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RESUMO




A Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV) ¢ uma sindrome incompletamente
definida, caracterizada por defeito na formag@o de anticorpos. Devido ao fato da ICV
apresentar ainda inimeros pontos ndo esclarecidos, propusemo-nos analisar
evolutivamente a apresentagdo clinico-laboratorial de 17 pacientes com diagnéstico de
ICV, em seguimento no Ambulatério de Imunologia-Alergia e Pneumologia do Hospital de
Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp).

Os pacientes foram avaliados quanto a idade de inicio dos sintomas e a forma
de apresentacdo clinica e imunoldgica. A fun¢do fagocitaria de mondcitos foi avaliada in
vitro através da quimiotaxia, fagocitose mediada via Fc, CR1 e CR3 e atividade do sistema
NADPH oxidase. A concentragdo dos niveis séricos de IgM, IgG, IgA e subclasses de IgG
foi determinada por nefelometria € as subpopulagdes linfocitarias e células NK por

citometria de fluxo.

Todos os pacientes apresentaram as primeiras manifesta¢des clinicas antes dos
quatro anos de idade, evoluiram com infeccdes de repeticdo e, em 8 pacientes havia

associa¢do de manifestagdes gastrointestinais e em 7 fendmenos autoimunes.

Ao diagnostico, a média da concentragdo de IgM, IgG e IgA foi 17 mg/dl, 365
mg/dl e 7,85 mg/dl, respectivamente. Observou-se nos pacientes com ICV, redugao
significativa de todas as subclasses de IgG (IgG1, p=0,0001; 1gG2, p=0,002; IgG3, p=0,006
e IgG4, p=0,0001), em relag¢do ao grupo controle.

A porcentagem de células NK foi significantemente reduzida (p=0,006) quando
comparada aos individuos normais. A porcentagem de células-T CD3" (p=0,013) e CD8"
(p=0,004) foi significantemente aumentada e a relagdgo CD4/CD8 (p=0,013) foi
significantemente reduzida nos pacientes com ICV em relacdo ao grupo controle.
Entretanto, a porcentagem de células-T CD4" ndo demonstrou diferenga entre os dois
grupos. Redugdo do numero de células-B circulantes com valores inferiores a 2% foi

observado em 47% dos pacientes com ICV.

A fagocitose mediada via Fc, CR1, CR3 (p=0,0001) de mondcitos e
quimiotaxia (p=0,0027) foram significantemente reduzidas nos pacientes com ICV em
relagdo ao controle normal. Entretanto, ndo houve diferenca na produg¢do de &nion

superoxido entre os dois grupos.
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Devido a heterogeneidade de apresentagdo clinica entre nossos pacientes e dos
relatados na literatura, sugere-se que a ICV possa ser a expressdo fenotipica de varias
doengas, e que defeitos na quimiotaxia e fagocitose de monécitos podem ser caracterizados

em um grupo de pacientes, determinando uma nova dire¢do na fisiopatologia da ICV.
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O termo Imunodeficiéncia Comum Varidvel é usado para descrever uma
sindrome incompletamente definida, caracterizada por defeito na formagio de anticorpos
(WHO, 1997), levando a um aumento do risco de infecgdes bacterianas, doengas
autoimunes e granulomatosas (SPICKETT et al, 1997, MECHANIC, DIKMAN,
CUNNINGHAM, 1997). Devido ao amplo espectro de doengas associadas, esses
individuos sdo vistos por médicos de diferentes especialidades (CUNNINGHAM, 1989;
STROBER et al, 1993; SNELLER, 2001).

Essa sindrome ¢ uma das imunodeficiéncias primarias mais freqiientes, com
uma incidéncia em torno de 1:10.000 a 1:50.000; afeta homens e mulheres em varias
idades, sendo mais freqiiente na segunda ou terceira décadas da vida (WHO, 1997).

O diagnéstico da ICV ¢é baseado na exclusido de outras causas conhecidas de
defeito imune humoral (WHO, 1997) e, por apresentar um fenétipo varidvel, ha
dificuldades no entendimento de sua etiologia (SPICKETT et al., 1997). A alteragdo
molecular que a determina ndo foi ainda bem definida (OCHS & WINKELSTEIN, 1996;
Di RENZO et al., 1997). Entretanto, tem sido relatada a presenga de genes susceptiveis para
ICV no loci do MHC classe II e IIT (SCHAFFER et al., 1989; ASHMAN et al., 1992:
OLERUP et al., 1992).

Estudos de linfocitos B ¢ T desses pacientes, tanto in vitro quanto in vivo, tém
revelado ampla variedade de anormalidades. Devido a diferenciagdo de linfécitos B para
plasmdcitos ser influenciada por linfocitos T, tanto por interagdo direta como por secregdo
de citocinas (AUKRUST, MULLER, FROLAND, 1994; ZHOU et al, 1998), a
imunodeficiéncia em questdo pode ser devida a um defeito intrinseco de células-B e
defeitos na interagdo de células T com B ou com células acessérias (EIBL et al., 1982;
FARRANT et al., 1989; BRYANT et al., 1990; OCHS & WINKELSTEIN, 1996; THON
et al., 1997).

A maioria dos individuos com ICV tem células B maduras em niimero normal;
entretanto, tem-se relatado a presenca de diminuigo ou auséncia de células B no sangue
periférico e tecidos linféides em um pequeno grupo desses pacientes (STOHL,
CUNNINGHAM. MAYER, 1988; CONLEY, NOTARANGELO, ETZIONI, 1999).

Introdugéo
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Ha grupo de pacientes com ICV que apresentam diminuicdo na produgdo de
anticorpos devido a anormalidades na proliferagdo, diferenciagdo e sintese de
imunoglobulinas (SAIKI et al., 1982; MAYER et al.,, 1984; SAXON et al., 1993; OCHS &
WINKELSTEIN, 1996; ULUHAN, SAGER, JASIN, 1998; NOROSKI & SHEARER,
1998), provavelmente devido a defeitos intrinsecos na fosforilagdo da tirosina quinase, com
conseqiiente disfungdio na transdugio de sinais da membrana plasmatica para o micleo
(SCHWARTZ et al., 1999), além de redugéo na expressio de receptores de superficie,

determinando uma incapacidade das células B em cooperarem com as células T (DENZ
et al., 2000).

Cercade 70 a 75 % dos pacientes com ICV apresentam niimeros normais de
células-T, 25 a 30% numero aumentado de linfocitos T CD8+ (WRIGHT et al., 1990;
BAUMERT et al, 1992; OCHS & WINKELSTEIN, 1996; BORISOVA et al, 1998), e
normal ou diminuido de linfocitos T CD4+ (LEBRANCHU et al., 1991; RICHARDS
et al.,1992; AUKRUST, MULLER, FROLAND.,1994), determinando redugdo (<1,0) da
relagio CD4/CD8 (DUARTE et al., 1990; WRIGHT et al., 1990; BAUMERT et al., 1992).
A presenca de linfocitos T supressores circulantes inibe a maturagdo das células-B e a
sintese de imunoglobulinas (WALDERMANN et al., 1974).

Os mecanismos moleculares da disfuncdo de células-T, geralmente presente na
ICV, nio estdio bem estabelecidos. Ativagdo do sistema proteinaquinase dependente —
AMP ciclico tipo I, inibidor da proliferagdo de células-T apos a estimulacdo antigénica,
pode ser uma importante base molecular para este defeito ( AUKRUST et al.,1999).

Alteracdo funcional foi observada também em células acessorias e em células-
T, resultando em linfopenia, anergia, defeito na proliferagdo de linfocitos e diminui¢do da
produgio de interferon gama (IFN-y), interleucina 2 (IL-2), interleucina 4 (IL-4) e
interleucina 5 (IL-5) (SNELLER & STROBER, 1990; NORTH, WEBSTER, FARRANT,
1991; CUNNINGHAM et al, 1994; Di RENZO et al, 1997; THON et al, 1997;
ULUHAN, SAGER, JASIN, 1998; Di RENZO et al., 2000). Dados sugerem que a sintese
reduzida dessas citocinas podem contribuir para uma produgdo defeituosa de
imunoglobulinas nesses pacientes, desde que a IL-2, IL-4 e IFN-y possam agir como
fatores de proliferagio e diferenciagdo de células-B (PASTORELLI et al, 1989; RUMP
et al., 1997).
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Em pacientes com ICV, aumento de interleucina 6 (IL-6) foi associado ao
namero reduzido de linfocitos T CD4+ ¢ B CD19+, aos niveis elevados de neopterina, ao
antigeno CD8 solivel e a ocorréncia de esplenomegalia e bronquiectasia. AUKRUST,
MULLER, FROLAND (1994), sugerem que o aumento de citocinas pode ser um
marcador de ativagdo celular cronica, principalmente de monécitos, delineando um grupo

distinto de pacientes com ICV.

FERRER et al. (1995) observaram que células-T CD4*CD45RO de pacientes
com ICV, proliferam quando estimuladas pelo mitégeno “pokeweed” (PWM) na presenca

de monécitos autdlogos, sugerindo que os monécitos desses pacientes ndo exercem nenhum

.....

Estudos realizados por EIBL et al. (1982) demonstraram nos portadores desta
imunodeficiéncia defeitos na fungdo de macréfagos e na sua interagio com células-T, e
conseqliente redugdo e/ou auséncia na produgdo e/ou secregdo de imunoglobulinas. Outros
autores demonstraram resposta proliferativa de monécitos comprometida, reducdo na
produgéo de IL-2 e IL-4 ¢ aumento de interleucina 10 (IL-10) (Di RENZO et al., 1997;
ZHOU et al., 1998).

Recentemente, THON et al. (1997) demonstraram normalidade na capacidade

apresentadora de antigenos de mondcitos e células-B em pacientes com ICV.

Espécies reativas do oxigénio estdo envolvidas na ativagdo de células-T e na
defesa contra microorganismos. O desbalanco na producdo dessas espécies reativas do
oxigénio podem contribuir para um aumento na susceptibilidade ao cancer e as infecgdes
nas imunodeficiéncias humorais graves (REICHENBACH et al., 2000). Os pacientes com
ICV estdo expostos a um alto grau de “stress” oxidativo devido as infecgdes recorrentes e
por apresentarem os linfocitos em constante estado de ativacdo (NORTH et al., 1991;
AUKRUST, MULLER, FROLAND, 1994).

A ligagdo do CD40 ligante (CD40L, gp39), presente em linfocitos TCD4+
ativados, ao CD40 na superficie de células-B, é fundamental na indugio da proliferacio e

diferenciagdo de células-B e “switching” de isotipos. Recentemente foi demonstrada a
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importancia da sinalizagdo via CD40, através de estudos com anticorpos monoclonais anti-
CD40 em sinergismo com a IL-4 induzindo a proliferaco de células-B e secredo de IgE e
em sinergismo com a IL-10 induzindo a produgdo de IgA, IgG e IgM pelas células-B
(FARRINGTON et al., 1994; OLIVA et al,, 1997).

Cerca de 40% dos pacientes com ICV tém a expressdo funcional do CD40L
significantemente menor, quando comparada ao individuo normal (OLIVA et al, 1997).
Isto sugere que a sinalizagio ineficiente, via CD40, pode ser responsavel, em parte, pela
falta de diferenciagdo de células-B (FARRINGTON et al., 1994; BRUGNONI et al., 1996).

A apoptose, mediada por CD95 nas células B ativadas, contribui para a
regulacio da resposta humoral. A expressio de CD95, membro da super familia do
receptor do fator de necrose tumoral, que induz apoptose, estd aumentada na linhagem de
células-B de pacientes com ICV, e esse aumento da apoptose de células B periféricas
parece estar envolvido na deplecdo dessas células na ICV. Contudo, a molécula CD38, cuja
expressdo pode prevenir apoptose, mostra-se reduzida nesses pacientes (GUO & SAXON,
1995). Estudos realizados por IGLESIAS et al. (1999), demonstraram um aumento da
apoptose espontinea e expressio do CD95 nas subpopulagdes de células CD4" e
CD4"CD45RA™ em pacientes linfopénicos com ICV .

A predisposigio genética nesta imunodeficiéncia foi evidenciada em parentes
de primeiro grau que apresentavam maior incidéncia de deficiéncia de IgA, desordens
autoimunes, auto anticorpos (inclusive anticorpos anti-linfocitos) e malignidades, sugerindo
ampla desregulagdo imune (WHO,1997). A ICV, por ser um grupo heterogéneo de doengas,
apresenta padrdes de heranga dos tipos autossémica recessiva, autossdmica dominante €
ligada a0 X (WHO,1997). SCHAFFER et al. (1989), observaram uma influéncia genética
na patogénese da ICV e sugeriram que gene ou genes susceptiveis para ICV e deficiéncia
de IgA estariam localizados no complexo de histocompatibilidade principal classe III, entre
os genes C4B e C2 (ASHMAN et al., 1992).

Pacientes com ICV tém infecgdes bacterianas recorrentes nos tratos respiratorio
e gastrointestinal. O espectro de patogenos bacterianos mais comuns nas infec¢cdes como

sinusite, otite média, bronquite e pneumonia s3o o Streptococcus pneumonige € O
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Hemophilus influenzae (STROBER et al., 1993). No pulmio, o espectro é amplo e inclui, o
Staphylococcus aureus e a Pseudomonas aeruginosa. Na falta de diagnéstico e tratamento
precoces, a infec¢do pode evoluir para bronquiectasia (SWEINBERG et al., 1991; OCHS &
WINKELSTEIN, 1996). As infecgdes entéricas sdo causadas principalmente por
Salmonella, Shiguella e Campylobacter sp (OCHS & WINKELSTEIN, 1996).

As infec¢bes por micobactérias, Prneumocystis carinii e fungos sdo raras, e as
infec¢des por Herpes zoster ocorrem em um quinto dos pacientes e Herpes simples em um
pequeno numero deles (STROBER et al., 1993). Septicemia e infec¢des recorrentes da pele,

trato urinario, articulagdes e sistema nervoso central sdo menos freqiientes.

O trato gastrointestinal € o maior tecido linfoide do organismo €, nos
individuos com ICV, se observa a expressdo deste fato na elevada prevaléncia de doengas
inflamatorias, infecciosas e malignas, devido a auséncia de imunoregulagéo local (LAI
PING SO & MAYER, 1997). Defeitos da imunidade celular parecem predispor a doenga
celiaca "like", anemia perniciosa, giardiase, hiperplasia nodular linféide e doenga
inflamatéria intestinal (LAI PING SO & MAYER, 1997).

Neoplasias, especialmente adenocarcinoma do estémago ¢ linfoma intestinal,
ocorrem com maior freqiiéncia nestes pacientes. A carcinogénese gastrica parece resultar
da interagio entre fatores ambientais (ex: Helicobacter pylori) e predisposi¢do genética
(AMENT et al., 1973; HERMASZEWSKI & WEBSTER, 1993; STROBER et al., 1993:
WHO, 1997; ALONSO et al., 1999; ZULLO et al., 1999).

Os fenémenos autoimunes s3o mais freqiientes em pacientes com ICV, do que
na populagdo geral (GOOD, 1976; OCHS & WINKELSTEIN, 1996). Aproximadamente
20% dos pacientes irdo desenvolver uma ou mais doengas autoimunes, sendo a anemia
hemolitica e a parpura trombocitopénica as mais freqiientes (STROBER et al., 1993). A
disfungo de linfocitos T parece predispor a auto-imunidade (FRIEDMAN et al., 1977).

Outras desordens autoimunes podem se manifestar, incluindo: anemia
perniciosa, neutropenia, endocrinopatias, artrite reumatdide, lupus eritematoso sistémico e
dermatomiosite (CONLEY, PARK, DOUGLAS, 1986; WHO, 1997). H4 uma maior
freqiiéncia de desordens autoimunes similares entre os parentes de primeiro grau (GOOD,
1976).
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Aproximadamente 30% dos individuos que tém um defeito no desenvolvimento
das células-B, podem desenvolver linfadenopatia difusa e esplenomegalia, algumas vezes
sugestiva de malignidade (STROBER et al., 1993; CUNNINGHAM et al, 1987;
WHO,1997).

O tratamento da ICV consiste na terapia de reposi¢do de anticorpos de classe
IgG, terapia de suporte profilatico nutricional, ambiental, das doengas infecciosas e das
complica¢des. Por meio destas medidas se tem melhorado muito a qualidade de vida e o
prognéstico desses pacientes (BORISOVA et al., 1998), através da redugio na incidéncia e
gravidade das infecgdes, assim como, um beneficio social e econdmico, pela redugédo das
faltas a escola e ao trabalho e do niumero de hospitaliza¢des, sem entretanto, modificar o
indice de mortalidade (SMITH & SKELTON, 2001). Para avaliarmos a eficiéncia da
reposi¢cdo de imunoglobulina na evolugdo desta imunodeficiéncia € necessario um tempo
maior de observagdo, para podermos relatar o real efeito protetor dessa terapéutica (OCHS
& WINKELSTEIN, 1996).

Estratégias terapéuticas com o uso a longo prazo do acido 13-cis retindico
parecem determinar uma melhora da imunidade humoral, promovendo matura¢do e
diferenciacdo in vivo de células B (SAXON et al., 1993). Porém, estudos mais recentes ndo
tém demonstrado melhora no curso clinico dos pacientes com ICV (OCHS &
WINKELSTEIN, 1996).

O uso de IL-2 conjugada com polietileno glicol determina um aumento
significante da produgéo e secrec¢do in vitro de imunoglobulinas, de IL-2 € na produgéo de
anticorpos séricos (CUNNINGHAM et al., 1994; OCHS & WINKELSTEIN, 1996). Este
tratamento por tempo prolongado determinou melhora da fungdo imune celular em resposta
a mitdgenos e antigenos, com aumento da proliferagdo de células-T, da secrec¢do de IL-2,
IL-6 , do fator de diferenciagdo de células-B, do nivel sérico de imunoglobulinas e da
produgdo de anticorpos para polissacérides de pneumococos, toxdide tetdnico e diftérico
(OCHS & WINKELSTEIN, 1996). Em estudos recentes, o uso da IL-2 humana associada a
gamaglobulina intravenosa contribuiu para redugdo significativa das infecgdes graves,
mostrando-se ineficaz no aumento da sintese espontdnea de IgG in vivo (RUMP et al.,
1997).
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AUKRUST et al. (2000) ao analisarem um grupo de pacientes com ICV,
observaram que a maioria desses individuos apresentavam reducdo dos niveis séricos de
vitamina A, fato este, associado ao aumento de infecgdes bacterianas cronicas,
esplenomegalia e altos niveis de neopterina. E sugerem que a suplementagdo de vitamina A
nesses pacientes possa determinar um aumento da sintese de imunoglobulinas e modulagio

da resposta inflamatéria.

As causas de morte prematura de pacientes com ICV incluem doenga pulmonar
cronica com ou sem corpulmonale, faléncia hepatica devida a hepatite viral, seqiielas de

gastroenterite cronica e malignidade, incluindo carcinoma e linfoma.

Quatro décadas ja se passaram desde a primeira descrigdo da ICV e, apesar do
grande esforco da comunidade cientifica, continua o pouco entendimento sobre as
diferentes formas de apresentagdo nos pacientes da mesma familia e em tempos variados,
no mesmo paciente, com extraordinaria constelagio de doenga autoimune, malignidade e
infecgdes. E bastante atual a reflexio de que: “ parece sem questdo, que outras andlises
poderdo separar varias ou mesmo muitas formas diferentes de imunodeficiéncia deste
grupo. Quando as vérias formas se tornarem suficientemente bem definidas, elas poderdo
ser removidas da “cesta de basquete” e receber a sua propria defini¢do, em termos

enzimaticos e genéticos” (Fudenberg et al., 1971).
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Devido ao fato da Imunodeficiéncia Comum Varidvel ser uma sindrome com
manifestagbes clinicas e laboratoriais heterogéneas e¢ com fisiopatologia ainda ndo

totalmente esclarecida, propusemo-nos a:

A - Descrever os casos de pacientes em seguimento no Ambulatério de
Imunodeficiéncias Primarias do Servico de Imunologia, Alergia e Pneumologia do
Departamento de Pediatria da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de

Campinas;
B — Avaliar:

v’ no sangue periférico a fenotipagem de células-T (CD3", CD4",CD8",
células-B (CD19") e células NK (CD16" e CD56"); a fungio dos fagécitos,
in vitro, quanto a quimiotaxia, fagocitose vias Fc, CR1 e CR3 e atividade da
NADPH-oxidase; as classes e sub classes de imunoglobulinas;

v o trato gastrointestinal através da realizagdo de: teste de absorgdo da
D-xilose, dosagem de alfa 1 antitripsina fecal, teste de tolerancia a lactose,
balango de gordura fecal, protoparasitolégico e pesquisa de coccidios e

micobactérias nas fezes.
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3. CALSZUI'STICA E
METODOS
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3.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
3.1.1. Modelo do Estudo

- Estudo do tipo descritivo.

3.1.2. Selecio de Participantes
3.1.2.1. Grupo de Pacientes

Foram estudados 17 pacientes, portadores de imunodeficiéncia comum
varidvel, em acompanhamento no Ambulatério de Imunologia, Alergia € Pneumologia
Pediatrica do Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, no
periodo de margo de 1998 a margo de 2001.

O grupo foi constituido por 3 pacientes do sexo feminino ¢ 14 do masculino,
com idades variando de 5 a 38 anos. No periodo do estudo, 14 pacientes faziam reposi¢ao
de imunoglobulina intravenosa (IV). Esses individuos foram acompanhados de acordo com
um protocolo clinico e laboratorial. As coletas de dados para o preenchimento do protocolo,
foram obtidas através de informacgbes fornecidas pelos pacientes ou seus responsaveis
durante as consultas ambulatoriais e complementadas pelos dados existentes nos
prontusrios dos pacientes. O exame antropométrico foi realizado no inicio do estudo e
repetido nas consultas ambulatoriais de rotina, através das medidas da altura e peso. O
grafico de controle da evolugdo pdndero-estatural utilizado foi do National Center for
Health Statistics (NCHS).

Critérios de Inclusio

Foram incluidos os individuos que preencheram os seguintes critérios (WHO,

1997):

v Redugdo de IgG, IgA e/ou IgM séricas em dois ou mais desvios padrdes da
média normal para a idade;

v exclusio de outras causas conhecidas de defeito imune humoral.
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Tabela 1: Caracteristicas dos pacientes com ICV

Pacientes género Idade de inicio das Idade ao Manifestacdo inicial
sanifestacbes diagnostico

1. M 2 anos 7 anos infecgdes de repeticdo
2. M 4 anos 11 anos PTI

3 M 3 anos 13 anos infecgdes de repeticdo
4, M 1 ano 6 anos infecgdes de repeticdo
5 M 3 anos 14 anos infecgdes de repeti¢do
6. M 3 anos 27 anos diarréia crénica

7. M 4 anos 7 anos infecgdes de repetigdo
8. M 2 anos 9 anos infecges de repeticdo
9. F 3 anos 8 anos infecges de repeticdo
10. P 1 ano 3 anos infecgdes de repeticdo
11 M 1 ano 6 anos infecgoes de repetigdo
12. M 1 ano 2 anos infecgdes de repetigio
13. M 1 ano 10 anos infecgdes de repeticdo
14, M 2 ano 2 anos diarréia cronica
15: M 2 ano 12 anos infecgdes de repeticdo
16. F 2 anos 4 anos infecgdes de repeti¢do
17. M 3 anos 19 anos infecgbes de repeticdo
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Tabela 2: Tipos de Manifestagdes Clinicas dos Pacientes Estudados

Pacientes Infecgdes Gastrointestinais Autoimunes Linfoproliferativas
1 + + + +
2 + + + -
3 + + - +
4 + + + -
5 + = = -
6 + + - +
7 22 - - E
8 + + - :
9 + - = -
10. + - 5 -
11. + + - +
12 £ = _ -
13. + - ¢ ”
14. + + + +
15 + - + -
16. + - - =
17: + = @ -
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3.1.2.2. Grupo Controle

Para avaliagdo dos resultados de quimiotaxia e fagocitose, utilizou-se o padrdo
de normalidade do Laboratério de Imunologia Pediétrica, construido a partir dos resultados
de desempenho de migragdo e fagocitose avaliados em 28 individuos saudaveis (VILELA
et al.,1985).

Na dosagem de imunoglobulinas séricas (IgM, IgG e IgA) utilizou-se o soro
padrao Vigil-PRx™ (Beckman Instruments, Inc., Fullerton, CA, USA) obtido de plasma
humano fresco congelado, desfibrinado e estabilizado em etilenoglicol.

Como controles para a quantiﬁcaqz’io das subclasses de IgG, subpopulagdes
linfocitarias e células “Natural Killer” (NK) foram utilizados sangue de voluntarios sadios

pareados por sexo e idade com os pacientes.

Como controles para o estudo da atividlade da NADPH oxidase foram
utilizados sangue periférico de voluntarios sadios ndo pareados por sexo € idade com os

pacientes.

3.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.2.1. Coleta de Amostras de Sangue

As coletas de sangue foram realizadas no periodo da manhé, no dia ou uma
semana antes da infusio de imunoglobulina intravenosa (IV), estando o paciente em jejum

e clinicamente estavel.

As amostras de sangue foram obtidas por pungio venosa periférica, em tubos
contendo como anti-coagulante EDTA para a avaliagdo fenotipica dos linfocitos e células
NK por citometria de fluxo e heparina para a avaliagio da quimiotaxia, fagocitose e
produgdo de dnion superoxido e tubo seco para a dosagem sérica das imunoglobulinas e
subclasses de IgG.
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O presente protocolo obedece a resolugdo numero 196/96 do Conselho
Nacional de Saude, tendo sido redigido um termo de consentimento livre e esclarecido de
acordo com as normas da Comissio de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Unicamp, solicitando aos pais ou responsaveis, a assinatura do termo. O projeto
de pesquisa foi submetido a avaliagio do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Ciéncias Médicas da Unicamp, e aprovado.

3.3. METODOLOGIA LABORATORIAL DO PROTOCOLO DE PESQUISA

3.3.1. Hemograma

Os valores hematologicos basicos foram determinados pela realizagdo de
hemograma completo, por sistema automatizado de leitura Optica e de variagcdo de
impedéncia. A analise do esfregago foi realizada por microscopia 6ptica. Os hemogramas
foram realizados no Setor de Hematologia do Laboratério de Patologia Clinica do Hospital
das Clinicas da Unicamp.

3.3.2. Subpopulagdes de Linfécitos T (CD3*, CD4", CD8"), Linfocitos B (CD 19
e Células NK (CD16/56")

A avaliagdo das moléculas de superficie dos linfocitos T, B e células NK foi
realizada no sangue total de 17 pacientes com ICV pareados por sexo e idade com controles
normais, testados simultaneamente, por citometria de fluxo no Laboratério de Marcadores
Celulares do Centro de Hematologia e Hemoterapia da Unicamp. Foi utilizado um
citometro FACSCalibur® (Becton Dickinson), com o emprego de anticorpos monoclonais.
As amostras foram analisadas com o auxilio do programa CellQuest™ (Becton Dickinson
Immunocytometry System, San Jose, California, USA, 1994)(TESTI, et al., 1994; MAINO,
SUNI, RUITENBERG, 1995).
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Descri¢ao do Ensaio

Colocou-se 100ul de sangue periférico total em um tubo de poliestireno, para a
preparacdo de uma suspensdo de 7 x 10° leucécitos/ml. Incubou-se a preparagdo celular
com 10 pl do anticorpo monoclonal marcado com FITC ou PE por 30 minutos, protegido
da luz e em temperatura ambiente. As hemécias foram lisadas através da adi¢do de 2 ml da
solu¢do lisante FACS (Becton Dickinson). Posteriormente, centrifugou-se e lavou-se 2
vezes com solugdo tampdo PBS, que contem 2% de albumina bovina e 0,1% de azida
sodica, com pH 7,4. Em seguida, ressuspendeu-se novamente em Iml de PBS. Para
avaliagdo dos marcadores de superficie das células T, B e NK, utilizou-se os anticorpos
monoclonais CD3-FITC, CD3-FITC/CD4-PE, CD3-FITC/CD8-PE, CD19/PE e CD16+56
PE (Becton-Dickinson Immunocytometry System, San Jose, California, USA). Realizou-se
a leitura no citémetro de fluxo, onde o laser capta a fluorescéncia da reagdo do anticorpo
monoclonal com as moléculas de superficie da célula, identificando o tamanho e a
granularidade das células marcadas.

3.3.3. Imunoglobulinas Séricas (IgM, IgG e IgA)

A determinacdo dos niveis séricos de IgM, IgG e IgA, foi efetuada por dois

métodos diferentes, respectivamente:

Turbidimetria: método utilizado entre 16/11/95 e 24/01/96. O método de
turbidimetria mede a redug@o na transmisséo da luz causada por formagdo de particulas, e
quantifica a luz residual transmitida (PESCE, FRINGS. GAULDIE., 1996). A leitura foi
realizada em um aparelho Turbitimer® (Behring Diagnéstica, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Nefelometria: método utilizado a partir de 22/05/96. O método de nefelometria
mede a quantidade de luz dispersa por particulas em suspensdo, em uma variedade de
angulos (PESCE, FRINGS, GAULDIE., 1996). A leitura foi realizada em um sistema
Array® 360 (Beckman Instruments, Brea, CA, EUA).
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3.3.4. Subclasses de IgG (SC IgG)

A determinacgio das SClIgG (I1gG1, IgG2, 1gG3 e IgG4) foi realizada no soro de
17 pacientes com ICV pareados por sexo e idade com controles normais, testados
simultaneamente, através de nefelometria. A leitura foi realizada em um sistema Array®
360 (Beckman Instruments, Brea,CA, EUA), e os kits utilizados foram da marca The
Binding Site (Birminghan, Inglaterra).

3.3.5. Func¢do Fagocitaria de Monécitos

O estudo da funcdo fagocitaria de mondcitos foi realizado no soro de 17
pacientes com ICV ndo pareados por sexo e idade com controles normais. A metodologia
do ensaio segue protocolos estabelecidos por TERRITO & CLINE, 1976; MASUDA, 1977,
VanFURTH, VanZWET, LEIJH, 1978, modificados por VILELA, 1985.

Descri¢iao do Ensaio
3.3.5.1. Obtengdo de Leucécitos Mononucleares

O sangue total, imediatamente ap6s coleta em tubo heparinizado
(aproximadamente 100 U de heparina por ml de sangue), foi deixado sedimentar em
temperatura ambiente por 1 hora. O plasma rico em leucécitos, juntamente com a por¢do
superior da coluna de hemécias, foram centrifugados por 15 minutos a 1500 rpm, em
seguida, suspensos em 2 ml de solugdo salina balanceada de Hanks (HBSS). Essa
suspensio foi colocada sobre um gradiente de Ficoll-Hypaque, densidade 1.076 (BOYUM,
1968), ¢ centrifigada por 30 minutos a 1500 rpm (para separagdo de leucocitos
mononucleares). Os anéis celulares contendo os leucécitos mononucleares foram
cuidadosamente removidos do gradiente e lavados trés vezes com solugdo de Hanks
aquecida a 37°C. Em seguida, foram suspensos em solugdo de Hanks e ajustada a

concentragdo para 1x 10° células/ml.
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3.3.5.2. Fagocitose de Eritrocitos de Carneiro (E) Incubados com Anticorpo

de Coelho Anti-Eritrocitos de Carneiro (EA)

Eritrocitos de carneiro (E) conservados por, no maximo, uma semana a 4°C em
solucdo de Alsever estéril, foram lavados trés vezes em solu¢do de Hanks e em seguida
tiveram sua concentracdo ajustada a 5% na mesma solug@o. A suspensdo celular foi entdo
incubada por 30 minutos a 37°C com igual volume de anticorpos de coelho anti-eritrocitos
de carneiro (EA) numa diluicdo de 1:400. Apds este periodo de incubagdo, os eritrocitos
foram lavados trés vezes em solugdo de Hanks e ajustada a concentragdo para 0,5%.

3.3.5.3. Fagocitose de Particulas de Zimosan Incubadas Previamente com

Soro Humano

As particulas de zimosan, apds serem lavadas trés vezes em solugdo de Hanks,
foram ressuspensas na mesma solu¢do contendo 10% de soro humano fresco (“pool” de
voluntarios adultos normais, conservado a - 70°C, e soro do paciente), numa

concentragdo de 1x10” particulas/ml.

3.3.5.4. Ensaio Fagocitario para EA e Zimosan

Um mililitro da suspensio contendo 1x10° leucécitos mononucleares de
pacientes ou de controles foram incubados no interior de tubos de LEIGHTON, contendo
uma laminula de vidro, previamente desengordurada e seca, por 30 minutos, a 37°C, em

atmosfera imida, com 5% de CO2, para que os mondcitos pudessem aderir a laminula.

Apoés este periodo de incubagfo, os tubos foram lavados trés vezes com
agitacdo vigorosa, em solugdo de Hanks a temperatura ambiente, para a remo¢do dos
linfécitos que nio aderiram a laminula.
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Em seguida, os monécitos aderentes a laminula foram incubados por mais 30
minutos nas mesmas condi¢des anteriores, na presen¢a de uma suspenséo de eritrocitos de
cameiro previamente opsonizados com anticorpo de coelho anti-eritrocitos de carneiro a
serem fagocitados, para investigacdo dos receptores para Fc de IgG ou com uma suspensio
de particulas de zimosan incubadas previamente com soro controle € do paciente para
verificagdo da fagocitose mediada via receptores para a fragdo C3 do complemento. O
zimosan foi opsonizado pelos componentes C3b e C3bi, que atuam como ligantes nos
receptores de complemento tipo I (CR1) e tipo 3 (CR3) expressos na membrana dos

monocitos.

A fagocitose espontdnea foi verificada utilizando-se uma suspensio de
particulas de zimosan nio-opsonizadas, incubadas por 30 minutos a 37°C apenas com
solugdo de Hanks.

Foi utilizado para o ensaio fagocitario o seguinte esquema:

* Fagocitose de Eritrocitos de Carneiro:

v" Mondcitos de paciente incubados com EA.

* Fagocitose de Zimosan:

v" Mondcitos de paciente + Zimosan incubado com soro normal;

v" Monécitos de paciente + Zimosan incubado com soro de paciente;

v" Mondcitos de paciente + Zimosan incubado com meio de Hanks.

Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

3.3.5.5. Colorag¢io e leitura

Ap6s os 30 minutos de incubag@o, as laminulas foram lavadas trés vezes com
solu¢do de Hanks, a temperatura ambiente, para a remogdo das particulas que ndo foram
fagocitadas. Em seguida, as laminulas foram retiradas do interior de tubos de LEIGHTON e
colocadas em um suporte para laminulas. Para os experimentos com EA, procedeu-se a
fixacdo com o alcool metilico e coloragdo pela hematoxilina-eosina. Para as laminulas

previamente incubadas com zimosan, utilizou-se o corante de MAY-GRUNWALD.
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Apos a coloragdio, as laminulas foram deixadas secar, € a seguir, montadas

entre lamina e laminula, com auxilio de resina Entellan®.

A leitura foi realizada em microscépio Optico com objetiva de imersdo em
aumento de 1.000 vezes, contando-se 200 a 400 mondcitos em cada ldmina, identificando-
se as células que haviam fagocitado as particula. Os resultados foram expressos em Indice
Fagocitario que corresponde a porcentagem de células que fagocitaram em relagdo ao
nimero total de mondcitos identificados e Capacidade Fagocitdria que corresponde ao
numero total de particulas fagocitadas por 100 mondcitos.

3.3.6. Estudo da Migragio Celular (Quimiotaxia)
3.3.6.1. Obtenc¢do do Fator Quimiotatico

Como fator quimiotatico foi utilizado “pool” de soro de adultos normais e do
paciente, incubados isoladamente por 30 minutos, a 37°C, com um lipopolissacéride (LPS)
da bactéria Echerichia coli cepa 026:B6, dissolvido em solugdo de Hanks aquecida a 37°
C, numa concentracdo de 50 pg/ml. Foram utilizados 10% de soro, na dilui¢do final, para a

geragdo de fator quimiotatico de células mononucleares.

3.3.6.2. Ensaio Quimiotatico

O método utilizado constitui uma adaptagdo da técnica descrita por BOYDEN
JR, 1962. No compartimento superior da cdmara de Boyden colocou-se 500 pl da
suspensdo de células mononucleares (2X10° células/ml) e no compartimento inferior 200 ul
do fator quimiotético, sendo os dois compartimentos separados entre si por uma membrana
de filtro de éster de celulose (milipore), de porosidade pré-determinada (poros de 8 micra
para estudo de quimiotaxia de mondcitos), através da qual as células vao migrar. Como
controle para avaliagio da migragdo espontdnea, colocou-se na parte inferior da camara,

meio de Hanks no lugar do soro ativado.
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As camaras ficaram incubadas por 2 horas a 37° C, em atmosfera imida, com
5% de CO,. Apés este periodo, os filtros foram removidos, fixados em etanol absoluto,
corados com hematoxilina de Harris, desidratados pela passagem em concentragdo
gradativamente crescente de alcool etilico, diafanizados em xilol ¢ finalmente montados
entre lamina e laminula com auxilio de balsamo do Canada .

Foram realizadas, em duplicata, as seguintes combinagdes:
v’ Fagécitos do paciente + soro de normal com LPS;

v Fagécitos do paciente + soro de paciente com LPS;

v’ Fagbcitos do controle + soro de normal com LPS;

v’ Fagocitos do controle + soro de paciente com LPS;

v Fagdcitos do paciente + solu¢io de Hanks;

v Fagdcitos do controle + solugdo de Hanks.

3.3.6.3. Leitura

Para a realizacdo da leitura, utilizou-se a objetiva do microscopio 40X

(aumento de 400 vezes) e o ajuste fino do micrometro.

Através da variagdo observada no micrometro, mediu-se a distancia percorrida
pelas células, indo da camada de células que ficou mais proxima do compartimento
superior da camara de BOYDEN, predominantemente linfocitaria, at€é o campo inferior
onde pelo menos trés células foram visualizadas. O resultado, expresso em micra, foi dado
pela média de 20 leituras realizadas para cada membrana de filtro usada para as células

mononucleares.
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3.3.7. Atividade do Sistema NADPH oxidase

A quantificagdo do anion superdxido liberado pelas células mononucleares e
polimorfonucleares foi realizada de acordo com a técnica de COHEN & CHOVANIC,
1978, adaptada do método originalmente descrito por MCCORD & FRIDOVICH, 1969.

As suspensdes de células mononucleares e polimorfonucleares foram incubadas
com forbol miristato acetato (PMA - 30 nM), na presen¢a de citocromo ¢ (50 nM), durante
1 hora. A liberag@o espontanea de anion super6xido foi avaliada usando-se meio de Hanks,
ao invés de PMA. Metade dos tubos continham superoxido dismutase (SOD - 60 U/ml) no
inicio da reagdo, e foram controle para a redugéo inespecifica do citocromo c¢. Em seguida,
adicionou-se SOD (60 U/ml) aos que nio o continham. Apés centrifugar os tubos foi
medida a absorbéncia de seus sobrenadantes a 550 nm. A quantidade de &nion superéxido
liberado foi calculada, aplicando-se o coeficiente de extingdo de 21.100 M! em?. Os
resultados (nM de superdxido / 10° células/tempo de incubagdo) foram expressos pela
diferencga de absorbancia dos tubos contendo SOD ou ndo.

3.3.8. Protoparasitologico

Foram utilizadas as técnicas:

3.3.8.1. Flutuacio Simples: Técnica de Willis

Colocou-se aproximadamente 1 a 2 g de fezes em um copo descartavel com 13
ml de solug@o salina saturada, densidade 1,20 g/ml. Encheu-se um vidro de penicilina limpo
com o liquido contendo as fezes dissolvidas, sem deixar cair grumos grandes, até a borda
do vidro. Cobriu-se com uma laminula. Deixou-se em contato com o menisco durante 10
minutos, nio deixando formar bolhas de ar. Passados 10 minutos, removeu-se a laminula e
assentou-se-a em um lamina sem deixar escorrer ou pingar o sedimento que se aderiu a

laminula.
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3.3.8.2. Sedimentagdo Simples

Colocou-se 3 a 4 g de fezes em um copo descartavel, com 20 ml de 4gua,
emulsionou-se muito bem, coou-se a suspensdo de fezes em gaze com tela plastica em um
copo de sedimento com capacidade para 250 ml. O volume foi completado para 200 ml,
ficando em repouso por no minimo 60 minutos. O sedimento foi colhido com pipeta,
colocando-o entre limina e laminula, colorindo com lugol e examinando-se em

MiCroscopio.

3.3.8.3. Centrifugo-sedimentagio: Técnica de Ritchie

Colocou-se 5 g de fezes em um tubo e misturou-se com 10 ml de formol a 10%
até a dissolugdo completa. A suspensdo foi coada em funil proprio, em tubo de
centrifugagdo para 15 ml; colocou-se 3 ml de éter ou acetato de etila e 1 gota de detergente.
Tampou-se o tubo € agitou-se bem. Foi centrifugado por 2 minutos a 1500 rpm, desprezado
o sobrenadante, ressuspenso o sedimento, colocado 10 ml de agua destilada. O sedimento
foi colhido com pipeta, colocadas 2 gotas do material entre l4mina e laminula, colorido com
lugol e examinado em microscépio.

3.3.8.4. Extracéio de larvas: método de Rugai

Colocou-se em um copo de sedimentagdo aproximadamente 70 a 100 ml de
dgua aquecida a 40-45°C. As fezes foram colocadas na tampa de um pote coletor, cobertas
com gaze e emborcadas no copo de sedimentagdo, de modo que o liquido alcangasse toda a
extensdo da abertura do recipiente. Deixou-se em repouso por 60 minutos. Colocou-se o
sedimento no fundo do copo cdnico, com pipeta capilar longa e examinou-se o sedimento

no microscopio.
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3.3.8.5. Contagem de ovos: técnica de Kato-Katz

Colocou-se um pouco de fezes sobre o papel absorvente, comprimindo-se a
tela de metal sobre as fezes e raspando-a com o palito. Encheu-se o orificio do cartdo sobre
uma lamina, retirou-se o cartdo com cuidado, deixando o botdo de fezes. Cobriu-se com
celofane, invertendo a lamina sobre o papel absorvente e apertando o botdo de fezes para

espalhar. Deixou-se em repouso por 30 minutos € examinou-se a amostra no Mmicroscopio.

Calculo: para obtermos o numero de ovos por grama de fezes, € necessério

contar os ovos e multiplicar por 24.

3.3.8.6. Colora¢ao Permanente para Protozoarios: Amebas

Emulsionou-se 2 g de fezes em solugdo de Schaudinn em volume 2 vezes maior
que as fezes. Diluiu-se bem. Encaixou-se a laminula no entalhe feito em um suporte de
borracha com a finalidade de facilitar a manipulagdo. Fez-se o esfregaco em uma laminula
e fixou-se com soro. Esperou secar e colocou na solu¢do de Schaudinn, com o esfregaco

para baixo por 15 minutos.

3.3.8.7. Pesquisa de Coccidios: Cryptosporidium sp, Isospora e Cyclospora

Técnica de Ziehl-Neelsen modificada

Diluiu-se um pouco de fezes com &gua, filtrou-se em tubo de centrifuga e
lavou-se o sedimento 3 vezes. Confeccionou-se o esfregaco em ldmina e esperou secar.
Fixou-se com metanol a 96% por 2 a 3 minutos, lavou-se em agua, deixando escorrer e
colocou-se fucsina fenicada por 20 minutos. Lavou-se em agua, deixando escorrer,
gotejou-se acido sulfirico a 2% para diferenciar. Lavou-se em dgua, corou-se com verde
malaquita a 5% por 5 minutos. Lavou-se com agua, secou-se e realizou-se a leitura ao

microscopio.
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Exame Direto a Fresco

Colocou-se 1 ou 2 gotas de solugdo salina 0,85% na extremidade de uma
lamina de microscopia e 1 gota de solugdo de iodo na outra extremidade. Removeu-se uma
pequena porgdo de fezes do recipiente e emulsificou-se na salina, cobrindo a preparagio
com uma laminula.

3.3.9. Balanco de Gordura Fecal

Para essa dosagem os pacientes submeteram-se a um regime contendo no
maximo 100 g diarias de gordura, durante 3 dias antes de se fazer o balango, seguido de um
periodo de 4 dias de coleta de fezes, ainda sob regime, armazenando em geladeira o
material coletado. Apos o 4° dia, todo o material foi homogeneizado, retirando-se do

mesmo a quantidade necesséria para a dosagem.

Foi realizado a dosagem das gorduras totais, dos 4cidos graxos e das gorduras
neutras.

Dosagem das Gorduras Totais

Cerca de 5g de fezes foram pesadas em um Erlenmeyer. Apdés adi¢do de 10ml
do KOH a 33% e 40ml do etanol contendo 0,4% de dlcool amilico, a mistura foi colocada
em eboli¢do por 20 minutos sob a¢do de um condensador de fluxo, deixando a seguir esfriar
completamente. Adicionou-se 17 ml de HCl a 25%, usando-se cilindro graduado, e em
seguida a mistura esfriou totalmente. Adicionou-se 50 ml de éter de petréleo e o frasco foi
fechado com uma rolha de borracha e vigorosamente agitado por 1 minuto. Apos
completada a separag@o, foram transferidos 25 ml do éter de petréleo para um pequeno
Erlenmeyer, usando-se pipeta de pressdo. Apos adicdo de um pedacinho de papel de filtro,
o éter de petréleo foi evaporado e 10 ml de etanol 96% neutro foram adicionados. Os
acidos graxos foram titulados com NaOH 0,1 com uma microbureta, com azul de timol

como indicador, até que a cor amarela muda-se para verde claro.
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Calculo : A X284 X 1.04 X2 X 100=5.907 A = 4cidos graxos em mg% de fezes.
10.000 Q Q

A : ml de alcali 0,1 N usados na titulagéo.
Q: grama de fezes usadas para analise.

284 : peso molecular para os acidos graxos .
1,04: fator de corre¢éo

Dosagem dos Acidos Graxos e das Gorduras Neutras

Cerca de 5 g de fezes foram pesadas em um cilindro graduado. Apés adigdo de
22 ml de solugdo de HCI contendo NaCl e alguns grdos de pedra pome, a mistura foi
fervida por 1 minuto sob condensador de refluxo. O tubo foi entdo inteiramente esfriado.
Foram adicionados 40 ml de etanol 96% contendo 0,4% de alcool amilico, por meio de um
cilindro graduado, e 50 ml de éter de petréleo por meio de uma pipeta. Em seguida, o tubo

foi fechado com uma tampa de vidro e vigorosamente agitado por 1 minuto.

Quando a separagdo foi completada, 25 ml do éter de petréleo colocado foram
transferidos para um Erlenmeyer de 100 ml com o auxilio de uma pipeta de pressdo. Apos
adicdo de um pedago de papel de filtro, o éter de petréleo foi evaporado; 2 ml de etanol
neutro foram adicionados e os é4cidos graxos livres foram titulados com KOH isobutyl
alcodlico 0,1 N de uma microbureta, com azul de timol como indicador, até que o amarelo
comegasse a mudar. Apos a adi¢do de 10 ml de KOH isobutyl alcodlico 0,1 N a solugdo foi
fervida brandamente por 15 minutos. O Erlenmeyer tinha uma rolha de vidro como um

condensador de refluxo.

A solugio quente foram adicionados 10 ml de etanol neutro, apés o qual, o
excesso de dlcali foi titulado imediatamente com 4cido cloridrico 0,1 N até que a cor azul

do indicador se tornasse amarela.
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Célculo: AX 284X 1,04 X2 X 100 =5.907 A = 4c. graxos em g por 100g de fezes
10.000 Q Q

(B-C) X297 X 1.01 X 2 X 100 =5.999 (B-C) = gordura neutra em g por 100g de fezes
10.000 Q Q

A : ml de alcali 0,1 usados na titulagio dos acidos graxos

B: ml de HCI 0,1 usados no “blank” de titulagio de 10ml de KOH isobutyl
alcodlico

C : mlde HCI0,] usados na titulagéo de gordura

Q : gramas de fezes usadas para anélise

297: peso molecular para as gorduras

1,01 : fator de corregio.

3.3.10. Teste de Absor¢io da D- xilose
3.3.10.1. Coleta para Xilosemia de 1 hora

O exame foi realizado pela manhi, com o paciente em jejum completo de 6
horas, inclusive de agua. Dissolveu-se 5 g de xilose completando para 100 ml de agua
destilada. O paciente tomou o volume em menos de 5 minutos. Anotou-se o horério e
exatamente 1 hora apds, coletou-se 2 ml de sangue em frasco com 6 mg de fluoreto de

sodio. A dosagem da xilosemia foi realizado em criangas com menos de 30 Kg.

Técnica

Colocou-se em 0,5ml do padréo, 0,5ml de 4gua destilada e 0,4 ml de sulfato de
zinco e hidréxido de sédio e nos 0,5 ml da amostra colocou-se 0,5ml de agua destilada e 0,4
ml de sulfato de zinco e hidréxido de sédio. Em 1 ml do blank acrescentou-se 1ml de agua

destilada e 0,4 ml de sulfato de zinco e hidréxido de sédio. Agitou-se e centrifugou-se por
10 minutos, 3.000 rpm.
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Em seguida, colocou-se 0,5 ml do sobrenadante ¢ 2,5 ml de p-bromo anilina no
blank, no padrio e na amostra. Agitou-se e colocou-se em banho-maria a 70°C por

10minutos. Ap6s deixou-se no escuro por 70 minutos. Lé-se em 510um.

Calculo : Absorbéancia da amostra X 25 = mg%
Absorbéncia do padréo

A concentragdo do padrio é 25mg%. E considera-se valor de normalidade os
superiores a 20mg%.

3.3.10.2. Coleta para Xilosiiria de 5 horas

A coleta foi realizada em jejum completo de 6 horas, inclusive de 4gua. Iniciou-
se 0 exame com a bexiga vazia. Dissolveu-se 5g de xilose completando para 100ml de agua
destilada, e foi dado para o paciente tomar o volume em menos de 5 minutos. Anotou-se 0
horario e colheu-se todas as micgdo durante 5 horas. Rotularam-se todos os frascos colhidos
por ordem. Durante o exame ofereceu-se ao paciente mais dgua filtrada para se obter pelo

menos 1000 ml de urina. O paciente permaneceu em jejum até o término do exame.
Técnica
Mediu-se cuidadosamente o volume urinario das 5 horas e anotou-se o volume,

fazendo diluigdes 1/100 e 1/50 em baldo volumétrico. Quando a leitura foi muito baixa, fez-
se diluicdes de 1/10 ou 1/25. Procedendo da mesma maneira que para 0 sangue.

Calculo : Absorbancia da amostra X 25 = C amostra
Absorbancia do padrao

C amostra X volume amostra = ... X dilui¢do (excre¢do urinaria — mg/dl)
100

mg excretada X 100 = %
5000mg

A concentragio do padrio é de 25mg%. E o valor de normalidade s3o os
superiores a 20mg/%.
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3.3.11. Dosagem de Alfa 1 Antitripsina Fecal
Método de Imunodifusio radial

As amostras de fezes coletadas foram estocadas a - 20°C. Colocou-se 1 g de
fezes, na placa de Petri em estufa a 37°C por 24 horas. Pesou-se 250 mg de fezes secas e
diluiu-se em 5 ml de solug@o salina 0,9%, partindo-se de uma diluigdo de 1:20, podendo ser
necessario fazer diluigdes de até 1:30, 1:40 ou 1:50, caso nio se conseguissse fazer a leitura
devido a precipitagio ser alta (halo > 100 mm?®). Levou-se o material ao agitador horizontal
de forma intermitente por 60 minutos. Centrifugou-se por 30 minutos, a 3.000 rpm.
Amostras de 20ul do sobrenadante foram colocados em orificios da placa de imunodifusio
radial de alfa 1 antitripsina (LC-Partigen OTUA 03, Behring, Marburg, Germany). A leitura
foi realizada ap6s 72hs, através de régua do fabricante (BEHRING) na qual se determina o
didmetro do halo. Depois, plotou-se os resultados em grafico de didmetro/concentragio
(mg%), obtido através de 3 diluigdes do soro padrio (Protein Standard serum LC-V OTFO
03, Behring, Marburg, Germany). Obtendo-se este resultado, dividiu-se pela diluigdo
realizada. O resultado foi calculado em miligramas de alfa 1 antitripsina fecal por grama de
fezes secas (mg/gfs). O valor limite de confianga é superior a 3,16 mg/g fezes secas-
percentil 95%.

3.3.12. Teste de Tolerdncia a Lactose

Foram administrados por via oral 2g/Kg de peso de lactose para criangas
pesando até 9 Kg e 18g para as que pesavam mais de 9 Kg, diluidas em 180 ml de agua
destilada numa solugdo a 10 %. Coletou-se 2 ml de sangue periférico, em jejum de 8 horas,
30 e 60 minutos ap6s a administragio em menos de 5 minutos, da solugé@o de lactose a 10%.

O sangue foi coletado em frasco vacuette®, acrescido de fluoreto de sédio como
anticoagulante inibidor da glicolise. Centrifugou-se, imediatamente, por 3 minutos e

trabalhou-se com plasma.
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Foi utilizado o Kit Labtest (Labtest diagnéstica S.A, Vista Alegre, Lagoa Santa,

MG, Brasil), tendo sido preparado os reagentes de cor da seguinte maneira:

Tamp@o de Uso : adicionou-se o conteido de um frasco n° 2, 100 ml a 400ml
de 4gua destilada e misturou-se, permanecendo estével por 12 meses a uma temperatura de
2%a8°C.

Reagente de Cor : dissolveu-se o conteido de um frasco de Enzimas (n°1) em
250 ml de Tampéo de Uso, permanecendo estavel por 2 meses em frasco de vidro ambar

entre 2° a 8°C.

O reagente de cor contém: Tampao 100 mmol/l; pH 7.4; Glicose Oxidase 2
20.000 U/; Peroxidase > 668 U/ 4-aminoantipirina 133 pmol/l; Fenol 10 mmol/L,

preservativos, estabilizadores e ativadores.

Procedimentos de Ensaio Diretos

Colocou-se na placa 20ul da amostra no teste € 20ul do padréo (n° 3). Em
seguida, acrescentou-se 2ml do reagente de cor, no branco, no teste € no padrdo. Misturou-
se vigorosamente € colocou-se em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Posteriormente,

determinou-se as absorbéncias do teste e padrio em 505nm, acertando o zero com o branco.

Calculo: _Absorbancia da amostra X 100 = mg%
Absorbancia do padrao

Na interpretagio dos resultados, calculou-se o aumento da glicemia com 30 e
60 minutos em relagdo aos niveis obtidos em jejum, e a interpretacdo foi feita segundo os
critérios preconizados por Kerpel Fronius (HERCOWITZ, 1996) que divide os pacientes

em:
v Nio absorvedor: quando o aumento da glicemia no ultrapassa 19 mg/dl;
v Pobre absorvedor: quando o aumento varia entre 20 e 34mg/dl;

v Bom absorvedor: quando o aumento ultrapassa 34mg/dl.
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3.3.13. Metodologia Estatistica

Utilizamos o teste de Wilcoxon (CONOVER, 1971) para amostras
relacionadas, na comparagéo entre os grupos, quando houve o pareamento por sexo e idade.
O teste de Mann-Whitney (CONOVER, 1971) foi aplicado para comparag@o de variaveis

nio pareadas por sexo e idade entre os dois grupos.

Nas decisbes sobre significancia foi considerado o intervalo de confianca de
95%, nivel de 5% de significéncia, ou seja, p < 0,05, em todos os testes.
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4. RESULTADOS
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4.1. DADOS DE ANAMNESE E EXAME FiSICO

Estudamos 17 pacientes, sendo 14 do sexo masculino e 3 do sexo feminino,
cuja idade, quando ingressaram nesta pesquisa, variou de 5 a 38 anos. A média de idade de
inicio dos sintomas foi 2,2 anos para os homens e 2 anos para as mulheres, e a média de
idade ao diagnéstico foi 10,3 anos para os homens e 5 anos para as mulheres. Treze
pacientes eram procedentes do Estado de S3o Paulo, dois de Minas Gerais e dois do
Parana.

Quanto & histéria clinica, todos os pacientes iniciaram quadro de infec¢des
recorrentes antes dos 4 anos de vida, e 5 jé apresentavam manifesta¢des no primeiro ano de
vida.

Dentre as manifestagGes infecciosas, todos apresentaram histéria de infecgoes
de vias aéreas superiores e/ou inferiores de repeti¢do, sendo 16 na forma de pneumonias,
15 como otites médias, 15 como sinusites e 6 como amigdalites. Quatro pacientes

evoluiram com bronquiectasia e dois com perda da acuidade auditiva.

Quanto & presenca de infecgbes recidivantes nos outros 6rgios e sistemas,
houve: 3 casos de conjuntivite cronica, 3 de meningite bacteriana, 7 de piodermite,
impetigo, celulite e/ou abscessos cutaneos nas mais variadas localizagdes, 1 de pioartrite, 1
de infecgdo do trato urinario, 1 de septicemia, 1 de herpes simples, 1 de herpes zoster, 2 de
hepatite viral, 1 de encefalite viral, 1 de verruga vulgar, 1 de varicela necessitando de

interna¢do em unidade de terapia intensiva e 1 de tuberculose ganglionar.

Ao avaliarmos o trato gastrointestinal, observamos a presenga de doenca celiaca
“like” em 4 pacientes, hiperplasia nodular linféide em 5, giardiase de repeticio em 6,
acloridria em 1 e retocolite ulcerativa inespecifica em 2. Observamos perda de gordura
fecal (>2g acidos graxos/dia) em 7 pacientes, teste de tolerancia a lactose com resultado
positivo (ndo absorvedor) em 11, absor¢do da D-xilose reduzida em 5, aumento da
excregdo fecal de alfa 1 antitripsina em 3 e pesquisa de coccidios nas fezes negativa em
todas as amostras testadas.

Todos os pacientes com doenga celiaca “like” apresentavam diarréia cronica
associada @ ma absorg¢do intestinal, com redugdo da absorgdo da D-xilose, perda de gordura

fecal e com teste de tolerdncia a lactose positivo (ndo absorvedor), e em um caso observou-
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se aumento da excregdo fecal de alfa 1 antitripsina. Nos casos em que foi feito a retirada do
gliten da dieta, houve melhora significativa das manifestagdes clinicas e reversdo do
padrdo histopatologico de atrofia das vilosidades intestinais.

Os 5 pacientes com hiperplasia nodular linféide se caracterizavam por
apresentar diarréia cronica, associada a2 ma absorgdo intestinal, com redugéo da absorgéo da
D-xilose em 4 pacientes, perda de gordura fecal em 5, aumento da excregéo fecal de alfa 1

antitripsina em 2 e teste de tolerancia a lactose positiva em 3.

Dos 8 pacientes com manifestagdo gastrointestinal, 6 (75%) apresentavam
giardiase de repeti¢do. Os achados patologicos observados nos pacientes com giardiase
inclufu atrofia das vilosidades intestinais em 2, hiperplasia nodular linféide em 4, perda de
gordura fecal em 4, redugdo da absor¢do da xilose em 3 e teste de tolerdncia a lactose

positiva em 4.

Em relagdo as manifestagdes autoimunes, 7 pacientes apresentaram: 1 anemia
hemolitica autoimune (Coombs positivo) associada a purpura trombocitopénica idiopética;
1 purpura trombocitopénica idiopatica associada & artrite reumatéide; 1 retocolite
ulcerativa crdnica inespecifica associada a anemia hemolitica autoimune (Coombs
positivo); 1 febre prolongada associada a processo inflamatoério intestinal inespecifico que
melhorou com altas doses de gamaglobulina e corticoterapia; 1 retocolite ulcerativa
inespecifica; 1 anemia hemolitica autoimune (Coombs positivo) e sindrome de Evans e 1

neutropenia intermitente.

Em relagdo as manifestacdes linfoproliferativas, 5 pacientes apresentaram
hepatomegalia e 1 desenvolveu disfungdo hepdtica significante, com presenca de ascite.
Esplenomegalia e polimicroadenopatia estavam presentes em 5 pacientes. As biopsias de

ganglios revelaram linfadenite cronica inespecifica.

Na tabela 5 sdo apresentadas a distribuigdo dos percentis de peso e estatura dos
pacientes com ICV que apresentam MGI. Ao compararmos o percentil de peso e estatura
inicial e atual desses pacientes, podemos observar que, ao diagnéstico, somente 1 (12,5%)
paciente estava abaixo do percentil 2,5. Entretanto, ao avaliarmos o peso € a estatura atual
desses pacientes observamos que 4 (50%) estdo abaixo do percentil 2,5 € que somente
1 (12,5%) se manteve acima do percentil 25.
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Na tabela 6 sdo apresentadas a distribuigdo dos percentis de peso e estatura dos

pacientes com ICV que ndo apresentam MGI. Ao compararmos o percentil de peso e

estatura inicial e atual desses pacientes, podemos observar que, ao diagnéstico, nenhum

paciente estava abaixo do percentil 2,5 e que atualmente todos estdo acima do percentil 25,

com excegdo de 1 paciente que apresenta mal formagdes esqueléticas como seqiiela de

encefalite.

Em relagdo aos antecedentes familiares, houve trés casos de consangiiinidade e

quatro casos com histéria semelhante na familia.

Tabela 3: Distribui¢do dos pacientes portadores de ICV segundo os resultados do balango

de gordura fecal (BGF), teste de absor¢do da D-xilose (TAX), teste de tolerancia  lactose e

alfa 1 antitripsina fecal (o; ATF).

Pacientes Idade BGF TAX TTL o, ATF
g/dia mg% mg/gfs
1. 14 anos 24 2,47 NA 5,25
2. 13 anos 20,7 17,5 NR Negativo
3 20 anos 10,8 23,7 NR 4,2
4. 13 anos 3,6 13,9 NA 5,25
S 25 anos 3.9 NR PA NR
6. 40 anos 40 16,4 NA 1,94
7. 10 anos 2 46,95 NA 0,66
8. NR NR NR NR
9. 16 anos NR 42,7 NA 1,26
10. 7anos NR 21,3 BA Negativo
11. 18 anos 2 10,5 NA 0,12
12. 17 anos NR NR NA Negativo
13. 20 anos 3,5 60,4 NA 29
14. 10 anos 1.7 90,8 NA Negativo
15. 15 anos NR 80,6 NA 0,94
16. 11 anos NR 50 NA 0,12
17. NR NR NR NR

NA: ndo absorvedor, PA: pobre absorvedor, BA: bom absorvedor, NR: nao realizado.
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Tabela 4: Distribuigio dos pacientes portadores de ICV segundo os resultados do transito ¢

biopsia intestinais.

Pacientes Idade Giardiase Transito Bidpsia intestina
intestinal

1. 7anos sim DCL (duodeno)=*

2. 9anos nao DCL/HNL (duodeno) *

3y 15 anos sim HNL

4. 9anos sim HNL HNL (jejuno) *

B ndo NR

6. 27 anos sim HNL DCL (jejuno) *

74 ndo NR

£ 21 anos nio RCUI (ileo cecal e reto) *

9. nédo NR

10. nao NR

11. 18 anos sim HNL DCL/RCUI(jejuno,ileo cecal e reto*

12. néo NR

13. néo NR

14. sim NR

15. nédo NR

16. niao NR

17. nio NR

* DCL, HNL, RCUI: diagnéstico histolégico descritivo de doenga celiaca “like”, hiperplasia nodular linféide

e retocolite ulcerativa inespecifica, NR: ndo realizado.
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Tabela S: Distribui¢do do percentil de peso e estatura inicial (a0 diagnéstico) e atual nos

pacientes com ICV que apresentam MGI.

Pacientes Peso Altura

Inicial Atual Imicial Atual
L 25-10 <25 <25 <25
2. 2,5-10 <25 2,5-10 <25
3. <25 <25 <05 <25
4. 50 10 25-50 10 25
6. 2,5-10 10-25 2,5-10 2,5-10
8. 10-25 50-75 25 50
11 2,5-10 <25 10 <25
14. 25-10 10 10-25 10-25

Tabela 6: Distribui¢do do percentil de peso e estatura inicial (a0 diagndstico) e atual nos

pacientes com ICV que apresentam MGI.

Pacientes Peso Altura

Inicial Atual Imicial Atual
5. 25-50 75-90 25-50 50-75
7. 97,5 >97,5 90 75
9. 10-25 25-50 50 50-75
10. 10 25 2,5-10 25
12. 25 < 2.5% 10-25 <2,5*
13. 10-25 25-50 25-50 50-175
15; 25 10-25 25-50 25-50
16. >97,5 >975 50-175 90-97,5
17. 50-175 50-75 25-50 25-50
* mal formagdes esqueléticas.
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4.2. EXAMES LABORATORIAIS E TESTES DIAGNOSTICOS
4.2.1. Imunoglobulinas Séricas (IgM, IgG e IgA)

A média do nivel sérico de IgM, IgG e IgA nos pacientes com ICV foi 17
mg/dl, 365mg/dl e 7,85 mg/dl respectivamente. O nivel sérico de IgG estava reduzido em
todos os pacientes, o de IgA indetectavel em 10, enquanto que o de IgM foi reduzido em

11 e elevado em 1 paciente do sexo feminino.

4.2.2. Subclasses de IgG (IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4)

Na tabela 7 e figura 1 sdo apresentadas as comparagdes dos niveis séricos de
subclasses de IgG de pacientes com ICV e dos controles. As diferencas entre as subclasses
de IgG sdo altamente significativas, revelando uma redugio muito acentuada nas quatro

subclasses de IgG nesses pacientes, principalmente de IgG1 e IgG4 (p<0,0001).

Tabela 7: Niveis séricos de subclasses de IgG em pacientes com ICV e controles

mg/dl Pacientes (n=17) Controles (n=17 p (Wilcoxon)
1gG1 347,7 643,2 0,0001
IgG2 179,1 3442 0,002
1gG3 38,3 64,3 0,006
IgG4 14,2 53,5 0,0001

Valores expressos em média, com nivel de significancia p < 0,05.
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4.2.3. Subpopulagdes de Linfécitos T (CD3+,CD4+,CD8+), Linfocitos B (CD19+)
e Células NK (CD16/56+)

Na tabela 8 e figura 2 sdo comparadas as porcentagens dos linfocitos T, B e
células NK de pacientes com ICV com os controles normais. Verifica-se um aumento
significativo da porcentagem de linfécitos TCD3" (p=0,013) e TCD8" (p = 0,004), com a
relagdo CD4+/CD8+ significativamente inferior no grupo de pacientes (p=0,013). Verifica-
se também uma reducdo muito significativa (p=0,006) da porcentagem de células NK nos
pacientes. Entretanto, ndo houve diferenca na porcentagem de linfocitos TCD4™ ¢ B
CD19" entre os dois grupos.

Tabela 8: Porcentagem (%) de linfécitos T, B e células NK em pacientes com ICV e

controles.
Pacientes Controles p (Wilcoxon)
% % %

CD3+ 79 67 0,013
CD4+ 36 39 0,309
CD8+ 38 24 0,004
CD19+ 9,7 15,3 0,079
CD16/56+ 6 38 0,006
CD4/CD8 1,13 1,69 0,013

Valores expressos em média, com nivel de significancia p < 0,05.
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4.2.4. Funcio Fagocitiria de Monécitos do Sangue Periférico.

Na tabela 9 e figura 3 comparam-se os resultados da migragido esponténea €
estimulada de mondcitos de pacientes com ICV com os controles normais. Observa-se uma
redugdo muito acentuada da migragdo estimulada quando utilizado o soro do paciente
(p=0,0027) e soro normal (p=0,0014). Entretanto, n3o houve diferenga na migracdo
espontanea entre os dois grupos (p=0,54).

Tabela 9: Quimiotaxia de mondcitos de pacientes com ICV e controles

Quimiotaxia de mondciotos ( micrometros-pLm)

Pacientes (n=17) Controles (n=17) p (mann-Whitney)
meio 25,03 28,15 0,54
soro normal 79,82 106,2 0,0014
SOro paciente 90,27 108,5 0,0027

Resultados em média, com nivel de significancia p < 0,05.

Na tabela 10 e figura 4 sdo apresentadas as comparagdes dos indices
fagocitarios dos mondcitos de pacientes com ICV com os controles normais. Verifica-se
que os mondcitos apresentam um desempenho fagocitario reduzido, quando a incubagio do
zimosan € realizada com soro do paciente (p=0,0183), havendo normaliza¢do apos adi¢do
do soro normal (p=0,0746). Observa-se também uma redugdo altamente significativa do
indice fagocitario para EA (p=0,0001).

Tabela 10: Indice fagocitario de monécitos de pacientes com ICV e controles.

Fagocitose de mondcitos (indice fagocitirio*)

Pacientes (n=17) Controles (n=17) p (mann-Whitney)
Z-M 29,75 31,68 0,9549
Z-N 85,67 89,63 0,0746
z-p 73.84 88,60 0,0183
EA 38,67 77,68 0,001

* Indice fagocitdrio: porcentagem de células que fagocitaram em relagdo ao niimero total de mondcitos

identificados. Resultados em média, com nivel de significancia p < 0,05.
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Na tabela 11 e figura 5 sdo apresentadas as comparag¢Oes das capacidades
fagocitarias dos monécitos de pacientes com ICV com os controles normais. As diferengas
entre todas as fungbes estudadas sio altamente significativas, revelando uma reducdo muito
acentuada da fagocitose para zimosan incubado com meio (Z-M), soro normal (Z-N), soro

do paciente (Z-P) e EA nos pacientes.

Tabela 11: Capacidade fagocitéria de monécitos de pacientes com ICV e controles.

Fagocitose de mondécitos (capacidade fagocitiria*)

Pacientes (n=17) Controles (n=17) p (mann-Whitney)
Z-M 169,00 1934 0,0102
Z-N 4283 528,3 0,0175
Z-P 351,4 525,6 0,0001
EA 187,5 300,8 0,0001

* Capacidade fagocitéria: nimero total de particulas fagocitadas por 100 monécitos. Resultados em média,

com nivel de significincia p < 0,05.

Nas tabelas 12 e 13 e figura 6, comparam-se os valores obtidos da produgdo de
anion superdxido de células mononucleares e polimorfonucleares de pacientes com ICV

com os controles normais. Verifica-se que ndo houve diferengas entre os dois grupos.

Tabela 12: Producdo de anion superéxido por células mononucleares de pacientes com
ICV e controles.

Producio de anion superodxido por células mononucleares (MM O,/ 10‘ce1.!60’)

Pacientes (n=17) Controles (n=17) p (mann-Whitney)
Espontanea 0,78 1,24 0,1842
Estimulada — PMA 4,99 5,01 0,771

Resultados em média, com nivel de significincia p < 0,05.

Tabela 13: Produgdo de &nion superéxido por polimorfonucleares de pacientes com ICV e

controles.
Producio de dnion superéxido por polimorfonucleares (nM O,/ 10°cel./60°)
Pacientes (n=15) Controles (n=15) p (mann-Whitney)
Espontinea 1,34 0,97 0,3447
Estimulada — PMA 8,37 9,86 0,2042

Resultados em média, com nivel de significincia p < 0,05.
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5. DISCUSSAO




Ao avaliarmos os 17 pacientes com ICV, observamos que todos (100%)
apresentaram as primeiras manifestagdes clinicas antes dos 4 anos de idade, e que 5
(29,4%) desses pacientes apresentaram o inicio dos sintomas no primeiro ano de vida.
Apesar de varios estudos demonstrarem o acometimento tardio da ICV, principalmente na
segunda ou terceira décgdas da vida (WHO,1997; CONLEY, NOTARANGELO,
ETZIONI, 1999), a sua ocorréncia no primeiro ano ndo ¢ um fato raro (CONLEY, PARK,
DOUGLAS, 1986; SOLE et al., 1992; CUNNINGHAM & BODIAN, 1999).

E interessante observarmos que apesar do inicio precoce das manifestagdes
clinicas em nossos pacientes, a grande maioria procurou o servigo tardiamente, ja havendo

casos de seqiielas como bronquiectasia (23,5%) e perda da acuidade auditiva (11,7%).

Em nosso estudo, houve predominio do sexo masculino (82,3%) sobre o
feminino (17,6%), contrastando com estudos anteriores que ndo demonstram diferenca na
distribuicdo entre os dois sexos (WHO, 1997, CUNNINGHAM & BODIAN, 1999).
Entretanto, ha relato de que as mulheres tendem a apresentar o inicio dos sintomas mais
tardiamente que os individuos do sexo masculino (CUNNINGHAM & BODIAN, 1999).

Embora os pacientes estudados tenham apresentado uma grande variabilidade
clinica, observamos um predominio das manifestacdes infecciosas (100%), principalmente
do trato respiratério superior € inferior na forma de pneumonia (94,1%), sinusite (88,2%),
otite (88,2%) e amigdalite (35,3%) com frequéncia e gravidade varidveis, o que estd de
acordo com a literatura consultada (STROBER et al, 1993; CUNNINGHAM &
BODIAN,1999). A maior predisposi¢ao a infec¢des bacterianas na ICV é decorrente de
defeito na producdo de anticorpos, principalmente da imunoglobulina G que age como
importante opsonina no liquido extracelular contra bactérias encapsuladas.

E importante salientar que a despeito da terapia de reposigdo de
imunoglobulina, os quadros infecciosos se fizeram presentes, embora em menor nimero e
gravidade, demonstrando dessa forma a possibilidade da existéncia de diversas varidveis
e/ou defeitos. As infecgbes agudas, recorrentes ou crénicas, induziram praticamente todos
os diagnosticos de ICV dos pacientes que procuraram ou foram encaminhados ao nosso

Servico.
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O comprometimento do trato gastrointestinal foi a segunda manifestacgo clinica
mais fregiiente, acometendo 47% dos pacientes na forma de diarréia cronica associada a
sindrome de ma absorcdo, giardiase de repetigdo (35,2%), hiperplasia nodular linféide
(29.4%), doenga celiaca “like” (23,5%), retocolite ulcerativa inespecifica (11,7%) e
acloridria (5,8%).

E interessante ressaltarmos que os pacientes com manifestagdo gastrointestinal
apresentaram pobre resposta a terapia de reposicdo de imunoglobulina IV quando
comparados com os pacientes sem essa manifestagio, representada através da manutengdo
de infecgbes e da falta de recuperagdo do ganho pondero-estatural. A falta de recuperagio
nutricional dos pacientes com ICV que apresentavam comprometimento do trato
gastrointestinal, pode ser justificada pela repercussdo das infecgdes e da propria diarréia
cronica associada 4 ma absor¢do e perda de proteina a nivel intestinal, que ndo foram bem
controladas com o uso de imunoglobulinas IV, e que, quando presentes ao longo do tempo,

podem afetar o crescimento.

Nossos resultados foram concordantes aos da literatura, em que ha relatos de
que cerca de 60% dos pacientes com ICV apresentam diarréia cronica ou recorrente
(AMENT, 1975; LAMERS et al., 1980; KINLEN et al., 1985; BASTLEIN et al., 1983) e
20 a 30% evoluem com sindrome de méa absor¢do cronica e perda de peso (JOHNSON
et al., 1971), caracterizada por esteatorréia, deficiéncia de caroteno, folatos e vitamina B12,
intolerancia a lactose, deficiéncia de dissacaridases, enteropatia perdedora de proteinas,
hiperplasia nodular linféide e anormalidades na arquitetura das vilosidades intestinais, a
semelhanca do que ocorre na doenga celiaca (AMENT, OCHS, DAVIS, 1973;
HERMANS, DIAZ-BUXO, STOBO, 1976; DAWSON et al, 1979; CUNNINGHAM,
1989; OCHS & WINKELSTEIN, 1996; HENEGHAM et al., 1997; WHO,1997).

BIELORY et al. (1997) relataram que mais de 10% dos pacientes com ICV
apresentam enteropatia cronica perdedora de gordura, referida como enteropatia idiopética
da ICV. A histopatologia do delgado revela atrofia das vilosidades, principalmente no
duodeno, com inflamagdo intraepitelial, constituida predominantemente de infiltrado de
linfécitos, neutrofilos € um numero variado de eosindfilos (AMENT, OCHS, DAVIS,
1973; SPERBER & MAYER., 1988; TEAHON et al, 1994). Exceto pela falta de
plasmécitos, a histopatologia ¢ muito semelhante & doenga celiaca (BIELORY et al., 1997).
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O papel da enteropatia sensivel ao gliten na patogénese da diarréia e o dano
estrutural da mucosa intestinal observado na ICV niio estdo totalmente esclarecidos
(BASTLEIN et al, 1988). Clinicamente o paciente se apresenta de forma muito semelhante
a doenga celiaca, com intenso comprometimento do estado nutricional, distensio abdominal
importante, diarréia cronica e vomitos. A pesquisa de gordura fecal se mostra geralmente
positiva e o teste de absorgdo da D-xilose invariavelmente baixo. A bi6psia jejunal pode
revelar achatamento total e de forma difusa das vilosidades intestinais. Entretanto, ha varios
relatos na literatura, mostrando a reversdo do quadro apds restrigdo do ghiten na dieta (BILI
et al., 1997; HENEGHAN et al., 1997).

MIKE et al. (1991) relatam que a hiperplasia nodular linféide ocorre em 20 a 60
% dos pacientes com ICV, podendo ser assintomatica ou associada a outras manifestagdes
gastrointestinais, principalmente esteatorréia e enteropatia perdedora de proteinas
(WEBSTER et al, 1981; KINLEN et al, 1985). A hiperplasia nodular linfoide pode
predispor ao desenvolvimento de linfoma gastrointestinal nesses pacientes (LAMERS et al.,
1980; CUNNINGHAM et al., 1987; BASTLEIN et al, 1988; ESPINET et al., 1988;
CUNNINGHAM, 1989).

A Giardia lamblia acomete cerca de 50% dos pacientes com ICV que
apresentam diarréia cronica € 10% dos assintomaticos (KINLEN et al, 1985).
HENOCHOWICZ (1986) relata que a Giardia lamblia pode representar uma importante
causa de desordem gastrointestinal na ICV, associada a hiperplasia nodular linféide, atrofia
reversivel das vilosidades intestinais, enteropatia perdedora de proteinas e deficiéncia de

dissacaridases.

Muitos pacientes com ICV apresentam acloridria, e alguns desses evoluem com
anemia perniciosa (HENOCHOWICZ., 1986; ALONSO et al, 1999) sem entretanto,
apresentarem anticorpos anti-células parietais e anti-fator intrinseco, nem aumento da
gastrina sérica como na anemia perniciosa verdadeira (DAWSON et al., 1984;: DAWSON
et al., 1986).
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As sindromes de deficiéncia imunolégica tém sido descritas com concomitante
deficiéncia de lactase. DAWSON et al. (1986) demonstraram em experimentos com
gradiente de densidade, uma perda completa da lactase em pacientes com ICV, e indicam
que a enteropatia nessa sindrome ¢ associada a anormalidades na bordadura em escova

jejunal, andloga a encontrada na sindrome de mé absor¢go tropical.

O tecido linféide associado as mucosas constitui 25% da massa linfoide total, e
geralmente os linfocitos da lamina propria sdo semelhantes fenotipicamente as células
circulantes no sangue periférico, motivo pelo qual acredita-se que a migragdo de linfocitos
anormais que partem de orgdos linféides primérios irdo também apresentar expressio

anormal no trato gastrointestinal dos pacientes com ICV.

A resposta imune humoral a nivel de mucosa intestinal ocorre principalmente as
custas da IgA secretora, que é capaz de atravessar as membranas mucosas € evitar a
penetragio de microorganismos infecciosos. Na ICV, a auséncia de IgA secretora
observada no trato intestinal, principalmente a nivel de intestino delgado, contribui para o
crescimento bacteriano excessivo, com conseqiiente defeito na absor¢do de nutrientes
(SOLE et al., 1992).

WASHINGTON et al. (1996) demonstraram uma maior ocorréncia de
manifestacdes gastrointestinais cronicas nos pacientes com ICV que apresentavam
fendmenos autoimunes, e sugerem que o processo inflamatério intestinal observado nessa

sindrome tenha um componente autoimune.

Ainda nfio estd esclarecido se todas estas manifestagdes sdo modos diferentes
de apresentagio da imunodeficiéncia ou se constituem etapas na evolugdo de um mesmo

processo imunopatolégico

Em relagio as manifestagdes linfoproliferativas, observamos o seu
acometimento em 41,1% dos pacientes estudados, na forma de hepatomegalia,
esplenomegalia, linfadenopatia e hiperplasia nodular linféide. Ao compararmos nossos
dados com os de outros autores (STROBER, et al., 1993; WHO, 1997, CUNNINGHAM &
BODIAN, 1999), constatamos que todas as manifestagdes observadas em nossos pacientes
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encontram similares na literatura, com relatos de que desordens linfoproliferativas sdo
freqlientemente observadas nos pacientes com ICV, podendo se manifestar de diversas

formas.

Linfomas malignos ocorrem com maior freqiiéncia nesses pacientes do que na
populagdo em geral; entretanto, a presenca de desordens linfoproliferativas benignas sdo
mais freqiientes, acometendo cerca de 30% dos pacientes com ICV na forma de
esplenomegalia e/ou linfadenopatia difusa. A presenca de granuloma ndo caseoso nos
pulmdes, bago e figado & semelhanca da sarcoidose (KANATHUR et al., 2000) e presenca
de infiltrado linfoide no intestino, pulmdes, nasofaringe e medula 6ssea podem ser
observados nesses pacientes (STROBER, 1993; WHO, 1997). MECHANIC, DIKMAN,
CUNNINGHAM (1997) relatam que a desregulagio na fungdo de células T ou na ativagdo

de macr6fagos podem estar envolvidas na formagio de granulomas na ICV.

Observamos que 41,1% dos pacientes estudados apresentaram fendmenos
autoimunes, na forma de anemia hemolitica autoimune, trombocitopenia idiopatica, artrite,

retocolite ulcerativa inespecifica e neutropenia intermitente.

Ao compararmos nossos resultados com os de outros autores, constatamos que
todas as manifestagdes autoimunes observadas em nossos pacientes encontram similares na
literatura (HERMANS, DIAZ-BUXO, STOBO, 1976; CUNNINGHAM, 1989;
CUNNINGHAM & BODIAN, 1999), com relatos de que cerca de 20% dos pacientes com
ICV, desenvolvem uma ou mais manifestagdes autoimunes, sendo a anemia hemolitica
autoimune e purpura trombocitopénica idiopatica as manifestagdes mais freqiientes. A
neutropenia pode também ser observada com freqiiéncia nesses pacientes, € em alguns
casos tem-se demonstrado a presenca de anticorpos anti-granulécitos (ASHERSON, 1980;
WEBSTER, et al,,1981). CONLEY, PARK, DOUGLAS (1986) relatam que apesar dos
pacientes com ICV serem incapazes de montar uma resposta de anticorpos para
microorganismos infecciosos, os mesmos sdo capazes de produzir auto-anticorpos. Esta
observagdo sugere que a produgdo de anticorpos contra antigenos endégenos e exdgenos

pode ser controlada por mecanismos diferentes.
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Outras manifestacdes autoimunes podem ocorrer em associagdo com a ICV,
incluindo doengas autoimunes da tiredide (doenga de Graves e hipotireoidismo), artrite
reumatdide, anemia perniciosa, lupus eritematoso sistémico, sindrome de Sjogren
(HERMANS, DIAZ-BUXO, STOBO, 1976; ASHERSON, 1980; CUNNINGHAM, 1989),
hepatite cronica ativa, parotidite e sindrome de Guillain-Barré (CONLEY, PARK,
DOUGLAS, 1986; LEE, LEVINSON, SCHUMACHER, 1993; CUNNINGHAM &
BODIAN, 1999).

A patogénese das doengas autoimunes na ICV permanece desconhecida, apesar
de vérios relatos demonstrarem possiveis explicagdes para tal fato (KREBS-WURTZ,
MENNECIER, IMLER, 1998).

Até o momento, ndo houve casos de neoplasia em nossos pacientes,
diferenciando-se dos relatos observados na literatura demonstrando que os pacientes com
ICV tém maior predisposi¢do ao cancer (CUNNINGHAM et al., 1987; CUNNINGHAM &
BODIAN, 1999; ASPALTER et al, 2000; SNELLER, 2001). Durante o estudo, dois
pacientes evoluiram para Obito devido a hemorragia ventricular, causada por

trombocitopenia grave e septicemia.

A ampla variabilidade das manifestagdes clinicas, aqui relatadas, esta de acordo
com a experiéncia mundial sobre a expressdo clinica da ICV (GEHA, 1974; HERMANS,
DIAS-BUXO, STOBO, 1976; ROSEN, COOPER, WEDGWOOD, 1984; SNELLER,
2001).

Um amplo espectro de anormalidades imunologicas tem sido relacionado com a
redugdo dos niveis de imunoglobulinas séricas observada nos pacientes com ICV, tais como
defeito intrinseco de células-B, defeito na fungdo de células-T helper, atividade excessiva
de células-T supressoras, defeitos nas fungdes de células dendriticas, ou apresentag@o e
processamento anormal de antigenos pelos fagocitos (EIBL et al., 1982; EIBL et al., 1982;
FARRANT et al., 1985; LEBRANCHU et al., 1991; RUMP et al., 1997).

No presente estudo, todos os pacientes apresentavam niveis séricos inferiores a
dois desvios padrdes da média para a idade, de pelo menos dois dos trés isotipos das
imunoglobulinas (IgG, IgA e/ou IgM). Tais observagdes encontram correspondéncia na
literatura (WHO, 1997; CUNNINGHAM & BODIAN, 1999).
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Em nosso estudo, observamos redugo significante dos niveis séricos de todas
as quatro subclasses de IgG nos individuos com ICV, principalmente de IgGl e IgG4,

quando comparados com controles normais.

Nossa observagdo encontra apoio na de YOUNT et al (1970) e
WEDGWOOD, OCHS, OXELIUS, (1986), os quais relatam que a deficiéncia de uma ou
mais subclasses de IgG tem sido observada nos pacientes com ICV. A sintese de cada
subclasse de IgG tem regulagdo independente necessitando da cooperagdo entre os
linfcitos T e B (LEE, HEINER, WARA, 1986). As células Thl secretam IL-2, IL-3,
IFN-y, e estéo relacionadas com a produgéo de IgM, IgG2 e IgG3. As células Th2, secretam
IL-4, IL-5, IL-6 € IL-10 e estdo envolvidas com a produgio de IgG1, IgG3, IgA e IgE. As
células ThO, liberam interleucinas que sio produzidas tanto pelas células Thl e Th2 e
outras linfocinas (DEKRUYFF et al.,, 1989; DEL PRETE, 1992; ROMAGNANI, 1992).

RUMP et al. (1997) demonstraram que defeitos funcionais dos linfocitos T e
células acessorias resultam em diminuigdo na producdo de citocinas, como IFN-y, IL-2,
IL-10 e IL-4, podendo determinar uma redugfio dos niveis de subclasses de IgG, uma
ocorréncia previamente observada nessa sindrome. Assim, alteragdo na diferenciagdo de

células B pode ser causada por diminuigfo na produgdo de citocinas.

Em nosso estudo, chama-nos atengdo a presenga da redugio (<2%) de linfécitos
B CD19" no sangue periférico em 8 pacientes masculinos (47%) dos 17 individuos
estudados.

Fato semelhante foi observado por SPICKETT, et al. (1997) e KANEGANE
et al. (2000) que, apés avaliarem individuos do sexo masculino com diagnéstico de ICV,
dando énfase aqueles que apresentavam reducdo das células-B circulantes, relataram a
possibilidade de que casos esporadicos de individuos com agamaglobulinemia ligada a0 X
(ALX), pudessem estar erroneamente diagnosticados como ICV.

Devido a ICV apresentar ampla variabilidade clinica e imunolégica, a maioria
dos trabalhos tem incluido pacientes com caracteristicas muito heterogéneas, obtendo

resultados confusos e impossibilidade de comparagio entre os estudos, dificultando dessa
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forma a sua investigagdo. Por esse motivo, CONLEY, NOTARANGELO & ETZIONI
(1999) propuseram a utilizagio de critérios, na tentativa de facilitar e uniformizar o

diagnéstico da ICV e de outras imunodeficiéncias primarias.

Se houvéssemos adotado os critérios diagnosticos de CONLEY,
NOTARANGELO & ETZIONI, 1999, teriamos em nosso grupo de estudo pacientes com
“provavel ICV” e “provavel ALX”, desde que 47% dos individuos masculinos
apresentaram reducio (<2%) de células-B no sangue periférico. A opgdo de termos
utilizado os critérios da WHO (1997), sem a exclusdo inicial destes pacientes, deve-se ao
fato de que realizaremos, em uma etapa posterior do trabalho. a avaliagdo genética para
determinarmos a presenca de mutagdes no gene que expressa a tirosina quinase de células B
(Btk), e definirmos os casos de ICV que cursam com auséncia de células-B e os casos de
agamaglobulinemia ligada a0 X que também possam estar erroneamente diagnosticados

como ICV em nosso servigo.

A contagem de linfécitos CD3+, CD8+ e a relagio CD4/CD8, de nossos
pacientes, mostraram-se alteradas. Ao compararmos estes pardmetros com os de controles
sadios, encontramos aumento significativo das porcentagens de células T CD3+ e CD8+,
resultando em significativa redugdo da relagdo CD4/CD8. Nossa observagdo encontra apoio
na literatura, na qual podemos encontrar estudos da fenotipagem de linfécitos T no sangue
periférico, identificando um subgrupo de pacientes com ICV com redugdo da relagdo
CD4/CD8 (<1) (WRIGHT, et al., 1990; JAFFE, STROBER, SNELLER, 1993). Na
maioria dos casos, essa redugio ¢ devida a um aumento do nimero absoluto de linfécitos
CD8+, que ocorre como resultado de um aumento na sua emigragdo do timo, ou expansao
periférica devido a estimulag@o cronica.

Varios estudos tém avaliado a fung¢@o dos linfocitos CD8+ nos pacientes com
ICV, mas os resultados tém sido bastante conflitantes. Atividades supressoras para a
producdo de imunoglobulinas tém sido relatadas (WALDMANN et al., 1974; BROOM et
al., 1976), porém outros estudos foram incapazes de demonstrar essa excessiva supressao
(De La CONCHA et al., 1977). Recentemente, supressdo na fungdo de células-T CD4+
pelas células-T CD8+ nos pacientes com ICV tem sido relatada, mas a deplegdo das
células-T CD8+ ndo restaura a resposta especifica a derivados de proteinas purificadas
(PPD) (FUNAUCHI et al., 1995).
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Em nosso estudo, observamos que a porcentagem de células TCD4+ nio
demonstrou diferenca entre os dois grupos. JAFFE, STROBER, SNELLER (1993) relatam
que em contraste as c€lulas-TCD8+, as células-T CD4+ dos pacientes com ICV com
diminuigéo da relagdo CD4/CDS, se apresentam funcionalmente normais.

E interessante a verificagdo da redugdo significante da porcentagem de células
NK nos pacientes com ICV, quando comparados ao controle normal, desde que 6 dos 8
pacientes com redugdo de células NK apresentaram infecgdes pelo herpes virus ou outras
infecgdes virais, em oposicdo ao grupo de pacientes com niimero normal de células NK que
ndo apresentaram nenhum caso de infecgio viral. Entretanto, nio h4 casos de cancer entre

0s pacientes estudados.

Nossos resultados contrastam aos observados na literatura em que ha relato da
possibilidade de mecanismos compensatérios para os pacientes com ICV com nimero
reduzido de células NK, desde que estes pacientes ndo sdo predispostos a desenvolver
infecgdes pelo virus herpes e/ou outras viroses (ECKERT et al., 1994; De VRIES et al.,
1996), assim como na de ASPALTER et al. (2000) que relaciona a diminui¢do de células
NK a0 aumento da predisposigio ao cancer, observada nesses pacientes.

As células NK sdo importantes componentes do sistema imune inato e se
distinguem das células-B e T pelo seu fenétipo (CD3-, CD16+ e/ou CD56+), morfologia e
fungdes (TRINCHIERI, 1989; WHITESIDE & HERBERMAN,1994). Essas células
expressam receptores de superficie para IgG (CD16,FcyRIII) os quais se ligam a porgio Fc
de IgG (RITZ et al.,, 1988; TRINCHIERI, 1989). A principal atividade funcional atribuida
as células NK ¢ a defesa contra células tumorais e lise de células infectadas por virus
(CORADO,1997). Pode haver um aumento dessas atividades através da estimula¢do com
interferon alfa (IFN-a), interferon beta (IFN-p), IFN-y e IL-2.

Apesar de haver descricdo das fungdes citotoxicas e imunoreguladoras das
c€lulas NK (TRINCHIERI, 1989; WHITESIDE & HERBERMAN, 1994), a fungio dessas
células na doenga humana € pouco entendida, e ha poucos relatos da diminuicdo delas na
ICV.
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Quanto ao ensaio de quimiotaxia, nossos resultados mostraram que 0 grupo de
pacientes com ICV apresentaram migragdo estimulada por LPS significativamente inferior
em relagdo aos controles normais, situagdo esta, nio revertida ap6s administragdo do soro
controle, sugerindo defeito intrinseco celular ou nos receptores de membrana para
complemento. Entretanto, nossos resultados mostraram que a migragdo espontdnea de
monécitos dos pacientes com ICV foi normal. A verificagdo de atividade quimiotatica

defeituosa em pacientes com ICV néo encontra resultados similares na literatura.

Neste experimento, o estudo in vitro da atividade fagocitéria aqui empregada,
avaliado como indice e capacidade fagocitarias, utiliza particulas de zimosan incubadas
com soro humano normal ou com soro do paciente para serem opsonizadas pelo C3b ¢
C3bi, os quais atuam como ligantes para os receptores CR3 e CRI da superficie de
membrana dos monécitos. Por outro lado, o ensaio de fagocitose de zimosan
ndo-opsonizado ¢ promovido pelos receptores MBL e CR3, expressos de forma variavel
por mondcitos e macréfagos (SHEPHERD, LANE, ABDOLRASULNIA, 1997). O
receptor CR3 esta envolvido na fagocitose de zimosan nio-opsonizado, através do sitio de
ligagdo para polissacarides, assim como pela ligagdo de C3bi secretado localmente pelo
macrofago e depositado sobre o zimosan (EZEKOWITZ et al., 1985).

Nessa investigagdo, a analise dos resultados evidencia uma reducdo altamente
significativa da capacidade fagocitaria de mondcitos para zimosan-ndo opsonizado €
zimosan opsonizado com soro humano no grupo de pacientes com ICV quando comparados
com os do grupo controle. Supomos que uma possivel explicagdo para a reducdo do
desempenho fagocitdrio para o zimosan, deva-se a redugdo na expressdo ou defeito
funcional dos receptores de manose-fucose € CR3 necessarios para a opsonizagdo do
zimosan ndo-opsonizado, assim como dos receptores CR1, CR3 e colectinas, os quais sdo
necessarios para a fagocitose do zimosan opsonizado. E interessante ressaltar que no
observamos recuperagdo na capacidade fagocitaria de zimosan opsonizado com soro do
paciente, mesmo apds opsonizagdo das particulas de zimosan com soro humano normal, o
que promove adequada condigdo para opsonizag@o do zimosan, refor¢ando a hipdtese de

disfuncdo celular, ndo responsiva a adi¢éo de fatores opsonizantes soluveis.
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Ao avaliarmos a fungdo do receptor Fc, através da fagocitose de EA,
observamos uma redugdio altamente significante do indice e capacidade fagocitaria para
hemécias de carneiro (E) opsonizadas com anticorpo de coelho anti-eritrécitos de carneiro
(EA) nos pacientes com ICV quando comparados ao grupo controle. As hemécias de
carneiro opsonizadas por anticorpos especificos IgG, sdo fagocitadas pelos monécitos
através dos seus receptores Fc gama RII e Fc gama RIII. A disfun¢do fagocitaria acima
citada pode ser devido a uma redugfio na expressio ou disfuncdo de receptores Fc nesse
grupo de pacientes. HACKAM et al, (1997) descrevem que apesar de permanecer
incompletamente esclarecido o mecanismo de interagdo entre as células que expressam em
suas membranas o receptor Fc e das particulas opsonizadas com IgG para haver o posterior
englobamento, ji se tem reconhecido que a ativagdo da tirosina quinase estd envolvida em

uma etapa inicial do processo.

A verificagdo de atividade fagocitéria defeituosa observada em nossos
pacientes também ndo encontra resultados similares na literatura. As publicagdes sobre o

assunto ndo sio muito conclusivas, e pouco se sabe sobre a importancia clinica da
disfungdo fagocitdria de macréfagos na ICV.

A maioria dos pesquisadores tém dado muita atengdo a investigagdo sobre as
fungdes dos sistemas T e B nos portadores de ICV, e por esta razdo faltam informacdes
sobre o sistema imune inato. EIBL et al. (1982) demonstram que a disfungdo dos fagécitos
mononucleares pode estar associada a alteragdes de resposta imune celular e humoral
causadas por falhas dos macrofagos teciduais no processamento e apresenta¢do do
antigeno, demonstrando dessa forma que o sistema fagocitério mononuclear funciona como

elo entre as respostas imunes inata e adaptativa.

Nosso estudo demonstrou importantes alteracdes nas fungdes de quimiotaxia e
fagocitose dos monécitos de pacientes com ICV, e sugere que uma diminuigdo da
fagocitose possa ser atribuida a alteragdes, em diferentes niveis, na expressdo do receptor
Fc gama, receptor do complemento e receptor MBL envolvidos na atividade fagocitaria,
apontando, portanto, para a necessidade de se estudar a expressio destes receptores na
membrana dos mondcitos e de se realizar uma avaliagio mais abrangente do sistema imune
inato desses pacientes para determinar o eventual significado clinico das alteragdes
encontradas.
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No presente estudo, a andlise da atividade oxidativa espontanea e estimulada
com PMA do sistema NADPH-oxidase nas células mononucleares e polimorfonucleares,
niio demonstrou diferencas significativas nos pacientes com ICV comparados com os
controles normais. Estes dados sdo concordantes com os observados por Di RENZO et al.
(1997) que também demonstraram que o metabolismo oxidativo de monécitos e
polimorfonucleares é normal nos pacientes com ICV. Entretanto, o estudo realizado por
REICHENBACH et al. (2000) demonstrou um aumento na producgo das espécies reativas
do oxigénio e diminuicio da capacidade de “varredura” desses reativos do oxigénio, os

quais estariam envolvidos no processo da doenga na ICV.

Tomados em conjunto, estes resultados revelam alteragdes nas fungdes da
imunidade inata e adaptativa sugerindo que a ICV é um modelo natural da perturbagdo na
interacdo destes dois sistemas. Especificamente em relagdo ao mondcito, nossos resultados

ilustram que a fung¢@o normal desta célula € vital para a saude.
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6. CONCLUSOES

101



1. Dentre os pacientes com provavel diagnéstico de ICV, foi observado:
v predominio do sexo masculino (82,3%) sobre o sexo feminino (17,7%);

v inicio das manifestagdes clinicas antes dos quatro anos de vida, em todos

(100%) os pacientes estudados:

v’ ampla variagdo fenotipica, com predominio das manifestagdes infecciosas
(100%), sendo as manifestagdes gastrointestinais a segunda mais freqiiente
(47%), seguida das manifesta¢des autoimunes (41,1%) e linfoproliferativas
(41,1%);

v’ sindrome de ma absorgo intestinal em (41,1%), giardiase de repeti¢do em
(35,2%) e teste de tolerancia a lactose positivo em (64,7 %);

v correlagio entre falta de recuperagdo nutricional e presenca de
manifestagdes gastrointestinais;

v’ em relagdo ao sistema imune inato:

- deficiéncia da fungdo de monocitos, caracterizada por diminuicdo da
quimiotaxia e fagocitose de monécitos mediada por receptores CR1, CR3,
Fc e MBL;

- reducéo da porcentagem de células NK.

v em relagdo ao sistema imune adaptativo:

- redugédo (<2%) da porcentagem de células-B circulantes;

- reducéo das quatro subclasses de IgG;

- redug@o da relagdo CD4/CD8, as custas do aumento das células-TCDS™;

- aumento da porcentagem das células T-CD3",
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1. Nio observou-se no grupo de pacientes com provavel diagnéstico de ICV

em relagdo aos controles, diferanga na:

v produgio de 4nion superéxido em células mononucleares ¢

polimorfomucleares;

v’ porcentagem de células CD4™.
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7. SUMMARY
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Common variable immunodeficiency is an incompletely defined syndrome,
characterized by a defect in antibody formation. Since CVI presents numerous, as yet
unclarified, defects we proposed to analyze the evolution of the clinical-laboratorial
presentations of 17 patients diagnosed with CVI from the Immunology-Allergy and
Pneumology Clinic of the Hospital de Clinicas at the State University of Campinas, Brazil.

The patients were evaluated according to their age at the initiation of symptoms
and their clinical and immunological evolutional presentation. Blood monocyte phagocytic
functions were evaluated in vitro by chemotaxis, phagocytosis mediated by Fc, CR1 and
CR3 and NADPH-oxidase activity. Concentrations of the serum levels of IgM, IgG, IgA
and subclasses of IgG were determined by nephelometry and the lymphocyte subset and
NK cells were evaluated by flow cytometry.

All the patients presented initial clinical manifestations before four years of age,
developing repeated infections and, in 8 patients, there was an association of
gastrointestinal manifestations and 7 patients presented autoimmune phenomenons. At the
time of diagnosis, the mean concentrations of IgM, IgG and IgA were 17.0 mg/dL, 365.0
mg/dL and 7.85 mg/dL, respectively. In CVI patients, significant reductions in all the
subclasses of IgG (IgG1, p=0.0001; IgG2, p=0.002; IgG3, p=0.006 and IgG4, p=0.0001)

were observed in relation to the control group.

The relative number of NK cells was significantly reduced (p=0.006) when
compared with normal individuals. The percentage of CD3" (p=0.013) and CD8+ T cells
(p=0.004) were significantly reduced in patients with CVI in relation to the control group.
However a percentage of CD4" T cells did not demonstrate any differences between the
two groups. A reduction in the number of circulating B cells was also observed, with values
lower than 2 % in 47 % of the patients with CV1.

Phagocytosis measured via Fc, CR1, CR3 (p=0.0001) of monocytes and
chemotaxis (p=0.0027) were significantly reduced in the patients with CVI in relation to
the normal controls. However, there was no difference in the superoxide production

between the two groups.
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Due to the heterogeneity of the clinical presentations of our patients and those
related by the literature, it may be suggested that CVI may be a phenotypic expression of
various diseases and that the defects in the chemotaxis and phagocytosis of monocytes may
be characterized in a group of patients, determining a new direction in the physiopathology
of CVL.
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Declaragio de Consentimento Pés - Informacio
Projeto de Pesquisa: Imunodeficiéncia Comum Variavel: uma ou varias sindromes?
Responsaveis pelo estudo:
Profa. Dr. Maria Marluce dos Santos Vilela/ Ana Lidia Braga Amoras

Declaro estar ciente que este servigo esta fazendo acompanhamento de criangas
com imunodeficiéncias primérias, com coleta de exames laboratoriais para avaliagdo do

sistema imunoldgico desses pacientes.

Estou ciente de que serdo coletadas amostras de 5 a 10 ml de sangue periférico

e de que levarei meu filho ao hospital para exames médicos e laboratoriais a cada 2 meses.

Fui alertada que o estudo ndo implicara em nenhum gasto monetario, que todas
as informagdes sdo sigilosas e também que poderei ser informada sobre os resultados no

momento em que desejar.

Estou ciente que posso sair do estudo a qualquer momento , sem prejuizo do

acompanhamento e/ou tratamento da doenga de meu filho (a).

Paciente / HC

Endereco
Em caso de duvidas ligar :
Comisséo de Etica Médica : 3788-791

Dra. Maria Marluce Vilela :3788- 7353
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FACULDADE Dzlcﬁwcms MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
B Caixa Postal 6111

. :
' 1 3083'9 70 CamplnaS—S. P
f.g\' & (019) 37888936

fax (019) 37888925
UNICAMP B cep@head.fcm.unicamp.br

NG

CEP, 09/08/01
PARECER: N° 019/99

P. DE PESQUISA: IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL: UMA OU VARIAS
SINDROMES?

PESQUISADOR: Ana Lidia Braga Amoras

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apo6s acatar os pareceres dos membros - relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado os termos do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢des o Protocolo de Pesquisa supracitado.

Homologado na Il Reuniao Ordinaria do CEP/FCM, de 13 de abril de 1999.

A Tise, Peiiany
Prof. Dr. SEBASTIAO ARAUJO
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
| FCM / UNICAMP

-
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