecimento de antigenos peptidicos apresentados pelas proteinas
do complexo de MHC classe | ou Il. As células TCR off podem ser
divididas em duas subpopulag@es: as células T CD4+ e as células T
CD8+, as quais reconhecem diferentes classes de MHC (CHAPLIN,
2010).

As células T CD4+ sdo designadas células T auxiliares (do inglés
helper), reconhecem antigenos apresentados pelo MHC de classe Il
(HLA-DR, HLA-DP e HLA-DQ) (BONILLA; OETTGEN, 2010;
CHAPLIN, 2010) e atuam na ativacdo da resposta humoral e celular
com o objetivo de eliminar os patdgenos (CHAPLIN, 2010). Uma
porcdo das células T CD4+ atuam na ativacdo dos linfocitos B,
macrofagos e linfocitos T CD8+ (MESQUITA JUNIOR et al., 2010).
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Outra porc¢do das células T CD4+ tem um importante papel regulatério e
atuam como moduladores descendentes da resposta imune. Essas células
T CDA4+ regulatorias (Treg) dividem-se em dois grupos. O primeiro
grupo desempenha seu papel regulatério no timo e é conhecido como
células Treg naturais. Essas células sdo caracterizadas pela expressao de
CDA4+ e CD25+ e pela expressdo nuclear do fator de transcrigdo FOXP3
(forkhead box protein 3), o qual € essencial para o seu desenvolvimento.
A maior parte de sua atividade regulatoria é devido a secregdo de
citocinas TGF-p e IL-10. O segundo grupo de células Treg diferencia-se
na circulagdo periférica a partir de células T CD4+ virgens. Essas
células sdo denominadas Treg adaptativas ou induzidas uma vez que se
desenvolvem em resposta a estimulagdo por um antigeno especifico
(CHAPLIN, 2010).

Os linfécitos T CD4+ também podem ser divididos de acordo
com as citocinas que secretam. Esses linfocitos sdo indistinguiveis
morfologicamente, no entanto, devido ao padrdo diferenciado de
citocinas que produzem, apresentam respostas efetoras distintas
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Apds um estimulo fornecido por
uma célula APC ligada a um antigeno, o linfécito T CD4+ virgem, que
secreta baixas quantidades de citocinas, pode se transformar, por
exemplo, em ThO, Thl, Th2 Th9 ou Thl7 (CHAPLIN, 2010;
MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Outra populagéo é a formada pelas
células T auxiliares foliculares (TFH) que residem no baco e nos
linfonodos. Essas células sdo atraidas para o linfonodos pelo ligante de
CXCR5 produzido somente nos foliculos (BONILLA; OETTGEN,
2010).

As células Thl sdo essenciais para o controle de infeccBes por
microorganismos intracelulares (protozoarios, bactérias intracelulares e
virus), pois secretam IL-2, INF-y e linfotoxina-o. (MACHADO et al.,
2004; MESQUITA JUNIOR et al., 2010; CHAPLIN, 2010). A IL-2 atua
na inducdo da proliferacdo dos linfocitos T, incluindo de forma
autécrina a proliferacdo de células CD4+, e aumenta a capacidade
citotéxica dos linfocitos T CD8+. Por outro lado, o IFN-y atua na
ativacdo de macrofagos infectados e de linfécitos T CD8+. A célula Th2
atua de forma importante na ativacdo da resposta humoral, pois,
secretam IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, que sdo citocinas que favorecem a
producdo de anticorpos (MESQUITA JUNIOR et al., 2010). As células
Th2 também secretam IL-9 e IL-13 (CHAPLIN, 2010). A resposta Th2
é mais efetiva contra helmintos e bactérias extracelulares (MACHADO
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et al., 2004). A IL-4 atua na troca de classe de imunoglobulina, pois
induz a expressao de IgE, e, dessa forma, atua em doencas alérgicas e
infeccbes por helmintos. Outra citocina que auxilia o combate a
infeccBes por helmintos e atua em doengas alérgicas é a IL-5, a qual
induz a producgdo e ativacdo de eosindfilos. As células Thl7 atuam na
eliminagdo da infeccdo por patdgenos extracelulares. Essas células
secretam IL-22, IL-26, as cinco citocinas da familia da IL-17 (IL-17A-
F) (MESQUITA JUNIOR et al., 2010) e IL-6 (CHAPLIN, 2010). As
principais citocinas da familia IL-17 secretadas sdo as citocinas pro-
inflamatorias IL-17A e IL-17F, que atuam na inducdo da producdo de
IL-6 e TNF, auxiliam na infiltracdo celular tecidual e na produgédo de
outras citocinas pro-inflamatérias (MESQUITA JUNIOR et al., 2010;
BONILLA; OETTGEN, 2010).

As células CD8+ reconhecem antigenos apresentados por
moléculas de MHC de classe | (HLA-A, HLA-B e HLA-C) (BONILLA,;
OETTGEN, 2010, CHAPLIN, 2010), possuem atividade citotoxica
contra células infectadas por microorganismos intracelulares e contra
células tumorais e, também, contém células regulatérias que bloqueiam
a ativacdo e a funcéo de outros linfécitos T (células T supressoras). As
células T CD8+ também apresentam subpopulagdes com secrecdo de
diferentes citocinas e, dessa forma, sdo designadas células T citotdxicas
tipo 1 e tipo 2 (CHAPLIN, 2010). A ativacdo das células T CD8+
virgens para sua diferenciacdo em células citotdxicas efetoras e células
T de memodria exige o reconhecimento do antigeno e de segundos sinais
fornecidos pelas células T CD4+. A caracteristica mais marcante da
diferenciacdo em células citotoxicas efetoras € o desenvolvimento de
granulos que contém perforinas e granzimas (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2011). Ao contrario das moléculas MHC de classe Il que sdo
expressas apenas na superficie das células APCs, as moléculas de MHC
de classe | sdo expressas em praticamente todas as células nucleadas
(MESQUITA JUNIOR et al., 2010; BONILLA; OETTGEN, 2010).
Assim, as células T CD8+ citotoxicas reconhecem as células-alvo no
contexto das moléculas de MHC de classe | e destroem essas células
pode meio da ativacdo da via da apoptose mediante a rapida secrecdo de
granulos de perforinas e granzimas. Em paralelo, essas células também
podem levar as células-alvo a morte por meio da expressdo do receptor
FasL (CD95) que interage com seu ligante Fas, que também desencadeia
a apoptose (MESQUITA JUNIOR et al., 2010; BONILLA; OETTGEN,
2010).
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As células CD4+CD8+ duplo-positivas exibem propriedades
funcionais como a producdo de citocinas antigeno-dependente e
atividade citolitica (HOWE et al., 2009). Estudos relataram que essas
células podem estar em quantidades aumentadas em infecgBes
parasitarias, sindrome mielodispldsica (CHAUHAN et al., 2012),
doencas autoimunes, em algumas infecgdes virais agudas ou cronicas
como HIV (CHAUHAN et al., 2012; PAREL; CHIZZOLINI, 2004) e
em algumas neoplasias, como o linfoma de Hodgkin com
predominancia linfocitaria nodular (RAHEMTULLAH et al., 2006).

3.2.5.4 Distribuicao

No sangue periférico e nos linfonodos, as células T representam
cerca de 70 a 80% do total de linfocitos (PARSLOW, 2004). Do total de
células T do sangue e dos linfonodos, 60 a 70% sdo CD4+ e 30 a 40%
sdo CD8+ (CHAPLIN, 2010).

No bago, essas células representam uma parcela menor, que
totaliza cerca de 30 a 40% do total de linfocitos. Na medula dssea, essa
quantidade chega a ser ainda menor, perfazendo um total de 5 a 10% do
total de linfécitos. O local com maior quantidade de linfocitos T é o
timo. Nesse 6rgdo, essas células compreendem aproximadamente 99%
do total de linfdcitos (PARSLOW, 2004). No timo, cerca de 10% das
células T sdo timécitos duplo-negativos (CD4- CD8-) e 15% sdo
timécitos simples-positivos (CD4+ ou CD8+) as quais sdo quase
indistinguiveis dos linfocitos T maduros encontrados no restante do
organismo. Estas células T simples-positivas sdo mais abundantes na
regido medular do timo, e acredita-se que sejam linfocitos T virgens
totalmente maduros que estdo se preparando para abandonar o 6rgdo e
migrar para o sangue periférico. A grande maioria de células T do timo,
cerca de 75%, sdo células duplo-positivas (CD4+ e CD8+). Essas
células ndo sdo funcionais imunologicamente e representam um estagio
transitorio  intermedidrio no desenvolvimento das células T.
Aproximadamente 99% desses timocitos duplo-positivos entram em
apoptose sem nunca terem saido do timo, devido ao processo de selecao,
0 qual é indispensavel para a criagdo um sistema imunol6gico
funcionante (PARSLOW, 2004).
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4 METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEP/UFSC)
com certificado sob 0 nimero 1163 (ANEXO B). Todos os individuos
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A)
antes da coleta da amostra biologica. Este termo de consentimento foi
registrado, aprovado e monitorado pelo CEP/UFSC. Para proteger o
anominato todas as amostras foram identificadas com nimeros.

4.2 SELECAO DOS DOADORES E CARACTERISTICAS DAS
AMOSTRAS

Foram selecionados um total de 247 individuos adultos que
doaram sangue no Servico de Hemoterapia do Hospital Universitario
Polydoro Ernani de Sdo Thiago da Universidade Federal de Santa
Catarina (HU/UFSC). A amostragem foi distribuida proporcionalmente
entre caucasianos e ndo-caucasianos e entre homens e mulheres
semelhante ao observado para a populagdo do estado de Santa Catarina
no Censo de 2010 (BRASIL, 2010). O calculo amostral foi realizado
tomando-se um nivel de significancia de 5% e um erro maximo de
estimativa de 100 células para os antigenos T CD3+ e T CD4+, 50
células para o antigeno T CD8+ e 20 células para o antigeno CD19+.
Assim, estabeleceu-se que um minimo de 183 amostras eram
necessarias para estabelecer o valor de referéncia dessas células na
populagdo catarinense.

Antes de realizarem a coleta da amostra de sangue periférico, os
doadores foram examinados e entrevistados por um médico. No exame
fisico, os doadores foram avaliados quanto a temperatura corporal, peso,
altura, pressao arterial, pulso e quantificacdo de hemoglobina capilar.

A entrevista foi realizada com o questionario (ANEXO A) que
esta de acordo com os parametros para a selecdo dos doadores
estabelecidos pelo Ministério da Saude pela Portaria MS n° 1.353 de 13
de junho de 2011 e pela Resolu¢do RDC n° 57 de 16 de dezembro de
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2010. Entre outras questdes, os doadores foram indagados sobre a
realizacdo de doagdo prévia, e, nos casos afirmativos, foi avaliado se o
intervalo minimo entre as doagdes foi respeitado. Também foram
questionados sobre infeccBes durante as Gltimas semanas, se tomaram
algum medicamento nos ltimos 15 dias, se foram vacinados no Gltimo
ano e se consumiram alcool nas Ultimas 24 horas.

A coleta das amostras de sangue periférico foi realizada no
periodo matutino (das 8:00 as 12:00 horas) entre margo de 2011 a margo
de 2012. As amostras utilizadas para a quantificacdo das populagdes
linfocitarias por citometria de fluxo e para a contagem em analisador
hematoldgico foram coletadas em tubo contendo o anticoagulante 4cido
etilenodiamino tetra-acético/tripotassico (EDTA/K3) (Vacuette, Greiner
Bio-One, Alemanha) e foram armazenadas a temperatura ambiente até o
momento do processamento. Foram coletados mais dois tubos com gel
separador e sem anticoagulante (Vacuette, Greiner Bio-One, Alemanha)
para a realizacdo dos testes sorolégicos. Até a realizacdo dos testes
sorolégicos, os tubos foram armazenados em geladeira em temperatura
de 2°C a 8°C.

Os testes sorologicos foram realizados de acordo com as
instrugdes do fabricante e incluiram a pesquisa de anticorpos anti-
Trypanosoma cruzi, anticorpos anti-HTLV 1 e II, anticorpos anti-HCV,
HbsAg, anticorpos anti-HBc, teste ndo treponémico de reagina
plasmética rapida - RPR e a pesquisa de antigeno e anticorpos anti-HIV
I e 1l. As metodologias e os fabricantes de cada teste sorolégico podem
ser visualizados no Quadro 1.



59

Quadro 1 — Metodologia e fabricantes dos testes sorol6gicos.

Teste sorologico Metodologia Fabricante
nticor nti- nsai L .
anticorpos ant . . ensaio Biomérieux, Argentina
Trypanosoma cruzi imunoenzimatico
anticorpos anti-HTLV ensaio

lell
anticorpos anti-HCV
HbsAg
anticorpos anti-HBc
reagina plasmatica
rapida - RPR
antigenos e anticorpos
anti-HIV 1 e 1l
antigenos e anticorpos
anti-HIV 1 e Il

imunoenzimatico
quimioluminescéncia
quimioluminescéncia
quimioluminescéncia

teste ndo treponémico

quimioluminescéncia

ensaio
imunoenzimatico

Rem,Brasil

Abbott, Alemanha
Abbott, Irlanda
Abbott, Alemanha

Laborclin, Brasil
Abbott, Alemanha

Bio-Rad, Franga

4.2.1 Critérios de incluséo

Foram incluidos no estudo individuos adultos saudaveis, ndo
fumantes, que estavam de acordo com todos os parametros para a
selegdo de doadores de sangue estabelecidos pelo Ministério da Salde, e
que eram naturais do Estado de Santa Catarina.

4.2.2 Critérios de exclusdo

Foram excluidas do estudo as amostras que apresentaram
hemdlise, coagulos e sorologia positiva para qualquer uma das infeccdes
avaliadas. Cada individuo participou da pesquisa apenas uma vez, dessa
forma, as amostras de individuos repetidos também foram excluidas.

4.3 REAGENTES

Os anticorpos monoclonais utilizados no estudo eram conjugados

aos fluorocromos isotiocianato de fluoroceina (FITC), ficoeritrina (PE),
complexo proteina piridina de clorofila (PerCP), ficoeritrina cianina 5.1
(PC5) ou aloficocianina (APC) e todos foram titulados para a obtencéo
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do volume ideal para uso (concentracdo de saturacdo). Todos 0s
anticorpos monoclonais foram provenientes do fabricante BD
Biosciences, exceto 0 CD45 PC5 e o CD3 PC5 que foram adquiridos do
fabricante Beckman Coulter (Quadro 2).

Quadro 2 — Relacdo de anticorpos monoclonais, clone, volume
estabelecido na titulacdo e fabricante.

Anticorpo Clone Volume Fabricante
Monoclonal
Anti-CD4 FITC SK3
Anti-CD8 PE SK1 7 uL ..
Anti-CD3 PerCP SK7 " BD Biosciences
Anti-CD45 APC 2D1 0,5 uL BD Biosciences
Anti-CD20 FITC L27 7 uL BD Biosciences
Anti-CD19 PE HIB19 7 uL BD Biosciences
Anti-CD45 PC5 J.33 0,5 uL Beckman Coulter
Anti-CD16 FITC 3G8 7 uL BD Biosciences
Anti-CD56 PE NCAM16.2 7 uL BD Biosciences
Anti-CD3 PC5 UCHT1 0,5 pL Beckman Coulter
Anti-TCR afy WT31 7 uL BD Biosciences
Anti-TCR o 11F2 7 uL BD Biosciences

O painel de anticorpos monoclonais utilizados neste estudo esta
apresentado no quadro abaixo. Para a andlise e eliminacdo da
autofluorescéncia foi utilizado um tubo sem a adi¢do de fluorocromos
(Quadro 3).

Quadro 3 — Painel de anticorpos monoclonais utilizados no estudo.

FITC PE PerCSP’ > APC

TUBO 1 Anti-CD4 Anti-CD8 Anti-CD3*  Anti-CD45
TUBO 2 Anti-CD20 Anti-CD19  Anti-CD45 -
TUBO 3 Anti-CD16 Anti-CD56 Anti-CD3  Anti-CD45
TUBO4  Anti-TCRap Anti-TCRy6  Anti-CD3  Anti-CD45
TUBO 5 = = = =

Nota: *fluorocromo PerCP.
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Além dos anticorpos monoclonais, também foi utilizada uma
solucdo lisante de heméicias (BD FACS Lysing Solution) diluida dez
vezes em 4agua. Essa solucdo foi adquirida do fabricante BD
Biosciences, EUA. A solucéo salina PBS foi diluida conforme instrucéo
constante na bula e foi adquirida do fabricante Laborclin, Brasil.

4.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

A imunofenotipagem por citometria de fluxo é um método
multiparamétrico que avalia as caracteristicas de dispersdo de luz
(tamanho e granulosidade) e a intensidade de fluorescéncia de células ou
particulas & medida que essas passam por um feixe de laser. A avaliagdo
da intensidade de fluorescéncia é realizada por meio da ligacdo destas
células ou particulas a anticorpos monoclonais conjugados a
fluorocromos que, quando excitados, emitem fluorescéncia em um
comprimento de onda distinto daquele aplicado na excitacdo (MACEY,
2007).

Os anticorpos monoclonais foram desenvolvidos contra epitopos
das particulas presentes na superficie dos leucdcitos denominadas
Clusters of Differentiation (CD). A nomenclatura dos CD’s foi proposta
e estabelecida na primeira Conferéncia e Workshop Internacional dos
Antigenos de Diferenciacdo Leucocitarios Humanos (Human Leukocyte
Differentiation Antigens - HLDA) que ocorreu em Paris, em 1982.
Atualmente, foram identificados mais de 350 CD’s e muitos sdo
utilizados largamente na area da pesquisa basica, no diagnéstico de
imunodeficiéncias e neoplasias e, também, no monitoramento e
tratamento de algumas doengas (ZU; SHAHJAHAN; CHANG, 2009).

Desde o inicio da sua aplicagdo, a citometria de fluxo tornou-se
uma ferramenta importante nas investigacdes bioldgicas uma vez que
permite a avaliacdo qualitativa e quantitativa de um grande nimero de
células e constituintes celulares. Outra vantagem dessa metodologia esta
relacionada ao tempo de processamento das analises, pois, a citometria
de fluxo permite avaliar um grande nimero de células em um curto
periodo de tempo (JAROSZESKI; RADCLIFF, 1999). Além disso, €
possivel identificar subpopulacdes homogéneas dentro de populacdes
heterogéneas (MACEY, 2007). Devido a essas e outras caracteristicas, a
imunofenotipagem por citometria de fluxo é um método importante para
a avaliacdo das células do sistema imune, pois, possibilita a detec¢do da
presenca ou da auséncia de populacdes celulares especificas, a
identificacdo da expressdo normal ou alterada de proteinas localizadas
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intra ou extracelular, a avaliacdo das mudancas bioldgicas associadas a
defeitos especificos do sistema imune e, também, a avaliacdo de
algumas caracteristicas funcionais da resposta imunoldgica
(OLIVEIRA; FLEISHER, 2010).

No presente estudo, as amostras foram processadas utilizando-se
imunofenotipagem por citometria de fluxo com a técnica de plataforma
dupla, na qual a contagem absoluta dos linfécitos foi obtida utilizando-
se 0 contador hematolégico Sysmex XE-2100D (Sysmex Corporation,
Japdo) e a contagem relativa de cada subpopulacgéo foi obtida através da
aquisicao das amostras utilizando-se o citdmetro de fluxo FACSCanto Il
(BD Biosciences, EUA) com o software FACS Diva versao 6.1.2 (BD
Biosciences, EUA). A andlise dos dados foi feita com o software
Infinicyt versdo 1.6.0 (Cytognos S.L., Espanha).

Apds a determinagdo dos valores relativos de cada subpopulagéo
por citometria de fluxo, este valor foi multiplicado pela contagem
absoluta obtida pelo contador hematoldgico e assim determinou-se o
valor absoluto de cada subpopulagéo.

Para o processamento das amostras no citdbmetro de fluxo, foi
adicionado aos tubos de poliestireno de 5mL (12 mm x 75mm) (BD
Biosciences, EUA) contendo 100uL de sangue periférico o volume dos
anticorpos monoclonais conjugados aos fluorocromos estabelecidos na
titulacdo prévia. A amostra com o0s anticorpos monoclonais foi
homogeneizada em vértex e incubada na auséncia de luz e a temperatura
ambiente por 15 minutos. Apds a incubacdo, adicionou-se 1 mL de
solucdo lisante de hemacias e as amostras foram homogeneizadas e
incubadas novamente na auséncia de luz a temperatura ambiente por 10
minutos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos
a 2000 rpm (300g), o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
suspendido em 500uL de solugdo salina PBS. A suspensdo celular
obtida foi adquirida no citdmetro de fluxo.

Para a aquisi¢do das amostras, fez-se um gate (janela) na regido
de linfécitos em CD45 versus SSC e a contagem sé foi finalizada
quando alcancou-se 10.000 células nessa regido. A estratégia de gate em
CD45 (e ndo em FSC por SSC) foi preferida por aumentar a pureza na
regido dos linfécitos devido a exclusdo da contaminagdo por hemacias e
restos celulares. O estudo de Hultin e colaboradores (2010) observou
uma pureza superior a 98% ao realizar o gate em CD45 versus SSC, ao
contrario da pureza de 85% encontrada no guia de imunofenotipagem do
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National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) que
realizou o gate em FSC versus SSC.

Para que houvesse 0 minimo de perda de linfécitos e que nao
fossem adquiridos uma grande quantidade de restos celulares, células
mortas ou hemacias ndo lisadas, o threshold (ponto de corte) foi
ajustado em 33.000 em FSC (Figura 5).

Figura 5 — Dot-plot representativo indicando a regido de restos celulares
e o threshold .
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

As médias com seus respectivos desvios-padrdo (DP), as
medianas, os valores maximos e minimos, os percentis 2,5% e 97,5%, o
teste de normalidade (Kolmorogov-Smirnov), o coeficiente de
correlacdo intraclasse, os testes de comparacdo das médias entre 0s
géneros (Mann-Whitney para dados ndo paramétricos e teste T Student
independente para dados paramétricos) foram calculados utilizando-se o
programa SPSS - Statistical Package for Social Sciences (SPSS
software, versdo 17.0, EUA). Os intervalos de referéncia das variaveis
foram estabelecidos utilizando-se as médias + 2DP para dados
paramétricos e os percentis 2,5% e 97,5% para dados ndo paramétricos.

O teste de Bland-Altman foi realizado utilizando-se o programa
MedCalc (versdo 12.0.3.0, Bélgica).
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Em todos os casos, a diferenca foi considerada estatisticamente
significativa quando o valor de “p” foi inferior a 0,05 (p < 0,05) e de
acordo com Bland & Altman (1990), a correlacdo foi considerada
excelente quando r > 0,75, moderada quando o r estava entre 0,75 e 0,40
e baixa quando r < 0.40.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO ESTUDADA

Foram coletadas 247 amostras de sangue periférico das quais uma
foi excluida pela presenca de codgulos, quatro foram excluidas devido a
sorologias positivas (HIV+ e RPR+ diluicdo 1/64; HBc+; HCV+; e
HbsAg+ e HBc+) e outras quatro foram excluidas por serem doadores
de repeticdo. Dessa forma, foram incluidas no estudo 238 amostras das
quais 56,3% (n = 134) eram do género masculino e 43,7% (n = 104), do
género feminino. A idade média + desvio-padrdo (DP) da amostragem
total foi de 27,3 + 9,3 anos, com mediana de 24 e valor minimo e
méaximo de 16 e 56 anos, respectivamente. Com relagdo aos géneros, a
idade média + DP do feminino foi de 25,9 + 8,5, com mediana de 23
anos e valor minimo e maximo de 16 e 53, respectivamente. Para o
género masculino, a idade média + DP foi de 28,4 + 9,8, com mediana
de 24,5 anos e valor minimo e maximo de 18 e 56, respectivamente. Do
total de individuos avaliados, 57,1% (n = 136), eram estudantes. A
segunda profissdo mais frequente foi professor (4,6%; n = 11), seguida
de servidor publico (2,5%; n = 6). Foram identificadas outras 50
profissdes perfazendo-se um total de 35,8% (n = 85).
Com relacéo a raca, 97,9% (n = 233) eram brancos e 2,1% (n =
5), negros. Ao avaliar a naturalidade, foram observados doadores
provenientes de 68 municipios. O municipio com maior nimero de
doadores foi Floriandpolis (36,6%; n = 87), seguido de Sao José (8,4%;
n = 20). Os demais municipios (n = 66) corresponderam a 55% (n =
131) dos doadores. De acordo com a Secretaria de Estado da Saude, o
Estado de Santa Catarina é divido em 9 macrorregifes de saiude. A
distribuicio dos doadores nessas macrorregides de salde esta
representada na Tabela 1.
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Tabela 1 — Distribuicdo dos doadores nas macrorregides de saude do
Estado de Santa Catarina.

Macrorregido de salde % n

Macrorregido da Grande Florianépolis 54,2 129

Macrorregido do Sul 109 26
Macrorregido do Extremo Oeste 109 26
Macrorregido do Meio Oeste 55 13
Macrorregido do Vale do Itajai 55 13
Macrorregifo do Planalto Serrano 5,0 12
Macrorregido do Planalto Norte 29 7
Macrorregido da Foz do Rio Itajai 2,5 6
Macrorregido do Nordeste 2,5 6

5.2 VALIDAGCAO E CONTROLE DE QUALIDADE

5.2.1 Citbmetro de fluxo

A calibracdo do equipamento FACSCanto Il foi realizada
diariamente utilizando-se o sistema de particulas do reagente CS&T -
Cytometer Setup and Tracking Beads (BD Biosciences, EUA), que tem
como fungdo otimizar as voltagens e permitir que o software caracterize
automaticamente e relate as medidas do citdmetro. Outro sistema de
particulas utilizado diariamente foi 0 FACS 7-Color Setup Beads (BD
Biosciences, EUA) o qual tem a fungdo de promover a compensacao
automatica de sete fluorocromos através da corre¢cdo da sobreposicao
dos espectros de emissdo e de ajustar as voltagens dos lasers para
garantir que a fluorescéncia para as células marcadas fosse detectada de
maneira correta em cada detector.

A metodologia para obtencdo dos valores relativos das
populagdes linfocitarias foi realizada pela técnica de plataforma dupla
no citbmetro FACSCanto Il. Esse citdmetro participa de ensaios de
proficiéncia assegurados por programas de controle de qualidade, no
entanto, para a certificacdo de que os resultados obtidos por essa
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metodologia eram exatos, testou-se a reprodutibilidade de 20 amostras
de sangue periférico de individuos adultos infectados pelo virus HIV
com os valores relativos e absolutos de CD3, CD4 e CD8 ja
estabelecidos pela técnica de plataforma Unica no citbmetro
FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), o qual também
possui controle de qualidade externo assegurado pelos ensaios de
proficiéncia do Ministério da Salde.

As amostras foram marcadas com os anticorpos monoclonais
anti-CD4 (clone SK3), anti-CD8 (clone SK1), anti-CD3 (clone SK7) e
anti-CD45 (clone 2D1) e adquiridas utilizando-se os citdmetros de fluxo
FACSCalibur e FACSCanto II. A existéncia de correlacdo entre 0s
dados obtidos nos dois equipamentos foi testada utilizando-se o
coeficiente de correlagdo intraclasse e o teste de Bland-Altman. O
coeficiente de correlagdo intraclasse (r) dos marcadores CD3, CD4 e
CD8 entre os dois equipamentos variou de 0,948 a 0,996 (Tabela 2) e
essa correlagdo foi estatisticamente significativa entre os dois métodos
(p < 0,0001) para todas as variaveis.

Tabela 2 — Coeficiente de correlagdo intraclasse (r) dos marcadores
CD3, CD4 e CD8 entre os citometros de fluxo FACSCalibur e
FACSCanto II.

Marcador r p
CD3/mm® 0,958 < 0,0001
CD3% 0,979 <0,0001
CD4/mm® 0,948 <0,0001
CD4% 0,996 < 0,0001
CcD8/mm® 0,971 <0,0001
CD8% 0,994 < 0,0001

Os métodos também foram avaliados pelo teste de Bland-Altman
(Figura 6).
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Figura 6 — Avaliacdo da reprodutibilidade de das celulas T CD3+ (A), T
CD4+ (B) e T CD8+ (C) por meio do teste de Bland-Altman.
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A consisténcia da contagem relativa do marcador CD3 foi
utilizada como controle interno da qualidade e foi avaliada por meio da
comparacao entre os trés tubos que continham esse marcador: Tubo 1
anti-CD4/ anti-CD8/ anti-CD3/ anti-CD45; Tubo 3 anti-CD16/ anti-
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CD56/ anti-CD3/ anti-CD45 e Tubo 4 anti-TCR of}/ anti-TCR yd/ anti-
CD3/ anti-CD45. A média dos valores relativos do marcador CD3 nos
encontrada no Tubo 1 foi 71,0%, nos Tubo 2 e 3 70,9%.

Além da comparagdo das médias, foi utilizado o coeficiente de
correlacdo intraclasse e o teste de Bland-Altman (Figura 7). O
coeficiente de correlagdo intraclasse encontrado foi de 0,969 e o valor de
p obtido (p < 0,0001) indicando que h& correlacdo estatisticamente
significativa entre os trés tubos contendo o anticorpo anti-CD3. O teste
de Bland-Altman mostrou que a variagdo média entre os tubos foi de
0,1%.

Figura 7 — Avaliacdo da consisténcia do marcador CD3 pelo método de
Bland-Altman. A) Comparacdo entre 0 Tubo 1 e o Tubo 3. B)
Comparagéo entre o Tubo 3 e 0 Tubo 4. C) Comparacao entre o0 Tubo 1
eoTubo4
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Outra forma de avaliar a reprodutibilidade e de controle interno
foi o somatorio das células T CD4+, T CD8+ e TCR yd as quais, caso
ndo tenha ocorrido nenhum erro no momento da analise, devem ser
semelhantes ao valor total das células CD3+. A média + DP e a mediana
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dessa comparacdo podem ser visualizadas na Tabela 3. O coeficiente de
correlacdo intraclasse encontrado foi de 0,949 (p < 0,0001). A diferenca
média obtida entre os valores foi de 0,1%.

Tabela 3 — Valores obtidos na comparagdo entre as células T CD3+ e no
somatorio das células CD4+, CD8+ e TCR yd+.

CD3 CD4+CDS8+TCR 75

% %
Média+ DP 709+7,9 71,0+£8,1
Mediana 72,5 72,2

Legenda: DP: desvio-padrao.

Uma vez que as células TCR af+ compreendem as células T
CD4+, T CD8+, iINKT CD4+ e iINKT CD8+; avaliou-se se a contagem
de células CD4+ e CD8+ corresponde as células marcadas com o
anticorpo especifico anti-TCR ap. Os resultados da média + DP e
mediana das células marcadas com anti-TCR aff e o somatorio das
células CD4+ e CD8+ podem ser visualizadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Valores obtidos na comparacédo entre as células TCR afi+ e
CD4+ e CD8+.

TCR op+  CD4+e CD8+

% %
Média £ DP 65,3+8,0 65,8 +7,8
Mediana 66,9 67,1

Legenda: DP: desvio-padréo.

O coeficiente de correlacdo intraclasse encontrado entre o
somatdrio das células CD4+ e CD8+ com as células TCR af+ foi 0,921
(p < 0,0001). A variacdo média encontrada foi de 0,5%.

Outro parametro avaliado foi o somatério total dos linfécitos por
meio da soma dos linfécitos T (CD3+), linfécitos B (CD19+) e celulas
NK (CD16+CD56+CD3). O valor médio + DP do somatério foi 95,0 +
2,9% e a mediana foi 95,8%.

A presenca de autofluorescéncia foi avaliada por meio de um
tubo contendo células ndo marcadas com anticorpos monoclonais, mas
que passaram pelo mesmo método de preparacdo que as células
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marcadas. De acordo com o National Committee for Clinical
Laboratory Standards - NCCLS (1998) a autofluorescéncia das células
ndo marcadas é causada por pirimidinas e nucleotideos de flavina e este
controle é importante para identificar interferéncias de fatores néo
relacionados aos anticorpos como, por exemplo, medicamentos que
podem afetar a autofluorescéncia celular.

5.2.2 Contador hematoldgico

Realizou-se, diariamente, a checagem do contador hematoldgico
com o reagente e-CHECK (Sysmex Coporation, Japao) que consiste em
eritrocitos, leucdcitos e plaquetas humanas estabilizadas em trés niveis
de concentracdo em cada parametro. Além disso, os resultados do
contador hematolégico Sysmex XE-2100D sdo assegurados por
avaliacdo de ensaios de proficiéncia externos.

No entanto, devido ao fato da metodologia utilizada para a
obtencdo dos valores absolutos das populag8es linfocitarias ter sido a
técnica de plataforma dupla, decidiu-se avaliar se os resultados obtidos
do contador hematologico Sysmex XE-2100D eram exatos. Para isso,
foi testada a reprodutibilidade de 50 amostras de sangue periférico por
meio da contagem absoluta de leucécitos e a contagem absoluta e
relativa de linfocitos nos equipamento Sysmex XE-2100D e Sysmex
XS-1000i (Sysmex Corporation, Kobe, Japdo). Vale ressaltar que os
resultados do equipamento Sysmex XS-1000i também sdo assegurados
por ensaios de proficiéncia externos.

O coeficiente de correlagdo intraclasse (r) entre os tipos celulares
nos dois equipamentos variou de 0,988 a 0,994 (Tabela 5), o que indica
uma excelente correlagdo entre os dois contadores hematolégicos. O
coeficiente de correlacdo intraclasse mostrou que ha correlacdo
estatisticamente significativa entre os dois equipamentos para todas as
variaveis (p < 0,0001).
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Tabela 5 — Coeficiente de correlacéo intraclasse (r) entre os tipos
celulares nos dois contadores hematolégicos.

Tipo celular r P
Leucécitos (mm®) 0,994  <0,0001

Linfocitos (%) 0,988 < 0,0001
Linfocitos (mm®) 0,990 < 0,0001

Os métodos também foram avaliados pelo teste de Bland-Altman,
gue mostrou que a maioria dos pontos estavam distribuidos
randomicamente em torno da média nos dois equipamentos e um
ndmero pequeno de pontos estavam fora de um desvio padrdo (Figura
8).

Figura 8 — Avaliacéo da reprodutibilidade dos leucdcitos e dos linfécitos
pelo método de Bland-Altman. A) Avaliacdo da reprodutibilidade dos
leucécitos. B) Avaliagdo da repordutibilidade da contagem relativa dos
linfécitos. C)
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5.2.3 Concordancia entre o citdmetro e o contador hematoldgico

Com o objetivo de verificar a concordancia entre as medidas
obtidas pelo citobmetro de fluxo e pelo contador hematoldgico
comparou-se a contagem relativa de linfocitos nas 238 amostras nos
dois equipamentos.

O valor de linfécitos foi obtido no citdmetro de fluxo por meio de
um gate em CD45 versus SSC. Devido ao fato de todos os tubos terem o
marcador CD45 em comum, realizou-se a média desses valores. O valor
médio obtido foi comparado com o valor relativo de linfécitos obtido no
contador hematoldgico e o coeficiente de correlagéo intraclasse foi de
0,960 o que indica uma excelente correlagdo entre os dois equipamentos.
A correlacdo intraclasse foi igual a 0,960 e mostrou que ha correlacéo
estatisticamente significativa entre os dois equipamentos para todas as
varidveis (p < 0,0001).

A contagem relativa de linfocitos também foi avaliada pelo teste
de Bland-Altman, que mostrou que a maioria dos pontos estavam
distribuidos randomicamente em torno da média nos dois equipamentos
e um ndmero pequeno de pontos estavam fora de um desvio padrdo
(Figura 9).

Figura 9 — Comparacdo da contagem relativa dos linfécitos entre o
contador hematoldgico e o citdmetro de fluxo.
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5.3 AVALIACAO DA CONTAGEM DOS LINFOCITOS T CD3+

Os linfocitos T foram avaliados por meio da positividade para o
marcador pan-T CD3+ (Figura 10).

Figura 10 — Dot-plot representativo da positividade para o marcador
CD3(em vermelho) para a identificagéo dos linfocitos T.
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O valor da mediana da contagem relativa dos linfocitos T CD3+
encontrado na populacdo em estudo foi de 72,5%, e o intervalo de
referéncia estabelecido foi entre 51,3% e 83,5%. Com relacdo ao valor
absoluto, a mediana foi de 1557 células/mm? e o intervalo de referéncia
estabelecido foi entre 718 células/mm?® e 2494 células/mm®, Os demais
valores referentes aos linfécitos T CD3+ podem ser visualizados na
Tabela 6.

Os dados da contagem dos linfécitos T CD3+ relativos
(distribuicdo ndo paramétrica) foram avaliados por meio do teste de
Mann-Whitney e o valor absoluto (distribuicdo paramétrica) foi avaliado
pelo teste t de Student independente. Na avaliacdo das contagens de
linfocitos T CD3+ quanto ao género, houve diferencas estatisticamente
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significativas (p < 0,0001), tanto para os valores relativos quanto para 0s
absolutos. O valor da mediana da contagem relativa dos linfocitos CD3+
para 0 género masculino foi de 68,8% e o intervalo de referéncia
estabelecido foi entre 48,0% e 82,6%; e para 0 género feminino, a
mediana foi de 73,8% e o intervalo de referéncia estabelecido foi entre
56,8% e 84,1%. Com relagdo ao valor absoluto de CD3+, a mediana
para o género masculino foi de 1503 célulassmm® e o intervalo de
referéncia estabelecido foi entre 735 células/mm® a 2271 células/mm® e
a mediana para o género feminino foi de 1740 células/mm® com
intervalo de referéncia de 1259 células/mm® a 2702 células/mm®. Os
valores de média + DP e valores minimo e maximo para 0s géneros
podem ser visualizados na Tabela 6.

Tabela 6 — Valores obtidos na quantificagdo de linfécitos T CD3+.

CD3+

3 M M F F
(%) (mm) (%) (mm’)
Média 709 1606 68,8 1503 73,7 1740
+DP +7,9 +444 +80 +£384 +6,7 +481
Mediana 72,5 1557 70,8 1463 75,1 1662
Minimo 43,0 744 43,6 744 43,0 920
Maximo 86,9 4126 86,9 2468 86,5 4126
Intervalode 51,3 718 48,0 735 56,8 1259
referéncia 835 2494 826 2271 84,1 2702
Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.

% mm

5.4 AVALIACAO DA CONTAGEM DOS LINFOCITOS T CD4+

Os linfécitos T auxiliares foram avaliados por meio da
positividade para os marcadores CD3+ e CD4+ e pela negatividade para
0 antigeno CDS8 (Figura 11).
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Figura 11 — Linfécitos T CD4+. A) positividade para o marcador CD4+ (em vermelho); B) positividade para o
marcador CD3+ (em vermelho); C) negatividade para CD8 (em vermelho).
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O valor da mediana da contagem relativa dos linfécitos T CD4+
encontrado na populacdo estudada foi de 39,5%, com intervalo de
referéncia de 24,4% a 54,2%. A mediana do valor absoluto foi de 844
células/mm? com intervalo de referéncia de 456 a 1492 células/mm?®. Os
valores de média £ DP e os valores minimo e maximo podem ser
visualizados na Tabela 7.

A comparacdo entre géneros da contagem de linfocitos T CD4+
relativa (distribuicdo paramétrica) foi avaliada por meio do teste t de
Student independente e o valor absoluto (distribuicdo ndo paramétrica)
foi avaliado pelo teste de Mann-Whitney. As contagens de linfécitos T
CDA4+ foram avaliadas quanto ao género e apresentaram diferengas
estatisticamente significativas (p < 0,0001) tanto para valores relativos
quanto para absolutos. O valor da mediana da contagem relativa dos
linfécitos T CD4+ para o género masculino foi de 37,8%, com intervalo
de referéncia de 23,0% a % e 52,6%; e para o0 género feminino
encontrou-se a mediana de 40,7% com intervalo de referéncia de 26,9%
a 55,5%. Com rela¢do ao valor absoluto de CD4+, a mediana para o
género masculino foi de 778 célulassmm?, com intervalo de referéncia
de 427 células/mm?® a 1372 célulassmm®; e a mediana para o género
feminino foi de 922 células/mm?, com intervalo de referéncia de 538
células/mm? a 1850 células/mm?. Os valores de média + DP e os valores
minimo e maximo para 0s géneros podem ser visualizados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores obtidos na quantificagdo de linfocitos T CD3+ CD4+
CDs8-.

CD3+ CD4+ CD8-

%  mm M M F F
(%) (mm) (%) (mm7)

Média 393 888 378 824 412 969

+DP +747 +285 742 £247 714 310

Mediana 39,5 844 37,8 778 40,7 922
Minimo 20,1 335 20,1 335 24,9 519
Méaximo 60,6 2657 58,2 1513 60,6 2657
Intervalo de 244 456 23,0 427 26,9 538
referéncia 54,2 1492 52,6 1372 55,5 1850

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.



5.5 AVALIACAO DA CONTAGEM DOS LINFOCITOS T CD8+

negatividade para o antigeno CD4 (Figura 12).
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Os linfocitos T citotdxicos foram avaliados por meio da positividade para os marcadores CD3+ e CD8+ e pela

Figura 12 — Linfocitos T CD8+. A) positividade para o marcador CD8+ (em vermelho); B) positividade para o
marcador CD3+ (em vermelho); C) negatividade para CD4 (em vermelho).
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O valor da mediana da contagem relativa dos linfécitos CD8+
encontrado na populacdo estudada foi de 26,5%, com intervalo de
referéncia de 14,0% a 42,9%. A mediana do valor absoluto foi de 555
célulassmm®, e o intervalo de referéncia estabelecido foi entre 272
células/mm?® e 1144 células/mm?. Os valores de média + DP e os valores
minimo e maximo podem ser visualizados na Tabela 8.

A comparacdo entre 0s géneros da contagem de CD8+ relativa
(distribuicdo paramétrica) foi avaliada por meio do teste t de Student
independente e o valor absoluto (distribuicdo ndo paramétrica) foi
avaliada pelo teste de Mann-Whitney. Na avaliacdo das contagens de
linfocitos T CD8+ quanto ao género, houve diferencas estatisticamente
significativas para o valor absoluto (p = 0,013), enquanto que ndo houve
diferenca com relacdo ao valor relativo (p = 0,100). No género
masculino a mediana do valor absoluto foi de 535 célulassmm® e o
intervalo de referéncia estabelecido foi entre 243 células/mm?® e 1068
células/mm®; e a mediana para o género feminino foi de 580
células/mm?, com intervalo de referéncia de 291 células/mm?® a 1238
células/mm?>. Os valores de média + DP e valores minimo e maximo
para os géneros podem ser visualizados na Tabela 8.

Tabela 8 — Valores obtidos na quantificagdo de linfocitos T CD3+ CD8+
CD4-.

CD3+ CD8+ CD4-

M M F F

%o g mmY) (06 (mm)

Média + 265+ 602+ 259+ 565+ 274+ 649+

DP 6,84 230 6,65 202 7,03 254
Mediana 26,5 555 251 535 27,2 580
Minimo 7,8 214 10,7 214 7,8 265

Méaximo 48,6 1723 48,6 1230 45,6 1723
Intervalode 12,8 272 12,6 243 13,3 291
referéncia 40,2 1144 39,2 1068 41,5 1238

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.
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5.6 AVALIACAO DA RELACAO T CD4+/T CD8+

O valor da mediana da relacdo T CD4+/ T CD8+ encontrado na
populagdo estudada foi de 1,52, com intervalo de referéncia de 0,68 a
3,61. Os valores de média =+ DP e os valores minimo e maximo podem
ser visualizados na Tabela 9.

A relacdo T CD4+/ T CD8+ (distribuicdo ndo paramétrica) foi
avaliada quanto ao género pelo teste de Mann-Whitney no qual nao foi
observado diferenca estatisticamente significativa (p = 0,547). Os
valores de média £ DP e os valores minimo e maximo para 0s géneros
podem ser visualizados na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores obtidos na avaliacdo da relacdo T CD4+/T CD8+

CD4/CDS8
M F

Média+zDP 16+0,7 1,59+0,6 1,68 £ 0,84
Mediana 1,52 15 1,53
Minimo 0,51 0,51 0,55
Maximo 7.4 4,56 7,4
Intervalode 0,68 0,69 0,61
referéncia 3,61 3,58 3,79

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.

5.7 AVALIACAO DA POPULACAO CD4+CD8+

A populacéo duplo-positiva foi avaliada pela expressdo de CD3+
e co-expressdo dos marcadores CD4+ e CD8+ (Figura 13).
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Figura 13 — Dot-plot representativo da co-expressdo dos marcadores
CD4+ e CD8+.
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O valor da mediana da contagem relativa dos linfécitos duplo-
positivos CD4+CD8+ encontrado na populacdo estudada foi de 0,5%,
com intervalo de referéncia de 0,01% a 3,60%. A mediana do valor
absoluto foi de 12 células/mm®, e o intervalo de referéncia estabelecido
foi entre 2 células/mm? e 88 células/mm®. Os valores de média + DP e
os valores minimo e maximo podem ser visualizados na Tabela 10.

As contagens das células CD4+CD8+ relativa e absoluta
(distribuicdo ndo paramétrica) foram avaliadas por meio do teste Mann-
Whitney. Na comparacdo entre 0s g@éneros, houve diferencas
estatisticamente significativas para o valor relativo (p = 0,038) e para o
valor absoluto (p = 0,009).

O valor da mediana da contagem relativa dos linfécitos duplo-
positivos CD4+CD8+ para 0 género masculino foi 0,5%, com intervalo
de referéncia de 0,06% a 3,40%. A mediana do valor absoluto foi de 87
célulassmm®, e o intervalo de referéncia estabelecido foi entre 2
células/mm?® e 86 células/mm?®. Com relacdo ao género feminino, a
mediana do valor relativo foi 0,6% com intervalo de referéncia de 0,1%
a 4,1%. A mediana do valor absoluto foi de 13 células/mm?® e o
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intervalo de referéncia estabelecido foi entre 3 células/mm® e 89
células/mm?®. Os valores de média + DP e os valores minimo e maximo
para os géneros podem ser visualizados na Tabela 10.

Tabela 10 — Valores obtidos na avaliagéo da populacdo CD4+CD8+.

CD4+CD8+

3 M M F F

% mm % mm® % mm®

Média + 0,78 £ 18 + 0,73 £ 110 + 0,85+ 20 +
DP 0,84 20 0,83 94 0,85 20
Mediana 0,5 12 0,5 10 0,6 13
Minimo 0,02 0 0,02 11 0,09 1

Maximo 5,8 139 5,8 738 51 103
Intervalode 0,01 2 0,06 2 01 3
referéncia 3,6 88 3,4 86 41 89

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.
5.8 AVALIACAO DA CONTAGEM DAS CELULAS TCR af+
As células positivas para o receptor de células T tipo aff foram

avaliadas por meio da positividade para o TCR afi+ e para o marcador
pan-T CD3+ e pela auséncia de expressdo do TCR yd (Figura 14).
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Figura 14 — Células positivas para o receptor TCR aff. A) Dot-plot representativo da positividade para o TCR off (em
vermelho); B) positividade para o marcador CD3 (em vermelho); C) positividade para TCR af (em vermelho) e
negatividade para o TCR 3.
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O valor da mediana da contagem relativa dos linfocitos TCR af+
encontrado na populacdo estudada foi de 66,9%, com intervalo de
referéncia de 44,3% a 77,0%. A mediana do valor absoluto foi de 1420
células/mm®, e o intervalo de referéncia estabelecido foi entre 855
células/mm?® e 2384 células/mm®. Os valores de média + DP e valores
minimo e maximo podem ser visualizados na Tabela 11.

As contagens das células TCR of+ relativa e absoluta
(distribuicdo ndo paramétrica) foram avaliadas por meio do teste Mann-
Whitney. Na comparacdo entre os géneros, houve diferencas
estatisticamente significativas tanto para valores relativos quanto para
valores absolutos (p < 0,0001).

O valor da mediana da contagem relativa dos linfocitos TCR afp+
para o género masculino foi 63,5%, com intervalo de referéncia de
43,5% a 76,2%. A mediana do valor absoluto foi de 1290 células/mm®, e
o intervalo de referéncia estabelecido foi entre 756 células/mm® e 2056
células/smm?. Com relacdo ao género feminino, a mediana do valor
relativo foi 69,3% com intervalo de referéncia de 51,8% a 78,2%. A
mediana do valor absoluto foi de 1560 células/mm®, e o intervalo de
referéncia estabelecido foi entre 975 células/mm® e 2673 células/mm®.
Os valores de média + DP e os valores minimo e méaximo para os
géneros podem ser visualizados na Tabela 11.

Tabela 11 — Valores obtidos na avaliacdo da contagem das células TCR
af+.

TCR ap+
3 M M F F
% mm % mm? % mm?®
Média + 65,3 + 1476 + 62,8+ 1371+ 68,3+ 1612+
DP 8,0 417 8,2 351 6,6 457
Mediana 66,9 1420 63,5 1290 69,3 1560
Minimo 39,3 640 41,8 640 39,3 856

Méaximo 82,7 3975 78,9 2284 82,7 3975
Intervalo de 44,3 855 43,5 756 51,8 975

referéncia 77,0 2384 76,2 2056 78,2 2673

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.



5.9 AVALIACAO DA CONTAGEM DAS CELULAS TCR y5+

As células positivas para o receptor de células T tipo yd foram avaliadas por meio da positividade para o TCR
yd+ e para o marcador pan-T CD3+ e pela auséncia de expressdo do TCR of (Figura 15).

Figura 15 — Células positivas para o receptor TCR y3. A) Dot-plot representativo da positividade para o TCR yd (em
vermelho); B) positividade para o marcador CD3+(em vermelho); C) positividade para TCR 3 (em vernelho) e
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O valor da mediana da contagem relativa dos linfocitos TCR yd+
encontrado na populacdo estudada foi de 4,4%, com intervalo de
referéncia de 0,99% a 15,9%. A mediana do valor absoluto foi de 94
célulassmm®, e o intervalo de referéncia estabelecido foi entre 19
células/mm?® e 345 células/mm®. Os valores de média + DP e os valores
minimo e maximo podem ser visualizados na Tabela 12.

As contagens das células TCR vyd+ relativa e absoluta
(distribuicdo ndo paramétrica) foram avaliadas por meio do teste Mann-
Whitney. Na comparacdo entre os géneros, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas tanto para valores relativos quanto para
valores absolutos (p = 0,906 e p = 0,405, respectivamente). Os valores
de média + DP e os valores minimo e maximo para os géneros podem
ser visualizados na Tabela 12.

Tabela 12 — Valores obtidos na avaliacdo da contagem das células TCR
vo+.

TCR y5+

M M F F

% mm®
% mm® % mm

3

» 52+ 118+ 53+ 118+ 51+ 120+
Meédia£DP 0y g7 37 93 3.1 78
Mediana 4.4 94 43 91 46 96
Minimo 05 9 05 9 07 17
Maximo 18,8 646 17,9 646 18,8 442
Intervalo de 0,99 19 0,85 17 0,92 21
referéncia 159 345 166 355 146 349

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.

Devido ao fato das células que possuem o TCR y8 serem
predominantemente as células CD3+ CD4- CD8- duplo-negativas
(Figura 16) avaliou-se a quantidade de células com esse fenétipo no
tubo que ndo possuia o anticorpo especifico para o TCR y3.
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Figura 16 — Dot-plot representativo demonstrando a negatividade para
os marcadores CD4 e CD8 (em vermelho).
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O coeficiente de correlagao intraclasse entre essas medidas esta
apresentado na Tabela 13.

Tabela 13 — Coeficiente de correlacdo intraclasse entre as células TCR
vo+ e as células CD3+ CD4- CD8- duplo-negativas.

Relativo Absoluto P

Amostragem total 0,787 0,813 < 0,0001*
Feminino 0,860 0,881 < 0,0001*
Masculino 0,753 0,783 < 0,0001*

O teste de Bland-Altman (Figura 17) indica que o tubo contendo
o anticorpo especifico para o TCR v revelou, em média, 0,5% a mais
de células.
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Figura 17 — Teste de Bland-Altman entre as células TCR yo+ e as
células CD3+ CD4- CD8- duplo-negativas.
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A mediana para o valor relativo encontrada foi de 4,1% e o valor
absoluto foi de 89 células/mm?. Os valores de média + DP e os valores
minimo e maximo para essa populagdo celular podem ser visualizados
na Tabela 14.

As contagens das células CD3+ CD4- CD8- relativa e absoluta
(distribuicdo ndo paramétrica) foram avaliadas por meio do teste Mann-
Whitney. Na comparagdo entre os géneros, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas tanto para valores relativos quanto para
valores absolutos (p = 0,345 e p = 0,937, respectivamente). Os valores
de média + DP e os valores minimo e maximo para 0s géneros podem
ser visualizados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Valores obtidos na avaliacdo da contagem das células
CD3+CD4-CD8-.

CD3+CD4-CD8-

% mm? M M X F F

% mm % mm®

48+ 109+ 50+ 110 46+ 107+

Média£DP 5, 81 37 94 24 62
Mediana 41 89 4 87 42 o4
Mmimo 060 11 06 11 11 25
Méximo 31 738 31 738 161 379

Intervalo de 1.2 28 11 21 1,2 31
referéncia 13,3 292 14,6 296 11,4 282

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.

5.10 AVALIAGCAO DA CONTAGEM DOS LINFOCITOS CD19+

As células linfoides B foram avaliadas por meio da expressdo do
marcador pan-B CD19+ (Figura 18).

Figura 18 — Dot-plot de CD19 versus CD20 representativo da expressdo
do marcador CD19+ (em vermelho).
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O valor da mediana da contagem relativa dos linfocitos B CD19+
encontrado na populacdo estudada foi de 11,9%, com intervalo de
referéncia de 6,3% a 20,8%. A mediana do valor absoluto foi de 254
células/mm?®, com intervalo de referéncia entre 112 células/mm® e 622
células/mm?. Os valores de média + DP e os valores minimo e maximo
podem ser visualizados na Tabela 15.

As contagens dos linfécitos B CD19+ relativa e absoluta
(distribuicdo ndo paramétrica) foram avaliadas por meio do teste Mann-
Whitney. Na comparacdo entre os géneros, houve diferencas
estatisticamente significativas para os valores absolutos (p = 0,046), no
entanto, ndo foi observada diferenga para os valores relativos (p =
0,248). No género masculino, a mediana do valor absoluto foi de 228
células/mm?, com intervalo de referéncia de 108 a 586 células/mm?; e a
mediana para o género feminino foi de 263 células/mm?®, com intervalo
de referéncia de 115 a 661 célulass/mm®. Os valores de média, desvio
padrdo e os valores minimo e maximo para os géneros podem ser
visualizados na Tabela 15.

Tabela 15 — Valores obtidos na quantificacdo de linfécitos B CD19+.

CD19+
3 M M F F
% mm % mm’ % mm?®

- 12,1+ 278+ 12+ 268+ 122+ 292+
Media+DP — “36™ 128 39 132 33 122
Mediana 11,9 254 11,5 228 12,5 263
Minimo 4,5 71 4,8 71 45 88
Maximo 29,9 1078 29,9 1078 20,8 795
Intervalo de 6,3 112 6,2 108 59 115
referéncia 20,8 622 218 586 20,6 661

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.

As células linfoides B também foram avaliadas pela expressdo de
CD19+ em associagdo com a expressdo de CD20+ (Figura 19).
Observou-se um valor médio de 11,9 + 3,6% com mediana de 11,5%
(Tabela 16).
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Figura 19 — Dot-plot de CD19 versus CD20 representativo da co-
expressdo dos marcadores CD19+ e CD20+ (em vermelho).
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As contagens relativa e absoluta dos linfécitos B CD19+ CD20+
apresentaram distribuicdo ndo paramétrica e, dessa forma, foram
avaliadas por meio do teste Mann-Whitney. Na comparacdo entre 0s
géneros, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas
para os valores absolutos (p = 0,060) tampouco os valores relativos (p =
0,309). Os valores de média, desvio padrdo e os valores minimo e
maximo para 0s géneros podem ser visualizados na Tabela 16.
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Tabela 16 — Valores obtidos na quantificacdo das células CD19+
CD20+.

CD19+ CD20+
3 M M F F
% mm % mm® % mm®

- 119+ 274+ 118+ 264+ 12+ 286+
Media£DP — “g6™ 18 39 132 33 122
Mediana 11,5 252 11,2 223 12 259
Minimo 4,3 70 4.3 70 4,5 88
Maximo 29,8 1074 29,8 1074 20,8 795
Intervalo de 6,3 110 6,1 101 59 113
referéncia 20,8 618 21,6 585 20,5 658

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.

A avaliagdo das células B obtidas pelos fenétipos CD19+CD20+
e CD19+ apresentou correlagdo excelente tanto para valores relativos (r
= 0,997; p < 0,0001) quanto para valores absolutos (r = 0,999; p <
0,0001). Quando os géneros foram avaliados, a correlagcdo intraclasse
mostrou-se excelente para valores relativos no género feminino (r =
0,996; p < 0,0001) e no género masculino (r = 0,997; p < 0,0001) e
também para valores absolutos (feminino r = 0,998 e masculino r =
0,999; p < 0,0001).

Como a quantificagdo das células CD19+ isoladas e das células
CD19+CD20+ apresentou diferenca, avaliou-se entdo a quantidade de
células que eram positivas para CD19 e negativas para CD20 (Figura
20).
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Figura 20 — Dot-plot de CD19 versus CD20 representativo da
positividade para CD19 e auséncia de expressdo de CD20 (em
vermelho).
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Foi observado um valor médio de 0,22 + 0,3% e mediana 0,1%
para valores relativos e a média de 5 + 7 células/mm® e mediana de 3
células/mm? para valores absolutos. Os valores méximo e minimo e o
intervalo de referéncia podem ser visualizados na Tabela 17.

As contagens dessas células CD19+ CD20- relativa e absoluta
(distribuicdo ndo paramétrica) foram avaliadas por meio do teste Mann-
Whitney. Na comparacdo entre 0s g@éneros, houve diferencas
estatisticamente significativas tanto para os valores absolutos (p =
0,002) quanto para valores relativos (p = 0,026) das células CD19+
CD20-. Para o género masculino, a mediana do valor relativo foi 0,1%
com intervalo de referéncia de 0,004% a 1,3%; e a mediana para o valor
absoluto foi de 2 célulassmm® com intervalo de referéncia de 0
células/mm® a 26 células/mm?®. Com relacdo ao género feminino, a
mediana do valor relativo foi 0,2% com intervalo de referéncia de
0,008% a 1,4%; e a mediana para o valor absoluto foi de 4 células/mm®
com intervalo de referéncia de 0 células/mm® a 31 células/mm’. Os
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valores de média £ DP e os valores minimo e maximo para 0s géneros
podem ser visualizados na Tabela 17.

Tabela 17 - Valores obtidos na quantificacdo de das células
CD19+CD20-.

CD19+CD20-

) s MM F F

% mm % mm® % mm®

o 0,22 + 5+ 0,20 £ 4 + 0,24 + 6+
Media=DPg g 7 029 6 0.3 7
Mediana 0,1 3 0,1 2 0,2 4
Minimo 0,001 0 0,001 0 0,001 0
Maximo 1,9 46 1,8 43 1,9 46

Intervalode 0,001 0 0,004 0 0,008 0
referéncia 1,3 23 1,3 26 1,4 31
Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.

5.11 AVALIAGCAO DA CONTAGEM DAS CELULAS NK

As células NK maduras foram avaliadas pela co-expressdo de
CD16 e CD56 e pela negatividade para o marcador CD3 (Figura 21).
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Figura 21 — Avaliacdo das células NK maduras. A) Dot-plot
representativo da co-expressdo de CD16 e CD56 (em vermelho); B)
Dot-plot representativo da negatividade para o marcador CD3 (em

vermelho).
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O valor da mediana da contagem relativa das células NK maduras
(CD16+CD56+CD3-) encontrado na populagéo estudada foi de 10,5%
com intervalo de referéncia de 3,1% a 27,4%. A mediana do valor
absoluto foi de 222 células/mm?®, com intervalo de referéncia de 70
células/mm? a 745 células/mm?>. Os valores de média, desvio padréo e os
valores minimo e maximo podem ser visualizados na Tabela 18.

As contagens relativa e absoluta (distribuicdo ndo paramétrica)
das células NK maduras foram avaliadas por meio do teste Mann-
Whitney. Na comparacdo entre 0s g@éneros, houve diferencas
estatisticamente significativas tanto para os valores relativos quanto para
os valores absolutos (p < 0,0001). O valor da mediana da contagem
relativa das células NK maduras para o género masculino foi de 12,3%,
com intervalo de referéncia de 4,3% a 31,2%; e para 0 género feminino
a mediana foi de 8,2%, com intervalo de referéncia de 2,8% a 24,1%.
Com relacéo ao valor absoluto das células NK maduras, a mediana para
0 género masculino foi de 254 células/mm?®, com intervalo de referéncia
de 92 células/mm® a 806 células/mm?® e a mediana para o género
feminino foi de 200 células/mm® com intervalo de referéncia entre 60
células/mm? e 663 células/mm>. Os valores de média, desvio padrdo e os
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valores minimo e maximo para os géneros podem ser visualizados na
Tabela 18.

Tabela 18 — Valores obtidos na quantificacdo das células NK maduras.

CD16+CD56+CD3-
3 M M F F
% mm % mm® % mm®

— 118+ 273+ 138+ 312+ 03+ 223<
MédiaxDP  “¢o" 1767 45 193 47 138
Mediana 105 222 123 254 82 200

Minimo 1,5 28 1,5 38 1,8 28
Maximo 36,4 1019 36,4 1019 26,3 758
Intervalo de 3,1 70 43 92 2,8 60

referéncia 27,4 745 31,2 806 24,1 663

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.

As células NK imaturas foram avaliadas pela expressdo de CD56
de forte intensidade (++) e pela negatividade para o marcador CD16
(Figura 22).
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Figura 22 — Dot-plot representativo das células NK imaturas CD56++
CD16 - (em vermelho).
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O valor da mediana da contagem relativa das células NK imaturas
(CD56++CD16-CD3-) encontrado na populagéo estudada foi de 0,32%
com intervalo de referéncia de 0,08% a 1,1%. A mediana do valor
absoluto foi de 8 células/mm® com intervalo de referéncia de 1
célula/mm? a 23 células/mm®. Os valores de média, desvio padréo e os
valores minimo e maximo podem ser visualizados na Tabela 19.

As contagens das células NK imaturas, tanto relativa quanto
absoluta (distribuicdo ndo paramétrica), foram avaliadas por meio do
teste Mann-Whitney. Na comparacdo entre os géneros, ndo houve
diferencas estatisticamente significativas tanto para os valores relativos
guanto para os valores absolutos (p = 0,798 e p = 0,247,
respectivamente). Os valores de média £ DP e os valores minimo e
maximo para os géneros podem ser visualizados na Tabela 19.
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Tabela 19 — Valores obtidos na quantificacdo das células NK imaturas.

CD56++CD3-CD16-

3 M M F F

% mm % mm?® % mm?®

o 0,41 + 9+ 0,4+ 8+ 0,42 + 9+
MEHRERE Caost 5 @2 6 0.3 6
Mediana 0,32 8 0,3 8 0,36 9
Minimo 0,02 0 0,02 0,001 0,02 1
Maximo 15 34 1,4 34 15 27
Intervalo de 0,08 1 0,08 1,4 0,04 1
referéncia 1,1 23 1,1 20 1,2 25

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.

Avaliou-se também o somatorio das células NK maduras com as
células NK imaturas por meio do fendtipo CD56 + e CD3 - (NK totais).
A mediana do valor relativo encontrada foi 11,4% com intervalo de
referéncia de 3,7% a 28,5%. A mediana do valor absoluto foi de 234
células/mm®, com intervalo de referéncia de 82 células/mm® a 760
células/mm?. Os valores de média, desvio padrdo e os valores minimo e
méximo podem ser visualizados na Tabela 20.

As contagens das células NK totais (Figura 23) relativa e absoluta
(distribuicdo ndo paramétrica) foram avaliadas por meio do teste Mann-
Whitney. Na comparagdo entre o0s géneros, houve diferencas
estatisticamente significativas tanto para os valores relativos quanto para
os valores absolutos (p < 0,0001). Os valores de média + DP e os
valores minimo e maximo para os géneros podem ser visualizados na
Tabela 20.
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Tabela 20 — Valores obtidos na quantificacdo das células NK totais.

Total de células NK

3 M M F F

% mm
% mm® % mm®

— 127+ 200+ 147+ 33l 101+ 242=
MédiaxDP "™ 178 65 104 48 140
Mediana 114 234 13 273 91 218

Minimo 2,1 52 2,1 54 3,3 52
Maximo 36,8 1030 36,8 1030 27,4 789
Intervalo de 3,7 82 5,0 111 3,5 65

referéncia 28,5 760 31,3 829 24,9 689

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.

Figura 23 — Dot-plot representativo das células NK imaturas CD56++
CD16 - (azul) e células NK maduras CD56+ CD16+ (vermelho).
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5.12 AVALIACAO DA CONTAGEM DAS CELULAS NKT

As células NKT foram avaliadas pela positividade para os
marcadores CD56+ e CD3+ e auséncia de expressdo de CD16 (Figura
24).

Figura 24 — Dot-plot representativo das células NK. A) Dot-plot de
CD16 versus CD56 representativo da positividade para o marcador
CD56+ e negatividade para CD16 (em vermelho); B) positividade para
0 marcador CD3+ (em vermelho).
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O valor da mediana da contagem relativa das células NKT
(CD56+CD3+CD16-) encontrado na populacdo estudada foi de 6,0%
com intervalo de referéncia entre 0,9% e 21,4%. A mediana do valor
absoluto foi de 134 célulass/mm®, com intervalo de referéncia de 18 a
488 célulassmm®. Os valores de média, desvio padrdo e os valores
minimo e maximo podem ser visualizados na Tabela 21.

As contagens das células NKT relativa e absoluta (distribuicdo
ndo paramétrica) foram avaliadas por meio do teste Mann-Whitney. Na
comparacdo entre os géneros, ndo houve diferengas estatisticamente
significativas tanto para os valores relativos quanto para os valores
absolutos (p = 0,214 e p = 0,053, respectivamente). Os valores de média
+ DP e os valores minimo e maximo para os géneros podem ser
visualizados na Tabela 21.
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Tabela 21 — Valores obtidos na quantificacdo das células NKT.

CD56+CD3+CD16-
. 5 M M F F
& mm % mm® % mm®
. 6,8+ 157 6,4 + 141 + 7,3+ 177 +
Media£DP ") 2" “198 41 g 5 138
Mediana 6,0 134 5,8 127 6,1 139
Minimo 0,01 0 0,01 0,001 0,2 5
Méaximo 31,4 820 235 536 31,4 820
Intervalo de 0,9 18 0,9 20 0,5 12
referéncia 21,4 488 19,4 436 215 610

Legenda: DP: desvio padrdo; M: masculino; F: feminino.
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6 DISCUSSAO

Como abordado anteriomente, cada laboratorio de analises
clinicas deve estabelecer seus proprios intervalos de referéncia. Dessa
forma, é necessario estabelecer os valores referenciais das células
linfocitarias em sangue periférico de individuos adultos saudaveis
naturais de Santa Catarina (Apéndice B).

Inicialmente, para a validacdo da metodologia de plataforma
dupla, utilizando-se o citdbmetro FACSCanto Il, analisou-se a
reprodutibilidade dos valores obtidos na contagem das células T CD3+,
T CD4+ e T CD8+ em 20 amostras de sangue periférico de individuos
adultos HIV soropositivos por meio da comparagdo dos resultados
obtidos por esse método com aqueles emitidos pelo métodos de
plataforma Gnica no citdbmetro FACSCalibur (BD Biosciences, EUA), o
qual possui controle de qualidade externo assegurado pelos ensaios de
proficiéncia do Ministério da Saude. Os resultados obtidos mostraram
que existe uma excelente correlacdo (Tabela 2) dos valores resultantes
dos dois equipamentos (FACSCalibur e FACSCanto I1). Ainda, o teste
de Bland-Altman indicou que a maioria dos pontos estavam distribuidos
randomicamente em torno da média, nos dois métodos utilizados, €, que
um namero pequeno de pontos estava fora de um desvio padrédo. Esse
teste também mostrou que houve pouca variacdo tanto para valores
relativos quanto para os absolutos de linfdcitos (Figura 6). Dessa forma,
os resultados obtidos pelo citdbmetro FACSCanto Il foram validados,
pois estavam concordantes com aqueles de valor conhecido determinado
pelo citdmetro FACSCalibur. Além disso, considera-se essas amostras
com valores conhecidos como controles positivos internos. Esses
controles, além de avaliarem a reprodutibilidade, verificam o
desempenho dos reagentes e dos métodos de preparacdo e marcacao das
células. Esse desempenho é considerado aceitavel quando a capacidade
de identificar as células com determinado marcador é atingida e a
quantidade identificada também esta correta (NCCLS, 1998).

A reprodutibilidade da metodologia também foi avaliada de
outras maneiras, como, por exemplo, pela consisténcia da contagem
relativa do marcador CD3, pela avaliagdo da comparagdo entre o
somatorio das células T CD4+, T CD8+ e TCR yd+ com o valor das
células CD3+ totais e por meio do valor relativo das células TCR afi+
com o somatdrio das células CD4+ e CD8+.
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A consisténcia da contagem relativa do marcador CD3 apresentou
correlacdo excelente e estatisticamente significativa. O teste de Bland-
Altman (Figura 7) mostrou que, em media, a variacao entre os tubos foi
de + 0,1% e que a maioria dos pontos estavam distribuidos
randomicamente em torno da média nos trés tubos. Também foi possivel
visualizar que um nGmero pequeno de pontos estava fora de um desvio
padrdo. De acordo com Loken, Meiners, Terstappen (1988) e
Santagostino e colaboradores (1999), a variagdo maxima aceita para um
mesmo marcador em diferentes analises é de 3%. Assim, os valores
relativos de CD3 se reproduziram de maneira adequada nas trés analises,
uma vez que a variacdo media apresentada foi de 0,1%.

A avaliacdo da comparagdo entre o somatorio das células T
CD4+, T CD8+ e TCR yd+ com o valor médio das células CD3+
(Tabela 3) também apresentou correlagdo excelente e estatisticamente
significativa, o que indica uma boa reprodutibilidade da metodologia.
Nessa analise, também foram somados os valores das células T CD4+ e
das células T CD8+ (Tubo 1) com os valores das células TCR yd+
(Tubo 4) e esses dados foram comparados com o valor médio do CD3
(Tubos 1, 3 e 4). Segundo Loken, Meiners, Terstappen (1988) e
Santagostino e colaboradores (1999), a faixa de varia¢do do somatério
com o valor de CD3 pode ser de 3% a, no maximo, 10%. Casos nos
quais a variacdo seja superior a 10%, deve-se rever a porcentagem de
células duplo-positivas (CD4+CD8+), por exemplo. No presente estudo,
a variacdo encontrada foi de 0,1%, ou seja, inferior ao limite maximo
permitido (10%).

Semelhante ao realizado acima, outra forma de avaliar a
reprodutibilidade foi por meio do teste que comparou o valor relativo
das células TCR af+ (Tubo 4) com o somatorio das células CD4+ e
CD8+ (Tubo 1), o qual também apresentou correlacdo estatisticamente
significativa e excelente. A variacdo média foi de 0,5%, o que indica um
baixo grau de variabilidade dos resultados entre tubos distintos.

Além disso, também foi avaliado o somatdrio total dos linfdcitos
(Lymphosum) por meio da soma dos linfécitos T (CD3+), linfécitos B
(CD19+) e células NK (CD16+CD56+CD3-). O somatoério dessas
células reflete a pureza e a taxa de recuperacdo do gate dos linfécitos. A
variacdo ideal é de + 5% (95% - 105%) (LOKEN; MEINERS;
TERSTAPPEN, 1988; GIORGI et al., 1990; CALVELLI et al., 1993;
SANTAGOSTINO et al., 1999) com variacdo maxima de £10% (90% —
110%). Quando o somatério apresentar valores excedentes a essa faixa,
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deve-se proceder a investigacdo, como por exemplo, avaliar a taxa de
contaminacdo por monocitos efou debris (LOKEN; MEINERS;
TERSTAPPEN, 1988). Dessa forma, neste estudo, 0s casos que
apresentaram valores superiores a variagdo maxima permitida foram
reavaliados e o somatdrio final dos linfdcitos foi de 95,0% + 2,9%, o
qual permaneceu dentro da faixa de variagdo permitida.

Como neste estudo utilizou-se a metodologia em plataforma
dupla, além da reprodutibilidade do citémetro de fluxo, avaliou-se a
reprodutibilidade do contador hematoldgico Sysmex XE-2100D. A
comparagao dos valores obtidos nesse equipamento com os obtidos pelo
contador Sysmex XS-1000i apresentaram correlagdo excelente e
estatisticamente significativa para todos os parametros avaliados (valor
absoluto de leucécitos e valores relativos e absolutos de linfocitos). O
teste de Bland-Altman mostrou que a maioria dos pontos estavam
distribuidos randomicamente em torno da média nos dois equipamentos
e um nimero pequeno de pontos estava fora de um desvio padrao.

A Ultima avaliacdo referente & validacdo e ao controle de
qualidade foi a analise da concordancia entre as medidas obtidas pelo
citbmetro de fluxo e pelo contador hematoldgico por meio da
comparagdo do valor relativo dos linfécitos nas 238 amostras. O valor
do coeficiente de correlacdo intraclasse demonstrou a presenca de
correlacgdo estatisticamente significativa e excelente. Além disso, o teste
de Bland-Altman, que mostrou que a maioria dos pontos estavam
distribuidos randomicamente em torno da média nos dois equipamentos
e um numero pequeno de pontos estava fora de um desvio padréo.
Ainda, o teste de Bland-Altman indicou que a variagdo média entre os
dois equipamentos foi baixa (1,1%). Assim, ap6s todas essas
comparacgdes foi possivel inferir que os resultados obtidos, pela
metodologia de plataforma dupla, nesse estudo, sdo confidveis. Os
resultados obtidos corroboram o estudo de Hultin e colaboradores
(2010) no qual uma baixa variacdo entre valores obtidos por plataforma
Unica e dupla também foi observada. No entanto, as conclusdes acerca
dos resultados obtidos por plataforma Gnica e dupla apresentam
resultados divergentes visto que alguns estudos encontraram diferencas
estatisticamente significativas entre essas duas técnicas (SCHNIZLEIN-
BICK et al., 2000; REIMANN et al., 2000; SEPSTRUP; SARGENT,
2003).

Apbés a validacdo da metodologia iniciou-se a analise das
amostras. Foi avaliado um total de 238 amostras, das quais 56,3% (n =
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134) eram do género masculino e 43,7% (n = 104), do género feminino.
De acordo com o censo realizado no ano de 2010 pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (BRASIL, 2010) o Estado
de Santa Catarina é composto por 49,5% de homens e 50,5% de
mulheres. Sendo assim, a proporcdo entre homens e mulheres no
presente estudo foi semelhante & encontrada no Estado, porém com um
discreto predominio do género masculino, pois a sele¢do de doadores foi
de modo randomizado e a maioria dos individuos que doou sangue nesse
periodo pertenciam a esse género.

A idade média dos participantes deste estudo foi de 27,3 + 9,3
anos, refletindo o perfil dos individuos selecionados pelo Servigo de
Hemoterapia do Hospital Universitario de Santa Catarina, o qual esta
localizado dentro do Campus Universitario. Dessa forma, foram
recrutados adultos jovens, sendo a maioria estudantes (57,1%), seguidos
de professores (4,6%) e de servidores publicos (2,5%).

Com relagdo a raca, quase a totalidade (97,9%) dos individuos
recrutados foram brancos. Esses dados podem ser justificados pelos
dados obtidos pelo Censo de 2010 do IBGE, o qual aponta que 94,5% da
populagdo catarinense &€ composta por individuos brancos e 5,5%
correspondem a negros, amarelos, pardos e indigenas (BRASIL, 2010).

Também é possivel observar que a maioria dos individuos
(36,6%) eram naturais de Florian6polis (cidade onde esta localizado o
Campus Universitario da UFSC), seguido do municipio de S&o José
(8,4%). Além disso, os resultados também demonstram que ha um
ndmero de individuos, em menor proporgdo, provenientes de outras
macrorregifes, o que reflete o processo migratério e o fato de que
grande numero de estudantes participantes da pesquisa ser natural
dessas macrorregides.

A comparacdo entre as contagem das populacfes linfocitarias
realizada em estudos anteriores demonstrou diferencas nos intervalos de
referéncia em diversos paises (DHALIWAL et al, 1995;
SHAHABUDDIN, 1995; HOWARD et al., 1996; KAM et al., 1996;
MAINI et al., 1996; SANTAGOSTINO et al., 1999; TSEGAYE et al.,
1999; KAABA, AL FADHLI, KHAMIS, 2002; MENARD et al., 2003;
UPPAL; VERMA; DHOT, 2003; URASSA et al., 2003; TSEGAYE et
al., 2003; AMATYA et al., 2004; BISSET et al., 2004; CHNG; TAN;
KUPERAN, 2004 JIANG et al., 2004; KAABA et al., 2004; AINA et
al., 2005; JENTSCH-ULLRICH et al., 2005; YAMAN et al., 2005;
RAY et al.,, 2006; KLOSE et al., 2007; NGOW!I, et al., 2009;



111

OLADEPO et al., 2009; ALAMOOTI et al., 2010; MANDALA et al.,
2010; THAKAR et al., 2011) (APENDICE C e D). As comparacdes
entre os estudos foram dificultadas, pois alguns estudos apresentaram os
resultados apenas em valores absolutos (KAABA; FADHLI; KHAMIS,
2002; JIANG et al., 2004; TORRES et al., 2009; OLADEPO et al.,
2009), enquanto outros informaram apenas os valores relacionados aos
géneros (sem os dados referentes a amostragem total) (MAINI et al.,
1996; TSEGAYE et al., 1999; UPPAL; VERMA; DHOT, 2003; CHNG;
TAN; KUPERAN, 2004; ROJAS-PANDALES et al., 2007; NGOWI et
al., 2009). Além disso, outros relatam apenas os valores médios ou a
mediana sem apresentar o intervalo de referéncia (QOUZI et al., 2002;
PASQUALETTI et al., 2003). Além das diversas formas de apresentar
o0s resultados, ha diferencas nos estudos relacionadas a metodologia
empregada como o volume de amostra utilizado, a contagem por
plataforma Unica ou dupla, a técnica de marcagéo (lyse-wash ou lyse-no
wash), o modelo e a marca do citbmetro de fluxo, a marca dos
anticorpos monoclonais e da solucdo de lise, 0 nimero de fluorocromos
utilizados no mesmo tubo, a estratégia de andlise, as quais podem gerar
discretas diferencas nos resultados obtidos (SANTAGOSTINO et al.,
1999; YAMAN et al., 2005; ALAMOOTI et al., 2010). Além dos
fatores mencionados acima, ainda devem ser consideradas as diferencas
relacionadas & idade, a descendéncia étnica e racial e a fatores
ambientais das populagdes estudadas (SANTAGOSTINO et al., 1999;
YAMAN et al.,, 2005; ALAMOOTI et al., 2010). O estudo de
Santagostino e colaboradores (1999), por exemplo, além de ter
observado diferencas estatisticamente significativas entre os géneros e
entre individuos fumantes e ndo fumantes, também observou valores
distintos entre pessoas obesas e ndo obesas (SANTAGOSTINO et al.,
1999). Por isso, neste trabalho o critério de inclusdo relacionado ao
fumo foi adotado, pois estudos prévios demonstraram que fumantes
considerados leves ou moderados (menos de 50 magos por ano) tem um
aumento significativo na contagem de células T CD3+ e de T CD4+ e
uma tendéncia a aumento nos valores dos linfcitos T CD8+. Esse
aumento das células T CD4+ resulta em um aumento na relacdo T
CD4+/T CD8+. Os mesmos estudos ainda demonstraram que fumantes
considerados pesados (mais de 50 magos por ano) tem uma reducao nas
contagens de células T CD4+ e um aumento significativo de células T
CD8+. Nesses individuos, ao contrario do observado nos fumantes leves
e moderados, apresenta-se uma diminuicéo na relagdo T CD4+/T CD8+
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devido, predominantemente, ao valor aumentado de células T CD8+
(MILLER et al., 1982; HUGHES et al., 1985; MILI et al., 1991,
ARCAVI; BENOWITZ, 2004). Ainda neste contexto, no estudo
realizado por Santagostino e colaboradores (1999), os fumantes
cronicos, além de apresentarem valores aumentados para os linfécitos
CD3 e CD4, também apresentaram valores mais elevados nas contagens
de CD19 e valores diminuidos nas contagens de células NK.

Como pode ser observado na Tabela 6, o valor de referéncia
relativo encontrado para as células T CD3+ foi de 51,3% a 83,5%. Este
intervalo foi semelhante aquele relatado por estudos realizados na
Malésia, China e india (DHALIWAL et al., 1995), Arabia Saudita
(SHAHABUDDIN, 1995), China (KAM et al., 1996), Italia
(SANTAGOSTINO et al., 1999), Etidpia (TSEGAYE et al., 2003),
Tanzénia (URASSA et al., 2003), Suiga (BISSET et al., 2004), China,
Maléasia e India (CHNG; TAN; KUPERAN, 2004), Kuwait (KAABA
ET AL., 2004), Alemanha (JENTSCH-ULLRICH et al., 2005), Turquia
(YAMAN et al., 2005), Burkina Faso (KLOSE et al., 2007) e india
(THAKAR et al., 2011) (Tabela 22).

No entanto, quando o valor de referéncia absoluto foi avaliado,
observou-se algumas diferencas entre essas gopula(;()es. Quando os
resultados do presente estudo (718 células/mm?® a 2.494 células/mm?® —
Tabela 6) foram comparados com os resultados encontrados na
populagdo indiana (Tabela 22), por exemplo, é possivel visualizar que o
intervalo de referéncia encontrado na india é mais amplo do que o deste
estudo. Uma possivel explicagio para esse fato é que a India é um pais
com uma populagdo muito heterogénea e foram avaliadas amostras de
individuos de 4 regiGes geograficas distintas. A populacdo do Brasil
também é heterogénea, pois cada regido do pais possui uma diversidade
étnica como resultado da colonizacdo por Amerindios, Europeus,
Africanos e Asiaticos (ABE-SANDES; SILVA; ZAGO, 2004). De
acordo com o estudo de Callegari-Jacques e Salzano (1999), os
imigrantes que chegaram ao Brasil entre 1500 e 1972 foram 58%
europeus, 40% africanos e 2% asiaticos. Apesar dessa heterogeneidade
do pais, a populacdo desse estudo foi homogénea (97,9% de brancos),
pois foram utilizadas apenas amostras de individuos procedente do
Estado de Santa Catarina, no qual a colonizacdo é predominantemente
europeia (PIAZZA, 1989).
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Tabela 22 — Comparacdo da contagem relativa e absoluta de linfocitos T

CD3+.
T CD3+ T CD3+ , .
% mme Pais Referéncia
530-800  983-3912  Malasia D vALetal,
Arébia  SHAHABUDDIN,
61- 87 890-3200 i 1005
548-830  672-2368  China KAM et al., 1996
. SANTAGOSTINO
600870 605 2.460 Itélia et al. 1999
570-850  588-238L Etiopia TSEG?&S’; etal,
537-826  769-2798  Tanzénia O oon €t
5490-8403  536-1787  Suica  BISSET etal, 2004
China
% CHNG; TAN;
490-800  796-2679  Maldsia | joeen oo
e India
640-850  830-2710  Kuwait ~ AABAETAL.
2004
JENTSCH-
530-830  780-2240  Alemanha  ULLRICHetal.,
2005
52,30-84,64 725-2960  Turquia  YAMAN etal., 2005
570-80,0 1,069 - 2.921 B‘F‘;'Z'g‘a KLOSE et al., 2007
630-830  900-2100  Malasia MANDZ'g"l-(f‘ etal.,
550-81,0  457-3.926 india THAgﬁlRlet al.
51,3 -83,5 718 — 2.494 Brasil Presente estudo

Além do presente estudo, existe outro trabalho realizado no Brasil
que avaliou os intervalos de referéncia das populagcées linfocitarias em
doadores de sangue nos Estados da Bahia e do Para (TORRES et al.,
2009). Nesse estudo o intervalo de referéncia para as células T CD3+ foi
de 718 a 2.721 células/mm® no Estado da Bahia e de 648 a 2.259
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célulassmm® no Estado do Para. Quando esses resultados foram
comparados com o0s apresentados neste estudo, observou-se que 0
intervalo de referéncia obtido nos individuos de Santa Catarina é mais
estreito. Essa diferenga pode ser justificada por diferencas
metodoldgicas, fatores ambientais e principalmente pela diversidade
étnica. Enquanto a regido Sul do pais (onde o Estado de Santa Catarina
esta localizado) foi colonizada por europeus, a regido nordeste (onde o
Estado da Bahia se localiza) foi colonizada predominantemente por
africanos e a regido norte (onde o Estado do Para esta inserido) foi
colonizada principalmente por indigenas, ou seja, pela populacdo nativa
(TORRES et al., 2009).

Na maioria dos estudos analisados ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas quando os géneros foram
comparados (TSEGAYE et al., 1999; KAABA; FADHLI; KHAMIS,
2002; CHNG; TAN; KUPERAN, 2004; YAMAN et al., 2005;
JENTSCH-ULLRICH et al., 2005; KLOSE et al., 2007). No entanto, o
presente estudo corrobora os valores obtidos em outros estudos
(SANTAGOSTINO et al., 1999; URASSA et al., 2003; AMATYA et
al., 2004; ALAMOOTI et al., 2010; THAKAR et al., 2011) nos quais
também foram observados valores superiores para o género feminino.

Como mostrado na Tabela 23, o valor de referéncia da contagem
de células T CD4+ (relativo e absoluto) encontrado neste estudo foi
similar ao encontrado em outros trabalhos de diferentes autores.

Com relacdo as células T CD4+, no presente estudo tanto valores
relativos quanto absolutos foram significativamente mais altos no
género feminino (Tabela 7). Esses achados s@o consistentes com valores
encontrados em estudos prévios nos quais foram observadas diferencas
significativas nos valores relativos, absolutos ou em ambos (KAM et al.,
1996; MAINI et al., 1996; SANTAGOSTINO et al., 1999; URASSA et
al., 2003; AMATYA et al., 2004; BISSET et al., 2004; KLOSE et al.,
2007; NGOWI et al., 2009; TORRES et al., 2009; OLADEPO et al.,
2009; ALAMOOTI et al., 2010; MANDALA et al., 2010; THAKAR et
al., 2011). Um estudo sugere que uma possivel explicacdo para essa
diferenca seja o efeito do horménio sexual (MAINI et al., 1996).
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Tabela 23 — Comparacdo da contagem relativa e absoluta de linfocitos T
CD4+.

T CD4+ T CD4+ Pais Referéncia
% /mm?®
190460 431-1976 _ Malasia DHALIWAL et al., 1995
310-550 5101700  Arabia SHAHABUDDIN, 1995
Saudita
231-510 292-1.366 China KAM et al., 1996
320-610 493 1.666 Italia SANTAG%SQTQ'NO etal,
250550  374-1.362 Etiépia TSEGAYE et al., 2003
27,0-550  405-1500  Tanzénia URASSA et al., 2003
17,56 - 50,63 304 — 1.864 india AMATYA et al., 2004
32,53-62,88 309 1.139 Suica BISSET et al., 2004
China, . .
230-482 401-1451 Malisiae  CHNG: TAN; KUPERAN,
india 2004
340-540 450 1.650 Kuwait KAABA ET AL., 2004
300-500 490-1640  Alemanha o OCHULLRICHE
290-510 500-1.200  Malasia MANDALA et al., 2010
270-510 448-1611 india THAKAR et al., 2011
24,4 -5472 456 —1.492 Brasil Presente estudo

Devido ao fato da contagem absoluta de células T CD4+ ser o
marcador mais correlacionado com o estagio da infeccéo pelo virus HIV
e com o inicio da terapia antiretroviral, e, ainda, devido a alta incidéncia
de AIDS no Estado de Santa Catarina e da alta taxa de infeccdo em
mulheres, vale a pena ressaltar a importancia dessas diferencas entre 0s
géneros, as quais podem ter implicagGes no tratamento dos pacientes
(PRINS et al., 1999). Considerando-se que os valores relativos e,
principalmente, os absolutos da contagem de CD4+ serem um parametro
importante para a avaliagdo da necessidade de iniciar a terapia
antiretroviral. Sendo que essas contagens apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os géneros, o presente estudo
corrobora o trabalho de Thakar e colaboradores (2011) que julga
necessario o desenvolvimento de intervalos de referéncias distintos para
individuos do género masculino e feminino.
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A comparacgdo do presente estudo com o realizado no Brasil por
Torres e colaboradores (2009) mostrou algumas diferengas nos valores
de referéncia das células T CD4+. Os resultados encontrados na
populagdo proveniente da Bahia apresentaram um limite inferior (422
células/smm®) mais baixo e um limite superior mais alto (1.711
células/mm?) quando comparados com os resultados deste trabalho. Por
outro lado, os resultados observados no Para apresentaram um limite
superior semelhante (1.508 células/mm®) e um limite inferior reduzido
(342 células/mm?®) quando comparados com este estudo. Como citado
anteriormente, essas variagbes podem ser devido a diferengas
metodoldgicas, fatores ambientais e também pela diversidade étnica das
populagdes estudadas.

A contagem relativa de linfocitos T CD8+ obtida neste estudo é
comparavel aos valores relatados em outros estudos (DHALIWAL et al.,
1995; SANTAGOSTINO et al., 1999; URASSA et al., 2003; UPPAL,;
VERMA,; DHOT, 2003; CHNG; TAN; KUPERAN, 2004; YAMAN et
al., 2005; JENTSCH-ULLRICH et al., 2005; KLOSE et al., 2007). Os
valores absolutos também foram similares aos encontrados em estudos
prévios (Tabela 24), com excecdo dos valores encontrados na populagéo
da Alemanha, que foram mais estreitos do que os encontrados neste
estudo. Apesar da populagdo de Santa Catarina ser composta por uma
maioria de caucasianos, a colonizagdo foi realizada por alemes,
italianos, portugueses, espanhois, poloneses e russos (PIAZZA, 1989); e
isso torna a populacdo catarinense mais heterogénea quando comparada
com a populacéo estudada por Jentsch-Ullrich e colaboradores (2005).

Com relagdo as células T CD8+, a maioria dos estudos ndo
encontrou diferenca entre os géneros (MAINI et al, 1996;
SANTAGOSTINO et al., 1999; KAABA; FADHLI; KHAMIS, 2002;
URASSA et al., 2003; UPPAL; VERMA; DHOT, 2003; AMATYA et
al., 2004; CHNG; TAN; KUPERAN, 2004; YAMAN et al., 2005;
JENTSCH-ULLRICH et al., 2005; KLOSE et al., 2007). No presente
estudo, a comparacdo entre 0s géneros mostrou diferencas apenas para a
contagem absoluta de células T CD8+, na qual o género feminino
apresentou valores mais elevados (Tabela 8). Esses resultados séo
semelhantes ao encontrados em adultos na regido rural do norte da
Tanzéania (NGOWI et al., 2009).
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Tabela 24 — Comparacdo da contagem relativa e absoluta de linfdcitos T
CD8+.

T CD8+

T CD8+

% mmé Pais Referéncia
176-490 385-1808 Malasia DHALIWAL etal., 1995
240-560 410-1.900 AP qpALABUDDIN, 1995

Saudita
179-475 240-1028  China KAM et al., 1996
140-430  224-1112  Itdlia SANTAGOSTINO et
al., 1999
11,0-520 146-1449  Etipia  TSEGAYE etal., 2003
150-41,0 261-1.033 Tanzénia URASSA et al., 2003
o UPPAL; VERMA,;
200-430 218-139% india T G
1425-5343 236-1701  india  AMATYAetal., 2004
1155-38,60 137-823  Suica BISSET et al., 2004
China
o CHNG; TAN;
13,4-41,0 243-1.206 M?rllzsi;a e KUPERAN. 2004
200-420 290-1170 Kuwait  KAABAetal., 2004
100-400  170-880  Alemanha JENTS%T"LZJ(')-O'%R'CH .
17,76-39,94 307-1184 Turquia  YAMAN etal. 2005
160-350 328-1.167 B‘F‘;'Z'O”a KLOSE et al., 2007
200-37,0 300-1.000 Malasia ~MANDALA etal., 2010
128-40,2 272-1.144 Brasil Presente estudo

A comparacao entre o presente estudo e o outro estudo conduzido

no Brasil (TORRES et al.,, 2009) mostrou algumas diferencas no
intervalo de referéncia das células T CD8+. Tanto os resultados
encontrados na populacdo da Bahia quanto do Para apresentaram limites
inferiores baixos (214 células/mm? e 203 células/mm?, respectivamente)
e semelhantes ao do presente estudo (Tabela 8). O limite superior
encontrado na Bahia (1.056 células/mm®) também foi semelhante aos do
presente estudo, mas os resultados encontrados no Para foram inferiores
(917 células/mm?®) quando comparado ao encontrado na populagdo de
Santa Catarina. Novamente, essas variacdes podem ser devido a
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diferencas metodoldgicas, fatores ambientais e, principalmente, devido a
diversidade étnica entre as populacdes estudadas.

Os valores da relacdo T CD4+/T CD8+ obtidos neste estudo (0,68
a 3,61 (Tabela 9) sdo comparaveis aos valores obtidos em outros estudos
(Tabela 25) (TSEGAYE et al., 1999; URASSA et al., 2003; UPPAL,;
VERMA,; DHOT, 2003; JIANG et al., 2004; CHNG; TAN; KUPERAN,
2004; YAMAN et al., 2005; JENTSCH-ULLRICH et al., 2005; KLOSE
et al., 2007; OLADEPO et al., 2009; NGOWI et al., 2009). O mesmo
ndo é observado quando os géneros foram comparados, pois, em alguns
estudos (URASSA et al., 2003; UPPAL; VERMA; DHOT, 2003;
AMATYA et al., 2004; JIANG et al., 2004; JENTSCH-ULLRICH et al.,
2005; OLADEPO et al., 2009) foi encontrada uma relagao superior para
0 género feminino, enquanto em que outros (MAINI et al., 1996;
CHNG; TAN; KUPERAN, 2004; YAMAN et al., 2005; RAY et al.,
2006; KLOSE et al., 2007; NGOWI et al., 2009), incluindo este, ndo

encontraram diferencas estatisticamente significativas.

Tabela 25 — Comparacdo da relagdo T CD4+/ T CD8+.

CRSEE%)S Pais Referéncia

0,60 — 2,50 China KAM et al., 1996

0,40 — 2,40 Etiopia TSEGAYE et al., 1999
0,40 - 3,00 India UPPAL; VERMA; DHOT, 2003
0,50 - 3,90 Etiopia TSEGAYE et al., 2003
0,61-2,73 Tanzania URASSA et al., 2003

0,40 — 3,56 india AMATYA et al., 2004

1,00 - 5,00 Suica BISSET et al., 2004

0,69 — 2,83 China, Malésia e India CHNG; TAN; KUPERAN, 2004
0,72 — 2,56 China JIANG et al., 2004

0,90 — 5,00 Alemanha JENTSCH-LZJ(I)_OLSRICH etal.,
1,06 -2,76 Turquia YAMAN et al., 2005

0,90 — 2,80 Burkina Faso KLOSE et al., 2007
1,10-2,50 Tanzania NGOW!I et al., 2009

0,70 - 5,30 Nigéria OLADEPO et al., 2009
0,90 -2,30 Maléasia MANDALA et al., 2010
0,69 — 3,61 Brasil Presente estudo
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Como abordado anteriormente, as ceélulas CD4+CD8+ duplo-
positivas podem ser encontradas em quantidades aumentadas em
diversas doencas, dentre elas em individuos HIV soropositivos
(CHAUHAN et al., 2012; PAREL; CHIZZOLINI, 2004). Nesse
contexto, o0 estudo de Chauhan e colaboradores (2012) comparou um
grupo de individuos infectados pelo HIV-1 (n = 22) com um grupo
controle ndo infectado (n = 10). Nesse estudo, foi observado que ndo ha
diferencas estatisticamente significativas na proporcao de células duplo-
positivas CD4+CD8+ entre os dois grupos. No estudo de Chauhan
colaboradores (2012), o intervalo de referéncia em individuos infectados
pelo HIV-1 foi de 0,1% a 2,3% e no grupo controle foi de 0,1% a 1,2%.
Todavia, no presente estudo, o resultado encontrado nos 238 individuos
saudaveis apresentou uma faixa mais ampla (0,01% a 3,6% - Tabela 10)
dessas células duplo-positivas. Essa diferenca pode ser explicada pelo
ndmero de participantes nos estudos, quando um nimero maior de
individuos pode resultar em um intervalo mais amplo. Além disso, no
presente estudo, foram observadas diferencas estatisticamente
significativas tanto para valores relativos quanto para absolutos quando
0s géneros foram comparados.

Até o presente momento, poucos estudos avaliaram os valores
relativos e absolutos das células TCR af+ em amostras de sangue
periférico. No estudo de Andreu-Ballester e colaboradores (2012),
realizado na Espanha, essas células foram avaliadas, todavia, os dados
foram apresentados apenas como mediana e intervalo de confianga 95%
e ndo na forma de intervalo de referéncia. Desse modo, a comparagao
entre o0 estudo em questdo e o presente foi realizada por meio da
avaliacdo da mediana. O estudo de Andreu-Ballester e colaboradores
(2012) encontrou como mediana do valor relativo das células CD3+
TCR off de 64,82%; o qual é semelhante ao observado no presente
estudo, no qual a mediana foi de 66,90% (Tabela 11). A mediana do
valor absoluto observada também foi similar em ambos os estudos.
Andreu-Ballester e colaboradores (2012) encontraram uma mediana de
1.462 células/mm® enquanto que no presente estudo a mediana foi 1.420
células/mm?. Em ambos os estudos, quando os géneros foram avaliados,
observou-se diferencas estatisticamente significativas, nas quais o
género feminino apresentou valores mais altos em comparacdo ao
masculino.

Alguns estudos demonstram que, em pacientes com infeccdes, ha
uma expansdo significativa dessas células TCR y6 (GIRARDI, 2006;
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ZHENG et al., 2011). Por exemplo, em individuos infectados pelo virus
HIV-1, h4 alteracdes na frequencia dessas subpopulacBes na qual ocorre
uma expansdo da subpopulagdo V&1+ na mucosa e uma reducdo da
subpopulagdo V82+ no sangue periférico (VERDINO et al., 2011).
Sendo assim, para avaliar o aumento ou a diminuigdo dessas células é
necessario saber o valor de referéncia em individuos saudaveis. Por isso,
um dos objetivos do presente estudo foi estabelecer o intervalo de
referéncia para o valor relativo e absoluto para as células TCR y3. Para o
valor relativo foi observada a faixa de 0,99% a 15,9% e para o valor
absoluto a faixa de 19 a 345 células/mm?® (Tabela 12). Esses valores
corroboram os encontrados por Mandala e colaboradores (2010), pois,
observou-se um intervalo de 2,0 a 10% para o valor relativo e de 0 a 200
células/mm?® para o valor absoluto (MANDALA et al., 2010). Em 1997,
Worku e colaboradores avaliaram a expressdo de células TCR y6+ em
45 individuos adultos saudaveis, dos quais 15 homens eram de
Bangladesh, 15 homens da Suécia e 12 homens e 3 mulheres da Etiopia.
Nesse trabalho, a média £ SD dos valores relativos encontrados para as
células CD3+ TCR yd+ para os individuos de Bangladesh, Etiopia e
Suécia foram 15,0% + 52%, 8,1% + 44% e 73% * 3,1%,
respectivamente. Quando comparados, os valores de Bangladesh
apresentaram valores mais elevados e estatisticamente significativos. A
média + SD encontrada no presente estudo (5,2% =* 3,44%) é inferior a
todos os valores encontrados no estudo de Worku e colaboradores
(1997). Além de avaliarem o fenotipo CD3+ TCR yd+, o estudo de
Worku e colaboradores (1997) também avaliou as células CD3+ CD4-
CD8-. Os valores encontrados para os individuos dos trés paises foram:
12,4% £ 4,1%, 9,3% + 5,0% e 6,1% £ 2,4%, respectivamente. Da
mesma forma que observado anteriormente, os valores do presente
estudo (4,8% =+ 3,2%) foram inferiores aos encontrados por Worku e
colaboradores (1997). Em um outro estudo realizado na Espanha,
Andreu-Ballester e colaboradores (2012) expressaram o0s resultados
referentes a expressao de células CD3+ TCR yd+ na forma de mediana e
intervalo de confianca 95%. A mediana para o valor relativo encontrada
foi 3.13% e para o valor absoluto foi de 69,8 célulass/mm®. Ambos os
valores foram inferiores aos encontrados no presente estudo (4,4% e 94
células/mm?, respectivamente). Além disso, similar ao observado no
presente estudo, o trabalho de Andreu-Ballester e colaboradores (2012)
ndo encontrou diferencas estatisticamente significativas entre o0s
géneros.
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A comparagdo entre as medidas células TCR yo+ obtidas em
tubos distintos (Tubo 1: CD3/CD4/CD8/CD45 e Tubo 4: TCR af/TCR
v6/CD3/CD45) apresentaram correlagdo excelente tanto para valores
relativos quanto para valores absolutos. Quando os géneros foram
avaliados, o coeficiente de correlacdo intraclasse também se mostrou
excelente para valores relativos e absolutos em ambos os géneros. Logo,
devido aos valores obtidos nos tubos 1 e 4 apresentarem uma excelente
correlacdo, a obtencdo dos valores das células TCR vy6+ pode ser
estimada por meio do fen6tipo duplo-negativo para os marcadores CD4
e CD8 ndo necessitando ser avaliada com a utilizagdo do anticorpo
especifico para o receptor.

Como pode ser observado na Tabela 15 deste trabalho, a
contagem relativa e absoluta de linfdcitos B foi de 6,3% a 20,8% e de
112 a 622 células/mm®, respectivamente. Os resultados obtidos foram
semelhantes aos observados em trabalhos realizados por diferentes
autores (Tabela 26) (DHALIWAL et al., 1995; SANTAGOSTINO et al.,
1999; URASSA et al., 2003; BISSET et al., 2004; YAMAN et al., 2005;
JENTSCH-ULLRICH et al., 2005; KLOSE et al., 2007). Com relacéo
aos géneros, na maioria dos estudos ndo foi observada diferenga
estatisticamente significativa (SANTAGOSTINO et al., 1999; BISSET
et al., 2004; YAMAN et al., 2005; JENTSCH-ULLRICH et al., 2005;
KLOSE et al.,, 2007). Diferentemente do relatado na literatura, o
presente estudo encontrou diferencas significativas para os valores
absolutos das células B CD19+. No estudo de Urassa e colaboradores
(2003) também foram observadas tais diferencas entre 0s géneros, no
entanto, nesse estudo encontrou-se diferengas tanto para valores
relativos quanto para absolutos.
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Tabela 26 — Comparacdo da contagem relativa e absoluta de linfdcitos
B.

Linfoécitos B Linfécitos B

% Imme Pais Referéncia

50-224 130 - 716 Malésia DHALIWAL et al., 1995

50270  110-800 AV qpAHABUDDIN, 1995
Saudita
51-208  82-560 China KAM etal., 1996
50-200  72-520 nalia  SANTAGOSTINOetal.
40-240  56-436  Etigpia  TSEGAYE etal., 2003
60-21,0  8-654  Tanzania  URASSAetal. 2003
47-1913  72-460 Suia BISSET et al., 2004
60-220  50-610  Kuwait KAABA et al., 2004

50-21,0 80 — 490 Alemanha JENTSCH-ULLRICH et
al., 2005

3,9-20,79 74 — 586 Turquia YAMAN et al., 2005

70-220 148658 B‘;‘;;'(:‘a KLOSE et al., 2007
60-140 100300 Malésia. ~ MANDALA et al., 2010
6,3 - 20,8 112 — 622 Brasil Presente estudo

Na avaliagdo das células com fenétipo CD19+CD20+ e das
células CD19+ totais, observou-se que as células avaliadas pelo Ultimo
marcador aparecem em maior frequéncia. Esse fato sugere a presenca de
células no sangue periférico que sdo CD19 positivas, mas que ndo
expressam CD20 (Figura 20).

Bisset e colaboradores (2004) também avaliaram a frequencia de
células CD19+CD20+ em sangue periférico e encontraram 0s intervalos
de referéncia de 4,63 a 21,0% e de 66 a 259 célulass/mm®, os quais
corroboram aos valores estabelecidos no presente trabalho (6,3% a
20,8% — Tabela 16). Entretanto, o presente estudo apresenta uma faixa
mais ampla para o valor absoluto (110 a 618 células/mm?® — Tabela 16)
quando comparado com o estudo de Bisset e colaboradores (2004). Com
relacdo aos géneros, semelhante ao observado no presente estudo, Bisset
e colaboradores (2004), também ndo observaram diferencas na
contagem das células positivas para CD19, mas negativas para CD20.
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Os intervalos de referéncia das células CD19+CD20- encontrados
no presente estudo foram 0 a 1,3% e 0 a 23 células/mm® (Tabela 17).
Diferente do observado para as células CD19+CD20+, nas células
CD19+CD20- ndo foi observada diferenca estatistica tanto para valores
relativos quanto para absolutos entre os géneros. Com relacdo &
presenca das células CD19 positivas e CD20 negativas no sangue
periférico hd duas hipdteses. Na primeira, sugere-se que essas células
sejam imaturas. Os estagios de maturacdo das células B compreendem
os estagios pro-B, pré-B-1, pré-B-1l, B imatura e célula B
madura/virgem (JAFFE et al., 2008; PEREZ-ANDRES et al., 2010). No
entanto, as células observadas ndo sdo compativeis com o estagio pré-B-
Il e nem B imatura, visto que, nessas fases, ja existe a expressao de
CD20. A avaliacao fenotipica sugere que essas células ndo estejam no
estagio pro-B, visto que, nessa fase, a expressdo de CD19 encontra-se
ausente (PEREZ-ANDRES et al., 2010). Assim, as células encontradas
poderiam estar no estagio pré-B-I, visto que, essas células sdo positivas
para CD19 e negativas para CD20 (PEREZ-ANDRES et al., 2010).
Contudo, é incomum a presenca de células B em estagios precoces no
sangue periférico, com excecdo dos casos de leucemia linfoblastica
aguda nos quais essas células sdo encontradas na circulagdo
normalmente em grandes quantidades. A segunda hip6tese sugere que
essas células sejam plasmablastos precoces, pois, a presenca de CD19 e
a auséncia de CD20 sdo compativeis com esse estagio de maturacao.
Além disso, os plasmablastos precoces podem ser encontrados na
circulacdo transitoriamente até chegaram aos nichos aos quais foram
recrutados (mucosas ou medula 6ssea) (JOURDAN et al., 2009).
Todavia, é necessaria a avaliacdo de outros marcadores celulares para
definir o fendtipo completo dessas células e assim confirmar o estagio
maturacional que se encontram para enfim definir o exato tipo celular.

Os valores relativos encontrados para as células NK totais
(CD16+CD56+CD3-) no presente estudo foram 3,7 a 28,5% e 82 a 760
célulassmm® (Tabela 18). Esses valores foram semelhantes aos
observados nos trabalhos de diferentes autores (Tabela 27) com excecéo
dos valores observados na Turquia, 0s quais apresentaram um intervalo
de referéncia mais estreito. Essa diferenca pode estar relacionada a
fatores étnicos ou metodoldgicos. Além das variagcbes metodoldgicas
citadas anteriormente, existe variabilidade na quantidade de células NK,
de acordo com o fenétipo avaliado. Alguns autores (KAM et al., 1996;
SANTAGOSTINO et al., 1999; CHNG; TAN; KUPERAN, 2004;
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YAMAN et al., 2005) avaliaram as células por meio do fenétipo CD3 -
CD56+ efou CD16+; outros (DHALIWAL et al, 1995;
SHAHABUDDIN, 1995; TSEGAYE et al., 2003; URASSA et al., 2003;
BISSET et al., 2004; JENTSCH-ULLRICH et al., 2005; MANDALA et
al., 2010), incluindo o presente estudo, avaliaram a negatividade para
CD3 e a dupla positividade, tanto para CD56 quanto para CD16. A
diferenca entre os géneros ndo foi observada no estudo de Kam e
colaboradores (1996) e de Yaman e colaboradores (2005). Entretanto, o
presente estudo corrobora os dados encontrados nos estudos de
Santagostino e colaboradores (1999) e Chng, Tan e Kuperan (2004), nos
quais foram observadas diferencas significativas nos valores relativos e
absolutos. Ainda, houve estudos que observaram diferencas apenas para
os valores relativos (URASSA et al., 2003; BISSET et al., 2004). Além
disso, Jentsch-Ullrich e colaboradores (2005) encontraram diferencgas
significativas para os valores relativos, no entanto, isso apenas foi
observado nos individuos com idade inferior a 50 anos.

No trabalho realizado por Pasqualetti e colaboradores (2003), a
quantificacdo das células NK em sangue periférico em individuos
naturais da Italia apresentou valores relativos e absolutos de 11,69 *
4,71% e de 230,6 + 108,4 células/smm?, respectivamente. No mesmo
trabalho, os valores encontrados para individuos naturais das Filipinas
foram estatisticamente superiores ao italiano: 30,99 + 10,61% e 756,4 £
280,7 células/mm®. Essa grande diferenca foi atribuida a fatores
genéticos, pois, espera-se que individuos que vivam na mesma regido
geografica sejam expostos aos mesmos tipos antigenos, minimizando
esse tipo de influéncia. A média encontrada no presente estudo tanto
para valores relativos quanto para absolutos (11,8 = 6,2% e 273 £ 176
célulassmm?, respectivamente) ¢é semelhante ao encontrado nos
individuos italianos.
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NK.

NK NK , —

% mme Pais Referéncia
80-374 227-1.354 Malasia DHAL'}’Q’?SL etal,
40-29,0 90 - 690 Arabia Saudita SHAHﬁngLSJDDIN’
71-380  130-938 China KAM et al., 1996
40-280  73-654 Italia SANTAGOSTINO et

al., 1999
50-290 62549 Eti6pia TSEG?&B’; el
60-350  118-830 Tanzania  URASSA etal., 2003
5,35 .
2003 77 - 427 Suica BISSET et al., 2004
China, Malésia CHNG; TAN;
6,0-370  115-1.009 e india KUPERAN, 2004
40-220  60-580 Kuwait KAABA et al., 2004
01-132  3,08-367 Turquia YAMAN et al., 2005
JENTSCH-ULLRICH
5,0—32,0 80 — 690 Alemanha etal.. 2005
60-260  100- 700 Malésia MANDZ%"Ig‘ etal,
3,7-285 82 — 760 Brasil Presente estudo

Além da quantificagdo do total de células NK, o presente estudo
realizou a distincdo entre as células maduras e imaturas presentes em
sangue periférico. As células imaturas apresentaram intervalos de
referéncia de 0,08% a 1,1% e de 1 a 23 células/mm?® (Tabela 18) e as
células maduras de 3,1% a 27,4% e de 70 a 745 células/mm?® (Tabela
19). No entanto, até o presente momento, ndo foram encontrados
estudos que avaliassem separadamente a quantidade de células NK
maduras e imaturas em sangue periférico. Sabe-se que essa populagédo
compreende cerca de 10% do total de células NK do sangue periférico
(FERNANDEZ; GUARIN; LOPEZ, 2007; GIBSON; SWERDLOW,;
FELGAR, 2011).
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Até o presente momento, poucos trabalhos avaliaram o intervalo
de referéncia das células NKT. O estudo de Yao e colaboradores (2008),
realizado na China, encontrou o intervalo de referéncia do valor relativo
de 0,78% a 11,71%. Esse estudo ndo avaliou a presenca de diferenca
entre os géneros. Por outro lado, o estudo de Rojas-Pandales e
colaboradores (2007), realizado no México, apresentou os valores dessa
populagdo celular apenas relacionado aos géneros. A faixa de referéncia
encontrada foi semelhante ao encontrado no presente estudo. Para o
género masculino, o intervalo do valor relativo foi de 0,1% a 11% e o do
valor absoluto foi de 2,1 célulassmm® a 323,1 células/mm?®; para o
género feminino, o intervalo do valor relativo foi de 0% a 11,3% e o de
valor absoluto 2,0 células/mm?® a 209,8 células/mm?. Tanto no estudo
realizado no México quanto no presente estudo ndo foram observadas
diferencas significativas entre os géneros.

Apesar de a metodologia ter sido validada no estudo, ha falta de
padronizagdo interlaboratorial no que diz respeito as técnicas
laboratoriais utilizadas na quantificacdo das células linfoides por
citometria de fluxo e a variada forma de apresentacdo dos resultados nos
diversos estudos dificultou a comparagcdo com os valores obtidos no
presente estudo. Ainda assim, as diferencas encontradas podem estar
relacionadas a faixa etaria, a descendéncia étnica e racial e a fatores
ambientais das populacBes estudadas. Dessa forma, cada laboratério
deve estabelecer o valor de referéncia referente a sua populagdo e com
as técnicas laboratoriais utilizadas na rotina.
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7 CONCLUSOES

v A quantificacdo das células linfoides em individuos adultos
saudaveis por citometria de fluxo pelo método de plataforma dupla foi
validada neste estudo por meio da comparacdo dos valores relativos
obtidos na analise das células no citdmetro de fluxo FACSCanto Il € no
citbmetro FACSCalibur e, também, por meio da comparacdo dos
valores relativos e absolutos obtidos em dois contadores hematolégicos,
além da comparacéo entre a consisténcia dos valores relativos obtidos
no citbmetro de fluxo e no contador hematoldgico. Essa validagéo foi de
extrema importancia para os resultados do estudo, visto que as
consideragdes referentes ao uso de plataforma Gnica e dupla sdo
controversas. Além disso, a avaliacdo da reprodutibilidade de diversos
grupos celulares contribuiu para a validagéo dos resultados.

v/ Para a determinagdo das células TCR y8 positivas ndo €
essencial a utilizacdo do anticorpo especifico contra o receptor, pois 0s
resultados mostraram que esses valores podem ser estimados por meio
do fenétipo CD3+ CD4 - CD8 -.

v' Os intervalos de referéncia para os valores relativos e absolutos
encontrados para as células linfoides nos individuos saudaveis naturais
de Santa Catarina foram CD3+ de 51,3 a 83,5% e de 718 a 2494
células/mm?; CD4+ de 24,4 a 54,2% e de 456 a 1492 células/mm?;
CD8+ de 12,8 a 40,2% e de 272 a 1144 células/mm?; relacdo T CD4+/T
CD8+ de 0,68 a 3,61; CD4+ CD8+ duplo-positiva de 0,01 a 3,6% e de 2
a 88 células/mm?; TCR af+ de 44,3 a77% e de 855 a 2384 células/mm?;
TCR y5 de 0,99 a 15,9% e de 19 a 345 células/mm?®; CD3+ CD4-CD8-
de 1,2 a 13,3% e de 28 a 292 células/mm®; CD19+ de 6,3 a 20,8% e de
112 a 622 células/mm?®; CD19+CD20+ de 6,3 a 20,8% e de 110 a 618
células/mm?, CD19+CD20- de 0,001 a 1,3% e de 0 a 23 células/mm?;
NK maduras de 3,1 a 27,4% e de 70 a 745 células/mm?® NK imaturas de
0,08 a 1,1% e de 1 a 23 células/mm®; NK totais de 3,7 a 28,5% e de 82 a
760 células/mm® e NKT de 0,9 a 21,4% e de 18 a 488 células/mm®.

v Com relacgdo aos géneros, as células CD3+, CD4+, CD4+CD8+,
TCR ap+ e CD19+CD20- apresentaram diferencas significativas entre
homens e mulheres tanto para valores relativos quanto para absolutos.
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Para todos esses tipos celulares o género feminino apresentou valores
mais elevados.

v' As células CD8+ e CD19+ apresentaram diferencas apenas
relacionadas ao valor absoluto. Os valores superiores também foram
observados para 0 género feminino.

v' As NK maduras, imaturas e NK totais também apresentaram
diferencas significativas entre homens e mulheres, tanto para o valor
relativo quanto para o absoluto. Foram observados valores superiores
para o género masculino.

v Na relagdo T CD4+/T CD8+ e para as células NKT, TCR y&+,
CD3+CD4-CD8- e CD19+CD20+ ndo foram observadas diferencas
estatisticas quando os géneros foram avaliados.

v' A comparagdo entre o intervalo de referéncia das populagdes
linfocitarias obtida em individuos naturais do Estado de Santa Catarina
com os de individuos de outros estados e também de outros paises
afirmou a necessidade de se estabelecer intervalos de referéncia préprios
para a populagdo de nosso estudo. Além disso, observou-se a presenga
de diferengas significativas entre os géneros masculino e feminino em
algumas subpopulagdes celulares, e, dessa forma, sugere-se a
necessidade de avaliacdo do estabelecimento de intervalos de referéncia
distintos entre os géneros para aqueles tipos celulares nos quais possa
haver diferengas na identificacdo do correto diagndstico e/ou da conduta
terapéutica.
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8 PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos neste estudo comparados aos dados
apresentados na revisdo da literatura e na discussdo, as principais
perspectivas de trabalho séo:

Separacdo das células CD4+CD8+ duplo-positivas em trés
subpopulagdes (CD4+CD8af++, CD4++CD8a+ e CD4++CD8af++);

Avaliacdo das células CD4+CD8+ duplo-positivas em processos
patoldgicos, principalmente em individuos infectados pelo virus HIV;

Caracterizacdo fenotipica completa das células CD19+ CD20
negativas.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Analise do Perfil Imune em Individuos Adultos Saudaveis por
Citometria de Fluxo.

O(a) Senhor(a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa. Antes de decidir
se deseja participar, é importante que o(a) Senhor(a) entenda por que esta pesquisa
serd feita, como suas informacOes serdo usadas, o que o estudo envolve e 0s
possiveis beneficios, riscos e desconfortos envolvidos. Por favor, leia com atengdo e
cuidado as informagdes a seguir para que a decisdo sobre a sua participacdo possa
ser uma decisdo bem informada.

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDQ?

O estudo é um projeto de pesquisa que tem como objetivo avaliar a quantidade de
alguns tipos de células presentes no sangue (linfocitos) em individuos adultos
saudaveis para obtencdo de dados referentes a populacdo que residente em Santa
Catarina.

EU TENHO QUE PARTICIPAR?

Cabe ao senhor(a) decidir se ird ou ndo participar. Caso decida participar, o(a)
senhor(a) ird receber este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para assinar.
Mesmo que decida participar, o(a) senhor(a) ainda sera livre para sair do estudo a
qualquer momento, bastando para isso informar a sua desisténcia. Isso néo ira afetar
de maneira nenhuma, o padréo de cuidados que o(a) senhor(a) iré receber.

EXISTEM RISCOS OU DESCONFORTOS ASSOCIADOS COM A
PARTICIPACAQ?

N&o, pois a amostra que sera coletada do(a) senhor(a) é de sangue periférico e serd
colhida na mesma pun¢do da doacdo de sangue, desta forma o procedimento de
coleta ndo traz nenhum desconforto adicional.

QUAIS SAO OS BENEFICIOS ESPERADOS COM A PESQUISA PARA O
PARTICIPANTE?

Mesmo que o(a) senhor(a) ndo se beneficie diretamente dos resultados da pesquisa
informo-lhe que estes resultados poderdo contribuir futuramente para melhorar o
diagndstico laboratorial de inimeros pacientes.
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TEREI CUSTOS SE PARTICIPAR?

N&o, por ser voluntéario e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) ndo terd nenhum
gasto extra e também ndo terd direito a nenhuma remuneracdo. A participacéo na
pesquisa ndo gerara despesas pessoais, nem danos porque a participacdo do(a)
senhor(a) sera apenas com a doacdo da amostra de sangue, que sera colhida
juntamente com a doacdo de sangue que estarei realizando.

MEUS DADOS SERAO DIVULGADOS?
Todos os resultados dos testes laboratoriais feitos com a amostra do(a) senhor(a)
serdo sigilosas (ndo serdo divulgadas) e somente serdo utilizadas para esta pesquisa.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR DE MAIS
INFORMACOES?

Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre que o(a) senhor(a) tiver
qualquer ddvida sobre o estudo, por favor entre em contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Claudia Santos da Silva Fone: (048) 3721-8146
(Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias)

Pesquisadora: Renata Cristina Messores Rudolf de Oliveira Fone: (048) 9121 1327
E-mail: renatarudolf@gmail.com

Eu, confirmo que:

Recebi informacgdes sobre o estudo acima, além disso, li e entendi todas as
informacdes fornecidas sobre minha participagao nesta pesquisa;

Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas dividas foram
esclarecidas satisfatoriamente e eu voluntariamente concordo em participar deste
estudo;

Estou ciente que coletarei uma amostra de sangue periférico para o exame,
juntamente com a bolsa de sangue que estarei doando a este centro e que minha
identidade ndo sera revelada.

Confirmo ainda que entendi que esta amostra coletada ndo sera utilizada para os
outros exames e que apenas é uma amostra que estou doando para pesquisa.

Entendo que receberei uma cdpia assinada deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Concordo em participar deste estudo.

Assinatura do participante Nome do participante
Data..../.....[......

Assinatura do entrevistador Nome do entrevistador
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APENDICE B - Valores de Referéncia das Populacdes Linfocitarias Estabelecidos no Presente Estudo

Subpopulagéo Relativo Absoluto Masculino  Masculino  Feminino Feminino
Relativo Absoluto Relativo Absoluto
T CD3+ 51,3-835 718-2494 48,0-82,6 735-2271 56,8-84,1 12592702
T CD4+ 244 -542 456-1492 23,0-52,6 427-1372 26,9-555 538 — 1850
T CD8+ 12,8-40,2 272-1144 12,6-39,2 243-1068 13,3-415 291-1238
CD4+CD8+ 0,01-3,6 288 0,06 - 3,4 2-86 01-41 3-89
TCR of+ 443-770 855-2384 435-76,2 756-2056 51,8-782 975-2673
TCR yd+ 0,99 -159 19 - 345 0,85 - 16,6 17 — 355 0,92 -14,6 21— 349
CD3+CD4-CD8- 1,2-133 28 — 292 1,1-146 21296 12-11,4 31-282
CD19+ 6,3—-20,8 112 - 622 6,2-21,2 108 — 586 5,9-20,6 115 - 661
CD19+CD20+ 6,3—-20,8 110 - 618 6,1 -21,6 101 -585 59-205 113 - 658
CD19+CD20- 0,001 -1,3 0-23 0,004 -1,3 0-26 0,008 -1,4 0-31
NK imaturas 0,08-11 1-23 0,08-11 1-20 0,04-172 1-25
NK maduras 3,1-274 70— 745 4,3-31.2 92 - 806 2,8-24,1 60 — 663
NK totaisl 3,7-285 82760 50-31,3 111829 3,5-249 65 — 689
NKT 09-214 18 - 488 09-19/4 20 - 436 05-215 12 -610
Relacdo T CD4+/ T CD8+ 0,68 — 3,61 0,69 — 3,58 0,61-3,79
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APENDICE C - Tabela Comparativa dos Marcadores CD3+, CD4+ e CD8+ entre 0s Diversos Artigos.

Referéncia
Local
Citdmetro
Cores CD3 CD3 CD4 CD4 CD8 CD8

Plataforma % mm?® % mm® % mm
n

Idade
Estatistica

Santagostino et al., 1999
Italia
BD, Coulter, Ortho
2 cores

N 60 - 87 605 — 2.460 32-61 493 -1.666 14 - 43 224-1.112
968 (532M, 436F)
18-70
média + 2SD/p 2,5% e 97,5%
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Thakar etal., 2011 5581
india
FACSCalibur/EPICS XL-MCL
3 cores
Unica
1206 (645M, 561F)
18-50
p25%ep97,5%

M54 -81
F 56 -81

457 — 3926 27-51 448 — 1611
M 776 —2.785 M 25 -49 M 381 - 1.565
F 826 —2.997 F27-54 F 447 -1.846

Klose et al., 2007 57 -80

1.069 - 2.921 30-53 631 -1.696 16 -35 328 - 1.167
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Burkina Faso
BD FACScan
3 cores
Unica
186 (89M, 97F)
18-78
p 5% e 95%

M 56 - 79 M 1.036 — 2.963 M 26 - 48 M 546 — 1.696 M 17 -37 M 324 - 1.164
F60-81 F1.176-2.921 F32-53 F716-1.749 F15-35 F 328 —1.202

Tsegaye et al., 1999 854 — 2.556 366~ 1.235 311- 1618
Etiopia
FACScan

2 cores

Dupla M 62.0 - 90.7 M 24.7 - 53.7 M 23.0 - 60.7

485 (280M, 205F) F58.3-87.0 F20.0 579 F17.4-50.1
1545

2,5% e 97,5%
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Dhaliwal et al., 1995
Malésia, China e india
FACSCan
2 cores
Dupla
152 (99M, 53F)
13-68
p 5% e 95%

53-80 988 —3.912 19-46 431-1.976 17.6 - 49 385-1.808

Dhaliwal et al., 1995
China

FACSCan
2 cores
Dupla 54,1-82,8 711 - 3.646 16,3 - 46,9 268 — 1.709 17 -53,8 283 -1.939
40 (26M, 14F)
13-68
p 5% e 95%
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Aina et al., 2005
Nigéria
Coulter
1 cor
Cytosphere technique 547 —-1.327
864 (94M e 770F)
10-69
p2,5% e 97,5%

Chng; Tan; Kuperan, 2004
Asia 49,0 -80,0 796 - 2.679 23,0-48,2 401-1.451 13,4-41,0 243 -1.206
FACScalibur
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2’cores
Unica
232 (104, 128F)
» 16 - 650 . M 47,1794 M 701 - 2.517 M 23,0 - 47,0 M 313 - 1.361 M 14,3 40,3 M 228 — 1.243
meédia + 2SD/p 2,5% e 97,5% F49,2 80,0 F 800 - 2.751 F215-488 F 399 — 1.489 F12,6- 414 F 254 - 1.193

Uppal; Verma; Dhot, 2003 31-50 430 -1.740 20-43 218 -1.396
India
EPICS-XL
2 cores
Dupla M 34,24 — 43,94 M 395 - 1.627 M 26,21 - 38.,61 M 196 - 1.646

94 (1585M.729F) F 37,61 4581 F511-1.817 F 25,45 — 33,97 F 264 — 1.065
média = 2SD
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Maini et al., 1996
Inglaterra
Coulter EPICS Profile 11
2 cores
Dupla
286 (91M, 195F)

16 - 66
média = 2SD

M 29,5-61,6 M 330 - 1.280 M 15-475 M 170 - 1.000
F34,4-605 F 430 -1.350 F17,4-39,6 F 230 -830

Ngowi, et al., 2009 312.2-1367.6 168.2-996.8
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Tanzania
FAZCCS()(;::nt M291.2 — M 1459 -
Dupla 1278.9 977.3
F288.5 - F171.7 -
102 (42M, 60F) 1406.8 1101.7

p 2,5% e 97,5%

Kam et al., 1996
China
FACScan
2 cores
Dupla
208 (78M, 130F)
18-71

2,5% e p 97,5%

54,8 -83,0 672 -2.368 23,1-51,0 292 - 1.366 17,9475 240-1.028
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Shahabuddin, 1995
Arabia Saudita
FACScan
Dupla 61-87 890 - 3.200 31-55 510 -1.700 24 -56 410 -1.900
115 M
18-44

Tsegaye et al., 2003
Etidpia
FACScan
2 cores
Dupla
52
18-40
1C 95%

57 -85 588 —2.381 25-55 374 —-1.362 11-52 146 — 1.449
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Mandala et al., 2010
Malasia
FACSCalibur

4 cores
Dupla
49
20-60
p 10% - 90%

63,0-83,0 900 —-2.100 29,0-51,0 500 -1.200 20-37 300 -1.000
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APENDICE D - Tabela comparativa dos marcadores CD19+, CD16+CD56+ e relagdo CD4+/CD8+ entre 0s
diversos artigos.

Referéncia
Pais
Citbmetro

Cores CD19 CD19 CD56 CD56

Plataforma % mm % mm3 CDa/CD8
n

Idade
Estatistica
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Santagostino et al.,
1999
Italia
BD, Coulter, Ortho
2 cores

5-20 72 -520

968 (532M, 436F)
18-70
média = 2SD/p 2,5%
e 97,5%e p 97,5%

4-28

73 -654
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Oladepo et al., 2009

Nigéria
Cyflow counter 0,7-53
- M0,7-5,1
2570 (1363M, 1207F) F0,8-58
18 - >60
p 2,5% e 97,5%

Alamooti et al., 2010
Iran

Partec PAS
2 cores 82 -500 91 - 393 0,77 -3,70
Unica
142M
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média+2SD e p
2,5% e 97,5%

Kaaba, Al Fadhli,
Khamis, 2002 e
Kaaba et al., 2004

Kuwait
Coulter EPICS Profile 6-22 50 - 610 4-22 60 — 580
1
- M 50 — 610 M 20 - 620
F 60 — 620 F 10— 540

127 (64M, 63F)
18 - 59




165

Dhaliwal et al., 1995
Malasia

FACSCan
2 cores
Dupla
85 (54M, 31F)
13 -68
p 5% e 95%

6-254 152 — 849 8,3-40,5 286 —1.378
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Dhaliwal et al., 1995
india
FACSCan
2 cores
Dupla
27 (19M, 8F)

13 -68
p 5% e 95%

6-23 152 - 715 7,4-378 173 -1.392

Chng; Tan; Kuperan, 7,0-28,0 133 -714 6,0-37,0 115 -1.009 0,69 -2,83
2004
Asia
FACScalibur M70-220 M 109 — 802 M76-374 M 140-1.103 MO0,68 -2,73
2 cores F72-311 F 138 — 645 F5,2-36,6 F 96 — 998 F 0,70 - 3,22

Unica



167

232 (104, 128F)
16 - 65
média = 2SD/p 2,5%
e 97,5%

Uppal; Verma; Dhot,
2003
india
EPICS-XL 0,4-3,0
2 cores
Dupla M 0,89 - 2,21
94 (55M, 39F) F1,32-252
18-74
média + 2SD
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Ngowi, et al., 2009

Tanzania
FACSCount 1,1-25
2 cores
Dupla M 1,0-3,7

102 (42M, 60F) F11-24

2,5% e 97,5%
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Kam et al., 1996
China
FACScan
2 cores
Dupla
208 (78M, 130F)
18-71
p25%ep97,5%

51-208 82-560 7,1-38,0 130 -938 06-25

Shahabuddin, 1995
Arébia Saudita
FACScan 5-27 110 — 890 4-29 90 — 690

Dupla




170

115M
18 -44

Tsegaye et al., 2003
Etiopia
FACScan
2 cores
Dupla 4-24 56 — 436 5-29 62 — 549 05-39
52
18 - 40
1C 95%




Mandala et al., 2010
Malasia
FACSCalibur
4 cores
Dupla
49
20 -60
p 10% - 90%20 — 60
P 10% - 90%

6,0-14,0

100 - 300

6,0-26,0

100 - 700

171

0,90-2,3
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ANEXO A - Questionario aplicado aos doadores no Servigo de
Hemoterapia
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

. HOSPITAL UNIVERSITARIO - SERVICO DE HEMOTERAPIA
FICHA DE DOAGAO

Identificagio . -

Nome completo AP ) N Data i 3 / /
N° Identidade : 3 Tipo d 3 Orgdo Exp : 3 Idade:
Natural de (Cidade e estado ) : Estado civil : Raga _ Sexo N
Nome Pai : ) Nome Miae : ol =
Enderego: : I I VIR | 4 " apto Bairro, e
Municipi : UF: CEP: EA
Fone res : Celular: - Profissdo :
Escolaridade: Curso: Fase:
Local Traball:m 3 Fone: e-mail: -
Voluntario: () Reposigao p/:
Dados: Peso:  Estatura_ Volume: N° SANGUE : = 2
Hemogl __ Temp PA. Pulso SEGMENTO:
TRIAGEM : s N . 2 ) S |N
01. Ja doou sangue ? Ha quanto tempo ? . 20. Acug ? Tratamento_dentario 72 hs
02. Teve recusa / Teste alterado em doagio ? 21.T: ?Piercing? Outros? Quanto tempo?
03. Alimentou-se hoje ? O qué ? Hora ? - 22. Ta menstruada? Gravida ? Amamentando?
04. Repousou durante a noite ? 23. Aborto ou parto hi menos de 3 meses ?
05. Ingeriu bebida alcoélica nas wltimas 24 hs ? 24. Vacina_apés um parto_ou apés aborto?
06. Costuma beber diariamente ? ' 25. Vacinas no dltimo.ano? Quais? *
07. Fuma ? Orientar . i 26. Teve diarréia nos tltimos 15 dias ?
08. Esta resfriado ? Esta com febre ? 27. Alguma doenga de pele, manchas ?Herpes?
09. Medicagio nos tltimos 15 dias ? 28. Lesdes esbranquigadas na boca/garganta ?Aftas
10. Cirurgia ? Tempo ? 29. Perda de peso e/ou ingua pelo corpo ?
11. Transfusdo ? Acidente ? 30. Portador ou ja teve sifilis ?
12. Ja esteve internado ? Motivo ? 31. Usou ou_usa algum tipo de droga ? Qual ?
13. Teve hepatite. ou contato com doente ? s 32. Ja foi preso? Internado clin. Recuperagéio ?
14, Teve maléria ou esteve em zona endémica ? i 33 Parceiros sexuais diferentes altimo ano ?
15. Doenga de Chagas ? Dengue? 34. Teve relagdo sexual com prostituta 7
16. Teve ou tem alguma doenga ? 35. Teve relagdo sexual com 0 mesmo sexo ?
17 . Alergias ? Tipo? 36.Veio para fazer exame ? Ja fez_exames HIV? -
18. Ji teve desmaio e / ou convulsig ? 37, Qual motivo da doagdio ?
19. Tem doenga do sangue ou hemorragia ?
* GRAVIDEZ: QUANTAS ? Obs:
( Investigar : asma - bronquite, anemia, coragdo, diabete, :
pulmig, pressda rim, tiredide, TB, tlcera- endescopia ) - -

AVALIAGCAO

DOADOR APTO: _ INAPTODEFINITIVO: ___INAPTO TEMPORARIO :

ASSINATURA DO ENTREVISTADOR .

Data da Doagdo:  / / ASSINATURA DO DOADOR :

Conduta:
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ANEXO B - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de
Santa Catarina

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Pro.Retorna dePesquisa ¢ Exvensdo
Comité de Etica em Pesquina com Seres Humanos

CERTIFICADO o 1 163

O Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da Pré-Reitoria de Pesquisa = Extens3o da Universidade |
Federal de Santa Catarina, instituido pela PORTARIA N “0584'GR 99 de 04 de novembro de 1995, com base nas nomnas para a
constituigio e funcionamento do CEPSH, considerando o contido no Regimento Intemo do CEPSH, CERTIFICA que os
procedimentos que envolvem seres humanos no projeto de pesquisa abaixo especificado estio de acordo com os principios

éticos estabelecidos pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP

APROVADO

PROCESSO: 1163 FR: 390257
TiTULOQ: ANALISEDO PERFIL MUNE EM INDIVIDUOS ADULTOS SAUDAVEIS POR CITOMETRIA DEFLUXO

AUTOR: Man Cliudia Santos Siva, Renata Criztina Meszores Rudolf de Obvea

FLORIANOPOLIS, !5 go Fewerero 4o 2001

Proj. Washington Portela die Sou:
Coordenador do CEP/PRPe/U




