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RESUMO

A Artrite Reumatoéide (AR) ¢ uma doenga auto-imune que devido as suas caracteristicas
tornam por si s6 os individuos afectados susceptiveis a infec¢des; imunocomprometimento que
por vezes ainda ¢ agravado por terap€uticas imunomodulatoérias usadas para o seu tratamento.

Este estudo tem como objectivo analisar, as populagdes/sub-populagdes de linfocitos
conjuntamente com a andlise das imunoglobulinas G e M, apresentando como factores
discriminatorios, a idade, o sexo e a presenca de terapéutica imunomodulatéria, nos doentes
com AR.

Os resultados sugerem uma deplegdo significativa dos linfécitos B e um aumento dos T, os
quais dao indicios para um aumento da susceptibilidade a infecgdes.

Palavras-Chave: Artrite Reumatéide, terapéuticas imunomodulatorias, linfocitos,
imunoglobulinas

ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease that due to their characteristics make itself
affected individuals susceptible to infections, immunosuppression which sometimes is still
aggravated by immunomodulatory therapies used to treat it.

This study has as objective analyze the populations/sub-populations of lymphocytes together
with the analysis of immunoglobulins G and M, presenting as discriminatory factors age, sex
and the presence of immunomodulatory therapy in patients with RA.

The results suggest a significant depletion of B cells and an increase in T, which give clues to
an increased susceptibility to infections.

Keywords:  Rheumatoid  arthritis,  immunomodulatory  therapies,  lymphocytes,
immunoglobulins.
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1. INTRODUCAO

A Artrite Reumatéide (AR), ¢ uma doenca inflamatéria crénica progressiva, que se caracteriza
principalmente por poliartrite periférica simétrica e que afecta cerca de 1% da populagdo mundial. Pode
surgir em qualquer idade, contudo, a faixa etaria dos 40-50 anos ¢ a mais atingida com uma incidéncia trés
vezes superior nas mulheres (Queiroz 2002; Silman, & Pearson, 2002; Worthington & John, 2006). Apesar
da sua etiologia ainda ser desconhecida, estes individuos apresentam elevados niveis de auto-anticorpos,
sendo assim considerada uma doenga auto-imune sistémica (Edwards et al/ 2004; Queiroz 2002). Acomete
em geral as estruturas articulares e periarticulares, causando a sua destrui¢do e deformidade, podendo, no
entanto afectar o tecido conjuntivo de qualquer parte do organismo (Gyorgy et al 2008; Queiroz 2002; Song
& Kang 2010). E uma patologia com elevada comorbilidade e mortalidade que, quando ndo tratada
precocemente, acarreta graves consequéncias para os doentes, entre as quais se destaca a incapacidade
funcional (Edwards et a/ 2004; Silman and Pearson 2002; Worthington and John, 2006).

O sistema imunitario, compreende todos os mecanismos pelos quais um organismo multicelular se
defende dos agentes agressores (Song & Kang 2010). Estes mecanismos, subdividem-se em ndo
especificos/inatos e especificos/adaptativos (Paul 2003). Dos inespecificos, fazem parte a pele e barreiras
mucosas, as células natural killer (NK), as polimorfonucleares ¢ mononucleadas e o sistema complemento.
Por outro lado, o sistema imunitario especifico/adaptativo, ¢ constituido pelos linfocitos T, B e
imunoglobulinas (Ig’s) (Lerner 2003; Paul 2003; Pinchuk 2002; Song & Kang 2010).

Os linfécitos T, sdo os principais efectores da imunidade mediada por células, desenvolvendo-se ao nivel
do timo, a partir de percursores indiferenciados da medula d6ssea (Queiroz 2002). Existem diferentes sub-
grupos de linfocitos T, dos quais fazem parte os T auxiliares (helper) e os T citotoxicos (Lerner 2003; Paul
2003). O papel modulador destas células na imunidade celular efectua-se, essencialmente, através da
libertagdo de citoquinas e de citotoxinas, respectivamente (Pinchuk 2002). As citoquinas induzem a
quimiotaxia de neutrdfilos, a activacdo de macrofagos e complemento, a proliferacdo de linfocitos B e,
consequentemente, a secre¢do de anticorpos. As citotoxinas, por outro lado, sdo responsaveis pela destrui¢do
de células viricas e células tumorais (Pinchuk 2002; Queiroz 2002).

Os linfécitos B, sdo produzidos na medula 6ssea, desempenhando as suas fungdes ao nivel da imunidade
humoral, através da apresentacdo de antigénios as células T e da producdo de anticorpos/imunoglobulinas,
quando activados e diferenciados em plasmocitos. Existem diferentes classes de imunoglobulinas, consoante
o tipo de cadeia pesada que as constitui, localizagdo funcional, propriedades biologicas e estruturais. Sdo, em
geral, responsaveis pela opsonizagdo de antigénios, neutralizagdo de toxinas e destrui¢do celular auxiliada
pelo sistema complemento. Duas das principais Ig’s no soro sdo a G ¢ M (Lerner 2003; Paul 2003).

As células NK, desenvolvem-se a partir do progenitor linféide que da origem também aos linfocitos B e
T. Actua da mesma forma que os linfocitos T citotoxicos, através de granulos citoplasmaticos, que
promovem a apoptose de células tumorais e células infectadas por virus (Lerner 2003; Queiroz 2002).

Estas diferentes células constituintes do sistema imunitario, durante o seu desenvolvimento sofrem
diferentes processos de maturagdo dando origem a células bem diferenciadas contendo a sua superficie ou
intracelularmente moléculas que as caracterizam, designadas na sua maioria de Cluster Differenciation (CD).
Para além desta diferenciagdo, as células passam por mecanismos de indug¢do de tolerancia, de forma a
eliminar células potencialmente auto-reactivas. No entanto, por vezes, ocorrem falhas nestes mecanismos,
dando origem a doencas auto-imunes (Paul 2003; Pinchuk 2002).

Assim, a AR caracteriza-se por disturbios ao nivel da imunidade humoral e celular. Dado o importante
papel desempenhado por cada uma das células do sistema imunitario e a sua complexa interligacdo, qualquer
tipo de desordem pode aumentar a susceptibilidade destes individuos a infec¢des. Segundo Bingham et al
(2010), este estado imunodeprimido, pode ainda ser agravado por terapéuticas imunomodulatérias usadas
para o tratamento da patologia, dada a sua ac¢@o ao nivel das populagdes linfocitarias e por vezes também
nas Ig’s. A acrescentar a isto ¢ também de salientar o processo de imunosenescéncia, ou seja, envelhecimento
imunolégico, com inicio, segundo a literatura, ap6s os 60 anos de idade e com influéncia também nos
componentes do sistema imunitario (Silva and Palmer 2009).

Este estudo tem como objectivo analisar imunofenotipicamente, as populagdes e sub-populagdes de
linfoécitos conjuntamente com a andlise das imunoglobulinas G e M, apresentando como factores
discriminatorios, a idade, o sexo e a presenca de terapéutica imunomodulatoria, nos doentes com diagnéstico
de AR do servigo de Imunologia do Hospital de S. Jodo, no ano de 2009.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1  Tipo de Estudo

Observacional, descritivo, transversal.

2.2 Populagdo/Amostra

A populacao alvo s@o os registos dos dados laboratoriais dos pacientes com diagnéstico de AR, efectuados no
servigo de Imunologia do Hospital de S. Jodo. A amostra, seleccionada por amostragem de conveniéncia, foi
constituida por todos os dados cujos registos pertenciam ao periodo de tempo entre Agosto e Dezembro de
2009. Foram excluidos da amostra os dados dos pacientes que possuiam outras patologias registadas que
poderiam interferir com as variaveis em estudo.

2.3 Procedimento

Os dados referentes as varidveis primarias (linfocitos CD45" em células/mm’, %linfocitos CDI19",
Ylinfécitos CD3", %linfocitos CD4", %linfocitos CDS", %linfécitos CD16" e CD56", IgG e IgM em mg/dL,
sexo, idade e terapéutica imunomodulatoria), necessarios para a realizagdo deste estudo, foram obtidos por
recolha de registos através de uma exportacao da base de dados do laboratdrio de Imunologia do Hospital de
S. Jodo utilizando o programa Clinidata XXI.

2.4  Estatistica

O tratamento/analise dos dados, foi efectuado através de estatistica descritiva uni/bivariada, com recurso ao
software Microsoft Office Excel” 2007 e Statistical Package for Social Sciences® (SPSS), versdo 17.0.

De modo a poder estudar a influéncia da idade no processo de imunosenescéncia foram definidos 2
grupos etarios semelhantes aos estabelecidos em alguns estudos (Silva and Palmer 2009): um com os
individuos entre 28 e 60 anos (grupo 1) e o outro com os individuos entre os 61 e 77 anos (grupo 2), onde a
imunosenescéncia ¢ mais provavel.

3. RESULTADOS

Fizeram parte deste estudo 51 doentes, 48 (94,1%) do sexo feminino e 3 (5,9%) do sexo masculino, com
idades compreendidas entre os 28 e os 77 anos, inclusive. Do grupo etario 1 fizeram parte 32 individuos
correspondendo a 62,7% da amostra, enquanto que o grupo etario 2 foi constituido por 19 individuos
correspondendo a 37,3% da amostra. Todos os individuos em estudo encontravam-se, no momento de analise
das amostras de sangue periférico, sob o efeito de terapéutica imunomodulatdria para a AR.

Os resultados, apresentados através das medidas amostrais média, desvio-padrdo, minimo e maximo, para
cada populacdo/sub-populagdo de linfocitos e imunoglobulinas G ¢ M sdo discriminados a seguir. Para tal
utilizam-se tabelas e graficos de barras com a representagdo do respectivo intervalo de valores
normais/referéncia de modo a facilitar a sua visualizacdo e posterior analise critica. Por outro lado, as
frequéncias de individuos com valores baixos, normais e elevados nas diferentes popula¢des/sub-populagdes
de linfocitos e imunoglobulinas G e M para cada grupo etario sdo apresentadas sob a forma de graficos
circulares.

3.1  Linfocitos Totais

No grupo etario 1, a média + desvio-padrdo dos linfocitos totais, representados através da variavel n°
linfocitos CD45", foi de 1494,25 + 863,65 células/mm3, enquanto que no grupo etério 2, foi de 1159,89 +
802,53 células/mm’, o que corresponde a uma diferenga de 22,38% (Tabela 1 e Gréfico 1).

A frequéncia de individuos com linfdcitos totais baixos, normais e elevados, no grupo 1 foi de 28,1%,
62,5% ¢ 9,4%, respectivamente. No grupo 2 foi de 68,4%, 26,3% ¢ 5,3%, respectivamente (Grafico 2 e 3).
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Tabela 1. Estatistica descritiva para as populagées e sub-populagdes linfocitarias e imunoglobulinas G e M
de acordo com os grupos etarios.

Média Desvio-padrao Minimo Maximo
Grupo etario 1 2 1 2 1 2 1 2
n° 149425 1159,89 | 863,65 802,53 337 241 4279 3343
linfécitosCD45 ™ (células/mm?)
%linfocitosCD19* 1,26 4,13 2,63 8,04 0 0 8,87 30,92
%linfocitosCD3™ 87,11 78,84 5,99 8,75 70,08 56,84 | 95,54 91,41
%linfocitosCD4" 62,37 56,12 9,45 11,54 27,38 32,48 | 77,65 76,23
%linfocitosCD8+ 23,89 22,69 8,66 9,56 13,28 12,93 57,91 4537
%linfocitosCD16" eCD56" | 11,30 16,62 6,22 7,84 423 548 | 2934 3948
IgG (mg/dL) 1246,19 982,89 | 394,21 163,30 694 730 1940 1270
IgM (mg/dL) 137,51 118,72 59,46 70,55 453 33,1 265 232
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Grifico 1. Média do n° de linfocitos CD45" no grupo etdario 1 e 2,

juntamente com a representacdo grdfica do intervalo de valores
normais (CD45%: 1000-3000 células/mm’)
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Grafico 2. Frequéncia de individuos do grupo etario 1, com valores
baixos, normais e elevados nas diferentes populagoes e sub-populagées de
células e imunoglobulinas G e M.
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Griafico 3. Frequéncia de individuos do grupo etario 2, com valores
baixos, normais e elevados nas diferentes populacoes e sub-populacoes
de células e imunoglobulinas G e M.

3.2 Linfocitos B

No grupo etario 1, a média + desvio-padrdo dos linfocitos B, representados através da variavel %linfocitos
CD19", foi de 1,26 + 2,63%, enquanto que a do grupo etario 2, foi de 4,13 = 8,04%, o que corresponde a uma
diferenga de 2,87% e a uma deplec@o de cerca de 95,3% dos linfocitos B no grupo 1 e 84,7% no grupo 2
(Tabela 1 e Grafico 4).

A frequéncia de individuos com linfocitos B baixos, normais e elevados, no grupo 1 foi de 90,6%, 9,3% ¢
0%, respectivamente. No grupo 2 foi de 73,7%, 21% e 5,3%, respectivamente (Grafico 2 e 3).
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Grafico 4. Média das popula¢ées e sub-populagées de linfocitos no grupo etario 1 e 2,
Jjuntamente com a representa¢do grdfica do intervalo de valores normais (CD19": 6,5-27,0%,
CD3": 49,1-83,6%; CD4": 28,2-62,8%,; CD8": 10,2-40,1%, CD16" e CD56": 4,2-25,2%;).
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3.3 Linfocitos T

No grupo etario 1, a média + desvio-padrao dos linfécitos T, representados através da variavel %linfocitos
CD3", foi de 87,11 £ 5,99%, enquanto que a do grupo etario 2, foi de 78,84 + 8,75%, o que corresponde a
uma diferenca de 8,27% (Tabela 1 e Grafico 4).

A frequéncia de individuos com linfécitos T baixos, normais e elevados, no grupo 1 foi de 0%, 15,6% e
84,4%, respectivamente. No grupo 2 foi de 0%, 84,2% e 15,8%, respectivamente (Grafico 2 e 3).

3.4 Linfocitos T helper

No grupo etario 1, a média + desvio-padrdo dos linfécitos T helper, representados através da variavel
%linfocitos CD4", foi de 62,37 + 9,45%, enquanto que a do grupo etario 2, foi de 56,12 + 11,54%, o que
corresponde a uma diferenca de 6,25% (Tabela 1 e Grafico 4).

A frequéncia de individuos com linfécitos T helper baixos, normais e elevados, no grupo 1 foi de 3,1%,
37,5% e 59,4%, respectivamente. No grupo 2 foi de 0%, 63,2% e 36,8%, respectivamente (Grafico 2 e 3).
3.5 Linfocitos T citotoxicos

No grupo etario 1, a média + desvio-padrao dos linfécitos T citotdxicos, representados através da variavel
%linfocitos CD8", foi de 23,89 + 8,66%, enquanto que a do grupo etario 2, foi de 22,69 + 9,56%, o que
corresponde a uma diferenca de 1,2% (Tabela 1 e Grafico 4).

A frequéncia de individuos com linfocitos T citotoxicos baixos, normais e elevados, no grupo 1 foi de
0%, 96,9% e 3,1%, respectivamente. No grupo 2 foi de 0%, 94,7% e 5,3%, respectivamente (Grafico 2 e 3).
3.6  Linfocitos NK

No grupo etario 1, a média + desvio-padrao dos linfocitos NK, representados através da variavel %linfocitos
CDI6" e CD36", foi de 11,30 £ 6,22%, enquanto que a do grupo etrio 2, foi de 16,62 + 7,84%, o que
corresponde a uma diferenca de 5,32% (Tabela 1 e Grafico 4).

A frequéncia de individuos com linfocitos NK baixos, normais e elevados, no grupo 1 foi de 0%, 96,9% e
3,1%, respectivamente. No grupo 2 foi de 0%, 94,7% e 5,3%, respectivamente (Grafico 2 e 3).
3.7  IgG

No grupo etério 1, a média + desvio-padrdo das imunoglobulinas G, representados através da variavel IgG,
foi de 1246,19 + 394,21 mg/dL, enquanto que a do grupo etario 2, foi de 982,89 + 163,30 mg/dL, o que
corresponde a uma diferenca de 21,13% (Tabela 1 e Grafico 5).

A frequéncia de individuos com IgG baixas, normais e elevadas, no grupo 1 foi de 0%, 66,7% e
33,3%, respectivamente. No grupo 2 foi de 0%, 100% e 0%, respectivamente (Grafico 2 e 3).
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Grifico 5. Média do n° de imunoglobulinas G e M no grupo etario 1 e 2,
Jjuntamente com a representagdo grdfica do intervalo de valores normais
(IgG: 650-1500mg/dL; IgM: 55-300mg/dL).
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3.8 IgM

No grupo etario 1, a média + desvio-padrao das imunoglobulinas M, representados através da variavel IgM,
foi de 137,51 £ 59,46 mg/dL, enquanto que a do grupo etario 2, foi de 118,72 £ 70,55 mg/dL, o que
corresponde a uma diferenca de 13,67% (Tabela 1 e Grafico 5).

A frequéncia de individuos com IgM baixas, normais e elevadas, no grupo 1 foi de 3,7%, 96,3% e 0%,
respectivamente. No grupo 2 foi de 27,8%, 72,2% ¢ 0%, respectivamente (Grafico 2 e 3).

4. DISCUSSAQ/CONCLUSAO

Como referido na literatura (Clair 2010; Keyston 2005; Nakou et al 2009; Quartuccio et a/ 2009) também
neste estudo se observou uma deplecdo significativa no niimero de linfécitos B, devido ao facto de todos os
individuos estarem sob o efeito de terapéutica imunomodulatéria, para a patologia em questdo. Destas
terapéuticas, ¢ de se destacar principalmente o Rituximab, cuja substdncia activa consiste num anticorpo
monoclonal, dirigido contra o marcador celular CD20, encontrado a superficie de todos os linfocitos B
(Pitashny and Shoenfeld 2005; Toussirot et al 2010). Dada a producdo de imunoglobulinas ser feita por
uma sub-populacdo de linfocitos B, os plasmocitos, seria de esperar também uma diminui¢do no valor de
imunoglobulinas. Valores de IgM, abaixo dos normais foram observados em cerca de 3,7% dos individuos do
grupo 1 e 27,8% do grupo 2. Ao contrario destes, ndo foram encontrados valores baixos de IgG, mas sim
elevados em cerca de 33,3% dos individuos do grupo 1. Resultado que pode ser explicado pelo anticorpo

monoclonal do Rituximab pertencer a classe IgG (Pitashny and Shoenfeld 2005; Toussirot et a/ 2010).

No que se refere a populagdo de linfocitos T, verifica-se que em cerca de 84,4% dos individuos do grupo
1 e 15,8% do grupo 2, eles encontram-se elevados, associado principalmente a sub-populacdo de linfocitos T
helper. Face ao papel preponderante destas células na patogénese da AR e das doengas auto-imunes em geral,
este resultado vai de encontro ao que era esperado. Dado o papel desempenhado pelos linfécitos B como
células apresentadoras de antigénios aos linfécitos T, ¢ também de se esperar uma diminuicdo da estimulacdo
destas células, constituindo este um efeito indirecto da depleg@o dos linfocitos B.

Relativamente a divisdo por 2 grupos etarios, constata-se que o grupo etario 2 apresenta uma média de
valores sempre abaixo do grupo etario 1 (excepto nas populagdes de células B e NK), devido ao processo de
imunosenescéncia ai decorrente, ou seja, envelhecimento imunoldgico. Segundo Ewers e tal (2008), sugere-
se que a principal populacdo de células afectadas sejam os linfocitos T devido ao mecanismo de regressao
organica do timo com o avangar da idade (Caruso et a/ 2009; Silva and Palmer 2009). Apesar de alguns
autores também referirem a ocorréncia de uma diminuicdo no nimero de linfécitos B com a idade, no
presente estudo isso ndo foi comprovado (Caruso et al 2009). Este acontecimento pode dever-se a eficacia
terapéutica ser afectada pela idade, ou seja, menor eficacia terapéutica no grupo etario 2 (Mangoni and
Jackson 2003).

No que se refere as células NK, neste estudo verificou-se um aumento no grupo 2 em relagdo ao grupo 1.
A literatura € incoerente quanto ao numero de células desta populacdo no processo de imunosenescéncia.
Enquanto certos estudos defendem uma diminui¢do outros defendem um aumento ou até uma manutengao,
no numero destas células (Caruso ef al 2009; Silva and Palmer 2009).

A andlise das popula¢des/sub-populagoes linfocitarias e imunoglobulinas utilizando o sexo como factor
discriminatorio ndo foi possivel de efectuar, dado o reduzido niimero de individuos do sexo masculino na
amostra. Para tal ser feito seria necessario um aumento da dimensdo amostral, de modo a contemplar um
maior numero de individuos do sexo masculino. E de referir, no entanto, que a literatura aponta para um
maior grau de severidade da patologia no sexo feminino quando comparado com o sexo masculino
(Fairweather and Rose 2004; Sokka et al 2009; Whitacre 2001).

Através da analise de toda esta informagdo ¢ assim possivel concluir que nos doentes com AR existem
alteragdoes de elevada relevancia clinica ao nivel da imunidade celular e principalmente na imunidade
humoral, devido a diferentes mecanismos como patogénese da patologia, terapéuticas imunomodulatorias e
imunosenescéncia. Estas alteracdes tanto quantitativas, no que se refere ao nimero de células, como
qualitativas, no que toca a interacc¢do entre as diferentes populagdes de células, ddo indicios para um aumento
da susceptibilidade destes individuos no desenvolvimento de infec¢des. Segundo Cooper and Arnold (2010)
eles encontram-se particularmente susceptiveis a reactivagdo dos virus da hepatite B e JCV presente sob a
forma latente em cerca de 80% da populagdo adulta e responsavel pela leucoencefalopatia multifocal
progressiva. Assim tendo em conta os resultados obtidos neste e noutros estudos, de acordo com os dados
laboratoriais de cada paciente o clinico podera optar por implementar medidas de modo a diminuir este risco
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elevado de infecg¢des/reactivagdes, ou até medidas que auxiliem o sistema imunitario imunodeprimido a
debelar uma infeccdo ja instalada. Destas medidas ¢ de se destacar a profilaxia anti-retroviral, a
monitorizagdo regular para detecgdo de uma possivel reactivagdo e/ou infecgdo e administragdo de IGIV
(Imunoglobulina Intravenosa) no caso de pacientes com infeccdo sintomatica e concomitante
hipogamaglobulinemia (Cooper and Arnold 2010).

A informacdo recolhida abre assim caminho para a realizagdo de novos estudos, que contemplem um
maior numero de classes de imunoglobulinas e células imunes (ex. leucécitos polimorfonucleares, células
dendriticas...), de diferentes localizagdes organicas (ex. medula o6ssea, ganglios linfaticos), conjuntamente
com a recolha de informagao a cerca do desenvolvimento de patologias infecciosas e evolucao da patologia,
constituindo estas as limita¢des do presente estudo.
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