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1. INTRODUCAO

H& mais de 100 anos, estudando o sistema imunoldgico, Ehrlich e Elie
Metchnikoff descreveram mecanismo de defesa contra infecgdes. Paul Ehrlich
descreveu a imunidade adaptativa que é a imunidade mediada por anticorpos e Elie
Metchnikoff estudou os neutréfilos, células com fungdo crucial na imunidade inata ).
Hoje, sabe-se que a imunidade adaptativa funciona em conjunto e na dependéncia da
imunidade inata. A imunidade inata precedeu a imunidade adaptativa na filogenética,
sendo ela que determina a demanda de instru¢des para iniciar o funcionamento do

sistema imunolégico ©.

As imunodeficiéncias primarias sao um grupo heterogéneo de doencas que
acometem o sistema imunoldgico, aumentando a susceptibilidade as infec¢des. Ha
relato de anormalidades funcionais de células B, células T e de componentes da
imunidade inata, assim como os neutréfilos e os toll-like receptors (TLRs) ¢,

Dentre as imunodeficiéncias primérias, destaca-se a imunodeficiéncia comum
variavel (ICV) pela sua importante prevaléncia em todas as faixas etarias. Pacientes
portadores de ICV sdo frequentemente acometidos por infeccdes recorrentes que é um
dos fendtipos desta doenca ¢ 7. Além disso, estes pacientes podem apresentar
complicacBes, as quais sdo descritas como outros quatro fendtipos desta
imunodeficiéncia priméaria: autoimunidade, infiltracdo linfocitica policlonal,
malignidade e enteropatia ®.

Ha necessidade de melhor entendimento sobre a fisiopatologia da ICV,
objetivando-se facilitar o diagnostico e melhorar a intervencéo terapéutica e a qualidade
de vida dos pacientes portadores desta doenga. Em se tratando de uma imunodeficiéncia

classificada dentro do sistema humoral com defeitos predominantes de células B, muito
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pouco se conhece sobre as alteragcbes da imunidade inata em pacientes com ICV,
principalmente no que se refere a acdo de uma célula tdo representativa neste contexto
que sdo os neutrdfilos. Sabe-se que a quimiotaxia de neutrofilos, migracao celular em
direcdo®® a quimioatrativos, para os locais de injdria infecciosa é um dos mecanismos
cruciais da resposta imunoldgica inata, sendo extremamente importante para o controle
local do crescimento bacteriano e, consequentemente, para a prevencao da disseminacao
das bactérias patogénicas %

Anormalidades na populacdo de neutr6filos e na sua resposta aos
quimioatrativos tém sido verificadas em varias doencas inflamatdrias, infecces,
neoplasias e em doencas relacionadas & autoimunidade ™. H4 estudos na literatura
que verificaram defeitos na quimiotaxia de neutréfilos em pacientes portadores de
imunodeficiéncias primaria como naqueles portadores de deficiéncia de IgA,
agamaglobulinemia, imunodeficiéncia ~ combinada  grave, sindrome  da
hiperimunoglobulina E, sindrome de Chediak-Higashi e em portadores da sindrome de
Wiskott-Aldrish que serdo descritos posteriormente, na secio de revisdo da literatura ¢
22).

A sinalizacdo celular é um dos principais mecanismos para a efetividade da
imunidade inata, pois receptores intracelulares e extracelulares reconhecem antigenos e
transmitem sinais atuando na defesa do organismo. Dentro da categoria de receptores
celulares, destacam-se os TLRs que séo receptores de reconhecimento padrdo (RRP)
capazes de reconhecer padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPS). Varios
estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de avaliar o papel dos TLRs na fungéo
dos neutrofilos. Os neutréfilos humanos expressam os TLRs de 1 a 10, exceto o TLR3
5. 2320 Merecem destaque os receptores TLR2 e TLR4 presentes em neutrofilos, os

quais sdo importantes, principalmente, para a sinalizacéo relacionada a bactérias gram-
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positivas e gram-negativas, que frequentemente causam infecgOes recorrentes em
pacientes portadores de ICV® %), O reconhecimento de patégenos pelo TLR facilita a
dimerizacdo deste receptor que, através do seu dominio TIR, desencadeia os eventos de
sinalizacdo celular. O TLR2 é responsavel pelo reconhecimento de uma variedade de
patdgenos e pode formar dimeros, tornando-se um receptor ativo. O dimero formado
entre TLR1/2 reconhece PAMPS de bactérias gram-positivas, incluindo peptidoglicano,
lipopeptideos e &cido lipoteicoico; enquanto que com TLR6 é capaz de reconhecer acido
lipoteicoico e zimozam (polissacarideo derivado do fungo). O TLR4 pode formar um
homodimero e é importante receptor associado ao reconhecimento do LPS
(lipopolissacarideo) presente em bactérias gram-negativas, juntamente com o CD14
(cluster of differentiation) e a glicoproteina MD-2 (myeloid differentiation-2). O MD-2
confere responsividade do TLR4 ao LPS e o CD14 controla a endocitose do TLR4
induzida pelo LPS. A hipoatividade dos TLRs pode resultar em grande susceptibilidade
aos patégenos @” 28 Estudos da atuacdo de TLRs em pacientes portadores de ICV
foram realizados, principalmente, em células B e células dendriticas, mas ndo em
neutrofilos %39,

Estudos mostram que a MAPK p38, uma proteinoquinase ativada via TLRs, é
uma das principais vias de sinalizagdo relacionada a quimiotaxia de neutréfilos®” e atua
através do estimulo a mobilizacdo de neutrofilos dentro do vaso, na transmigracéo e no

direcionamento do neutréfilo 2

Sabendo-se que ja ha importante comprometimento de células B e de célula T
3330 ¢ diante da importancia do entendimento da fisiopatologia da ICV associado ao
frequente acometimento destes pacientes por infeccOes recorrentes, este estudo tem
como objetivo avaliar a quimiotaxia do neutr6filo em resposta ao estimulo com o

quimioatrativo f-MLP (peptideo derivado de bactérias) e verificar a via de sinalizacéo

12



MAPK p38 ativada por TLR2 e TLR4 estimulados com peptidoglicano e LPS,
respectivamente, em neutréfilos de pacientes portadores de ICV acompanhados no
ambulatério de Imunologia do HC-UFMG, comparando-os com seus controles sem a
doenca.

Esta tese de doutorado serd apresentada sob a formatacdo regulamentada pelo
colegiado do Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias da Saude — Saude da Crianca e
do Adolescente da Faculdade de Medicina da UFMG, sendo composta por esta
introducdo, seguindo-se uma revisdo da literatura referente a imunidade inata no
contexto da quimiotaxia de neutréfilos e sinalizacdo celular e da imunodeficiéncia
comum varidvel, com posterior descri¢cdo da metodologia utilizada e um artigo original
com apresentacdo dos resultados e discusséo. Foram descritas as consideragdes finais e
os anexos. As referéncias bibliogréficas estdo listadas ao final de cada sessdo, dispostas
em ordem de citacdo, seguindo as normas de Vancouver, conforme a recomendacao do

Programa.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Imunodeficiéncia comum variavel

A ICV é a mais frequente das imunodeficiéncias primarias (IDP). Apesar da
deficiéncia de IgA ser a IDP mais comum, a ICV é clinicamente mais relevante. A
prevaléncia de ICV no mundo € de aproximadamente 1: 25.000 pessoas, variando em
uma faixa de 1: 10.000 a 1: 50.000 individuos ”. O inicio das manifestacdes clinicas
pode ocorrer em qualquer faixa etaria, mas tem distribuicdo bimodal, com picos na
primeira década e inicio da terceira década de vida ©®. Ambos os sexos sdo igualmente
afetados ™ *Y. Na ICV, os niveis de IgG e IgA estdo reduzidos e os de IgM podem se
apresentar normais, reduzidos ou aumentados. Pacientes com ICV podem néo
apresentar anticorpos a antigenos vacinais. A demonstracdo de auséncia de competéncia
imunoldgica na producdo de anticorpos ap0s a exposi¢do ou imunizacdo é considerada
uma caracteristica importante da ICV na maioria dos protocolos ©¥. As células B
podem se apresentar em numero reduzido e, em alguns estudos, ha descricdo de
alteractes da imunidade celular “% Y. Pode haver um atraso de 4 a 9 anos no tempo
entre o inicio dos sinais e sintomas da ICV e o diagnéstico da doenca. & 4243,

Cerca de 90% dos casos de ICV ocorre de forma esporadica, embora 10-20%
dos individuos portadores da doenca possam ter outro membro da familia acometido,
geralmente como heranca autossomica dominante. ® *Y A ICV pode se apresentar como
uma evolucdo da deficiéncia de IgA, 0 que sugere uma base genética para
susceptibilidade a estas duas imunodeficiéncias primarias “**®.

Na fisiopatologia da ICV, ainda pouco conhecida, ha reducdo do nimero

absoluto ou relativo de células TCD4" e aumento de células TCD8" com alteracio da

relagdo CD4/CD8 “9) Os pacientes portadores de ICV podem apresentar prejuizo na
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producdo de IL-2 ou de citocinas de perfil Th2 com disfuncdo de células T reguladoras
40 S&o descritos defeitos em linfocitos B abrangendo receptores envolvidos na
diferenciacdo e na maturagéo celular, especialmente mutagdes de CD19, assim como na
geracdo da diversidade de genes, como o BAFF-R, ICOS e TACI ® %53 A maioria
dos pacientes portadores de ICV tem contagem normal de células B no sangue
periférico com reducgdo de células de memoria classicas (CD19°CD27°IgD IgM") e
prejuizo na formagéo de linfécitos B na medula 6ssea® >, Vérias mutacdes genéticas e
polimorfismos (ICOS, TNFR13B/TACI, TNFR13C/BAFF-R, CD19 e Msh5)
envolvidos em algum elemento da biologia dos linfocitos B foram associados a ICV,
tendo sido encontrados em apenas 10% dos casos 44,

Os critérios diagnosticos para ICV de acordo com o European Society for
Immunodeficiencies - ESID/ Panamerican Group for Immunodeficiency - PAGID séo
infeccOes recorrentes, idade acima de quatro anos, niveis reduzidos de IgG (pelo menos
2 desvios-padrdo abaixo da média para a idade), diminuicdo de mais um isotipo de
imunoglobulina (IgA e/ou IgM), exclusdo de outras causas bem definidas de
hipogamaglobulinemias, auséncia de isohemaglutininas e de resposta & vacina ©”. A
demonstracdo de incompeténcia na producdo de anticorpos apds exposicdo ou
imunizacdo é considerada uma caracteristica importante para o diagnostico de ICV na
maioria dos protocolos® *”, mas ja foi descrito na literatura que pacientes com reducéo
significativa de 1gG (<200mg/dl), provavelmente, ndo sdo capazes de produzir
anticorpos®®. Desta forma, em alguns estudos, nem todos os pacientes portadores de
ICV foram avaliados em relago & resposta vacinal® 9.

As infeccOes recorrentes sdo comuns em pacientes portadores de ICV,

principalmente, em seios paranasais, pulmdes e trato gastrointestinal ©¥. Pacientes

portadores de ICV apresentam infec¢Ges por bactérias capsuladas como Staphylococcus
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aureus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa
e Branhamella catarrhalis. Além disso, podem apresentar artrite por Mycoplasma
pneumoniae, Mycoplasma hominis e Ureaplasma urealiticum. Entre os agentes
infecciosos causadores de diarreia nestes pacientes encontram-se a Giardia lamblia, o

Campylobacter enteritis e os enterovirus ¢ 39

Bactérias  capsuladas,
predominantemente, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae representam
0s agentes mais comumente isolados em pacientes portadores de deficiéncias primarias
de anticorpos, o que reflete o importante papel dos anticorpos na opsonizacdo destes
patégenos . Além das infeccBes recorrentes ou cronicas, estes pacientes podem
apresentar outras enteropatias, doengas autoimunes e incidéncia aumentada de
malignidade. ®.

Um registro de pacientes portadores de ICV que teve duracdo de dez anos (1996
a 2006) foi utilizado para definir cinco fenétipos diferentes do seguinte modo: 1. Sem
complicagdes (apenas infecgOes), 2. Doenga autoimune associada, 3. Presenca de
infiltracdo linfocitica policlonal, 4. Com malignidade linfoide e com 5. Enteropatia. Um
total de 83% destes pacientes apresentava apenas um dos fenotipos. Diferentes fendtipos
foram associados a diferentes tempos de sobrevida. Evidenciou-se que a malignidade
linfoide ocorreu mais tarde na progressdo da doenca e, em geral, em pacientes
portadores de infiltracdo linfocitica policlonal pré-existente. Na maioria das vezes, o
fendtipo clinico podera ser determinado até cinco anos apds o inicio dos sinais e
sintomas da ICV, entretanto, o valor prognostico de cada fenOtipo deve ser
acompanhado de forma longitudinal ®.

As manifestacdes clinicas selecionadas para caracterizar os diferentes fenotipos

clinicos foram as seguintes, segundo Chapel H et al, 2008:

17



- auséncia de complicagdes: grupo que manifesta apenas infeccGes recorrentes,
sem as complicaces referidas a seguir. As principais infeccbes sdo pneumonias,
sinusites, otites e diarreia. Menos frequentemente, os pacientes podem apresentar
hepatites virais, infeccdo por herpes zoster e giardiase.

- autoimunidade para pacientes que apresentam pelo menos um dos seguintes
diagndsticos de doencas autoimunes: artrite reumatoide, lUpus eritematoso sistémico,
espondiloartrites, diabetes mellitus insulinodependente, anemia perniciosa, gastrite
atrofica (comprovada por bidpsia gastrica), anemia hemolitica autoimune,
trombocitopenia idiopéatica, eritema nodoso, psoriase. Alguns pacientes podem
manifestar estas doencas antes do diagnostico de ICV.

- infiltracdo linfocitica policlonal: pacientes que apresentam hepatomegalia e/ou
esplenomegalia inexplicadas (comprovada ao exame fisico efou através de
ultrassonografia), linfadenomegalia cronica e granulomas ndo explicado por outras
causas (comprovados por bidpsia e localizados no figado, baco, pele, pulmdes, cérebro e
linfonodos). Algumas destas manifestagdes podem estar relacionadas a infec¢do prévia
pelo virus Epstein barr, retrovirus ou herpes virus 8 ©9.

- malignidade: pacientes que desenvolvem neoplasias linfoides ou outras formas
de cénceres durante a doenca. Os pacientes podem apresentar neoplasias hematoldgicas
e tumores sélidos como de mama, prostata, ovario, pele e colon. As neoplasias mais
comuns s&o o linfoma e o cancer gastrico ©® ® %2 Algumas neoplasias podem estar
associadas as infecgdes prévias por virus oncogénicos (herpes virus 2 ou 4, HTLV- 1,
HTLV-2 e HPV-6) ©Y.

- enteropatia: pacientes portadores de doenca inflamatoria intestinal e a bidpsia
revelando infiltragdo em lamina prépria e mucosa intraepitelial com atrofia de

vilosidades. Os pacientes podem apresentar diarreia crénica com sindrome de ma

18



absorcdo, doenca de Crohn, retocolite ulcerativa, doenga celiaca e linfangiectasia
intestinal ©®.

A doenca pulmonar associada a ICV tem alta morbidade e mortalidade. Uma
importante lesdo pulmonar, a bronquiectasia, acomete 37 a 73% dos pacientes, podendo
estar associada as infeccdes graves @ 6264,

As caracteristicas clinicas tém sido associadas a diferentes alteragdes
imunolégicas j& identificadas como parte da doenga conforme a classificacdo
fenotipica® “*.  Malignidade linfoide pode se associar & infiltragdo linfocitica
policlonal pré-existente e correlacionar com niveis séricos aumentados de IgM ao
diagndstico. A autoimunidade pode estar associada a baixos niveis de CD4 ©.

Em 2012, SALZER e colaboradores descreveram cinco fenotipos clinicos
agrupados de forma diferente, unindo doenca linfoproliferativa e autoimunidade. Desta
forma, a classificacéo fenotipica foi dividida em 1. Infecgdes, 2. Lesdes granulomatosas,
3. ManifestacBes gastrointestinais, 4. Autoimunidade associada a doenca
linfoproliferativa (infiltracéo linfocitica) e 5. Malignidade ©°.

Em relagcdo a imunidade inata, estudos ja evidenciaram defeitos de sinalizacdo
das células dendriticas © e amplo defeito de sinalizagdo de TLR em linfécitos B de
pacientes portadores de ICV que, caracteristicamente, j& apresentam
hipogamaglobulinemia e pobre resposta a vacinagéo ©% ¢,

O uso de imunoglobulina endovenosa pode contribuir para a diminuicdo das
infeccBes recorrentes na grande maioria dos pacientes " ®®. A dose recomendada é de
300 a 600mg/Kg a cada 21 ou 30 dias. Alternativamente, ha a possibilidade de se
aplicar a imunoglobulina subcutanea a cada 15 dias ©° .

A profilaxia com antimicrobianos tem sido utilizada em pacientes portadores de

ICV, apesar de poucas evidéncias cientificas. Alguns autores consideram 0 uso de
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antimicrobianos para a profilaxia de infeccOes quando estas séo frequentes (mais que
trés por ano) ou severas ©¥. Os antimicrobianos mais utilizados para a profilaxia sdo o
sulfametoxazol-trimetoprim e os macrolideos?.

Observou-se que a sobrevida reduzida de pacientes portadores de ICV pode se
associar a baixos titulos de IgG, a altos titulos de IgM, a presenca de poucas células B
periféricas e ao atraso no diagnostico. O risco de 6bito pode ser maior em pacientes com
complicagdes néo infecciosas como linfoma, hepatite, alteragdo funcional ou estrutural
do pulméo e doenca gastrointestinal .

Os pacientes portadores de ICV séo estudantes, trabalhadores, aposentados ou
possuem outras atividades diarias e que vivem melhores com a terapia de reposicdo de
imunoglobulina. Entretanto, alguns pacientes, apresentam complicagfes ainda

() Estudos clinicos e

associadas com aumento da morbidade e mortalidade
imunolégicos devem fazer parte da constante busca pela melhoria da qualidade de vida

destes pacientes de forma geral.

2.2.Imunidade Inata

A imunidade inata atua em conjunto com a imunidade adaptativa na resposta
imunolégica do organismo>™. As principais células efetoras da imunidade inata s&o
os neutrofilos, macrofagos, células dendriticas e células natural killer (NK). Além
destas células, os mediadores inflamatorios como as proteinas do complemento, as
proteinas da fase aguda, citocinas e quimiocinas atuam na imunidade inata .

A imunidade inata € imediata, constituindo a primeira etapa de defesa do

organismo na resposta imunoldgica contra os patogenos. E através dos neutréfilos que a
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imunidade inata inicia a defesa do organismo contra bactérias, fungos, virus e
protozoarios .

Atualmente, sabe-se que a imunidade inata ndo € tdo inespecifica como se
pensava antes, pois € atraves dela que os RRPs reconhecem VAarios agentes agressores ao
organismo devido a estruturas denominadas padrdes moleculares associados aos
patégenos (PAMPs)™. Atualmente, os TLRs, encontrados em neutréfilos, possuem
importante papel na imunidade inata, atuando como RRPs, por apresentarem capacidade

de reconhecer os PAMPs @,
2.2.1. Quimiotaxia de neutrofilos

Os neutrdéfilos sdo os leucdcitos mais abundantes do sangue e originam-se das
células-tronco da medula dssea através da acdo do fator estimulante de colénia de
granuldcitos (G-CSF). Este fator estimula o lancamento dos neutréfilos maduros para a
circulagdo periférica em condicbes basais ou através de estimulos externos como
acontece durante a liberacdo de quimiocinas no processo inflamatério. No local da
inflamacéo, a meia-vida (aproximadamente 6h) do neutréfilo pode ser prolongada pela
acdo de agentes quimiotaticos que atuam no recrutamento destas células @9,

O neutréfilo maduro apresenta nucleo segmentado (polimorfonuclear) e
citoplasma com granulacdes. Estudos recentes mostram que os neutrofilos podem gerar
as chamadas NETs (neutrophilic extracellular traps) que sdo as armadilhas
extracelulares neutrofilicas formadas por substancias dos granulos e componentes
nucleares. As NETs sdo capazes de anular fatores de viruléncia e destruir bactérias
extracelularest’ "

O neutrdfilo é a primeira célula a atuar quando a imunidade inata é acionada

para proteger o organismo™. Eles chegam rapidamente aos locais de infecgéo, possuem
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uma grande variedade de funcbes efetoras antimicrobianas com capacidade para
produzir citocinas e iniciar a resposta inflamatdria, sendo eliminados da circulacdo e dos
tecidos inflamados através de apoptose /" "®_Os neutréfilos sdo importantes para o
controle local da proliferacéo bacteriana e prevencdo de disseminacdo de patogenos ®©.

A quimiotaxia é o processo de migragdo celular em diregcdo ao gradiente quimico
(quimioatrativos). A quimiotaxia dos neutréfilos do sangue para outros tecidos ocorre
predominantemente nas vénulas pds-capilares e ¢ mediada por processos quimicos,
mecanicos e moleculares que fazem com que os neutrofilos migrem para os locais de
infeccdo, por meio de uma série de eventos que incluem a sua ativacdo, mobilizacéo,
rolamento, adeséo e diapedese™ (Figura 1). O gradiente quimico induz, no neutréfilo, &
reorganizacdo da actina, mudangas de forma e desenvolvimento de polaridade,
contribuindo para a sua mobilidade durante a quimiotaxia. % 7 8%

Durante o processo inflamatdrio, as células endoteliais ativadas expressam
moléculas de adesdo da familia das selectinas: molécula 1 de adesdo intercelular
(ICAM-1) e a molécula 1 de adesdo da célula vascular (VCAM-1). As selectinas séo
glicoproteinas presentes nos leucocitos (L-selectinas) e nas células endoteliais (E-
selectinas) que medeiam a adesdo fraca dos neutrdfilos ao endotélio, permitindo o seu
rolamento na parede de vaso e o0 contato com 0s quimioatrativos. As integrinas dos
leucécitos promovem a adesédo forte ao endotélio que efetivamente adere o neutrdfilo a
parede do vaso, contribuindo para a diapedese (locomocdo do sangue para outros
tecidos através de espagos entre as células endoteliais) ou para a transmigracéo
(locomocdo através de fissuras formadas nas células endoteliais) Y. A Mac-1
(CD11b/CD18 - antigeno macrofagico) € considerada uma das integrinas mais

importantes para a resposta inflamatéria com participacao de neutréfilos ©2.
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A proteina G, composta de trés subunidades (o, B ¢ ) e localizada na superficie
interna da membrana celular, é envolvida na transducdo de sinais celulares, alternando
um estado de ligacdo com uma guanosina difosfato inativa (GDP) e a guanosina
trifosfato ativa (GTP). Os quimioatrativos se ligam aos receptores transmembrana
acoplados a proteina G (GPCR) que possuem sete dominios expressos na superficie dos
neutrdfilos. Estes receptores sdo divididos de acordo com o quimioatrativo envolvido na
quimiotaxia, f-MLP, PAF, C5a, LTB4 e IL8. A liga¢do do GPCR com o quimioatrativo
resulta em uma troca do GDP pelo GTP e ativa enzimas celulares, como adenil ciclase e
fosfolipases. ApoOs a sua ativacdo, a fosfolipase C degrada o fosfatidil inositol 4,5
bifosfato (IP3) e o 1,2 diacilglicerol (DAG). O IP3 promove a liberacdo do célcio
intracelular que controla a emissdo de pseuddpodos, atuando na mobilidade dos
neutrdfilos, através da acdo da actina e 0 DAG ativa a proteinoquinase C que promove a
fosforilacdo de radicais em diversas proteinas intracelulares, contribuindo para a

atividade motora do neutréfilo®® &
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Figural. Representacdo esquemdtica da quimiotaxia de neutrofilo. Fonte: adaptado Reddy RC,
gflalmdiford TJ. Effects of sepsis on neutrophil chemotaxis. Current opinion in hematology. 2010;17(1):18-

Usando varios agentes quimiotaticos, neutrofilos podem ser analisados in vitro
para possiveis anormalidades na quimiotaxia Y. Entre os quimiotaticos que promovem
a migracdo de neutrofilos destacam-se a interleucina 8 (IL 8), o fator ativador
plaquetario ( PAF), o componente do complemento 5a (C5a), o leucotrieno B4 (LTB4)
e 0 N-formil-_-metionil-_- leucil-_-fenilalanina (f-MLP) ®. A 1L8 é uma quimiocina
produzida pelos mondcitos, macrofagos e células endoteliais, podendo ser estimulada
por agentes infecciosos e por substincias enddégenas como o 6xido nitrico, TNFa e IL1
86.87)) 'O PAF é produzido pela ativacdo de plaquetas e neutréfilos © 8. O LTB4 é
derivado do metabolismo do 4cido araquiddnico e produzido por células mieldides. O
Cb5a é uma anaflatoxina obtida ap6s a clivagem da proteina C5 do complemento. A f-
MLP (formil-metil-leucil-fenilalanina) é um quimioatrativo constituido de um peptideo

derivado de bactérias com capacidade de estimular neutréfilos %92,
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Na sepse, a quimiotaxia de neutrofilos € um evento central da resposta
inflamatoria e tem sido demonstrado em modelo de perfuracéo e ligagdo cecal (CLP)
em animais de experimentacdo que a faléncia de migracdo de neutrofilos para o foco
infeccioso é acompanhada por um nimero aumentado de bactérias no fluido peritoneal e
sangue, seguidos de alta taxa de mortalidade ™ %) A quimiotaxia esté alterada na
sepse em humanos em Varios estagios do recrutamento de neutréfilos 9.

Os defeitos de quimiotaxia de neutréfilos foram descritos em outras doengas
associadas a um aumento da susceptibilidade as infeccGes como neoplasia, diabetes e
sindrome de imunodeficiéncia adquirida > 2.

Vaérios estudos verificaram a quimiotaxia de neutr6filos em pacientes portadores
de IDP. D’Amélio e colaboradores, 1979, verificaram a atividade quimiotatica dos
neutréfilos de 20 pacientes portadores de imunodeficiéncias primarias, entre elas, a ICV
(cinco pacientes), a agamaglobulinemia (cinco pacientes) e deficiéncia de IgA (dez
pacientes) na vigéncia de processos infecciosos. Em seis pacientes com deficiéncia de
IgG (dois portadores de ICV, quatro portadores de agamaglobulinemia) e nove
pacientes portadores de deficiéncia de IgA foi encontrado prejuizo na quimiotaxia
caracterizado por baixo indice quimiotatico (razdo entre o numero de neutrofilos
migrados em resposta ao quimioatrativo pela migracdo aleatoria, sem quimioatrativo, de
neutréfilos). Neste estudo, o prejuizo na quimiotaxia estava associado a presenca de
infeccbes graves (segundo a classificagdo considerada pelos autores, quando o0s
pacientes apresentavam queda do estado geral com necessidade de internacdo) e
moderadas (febre alta, mais de cinco dias de evolugdo e necessidade do uso de
antibidticos), sendo que ndo foram encontradas anormalidades na quimiotaxia em

pacientes com infecgdes leves. Os autores inferiram a possibilidade de que possa haver
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um fator sérico em determinados pacientes portadores de imunodeficiéncias primarias
que interfere com a fungdo quimiotatica durante o processo infeccioso. " ©®),

A Sindrome de Chediak-Higashi (SCH) se caracteriza por infeccfes de
repeticdo, hipoalbinismo cutdneo e ocular e corplsculos gigantes no interior dos
lisossomos®”. A resposta quimiotética de trés pacientes portadores de SCH foi avaliada
comparando com trés controles saudaveis, utilizando a cadmara de Boyden. O estimulo
quimiotatico foi gerado com soro autélogo de SCH e de controles saudaveis incubados
com endotoxina (LPS). A diminuicdo da resposta quimiotatica (células que migraram
com o estimulo) foi mais evidente em pacientes portadores de SCH independente do
estimulo ter sido gerado por soro de controles saudaveis ou soro de portadores de SCH.
Mesmo tendo sido usados outros estimulos (filtrado de cultura de bactérias, soro de
cobaia ativado com endotoxina), a resposta quimiotatica dos pacientes com SCH
persistia diminuida. Os autores ndo encontraram anormalidades na viabilidade, na
mobilidade ou na adesdo celular dos neutréfilos. O soro dos pacientes portadores de
SCH néo continha inibidores de quimiotaxia e era capaz de gerar quantidades normais
de fatores quimiotaticos. Neste estudo, o diametro do poro do filtro utilizado no ensaio
de quimiotaxia pode ter influenciado a diminuicdo da resposta quimiotética, pois houve
intensificacdo da diminuicdo da resposta quando o didmetro do poro foi diminuido de 5
para 1,2 um o que pode ter sido influenciado pelo fato de neutréfilos de pacientes
portadores de SCH apresentarem corpusculos gigantes no interior dos lisossomos
(4um)@9,

Defeitos relacionados a geracdo de fatores quimiotaticos foram descritos em
neutrofilos de quatro pacientes portadores de imunodeficiéncia combinada severa
(SCID) 9 ¢ sugeriu-se que este defeito possa estar relacionado & imunodeficiéncia, ja

que houve melhora apés a realizagdo do transplante. Neste estudo, os valores de
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referéncia considerados como deficiéncia de resposta quimiotatica foram aqueles em
que havia diminuigdo da quantidade de células migradas em resposta ao quimioatrativo
em mais de 80% quando comparados com os resultados de voluntérios saudaveis
previamente avaliados.

Ao avaliarem dois pacientes com sindrome da Hiperimunoglobulinemia E
(Hiper-1gE), uma imunodeficiéncia caracterizada por altos titulos de IgE, dermatite

atopica grave e infeccBes recorrentes cutaneas e pulmonares ©°

, Van Epps e
colaboradores, 1983, verificaram diminuicdo do indice quimiotatico nos dois pacientes
apos estimulo com o f-MLP, mas apenas um dos pacientes apresentou diminui¢do do
indice quimiotatico diante do estimulo com Cba, sugerindo uma seletividade da resposta
da migracéo dependendo do quimioatrativo ®V. Ao avaliar trés pacientes portadores de
sindrome da Hiper-IgE, Ito e colaboradores, 2003, verificaram que a diminui¢do da
resposta quimiotatica dos neutréfilos estava associada a insuficiente producéo de INFy o
que poderia contribuir para explicar a patogénese da doenca associada a infeccOes
caracterizadas por estafilococcias de repeticdo e abscessos cutaneos e pulmonares“®,

A sindrome de Wiskott-Aldrich é uma doenca rara caracterizada por diminuicao
do nimero e tamanho das plaquetas, eczema e imunodeficiéncia®. Em estudos de
Zicha e colaboradores, 1998, ndo foi verificada diminuicdo da atividade quimiotatica e
0s neutréfilos apresentaram mobilidade preservada @2,

Em pacientes portadores de Deficiéncia de Adesdo Leucocitaria do tipo Il em
que hé defeito metabdlico em via sintética comum para ligantes de selectinas, observou-
se faléncia da quimiotaxia de neutrdfilos associada a reducéo de rolamento e aderéncia
dessas células ao epitélio®?.

Em um estudo com 23 pacientes portadores de diversos tipos de IDP ®Y,

observou-se que em apenas um dos seis pacientes portadores de ICV a quimiotaxia
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absoluta (nimero de neutréfilos migrados em resposta ao quimioatrativo) e o indice

quimiotatico encontravam-se diminuidos.
2.2.2. Sinalizacdo celular: neutrofilos e TLRs

O reconhecimento inicial de microrganismos é mediado por varios receptores
expressos em células que atuam na imunidade inata. Dentre estes receptores, encontra-
se aquele homdlogo a uma proteina da Drosophila melanogaster, denominado toll, com
a funcdo de proteger as moscas contra as infeccGes. Nos mamiferos, estes receptores
foram descritos na década de 90 e denominados de toll-like receptors — TLR %), Os
TLRs sdo glicoproteinas de uma familia constituida de onze tipos de proteinas descritas
em humanos (dos 15 tipos estudados) que desempenham papel crucial no inicio da
resposta inata do organismo Y e se apresentam como receptores de superficie da
membrana celular (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6) ou endossémicos (TLRS3,
TLR7, TLR8 e TLR9) que permitem ao hospedeiro se defender de varios tipos de
microrganismos > 2" (Figura 2). Os TLRs endossémicos apresentam dominio voltados
para o lume do endossomo e aqueles localizados na superficie da membrana celular sdo
constituidos por uma proteina transmembrana contendo um dominio extracelular (550-
950 aminoacidos com18 a 31 repeticdes ricas em leucina) e um dominio citoplasmatico
(cerca de 200 aminoéacidos). O TLR e o receptor de IL1 sdo da familia de receptores
relacionados com a imunidade inata que contém um dominio intracelular denominado
de dominio TIR @ %2199 Ayando o TLR reconhece o PAMP, hé inicio da resposta
imunoldgica, através de sua dimerizagdo que ativa as vias de sinalizagdo por meio do
seu dominio intracelular TIR 3 101.104)

Além dos neutrdfilos, os TLRs estdo presentes em outros tipos celulares

envolvidos na funcdo imunoldgica como o bago, os pulmdes, as tonsilas, os linfonodos
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e o trato gastrointestinal® 2 - A quimiotaxia dos neutréfilos é influenciada pelos
TLRs. A interagdo entre 0 TLR e o PAMP favorece o deslocamento dos neutrofilos e
sua rapida chegada ao sitio inflamatério guiado por agentes quimiotaticos “%. Quando
0s TLRs dos neutrofilos se unem aos seus PAMPSs, as vias de sinalizacdo sdo ativadas
provocando derramamento de I-selectina, regulagdo positiva de integrinas, aumento da

producéo de citocinas e fagocitose, retardando a apoptose %109

O reconhecimento de PAMPs pelos RRPs, como os TLRs, denota um
mecanismo de grande eficiéncia e especificidade da imunidade inata no que se refere a
deteccdo de estruturas que sdo essenciais para a sobrevivéncia de bactérias, virus,
fungos e protozoarios. Os TLRs reconhecem PAMPs como lipopolissacarideos (TLR4),
peptidoglicanos, lipopeptideos (TLR2/TLR6, TLR1/TLR2), flagelina (TLR5), DNA
bacteriano e viral (TLR9), RNA de fita simples (TLR7, TLR8) e RNA viral de dupla
fita (TLR3). Dentre os diversos TLRs conhecidos, os TLR2 e TLR4 sdo 0s mais bem
estudados em razdo da grande variedade de células que 0s expressam em suas
superficies e suas consequentes repercussées no organismo humano, detectando uma

variedade de agentes patogénicos 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica da familia de TLRs e seus PAMPs. TLR2 é essencial para
reconhecer lipopeptideos. Associados ao TLR2, TLR1 e TLR6 discriminam triacyl e diacyl lipopeptideos,
respectivamente. TLR4 é receptor de LPS. TLR9 é essencial para o reconhecimento de CPG de DNA
bacteriano. TLR3 é implicado no reconhecimento de RNA viral de dupla fita, enquanto TLR7 e TLR8 no
reconhecimento de RNA viral de fita simples. TLR5 reconhece flagelina. Fonte: adaptado de Takeda K,
Akira S. Toll-like receptors in innate immunity. International immunology. 2005;17(1):2.

O TLR2 é essencial para a deteccdo de bactérias gram-positivas via
peptidoglicano. Também, € capaz de reconhecer estruturas da Neisseria meningitidis,
micobactérias, Candida albicans, virus do sarampo, estruturas proteicas da superficie de
Trypanossoma cruzi ® e determinadas estruturas de bactérias gram-negativas 7.
TLR1 e TLR6 formam dimeros com TLR2 a fim de reconhecer estruturas especificas de

bactérias como o diacyl (TLR6) ou triacyl (TLR1) lipopeptideo 1% @9,

O TLR4 reconhece o lipopolissacarideo (LPS) presente em bactérias gram-
negativas, estrutura da Candida albicans, Trypanossoma, proteina externa do Virus
Respiratorio Sincicial e do Mycobacteriurm turbeculosis. Varias outras proteinas tem
sido sugeridas como ativadoras de imunidade celular atraves de TLR4, incluindo
fibrinogénio, fimbrias bacterianas e acido teicuronico. O CD14 e 0 MD-2 séo proteinas

gue aumentam a especificidade do TLR4 ao LPS .
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A interacdo entre PAMPs e TLRs sinalizadores ativam os neutrofilos através de
vias de transducdo de sinais, NFKB ou MAPK, as quais induzem a expresséo de genes

(105)

envolvidos na resposta imunolégica, produzindo citocinas. . As fungdes dos

neutr6filos podem ser reguladas por citocinas pré e anti-inflamatrias %9,

As diferentes respostas mediadas por PAMPs especificos de TLR podem ser
explicadas pelo uso de moléculas adaptadoras como a MyD88, a proteina associada ao
TIR/adaptador semelhante a MyD88 (Mal), a proteina adaptadora contida no dominio
TIR indutora de IFNB1(TRIF) molécula 1 contida no dominio TIR(TRIF/TICAM1) e a
molécula adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM). A molécula adaptadora MyD88 é
essencial para a indugdo da produgdo de citocinas (TNFa e IL12), sendo um adaptador
universal para TLR, exceto para TLR3 % O adaptador TIRAP/Mal é essencial &
sinalizacdo dependente de MyD88 via TLR2 e TLR4 @ %) ¢ o0 TRAM é utilizado
apenas por TLR4. Por outro lado, o adaptador TRIF/TICAM1 é utilizado por TLR4
como via independente de MyD88 %9 (Figura 3). Com excecdo de TLR3, todos 0s
TLRs utilizam funcionalmente a proteina adaptadora MyD88 como parte da via de

sinalizacdo intracelular que conduz a ativacio de NFkB e MAPquinases®®?.
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Figura 3. Representacdo esquematica dos TLRs e suas moléculas adaptadoras e ativacdo da via AP1 pela
MAPK p38. Com a AP-1 hd a transcricdo de citocinas inflamatérias. Fonte: adaptado de Akira S,
Uematsu S, Takeuchi O. Pathogen recognition and innate immunity. Cell. 2006;124(4):790.

Quando estimulada, a MyD88 recruta membros da familia de IRAK (IL-1
receptor- associated kinase), como o IRAK 4 e facilita a fosforilacdo de IRAK1. A
forma ativada de IRAK 1 se associa a TRAF6 (fator 6 associado ao receptor do fator de
necrose tumoral) que ativa TAKI1 (fator de crescimento [ associado a quinase 1),
membro da familia da MAP3K que em sequéncia ativa MEK3 e MEK6 e a MAPK. A
MAPK ativa a via de transcricdo AP1 que controla vérias funcdes celulares incluindo

diferenciacéo, proliferacdo e apoptose(®® 10113,

As MAPKSs sdo quinases serina-treonina que atuam mediando sinais reguladores
nas células e as mais estudadas séo p-38, ERK e a JNK. A cascata de sinalizacdo das
MAPKSs pode ser ativada por varios estimulos que regulam a producéo de citocinas e
fatores de crescimento. A familia MAPK p38 esta associada a resposta inflamatdria

desempenhando importante papel na producdo de citocinas pro-inflamatorias (IL1,
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TNFa), no ciclo celular e na apoptose. A MAPK p38 é composta de quatro subgrupos
ou isoformas: p38a, p38P, p38y e a p38d. Destas, a p38a ¢ a p38P sdo expressas
universalmente e apesar dos quatro tipos expressarem ativacOes similares, algumas

diferencas ja foram encontradas na cinética e na intensidade destas ativacges ¢¥@1%,

Como todas as MAPKs, a MAPK p38 é ativada por quinases duplas
denominadas MAP quinases quinases (MKKS). As principais MKKs conhecidas como
ativadoras de MAPK p38 sdo a MEK3 e a MEK6. A MEKG ativa todas as isoformas de
p38, enquanto a MEK3 ¢ mais seletiva, participando da ativacao apenas de a, B e y. A
MAPK p38 a ¢ a principal isoforma envolvida na resposta inflamatéria. Por outro lado,
a ativacdo das isoformas de p38 pode ser controlada por diferentes reguladores e
coativadores através de varias combinacGes de ativacdes existentes. O mecanismo de
ativacdo de MAPK p38 pode variar em diferentes células, dependendo de condigdes
fisiologicas ou patologicas. A MAPK p38 ativada é capaz de fosforilar diversos
substratos nos compartimentos celulares, além de atuar na resposta ao stress incluindo a
irradiacdo ultravioleta, choque térmico, lipopolissacarideos, inibidores da sintese de
protefnas e na mobilidade celular ™¥. MAPK p38 também tem papel regulador na
proliferacdo e diferenciacdo de células do sistema imunolégico como GM-CSF e o

CD40 (11 113)

A via dependente de MAPK-p38 é considerada a principal via de sinalizacdo que
orienta a atuacdo de neutrdfilos in vivo, desempenhando papel crucial na guimiotaxia
destas células, sendo esta funcdo regulada pela expresséo de receptores de superficie,
como os TLRs e quimiocinas ©* ™. Diversas citocinas, incluindo quimioatrativos tem
se mostrado capazes de fosforilar a MAPK p38 em neutréfilos. Esté claro que a inibi¢do
da MAPK p38 por inibidores sintéticos prejudica a quimiotaxia de neutrofilos, pois com

a atuacdo da MAPK p38 inibida, ocorre atraso na mobilizacdo de neutréfilos dentro do
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vaso, prejudica a transmigracéo e o direcionamento do neutréfilo in vitro 2. Estudos
prévios sugerem que a MAPK p38 atua na orientacdo da direcdo dos neutrofilos aos
quimioatrativos e um dos mecanismos sugeridos é atraveés da regulacdo da PTEN
(phosphatase tensin homolog) o qual atua na priorizacdo de sinais celulares quimicos

com papel na migragéo e adesdo celular ¢ 126117,

A ativagdo de MYD88 pelos TLRs fosforila a MAPK p38 e induz a maturagéo
do fagossomo, regulando o trafego endocitico, contribuindo para a fagocitose do
patégeno M8 19 Recentes estudos tem demonstrado que os pacientes portadores de
ICV apresentam respostas alteradas de TLRs. Estes estudos sobre a sinalizacéo celular
foram, predominantemente, realizados em células dendriticas e células B, mas ndo em
neutréfilos % ¢ 120 Em estudo de Yu e colaboradores, 2009, pacientes portadores de
ICV apresentaram deficiéncia de resposta de TLR7 e TLR9, os TLRs
predominantemente expressos em células B e células dendriticas. Estes defeitos
incluiram a perda da ativacao celular, proliferacdo e producéo de citocinas pelas células
B e células dendriticas o que poderia ter um papel importante na patogénese da ICV
®8) A ativacdo de célula B por TLR9 acoplados com extratos de bactérias
(Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae) apresentou respostas
significativamente reduzidas em portadores de ICV e, no entanto, nenhuma mutagédo ou
polimorfismos em TLR9 foram identificados, sugerindo que estas diferencas funcionais
ndo eram devidas a defeitos do receptor ¢* 39 Atualmente, Taraldsrud e colaboradores,
2014, verificaram que as células dendriticas de pacientes portadores de ICV

responderam normalmente aos estimulos virais, ndo encontrando defeitos de sinalizagdo

de TLR7 e TLR9 “?Y como aqueles verificados em estudos prévios.

N&o ha dados na literatura sobre a sinalizacdo de TLR em neutréfilos de

pacientes portadores de ICV, mesmo tendo em vista a importancia destas células e dos
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TLRs na protecdo contra as infeccGes, principalmente no que se refere a agdo de TLR2 e
TLR4, importantes receptores expressos em neutrofilos e que atuam contra o

contingente de bactérias que acometem os pacientes portadores de ICV.
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3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Considerando que a incidéncia de infecgdes recorrentes é critério importante para o
diagnéstico de ICV, faz-se necessaria a avaliagdo da quimiotaxia e da atuacdo de TLRs
(TLR2 e TLR4) na sinalizagdo via MAPK p38 em neutrdfilos de pacientes portadores
de ICV. Tais enfoques poderdo ser importantes ferramentas para a melhor compreenséo
da fisiopatologia da ICV, contribuindo para o diagnéstico e assessoramento aos novos

estudos para o tratamento da doenca.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Este estudo tem como objetivo avaliar a quimiotaxia e a via de sinalizacéo
MAPK P38 ativada pelos TLR2 e TLR4 em neutrdfilos de pacientes portadores de ICV

acompanhados no ambulatério de Imunologia do HC-UFMG.

4.2 Objetivos especiais

- Comparar a quimiotaxia de neutr6filos em pacientes portadores de ICV
acompanhados no ambulatério de Imunologia do HC-UFMG com individuos saudaveis.
- Avaliar a via de sinalizagio MAPK P38 ativada por TLR2 e TLR4 em
neutréfilos de pacientes portadores de ICV acompanhados no ambulatério de

Imunologia do HC-UFMG, comparando-os com individuos saudaveis.
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5. METODOLOGIA

5.1. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo observacional, transversal e comparativo.

5.2. Conceitos operacionais

O estudo foi conduzido no ambulatério do Servico de Imunologia do HC/UFMG
localizado no Centro de Treinamento e Referéncia em Doengas Infecciosas e
Parasitarias Orestes Diniz (CTR — DIP) e no Laboratorio Professor Lineu Freire-Maia
da Faculdade de Medicina da UFMG.

O Servico de Imunologia do HC/UFMG é referéncia para a cidade de Belo
Horizonte e sua regido metropolitana e para municipios do interior de Minas Gerais. Os
pacientes sdo encaminhados a este servico para propedéutica e terapéutica ao nivel de
atencdo secundaria. O CTR — DIP é o local onde os pacientes portadores de
imunodeficiéncia priméria sdo atendidos e recebem imunoglobulina venosa. O
laboratério Professor Lineu Freire-Maia da Faculdade de Medicina da UFMG foi o
local da realizacédo de todos os exames laboratoriais.

O estudo foi realizado no periodo de abril de 2010 a abril de 2014. No ano de
2010, a pesquisadora realizou o aperfeicoamento no atendimento a pacientes portadores
de IDP no ambulatério de imunodeficiéncias priméarias do Servi¢co de Imunologia do
HC/UFMG.

Previamente a realizacdo das técnicas laboratoriais, a pesquisadora foi submetida
a treinamento no laboratdrio Professor Lineu Freire-Maia da Faculdade de Medicina da

UFMG, de agosto de 2012 a agosto de 2013.
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A coleta de dados foi realizada em prontuérios e diretamente com os pacientes
no dia da coleta do sangue, tendo sido anotados em um protocolo de pesquisa
confeccionado para este estudo (anexo 8.1, pagina 115).

Os pacientes foram abordados no dia programado para a infusdo de
imunoglobulina venosa, quando se questionou, também, sobre a possibilidade de
infeccdo atual. N&o foram coletados sangue de pacientes no momento de quadro
infecciosos instalados. Quando o paciente relatava algum tipo de infeccdo no momento
da abordagem para o TCLE, outro dia para coleta era aguardado visto que, em geral, as

infusdes de imunoglobulinas eram realizadas a cada 21 ou 30 dias.

Previamente a infusdo da imunoglobulina, foi solicitada a assinatura do TCLE -
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo 8.2, pagina 118) ao paciente que
concordou em participar do estudo, realizou-se a entrevista conforme protocolo de

pesquisa e, apos obtencdo do consentimento, foi coletado o sangue do paciente.

5.3. Detalhamento populacional

5.3.1. Pacientes

Este estudo apresenta uma parte da casuistica de pacientes portadores de
IDP do Servico de Imunologia do HC-UFMG que conta com mais de 20 anos de
acompanhamento desta populagdo. Foram selecionados os pacientes encaminhados ao
servico que obtiveram o diagnostico de imunodeficiéncia comum variavel, conforme os
critérios do ESID/PAGID ©”: infecces recorrentes, idade acima de quatro anos, niveis
reduzidos de IgG (pelo menos 2 desvios-padrdo abaixo da média para a idade),

diminuicdo de pelo menos mais um isotipo de imunoglobulina (IgA e/ou IgM) e
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exclusdo de outras causas bem definidas de hipogamaglobulinemias. Conforme descrito
na literatura, pacientes com reducéo significativa de IgG (<200mg/dl), provavelmente,
n&o s&o capazes de produzir anticorpos®® e em alguns estudos, nem todos os pacientes

1858 Para a maioria

portadores de ICV foram avaliados em relacdo a resposta vacina
dos pacientes deste estudo ndo foi realizada a pesquisa da producgdo de anticorpos ap6s
exposi¢ao ou imunizag&o.

Em relacdo aos fendtipos, foram utilizados os critérios publicados pelo estudo

©8 e adotados em estudo multicéntrico®, segundo a

multicéntrico europeu
classificacdo: A. sem complicagdes (apenas infecgdes), B. presenca de doenca
autoimune associada, C. presenca de infiltracdo linfocitica policlonal, D. malignidade
ou E. enteropatia.

Do total de 59 pacientes portadores do diagndéstico de ICV em acompanhamento
ambulatorial, foram excluidos 21 deles (ver critérios de exclusdo na pagina 51) e uma
amostra de 38 pacientes participou do estudo da quimiotaxia de neutréfilos (Figura 4).

Por questdo didatica, neste estudo foram atribuidas letras maiusculas (A, B, C,
D, E) para identificacdo de cada fen6tipo, tendo sido incluidos 21 pacientes portadores
do fenétipo A, 4 pacientes portadores dos fendtipos B e E associados, 2 pacientes

portadores apenas do fenétipo B, 1 paciente portador do fendtipo E, 9 pacientes

portadores do fenétipo C e 1 paciente portador do fenétipo D.
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59 Pacientes portadores de ICV

38
Pacientes incluidos
Fenotipos:

4B+E
2B

1E

Figura 4. Fluxograma de sele¢do dos pacientes portadores de ICV incluidos no estudo. Fendtipos:
A=infec¢des, B=autoimunidade, C=Infiltracdo linfocitica policlona, D=malignidade e E=enteropatia.

Os 38 pacientes do estudo da quimiotaxia eram de ambos 0s sexos e faixa etaria
entre 13 e 63 anos (Tabela 1), sendo trés adolescentes e 35 adultos. A divisdo segundo a
faixa etaria e sexo foi, didaticamente, assim definida: de 13 a 20 anos (4 pacientes,
sendo 1 mulher e 3 homens); 21 a 30 anos (3 pacientes, sendo 2 mulheres e 1 homem);
31 a 40 anos (13 pacientes, sendo 8 mulheres e 6 homens) e maior ou igual a de 41 anos
(18 pacientes, sendo 9 mulheres e 9 homens).

Os dados dos pacientes portadores de ICV selecionados para avaliagdo da
quimiotaxia de neutréfilos incluindo a identificacdo, classificacdo fenotipica e os
resultados da avaliagdo laboratorial para o diagndstico da doenca estdo representados na

Tabela 1.
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Tabela 1. Dados populacionais, clinicos e laboratoriais de pacientes portadores de ICV.

Paciente Idade/ Fendtipo Manifestacoes Clinicas 1gG IgA IgM CD4 CDS8 CD19
Sexo * (mg/dI) (mg/dl) (mg/dl) i
01 47/IM A PSB, herpes 48,6 58 30,3 628 603 183
02 13/M A PSB, impetigo, aftas 409 <7 56 767 621 416
03 37/M A Pneumonia, meningite, mielite, obito 38 <7 10 862 1112 460
irméos
04 43/M A PSB, otite 58,7 <7 39 642 1045 10
05 43/F A PSB, diarreia, Def. IgA prévia 361 <7 45 645 656 158
06 37/F A PSB, diarreia, aftas, celulite, candidiase 65 <7 5 1138 806 457
07 20/F @ PSB, consanguinidade, 83 <7 25,8 585 446 90
HEPATOESPLENOMEGALIA,
LINFADENOPATIA
08 39/M A PSB, otite 408 31 460 934 1312 58
09 55/M A PSB, diarreia 450 <7 25 nd nd Nd
10 36/M C PSB, herpes zoster, ESPLENOMEGALIA 363 2 453 1434 1213 355
11 41/M A Pneumonia, sinusite, otite, mastoidite, 36,1 <7 17,8 472 669 37
meningite, tuberculose, herpes zoster
12 63/M C PSB, meningite, ESPLENOMEGALIA, 292 <12 119 101 164 13
giardiase, aftas
13 41/F A Pneumonia, sinusites, otite 111 <7 21 611 384 217
14 41/M C PSB, diarreia/giardiase, 556 2 7 416 731 171
ESPLENOMEGALIA, irmao com ICV
15 27/F B+E Sinusite, LINFADENOMEGALIA, 528 30 31 57 62 49,8
ESPLENOMEGALIA, DIARREIA
CRONICA, erisipela, herpes faringe
16 48/F Pneumonia, sinusite, DIARREIA 75 12 14 nd nd nd
CRONICA
17 41/F C PSB, tuberculose, otite, 270 <42 <32 416 804 31
ESPLENOMEGALIA
18 34/F C PSB, ESPLENOMEGALIA 72 <12 <7 364 266 16
19 25/F A Pneumonia, sinusite 209 7 14 nd nd nd
20 41/F A Pneumonia, otite 702 <7 8 608 396 187
21 33/F A PSB, otite, herpes zoster 33 <7 <4 640 405 71
22 38/M A Pneumonia, Sinusite 73 <7 <4 508 2865 155
23 37/F A PSB, otite, abscessos 110 <7 <1 nd nd nd
24 33/F A Pneumonia, Sinusite 177 <7 20 681 1153 176
25 36/F A Pneumonia, Sinusite 64 <7 b) nd nd nd
26 52/M C Sinusite, HEPATOMEGALIA 154 24 17 401 440 73
27 57/F C PSB, HEPATOESPLENOMEGALIA 190 0 20 354 381 61
28 59/F B PSB, herpes zoster, ANEMIA 233 <7 32 450 401 268
HEMOLITICA
29 45/M A PSB 157 <7 27 nd nd nd
30 38/F B+E PBS,GASTRITE ATROFICA, 38 <7 5 709 3553 307
DIARREIA CRONICA
31 17/M A PSB 62 15 32 531 749 464
32 14/M B+E Sinusite, otite, celulite, ARTRITE 360 62 33 3381 1761 1531
DIARREIA CRONICA/COLITE
33 47/F @ PSB, LINFADENOMEGALIA, diarreia 195 22 63 1720 364 2912
34 25/M B Pneumonia, sinusite, otite, ARTRITE 161 <7 27 775 803 160
35 39/M D PSB, diarreia, CANCER GASTRICO 23 <7 16 6519 1314 87
36 36/M A PSB, otite, diarreia, sepse, candidiase <200 <7 17,3 213 794 112
37 41/F A PSB, otite 326 <7 13 521 748 nd
38 49/M B+E PSB, PLAQUETOPENIA, DIARREIA 33 <7 17 482 586 30
CRONICA

PSB = Pneumonia, Sinusite, Bronquiectasia. Fen6tipo*: A=Infec¢Bes sem complicagdes, B=Autoimunidade, C=lInfiltracdo
linfocitica policlonal, D=Malignidade e E=enteropatia. **CD4, CD8 e CD19 expressos em nimero absoluto de células/mm® nd=
ndo disponivel. As manifestacdes clinicas relacionadas as complicacdes fenotipicas estdo descritas em letras maitsculas.
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As infeccOes que mais comumente acometeram 0s pacientes portadores de ICV
foram as pneumonias, em 35 (92%) e sinusite em 34 (89%) do total de pacientes
incluidos no estudo. Estas infec¢bes ocorreram, principalmente, antes do inicio do
tratamento com imunoglobulina venosa. Em relacdo & bronquiectasia, importante
complicacdo encontrada em portadores de ICV, apesar de ndo ser considerado um

fenotipo da doenca, 25 (65,7%) pacientes apresentaram esta complicacédo (Tabela 1).

Os diagndsticos das doengas autoimunes, das enteropatias e neoplasias
obedeceram a critérios clinicos e laboratoriais recomendados pelas sociedades das
especialidades envolvidas.

A média, o desvio padrdo e analise da variacdo (nUmero maximo e numero
minimo) dos niveis de IgG, IgA e IgM dos pacientes incluidos no estudo encontram-se

na Tabela 2.

Tabela 2. Valores dos niveis de imunoglobulinas de 38 pacientes portadores ICV.

Func0es estatisticas 1gG™* (739-1390) IgA *(84-354) IgM * (81-167)
M +DP (min-Max) ™ 209,1+£174,2(23-702) 9,7+8,3 (0-42) 46,5+100,2(1-460)

*Valores de referéncia dos niveis de imunoglobulinas (mg/dl) para adultos entre parénteses. ** M+ DP (min-Max) =
média + desvio-padrdo (valor minimo e valor maximo).

A contagem de CD4 estava abaixo do percentil 10 (476 células/mm?®) em 26,3%
(10) dos pacientes. A contagem de CD8 estava abaixo do percentil 10 (248
célulassmm®) em apenas 5,2% (2) dos pacientes e acima do percentil 90 (724
células/smm®) em 39,5% (15) deles. A Tabela 1 mostra os valores absolutos de CD4 e

CD8 dos pacientes portadores de ICV incluidos no estudo.
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5.3.2. Controles

Para o grupo controle, 19 voluntarios saudaveis foram incluidos no estudo ap6s
assinatura do TCLE, apresentando faixa etaria entre 17 e 57 anos, sendo 11 mulheres e
8 homens e foram divididos em 4 faixas etérias: de 13 a 20 anos, 2 controles saudaveis;
para a faixa etéria entre 21 e 30 anos, 6; faixa etaria entre 31 e 40 anos, 5 e para aqueles
com 41 anos ou mais, 6. O grupo controle foi composto por funcionérios e estudantes
dos setores onde foi realizado o estudo. A dosagem de imunoglobulinas dos controles
foi realizada pelo método de imunoturbidimetria. Com excecdo de dois controles
saudaveis, as dosagens das imunoglobulinas foram realizadas no laboratério do
HC/UFMG. A Tabela 3 se refere as caracteristicas da populacdo e dosagens de
imunoglobulinas dos controles saudaveis (identificados por letras minusculas) que

participaram do estudo.
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Tabela 3. Caracteristicas populacionais e dosagens de imunoglobulinas do grupo de

controles saudaveis.

Controles Idade Sexo IgG IgM IgA
(mg/dI) (mg/dI) (mg/dI)

a 31 F 1021 83 204
b 45 F 1410 124 232
c 35 F 1546 116 213
d 32 M 1142 160 362
e 42 F 1111 53 151
f 35 F 635 92 156
g 57 F 1009 82 265
h 46 M 1332 56 212
i 23 M 947 78 213
i 29 F 1119 64 149
k 53 F 1267 115 280
I 26 F 1123 162 186
m 19 M 1207 108 473
n 30 M 1041 132 218
o] 37 F 721 112 288
o] 28 F 1166 80 347
q 23 M 1130 160 192
r 17 M 1405 151 284
S 44 M 873 83 328

Assim como para os pacientes portadores de ICV, no momento da coleta do

sangue dos controles, estes ndo apresentavam quadros infecciosos.
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5.4. Critérios de Inclusao

5.4.1. Para pacientes e controles participantes do estudo da quimiotaxia

Conforme relatado no detalhamento populacional, foram incluidos todos os 38
pacientes selecionados do grupo total de portadores de ICV acompanhados no
ambulatério de IDP do HC-UFMG.

Todos os 19 controles foram incluidos no estudo da quimiotaxia de neutréfilos.

5.4.2. Para pacientes e controles participantes da avaliacdo da sinalizacéo

celular

Para se proceder a realizacdo do western blot com objetivo de avaliar as vias de
sinalizacdo de MAPK p38 ativada por TLR2 e TLR4, foram selecionados 11 pacientes
portadores de ICV e 7 individuos do grupo controle participantes do estudo da
quimiotaxia de neutrofilos, conforme mostram as tabelas 4 e 5 . O critério utilizado para
a inclusdo deste grupo de 18 individuos, pacientes e controles, foi baseado no valor
médio do indice quimiotatico (anexos 8.4 e 8.5, pagina 133). Nesta pesquisa, aqueles
individuos que apresentaram indice quimiotatico mais proximo da média do grupo de
pacientes e controles foram incluidos nesta parte do estudo, devido a pequena
variabilidade entre eles, objetivando ndo incluir pacientes ou controles que ja

apresentavam alguma diferenca na quimiotaxia em relacdo a migracao frente ao f-MLP.
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Tabela 4. Dados populacionais e classificagdo fenotipica de pacientes portadores de

ICV selecionados para o estudo da sinalizagéo celular.

Paciente  Idade/sexo  Fendtipo

01 47/IM A
02 13/M A
08 39/M A
14 41/M C
18 24/F C
23 37/F A
29 45/M A
31 17/M A
33 47/F C
34 25/M B
35 39/M D

Tabela 5. Dados populacionais dos controles selecionados para o estudo da sinalizagdo

celular.

Controle Idade/sexo
S 44/M
a 31/M
r 17/M
0 37/F
n 30/M
I 26/F
f 35/M
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5.5. Critérios de Exclusdo

Foram excluidos 21 pacientes: um deles ndo concordou em participar do estudo,
trés pacientes perderam o seguimento, 11 recebiam a infusdo de imunoglobulina no
interior do estado e seis eram menores de 13 anos. Neste estudo, optou-se por dividir 0s
grupos de pacientes e controles em faixas etarias e ndo foram incluidos individuos
menores que treze anos de idade. Segundo a literatura, pode haver diferenca fisioldgica

na quimiotaxia de neutrdfilos em individuos saudaveis menores que 13 anos de idade

(122)

5.6. Atividades laboratoriais

Ap0s o treinamento, todos os exames foram realizados pela pesquisadora no

periodo de setembro de 2013 a marco de 2014.

5.6.1. Coleta da amostra

A coleta da amostra foi realizada antes da infusdo de imunoglobulina venosa
programada para o paciente. Nao foi necessario jejum e a maioria das amostras foi
coletada no inicio da manha. Imediatamente apés a coleta do sangue periférico (10 ml)
em tubo com EDTA, a amostra foi enviada ao Laboratorio Lineu Freire-Maia da
Faculdade de Medicina da UFMG onde se procedeu a realizacdo dos exames. O inicio

do processamento da amostra se deu em, no maximo, até 1 hora apos a coleta.

No mesmo dia da coleta do sangue, realizou-se a separacdo de neutrofilos, a

avaliacdo da quimiotaxia, a incubagdo dos neutréfilos com estimulos e a estocagem do
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sobrenadante a — 80 graus centigrados. Posteriormente, realizou-se a dosagem de

proteinas e o western blot para a avaliagdo da sinalizacéo celular.

5.6.2. Separagdo de neutrofilos

A separacdo de neutrdfilos foi realizada por meio do gradiente Ficoll-Hypaque
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Sweden) conforme protocolos de estudos anteriores e
adaptados para o laboratério ‘% 29 0Os 10 ml de sangue total colhidos com EDTA
foram transferidos para o tubo com 10 ml de Ficoll e centrifugados a 1300 rpm, a
temperatura 20°C por 40 minutos. Posteriormente, foram descartados o plasma e o
Ficoll e a suspensdo contendo neutrofilos foi transferida para um tubo graduado em
50ml e, por duas vezes, foi realizada a lise de hemécias acrescentando-se solugdo
propria para este fim (solugdo de lise), homogeneizado por dois minutos e deixado na
geladeira (4°C) por mais 10 minutos. Apés cada lise, a solucdo foi centrifugada com 50
ml de PBS 1X a 1500 rpm, 10°C, por oito minutos. Em seguida, foi descartado o
sobrenadante e acrescentado 1 ml de meio RPMI ao pellet que foi homogeneizado.
Posteriormente, foram adicionados 50 ml de RPMI e centrifugou-se a 1500 rpm, 10°C,
por 8 minutos. Apds ter descartado o sobrenadante, acrescentou-se 1 ml de solugédo
tampdo de neutrofilos (PBS 1X, SFB 2% e EDTA a 1mM), homogeneizou-se e
procedeu-se a contagem de neutréfilos na camara de Neubauer. Uma suspenséo final de

neutréfilos foi utilizada para os ensaios contendo 1,0 x 10° neutréfilos/ml RPMI-BSA.
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5.6.3. Quimiotaxia de neutrofilos

5.6.3.1. Padronizacéo do ensaio de quimiotaxia

A padronizacdo do teste de quimiotaxia compreendeu o periodo de agosto de
2012 a agosto de 2013.

A quimiotaxia foi avaliada atraves de ensaio em cdmara de 48 pocos (AP48)
separados por filtro de policarbonato com poros de 5um diametro (Figura 5), conforme

protocolos de estudos anteriores!® 2 ¢ do fabricante (www.neuroprobe.com)

adaptados para o laboratorio, utilizando-se a suspensdo de neutréfilos previamente
isolados pelo gradiente de Ficoll-Hypaque.

O quimioatrativo utilizado foi o f-MLP (formil-metil-leucil-fenilalanina) (Sigma
Chemical, CO, St Louis, MO, USA), um peptideo derivado de bactérias e com
capacidade de estimular neutréfilos humanos 9.

Para a padronizagdo do teste, foi avaliada a quimiotaxia de voluntério (aleatorio,
saudavel) com diferentes dilui¢des do quimioatrativo f-MLP. As concentracOes testadas
foram 10mM; 10uM; 0,01 uM; 0,1nM e 0,1pM. O meio RPMI puro foi utilizado como
controle negativo.

Na parte inferior da camara, foram adicionados 28ul do RPMI puro (controle
negativo, sem quimioatrativo) e o quimioatrativo f-MLP nas concentragfes citadas.
Apobs inserir o filtro e o silicone, foram adicionados 50pul da suspensdo de neutréfilos
(1,0x10° neutréfilos/ml) na parte superior da cAmara. Apés a incubacéo (por 1 hora a
37°C com 5%de CO2), o filtro de policarbonato foi retirado, procedeu-se a fixacao das

celulas com metanol e a coloragdo com May-grunwald e Giemsa.
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Para a padronizacdo do ensaio e, posteriormente, durante a verificagdo da
quimiotaxia de pacientes e controles, o nimero de células migradas para a parte inferior
do filtro foi contado (objetiva 100x) em 10 campos aleatdrios, em quadruplicata e 0s
resultados foram expressos de acordo com o ndmero de neutrofilos migrados por
campo. A avaliagdo em quadruplicata foi preferida, mesmo tendo sido observadas
contagens homogéneas entre os campos nas duplicatas e triplicatas. As células que
migraram em direcdo aos estimulos quimiotaticos foram consideradas como tendo
migracdo direcionada e as células que migraram em direcdo ao RPMI representaram o

controle negativo do teste (migracdo randémica ou aleatéria).
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Parte superior

50ul (neutrdfilos)

Silicone
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Parte inferior

28ul
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Figura 5. Montagem da camara AP 48.

A Figura 6 mostra o numero de neutréfilos migrados em resposta ao f-MLP,
sendo que a concentracdo 0,01 uM foi a que promoveu maior e melhor efeito, tendo
sido, portanto, utilizada para os demais experimentos. Outros estudos avaliaram uma
concentracdo ideal de f-MLP para a realizacdo do ensaio de quimiotaxia proxima a este

valor (4721, 127,128)
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Figura 6. Representacdo gréfica da curva dose-efeito do nimero de neutrdfilos migrados por campo.
Numero de neutréfilos migrados em resposta a diferentes concentracfes de f-MLP. A solucdo utilizada
para os testes de quimiotaxia em pacientes e controles foi a de 0,01puM.

5.6.3.2. Avaliacdo da quimiotaxia de neutrofilos em pacientes e controles

Em todos os ensaios com pacientes portadores de ICV foi incluido um controle
saudavel.

Na parte inferior da camara, foram adicionados 28ul do RPMI puro e o
quimioatrativo f-MLP na solucdo padrdo (solu¢do 0,01uM) conforme a curva dose
efeito de neutréfilos migrados e na parte superior, 50ul de neutréfilos (1,0x10°
neutréfilos/ml). Apos a incubacdo, o filtro de policarbonato foi retirado e procedeu-se a
fixacdo e a coloracéo.

O indice quimiotatico foi dado pela razdo entre o numero de neutréfilos
migrados/campo com o0 quimioatrativo, a f-MLP, e o ndmero de neutrofilos
migrados/campo com o meio RPMI. Associada ao indice quimiotatico, foi avaliada a
diferenca entre a migracéo ®® 22 frente ao f-MLP e a migracéo frente ao RPMI para

0s pacientes e controles.
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5.6.4. Avaliagdo da sinalizagao de TLRs em neutroéfilos

Para o estudo das vias de sinalizagdo, os neutrofilos obtidos por separagdo pelo
gradiente de Ficoll-Hypaque foram centrifugados a 1200rpm em 5 minutos e
ressuspensos em meio RPMI. A suspensdo total de neutrofilos foi dividida em tubos,

cada um com 180ul contendo 1,0 x10° neutréfilos/ml.
5.6.4.1. Incubacéo dos neutrofilos com estimulos

LPS (lipopolissacarideo — LPS, Escherichia coli 055: B5 — de Sigma — St Louis,
MO) e P3C (lipopeptideo Pamscys - (S)-(2,3-bis (palmitoyloxy)-(2RS)-propyl)-N-
palmitoyl-(R)-Cys-(S)-Ser(S)-Lyss-OH  trihydrochloride) foram utilizados como

estimulos, na concentracéo de 100ng/ml.

Os neutréfilos foram estimulados com LPS e P3C e incubados (37°C e 5% de
CO2). Inicialmente, foi realizada a cinética de estimulos nos tempos 5, 15, 30 e 60
minutos. Uma amostra de células de um dos tubos nédo recebeu estimulo (SE). Como
ndo houve variacao significativa na cinética em relacdo aos outros tempos e ja se tendo
observado fosforilagdo mais intensa com 15 minutos e queda da fosforilagdo aos 60
minutos, a via sinalizacdo foi avaliada aos 15 e 60 minutos (Figura 7). Ap6s a incubagéo
dos neutréfilos com os estimulos, estes foram centrifugados a 4°, 1200rpm durante 5
minutos. Em seguida, foram acrescentados 100ul de solucdo de tampdo de lise. Apos

homogeneizacéo e centrifugacéo, as amostras foram estocadas a -80°C.
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Figura 7. Representacdo dos tempos escolhidos e os estimulos utilizados para TLR2 e TLR4 dos

neutréfilos.

5.6.4.2. Dosagem de proteinas

As proteinas totais foram dosadas por espectrofotometria. Procedeu-se a
realizacdo da curva padrdo (Tabela 6), com dosagem de proteinas pelo método de
Bradford “*. Os 180 pl do reagente de Bradford (bio-Rad, Hercules, CA, EUA) foram
adicionados a 20 pl das amostras. A leitura de absorbancia foi feita em
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 595nm (Victor x4, Perkin Elmer, CA,

EUA).

A quantidade de proteina total foi determinada comparando-se os resultados com
os da curva padrdo e construidos com valores de concentracdo de soroalbumina (BSA,

1/10) de 0,2ug/pl a 1,6ug/pl, em triplicata.
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Tabela 6. Dados da curva padrdo para dosagem de proteinas

Identificacdo ~ Quantidade de Quantidade do Concentracéo de
BSA (1/10) reagente de Bradford BSA
1 2ul 198ul 0,2pul/ml
2 4ul 196yl 0,4ul/ml
3 eul 194l 0,6pl/ml
4 8ul 192yl 0,8ul/ml
5 10ul 190ul 1,0ul/ml
6 12ul 188ul 1,2ul/ml
7 14ul 186yl 1,4ul/ml
8 16 pl 184 pl 1,6 pl/ml

5.6.4.3. Western blot ¢V

Para o western blot foram utilizados volumes contendo 40 pg de proteina total.
As proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida (gradiente de 4 — 12%)
(NUPAGE Bis-Tris Gel/Invitrogen) e transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Invitrogen), que foi lavada com TBS (Tampao Tris-salina pH 7,2) por 5 minutos sob
agitacdo seguida de bloqueio com 25ml de tampdo de blogqueio (TBS, Tween-20 a
0,05% e leite em p6 a 3%) por 1h. Depois do bloqueio, as membranas foram lavadas
duas vezes, por 5 minutos, com 15 ml de tampdo de diluicdo do anticorpo (TBS,
Tween-20 a 0,05% e BSA a 4%). Posteriormente, as membranas foram incubadas com
o anti-MAPK p38 fosforilado e com anti-MAPK total (Cell Signaling, Danvers, MA,
EUA) e mantidas em geladeira “overnight” sob agitagdo com estes anticorpos primarios
na diluigéo de 1: 1.000. As membranas foram lavadas quatro vezes por 5 minutos com
15 ml do tampédo TBS-T (TBS, Tween-20 a 0,05%) e incubadas a temperatura ambiente
por 1h com o anticorpo secundario (“ECLRabbit IgG, HRP - linked”- GE
healthcare/Amersham Bioscences) diluido em tampdo de bloqueio na proporcédo de
1:2.000. Para a deteccdo das proteinas, as membranas foram lavadas com TBS-T uma
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vez por 15 minutos, seguida de trés lavagens com TBS-T por 5 minutos e,
posteriormente, duas lavagens de 2 minutos com TBS. A revelacdo foi realizada com
solucdo reveladora Immobilon ™ Western- Chemiluminescent HRP Substrate
(Millipore, Billerica, MA, EUA) e procedeu-se a leitura em sistema de documentagédo

fotografica (ImageQuant 350, GE, Healthcare).

Apos a revelagdo do western blot, realizou-se a densitometria em equipamento
Kodak Image Station 4000R a fim de quantificar a densidade das bandas. Aos valores
obtidos aplicou-se transformacao logaritmica e normatizagcao pelo valor da proteina
encontrado. A expressdo da intensidade da fosforilacao foi dada por uma unidade
arbitraria que equivale a raz&o encontrada entre o valor da banda referente ao estimulo
(15 ou 60 minutos) pela banda referente a auséncia do estimulo (SE). O valor final para

analise dos dados foi apresentado como média das razdes de cada estimulo e tempo.

5.7. Andlise estatistica

O aplicativo SPSS (versdao 15.0, SSPS Inc., Chicago, IL) e GraphPad Prism
software 6.0 (La Jolla, CA) e Excel 2007 foram utilizados para a analise estatistica e a
confeccdo dos gréaficos.

A analise estatistica foi descritiva. Variaveis categoricas foram descritas quanto
a frequéncia absoluta e relativa. Variaveis continuas foram descritas através de medidas
de tendéncia central e de dispersdo (media + DP).

Para o teste de significAncia estatistica global foi utilizada a comparagdo das
médias dos grupos a partir do teste t-student ou Mann-Whitney, conforme o teste de

normalidade.
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Para a andlise dos dados da densitometria foi realizado um teste de normalidade
(Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk) e o teste da diferenca das médias entre 0s grupos

(Mann-Whitney). O nivel de significancia estatistica estabelecido foi de 5%.

5.8. Considerac0es éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa com seres humanos
em 22 de marco de 2013 (Protocolo nimero 231.791). O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (anexo 8.1, pagina 118) para a participacdo na pesquisa foi lido e
assinado pelo participante e/ou seu responsavel legal, antes de qualquer procedimento
para a inclusdo do paciente no estudo. A pesquisadora ficou disponivel para discussdo
com o paciente/responsavel e para esclarecimento de dividas que pudessem surgir.
Considerou-se a faixa etaria minima de 13 anos, no momento da coleta dos dados. Para
0s trés adolescentes foram obtidas assinaturas em documentos separados — um TCLE

para o adolescente e outro para o/a pai/mae ou responsavel.

5.9. Referéncias bibliogréaficas

A pesquisa bibliogréafica foi realizada a partir de base de dados do Medline
interface Pubmed. Os artigos selecionados foram obtidos através do Portal de
Periodicos da CAPES e de alguns trabalhos cientificos referenciados por esses artigos
também foram incluidos.

Os termos utilizados para a pesquisa foram: common variable

immunodeficiency, chemotaxis, neutrophils, toll-like receptors, MAPK, assim como 0s
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seus correspondentes em portugués. Foram incluidas as publicagdes em linguas inglesa

e portuguesa.

As citagfes no texto foram numeradas, sendo que as referéncias bibliogréficas
foram organizadas em ordem de citagdo no texto, de acordo com as normas de

Vancouver.
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8. ANEXOS

8.1. PROTOCOLO DE PESQUISA

AVALIACAO DA MIGRACAO DE NEUTROFILOS E SINALIZACAO

ATIVADA POR AGONISTAS TOLL EM PACIENTES PORTADORES DE

IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

Numero do protocolo Numero do registro

1. IDENTIFICACAO:

Nome do paciente: Telefone:

Data de Nascimento: / / Idade:__ Sexo: < Masculino < Feminino
Naturalidade: Cor: <& Branco < Pardo < Preto
Profisséo: Estado Civil: < Solteiro — Casado < Divorciado

Escolaridade: < analfabeto —#1grau —2grau <3 grau

Endereco atual:

2. QUADRO CLINICO atual:

Sem queixas ( )/Com queixas ndo infecciosas () Qual?

3. CLASSIFICACAO FENOTIPICA

A. () sem complicagdes (apenas infecgdes)

B

C

. () autoimunidade
. () infiltracéo linfocitica policlonal
. () malignidade

. () enteropatia
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4. HISTORIA DA DOENCA

Idade do paciente ao diagnostico:_ / (més/ano)

Data do diagnostico:_ / / ManifestacGes iniciais: __ /  (més/ano)

Tempo entre inicio dos sintomas e diagnostico:

Pneumonia < sim < ndo / n. episodios ( ) / Sinusite < sim <s ndo / n. episédios ( )

Bronquiectasia < sim < ndo / n. episddios ( ) / Otite < sim < ndo / n. episédios ( )

Diarreia <& sim < ndo / n. episédios () Cronica < sim <sndo ( )biopsia:

Neoplasia < sim <& ndo / n. episodios ( ) Autoimune <& sim <& ndo / n. episodios ()

Qual: Outro <& sim <& ndo /qual: n. episodios ( )

Internacdo: s sim < ndo / n. episddios ( )/UTI: < sim < ndo / n. episddios ( )

IgEv < sim <sndo / inicio: :__ / (més/ano)/Antibidtico profilatico: < sim < nao

Sinais e sintomas ap0s tratamento: Mantidos: <& sim < ndo Diminuidos: <& sim <& ndo

Aumentados: <s sim — ndo Doenca: /IN. episddios ( )

5. DIAGNOSTICO

Exames Resultados Data do exame | Outros exames

IgG/IgA/IgM

Isohemaglutininas

CD19

CD4

CD8

NK

Hemograma

TC de térax
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6. SEPARACAO DE NEUTROFILOS (data da realizacdo=data da coleta)

Numero de células:

7. ENSAIO DA QUIMIOTAXIA DE NEUTROFILOS

Variaveis Resultados
Data da realizacdo exame=data coleta
7/ ) 1Q=

RPMI / paciente (neutréfilos/campo)

f-MLP/ paciente (neutréfilos/campo)

RPMI / controle (neutrofilos/campo)

f-MLP / controle (neutréfilos/campo)

8. SINALIZACAO DE TLR EM NEUTROFILOS

Data Dados Resultado Resultado
Estimulo LPS P3C
Tempos dos estimulos NS/15/60 NS/15/60

Curva padrao/Dosagem de proteina (placa)

Western blot/densitometria
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8.2. Termos de consentimento livre e esclarecido
8.2.1. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - ADULTO

Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP)

UFMG/PBH

Titulo do Projeto: AVALIACAO DA MIGRACAO DE NEUTROFILOS E
SINALIZACAO ATIVADA POR AGONISTAS TOLL EM PACIENTES

PORTADORES DE IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

Tendo em vista o fato de que os neutrofilos sdo células do organismo
responsaveis pela defesa contra infeccdes, este estudo tem como objetivo avaliar a
atuacdo de neutrofilos nos pacientes com imunodeficiéncia comum variavel, os quais
tém infeccdes recorrentes. Este estudo sera importante para a melhor compreensdo da
defesa imunoldgica do paciente com imunodeficiéncia em relacdo as infec¢bes que o
acometem de forma repetida. Além disso, este estudo poderad contribuir para melhor
entendimento da doenca e para pesquisas futuras no tratamento dos pacientes com

imunodeficiéncia comum variavel.

Vocé estd convidado a participar da pesquisa e, caso concorde 0s seguintes
procedimentos serdo realizados: uma entrevista, coleta de dados do seu prontuario e

coleta de 10 ml sangue.

Risco: o desconforto da coleta do sangue. A coleta podera ser realizada em

conjunto com a programacao de controles laboratoriais do seu seguimento ambulatorial.

Beneficios: contribuicdo para o entendimento melhor da atuacdo dos neutréfilos

nos pacientes que tém infeccbes de repeticdo em decorréncia desta deficiéncia
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imunolégica e contribuicdo para o entendimento e aperfeicoamento do tratamento da

imunodeficiéncia comum variavel.

Confidencialidade: as informagdes pessoais, neste estudo serdo confidenciais,
até onde é permitido por lei. Em certas situacfes, pessoas responsaveis por assegurar
que o estudo foi conduzido apropriadamente, poderdo rever os dados confidenciais.

Pessoas ndo envolvidas no estudo néo teréo acesso a nenhuma informacéao pessoal.

Desligamento da pesquisa: a sua participacdo neste estudo é voluntaria. Sua
recusa em participar ou se desligar do estudo ndo sofrerd nenhuma penalidade nem
perderd os beneficios aos quais tem direito. Se vocé desistir de participar, seu

acompanhamento meédico ndo seré prejudicado.

Compensacdo financeira: vocé ndo recebera qualquer compensacdo financeira

por sua participacédo neste estudo.

Contatos com a comissdo de ética: se vocé tiver qualquer davida sobre seus
direitos como participante da pesquisa, vocé podera telefonar para o Comité de Etica em
pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG) ou COEP (UFMG)
(XX-31) 34094592. Enderego: Avenida Antonio Carlos, 6626 — Unidade Administrativa
I1, 2° andar, sala 2005 — Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil- CEP

31.270.901.

CONSENTIMENTO

Declaro, por livre e espontanea vontade, que eu ,

RG , CPF , residente a rua

aceito participar da pesquisa intitulada “AVALIACAO DA MIGRACAO DE

NEUTROFILOS E SINALIZACAO ATIVADA POR AGONISTAS TOLL EM
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PACIENTES PORTADORES DE IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL”,
projeto de tese de doutorado da médica Patricia Cristina Gomes Pinto, promovido pelo
Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina da UFMG, sob a orientagdo do
Prof. Dr. Jorge de Andrade Pinto e co-orientacdo do Prof. Dr. Marcus Vinicius Melo de

Andrade.

Esta pesquisa tem o objetivo de avaliar a migragdo de neutrdfilos e sinaliza¢do

ativada por agonistas toll em pacientes portadores de imunodeficiéncia comum variavel.

Atesto que recebi esclarecimentos quanto aos propositos e procedimentos a
serem utilizados durante o estudo, tais como: a) entrevista com profissional da satde; b)

coleta de 10 ml de sangue para a realizagdo de exames;

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta e, esclarecimento a

qualquer duvida acerca dos assuntos relacionados a pesquisa.

Estou ciente que ndo receberei remuneracdo em troca da participagdo, que 0s
dados obtidos serdo mantidos em sigilo, que posso deixar de participar da pesquisa no
momento em que desejar e, que a desisténcia ndo influenciard no atendimento que

venho recebendo.

De acordo,
1
Assinatura do paciente Data
Belo Horizonte, / /

Assinatura dos investigadores:

Patricia Cristina Gomes Pinto (31-34099822/32-99794100)
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Prof. Dr. Jorge Andrade Pinto (31-34099822)

Prof. Dr. Marcus Vinicius Melo de Andrade (31- 34098054)

Obs.: Copias assinadas do consentimento devem ser: a) arquivadas pelo investigador

principal, b) anexadas ao prontuério do paciente e c) fornecidas ao paciente.

Contatos com a comissao de ética: se vocé tiver qualquer duvida sobre seus direitos
como participante da pesquisa, vocé podera telefonar para o Comité de Etica em
pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG) ou COEP (UFMG)
(XX-31) 34094592. Enderego: Avenida Antonio Carlos, 6626 — Unidade Administrativa
I1, 2° andar, sala 2005 — Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil- CEP

31.270.901.
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8.22. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -

PAIS/RESPONSAVEIS

Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP)

UFMG/PBH

Titulo do Projeto: AVALIACAO DA MIGRACAO DE NEUTROFILOS E
SINALIZACAO ATIVADA POR AGONISTAS TOLL EM PACIENTES

PORTADORES DE IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

Tendo em vista o fato de que os neutrofilos sdo células do organismo
responsaveis pela defesa contra infeccdes, este estudo tem como objetivo avaliar a
atuacdo de neutrofilos nos pacientes com imunodeficiéncia comum variavel, os quais
tém infeccdes recorrentes. Este estudo sera importante para a melhor compreensdo da
defesa imunoldgica do paciente com imunodeficiéncia em relacdo as infecgdes que o
acometem de forma repetida. Além disso, este estudo podera contribuir para melhor
entendimento da doenca e para pesquisas futuras no tratamento dos pacientes com

imunodeficiéncia comum variavel.

Seu filho (a) estd convidado a participar da pesquisa €, caso vocé concorde 0s
seguintes procedimentos serdo realizados: uma entrevista, coleta de dados do seu

prontudrio e coleta de 10 ml sangue.

Risco: o desconforto da coleta do sangue. A coleta poderd ser realizada em
conjunto com a programacéo de controles laboratoriais do seguimento ambulatorial de

seu (sua) filho (a).

Beneficios: contribuicdo para o entendimento melhor da atuacdo dos neutréfilos
nos pacientes que tém infeccGes de repeticdo em decorréncia desta deficiéncia
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imunoldgica e contribuicdo para o entendimento e aperfeicoamento do tratamento da

imunodeficiéncia comum variavel.

Confidencialidade: as informagdes pessoais, neste estudo serdo confidenciais,
até onde é permitido por lei. Em certas situacfes, pessoas responsaveis por assegurar
que o estudo foi conduzido apropriadamente, poderdo rever os dados confidenciais.

Pessoas ndo envolvidas no estudo néo teréo acesso a nenhuma informacéao pessoal.

Desligamento da pesquisa: a participacdo de seu (sua) filho (a) neste estudo é
voluntaria. A sua recusa de que seu (sua) filho (a) participe ou se desligue do estudo ndo
sofrerd nenhuma penalidade e ele (a) ndo perdera os beneficios aos quais tem direito. Se
vocé desistir da participacdo de seu (sua) filho (a) no estudo, o acompanhamento

médico dele (a) ndo sera prejudicado.

Compensacdo financeira: vocé e seu (sua) filho (a) ndo receberdo qualquer

compensacao financeira pela participacao neste estudo.

Contatos com a comissao de ética: se vocé tiver qualquer davida sobre o direito
de seu (sua) filho (a) como participante da pesquisa, vocé podera telefonar para o
Comité de Etica em pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG)
ou COEP (UFMG) (XX-31) 34094592. Endereco: Avenida Antbnio Carlos, 6626 —
Unidade Administrativa 1I, 2° andar, sala 2005 — Campus Pampulha, Belo Horizonte,

MG — Brasil- CEP 31.270.901.
CONSENTIMENTO

Declaro, por livre e espontanea vontade, que permito a participacdo de meu

(minha) filho (a) com idade de anos,

RG/CPF residente a rua na

pesquisa intitulada “AVALIACAO DA MIGRACAO DE NEUTROFILOS E
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SINALIZAC;AO ATIVADA POR AGONISTAS TOLL EM PACIENTES
PORTADORES DE IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL”, projeto de tese
de doutorado da médica Patricia Cristina Gomes Pinto, promovido pelo Departamento
de Pediatria da Faculdade de Medicina da UFMG, sob orientacdo do Prof. Dr. Jorge de

Andrade Pinto e co-orienta¢do do Prof. Dr. Marcus Vinicius Melo de Andrade.

Esta pesquisa tem o objetivo de avaliar a migragdo de neutrdfilos e sinaliza¢do

ativada por agonistas toll em pacientes portadores de imunodeficiéncia comum variavel.

Atesto que recebi esclarecimentos quanto aos propositos e procedimentos a
serem utilizados durante o estudo, tais como: a) entrevista com profissional da satde; b)

coleta de 10 ml de sangue para a realizagao de exames;

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta e, esclarecimento a

qualquer duvida acerca dos assuntos relacionados a pesquisa.

Estou ciente que ndo receberei remuneracdo em troca da participagdo do meu
(minha) filho (a), que os dados obtidos serdo mantidos em sigilo, que posso deixar de
participar da pesquisa no momento em que desejar e, que a desisténcia nao influenciara

no atendimento que meu (minha) filho (a) vem recebendo.

De acordo,

1
Assinatura do pai/responsavel pelo paciente Data
Belo Horizonte, / /

Assinatura do investigador:

Patricia Cristina Gomes Pinto (31-34099822/32-99794100)
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Prof. Dr. Jorge Andrade Pinto (31-34099822)

Prof. Marcus Vinicius Melo de Andrade (31-34098054)

Obs.: Copias assinadas do consentimento devem ser: a) arquivadas pelo investigador

principal, b) anexadas ao prontuério do paciente e c) fornecidas ao paciente.

Contatos com a comissao de ética: se vocé tiver qualquer davida sobre seus direitos
como participante da pesquisa, vocé podera telefonar para o Comité de Etica em
pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG) ou COEP (UFMG)
(XX-31) 34094592. Enderego: Avenida Antonio Carlos, 6626 — Unidade Administrativa
I1, 2° andar, sala 2005 — Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil- CEP

31.270.901.
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8.23. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO /

ADOLESCENTE (13 al7 anos)

Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP)

UFMG/PBH

Titulo do Projeto: AVALIACAO DA MIGRACAO DE NEUTROFILOS E
SINALIZACAO ATIVADA POR AGONISTAS TOLL EM PACIENTES

PORTADORES DE IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL

Tendo em vista o fato de que os neutrofilos sdo células do organismo
responsaveis pela defesa contra infeccdes, este estudo tem como objetivo avaliar a
atuacdo de neutrofilos nos pacientes com imunodeficiéncia comum variavel, os quais
tém infeccdes recorrentes. Este estudo sera importante para a melhor compreensdo da
defesa imunoldgica do paciente com imunodeficiéncia em relacdo as infecgdes que o
acometem de forma repetida. Além disso, este estudo poderad contribuir para melhor
entendimento da doenca e para pesquisas futuras no tratamento dos pacientes com

imunodeficiéncia comum variavel.

Vocé estd convidado a participar da pesquisa e, caso concorde 0s seguintes
procedimentos serdo realizados: uma entrevista, coleta de dados do seu prontuario e

coleta de 10 ml sangue.

Risco: o desconforto da coleta do sangue. A coleta poderd ser realizada em

conjunto com a programacao de controles laboratoriais do seu seguimento ambulatorial.

Beneficios: contribuicdo para o entendimento melhor da atuacéo dos neutrofilos

nos pacientes que tém infeccbes de repeticdo em decorréncia desta deficiéncia
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imunoldgica e contribuicdo para o entendimento e aperfeicoamento do tratamento da

imunodeficiéncia comum variavel.

Confidencialidade: as informagdes pessoais, neste estudo serdo confidenciais,
até onde é permitido por lei. Em certas situacfes, pessoas responsaveis por assegurar
que o estudo foi conduzido apropriadamente, poderdo rever os dados confidenciais.

Pessoas ndo envolvidas no estudo néo teréo acesso a nenhuma informacéao pessoal.

Desligamento da pesquisa: a sua participacdo neste estudo é voluntaria. Sua
recusa em participar ou se desligar do estudo ndo sofrerd nenhuma penalidade nem
perderd os beneficios aos quais tem direito. Se vocé desistir de participar, seu

acompanhamento médico ndo serd prejudicado.

Compensacao financeira: vocé ndo receberd qualquer compensacdo financeira

por sua participacédo neste estudo.

Contatos com a comissdo de ética: se vocé tiver qualquer davida sobre seus
direitos como participante da pesquisa, vocé podera telefonar para o Comité de Etica em
pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG) ou COEP (UFMG)
(XX-31) 34094592. Enderego: Avenida Antonio Carlos, 6626 — Unidade Administrativa
I, 2° andar, sala 2005 — Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil- CEP

31.270.901.

CONSENTIMENTO do adolescente

Eu RG ,

residente a rua declaro,

por livre e espontdnea vontade, que aceito participar da pesquisa intitulada
“AVALIACAO DA MIGRACAO DE NEUTROFILOS E SINALIZACAO ATIVADA

POR  AGONISTAS TOLL EM PACIENTES PORTADORES DE
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IMUNODEFICIENCIA COMUM VARIAVEL”, projeto de tese de doutorado da
médica Patricia Cristina Gomes Pinto, promovido pelo Departamento de Pediatria da
Faculdade de Medicina da UFMG, sob a orientagéo do Prof. Dr. Jorge de Andrade Pinto

e co-orientacdo do Prof. Dr. Marcus Vinicius Melo de Andrade.

Esta pesquisa tem o objetivo de avaliar a migracdo de neutrofilos e sinalizacéo

ativada por agonistas toll em pacientes portadores de imunodeficiéncia comum variavel.

Atesto que recebi esclarecimentos quanto aos propositos e procedimentos a
serem utilizados durante o estudo, tais como: a) entrevista com profissional da saude; b)

coleta de 10 ml de sangue para a realizacao de exames;

Terei a garantia de receber resposta a qualquer pergunta e, esclarecimento a

qualquer duvida acerca dos assuntos relacionados a pesquisa.

Estou ciente que ndo receberei remuneracdo em troca da participacdo, que 0s
dados obtidos serdo mantidos em sigilo, que posso deixar de participar da pesquisa no
momento em que desejar e, que a desisténcia ndo influenciard no atendimento que

venho recebendo.

De acordo,

_
Assinatura do paciente Data
Belo Horizonte, / /

Assinatura dos investigadores:
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Patricia Cristina Gomes Pinto (31-34099822/32-99794100)

Prof. Dr. Jorge Andrade Pinto (31-34099822)

Prof. Dr. Marcus Vinicius Melo de Andrade (31 -34098054)

Obs.: Copias assinadas do consentimento devem ser: a) arquivadas pelo investigador

principal, b) anexadas ao prontuério do paciente e c) fornecidas ao paciente.

Contatos com a comissao de ética: se vocé tiver qualquer davida sobre seus direitos
como participante da pesquisa, vocé podera telefonar para o Comité de Etica em
pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP/UFMG) ou COEP (UFMG)
(XX-31) 34094592. Enderego: Avenida Antonio Carlos, 6626 — Unidade Administrativa
1, 2° andar, sala 2005 — Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG — Brasil- CEP

31.270.901.
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8.3. Preparo de solugdes

8.3.1. Solucdes para separacdo, guimiotaxia e estimulos de neutréfilos:

1. PBS

Ingredientes Quantidade
PBS - 1x PBS - 10x

NaCl (cloreto de sddio) 89 80g
KCI (cloreto de potassio) 0,29 29
KH2PO4 (fosfato monobasico de potassio) 0,249 2,49
Na2HPO4 (fosfato de sddio) 1,49 149
Completar com agua Miliqgsp 1 litro/ pH=7,2

2. Solucgéo de lise de neutrofilos
Ingredientes Quantidade
NH4CI (cloreto de amoénio) 8,299
KHCO3 (bicarbonato de potéssio) 1,09
EDTA 0,0372g

Para 1 litro. Ajustar o pH em 7,3. Filtrar.

3. Solucdo tampdo de neutrdfilos: PBS 1x + SFB2%+ 1mM de EDTA (1ml)

Ingredientes Quantidade
PBS 880ul
SFB 20 pl
EDTA (solugédo de 1mM/100 pl) 100 pl

4. Solucdo de lise (Lysis buffer 1x)
Ingredientes Quantidade
Glicerol iml
Lysis buffer 5x 2ml
Protease inhibitor cocktail (Sigma, St Louis, MO) 100ul
Comprimido protease inhibitor cOmplete (Roche | 1 unidade

Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN))

Agua destilada

Completar 10 ml
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8.3.2. Preparo de solugdes para o western blot

1. Running buffer 1x

Ingredientes Quantidade
Agua destilada 950ml
Running buffer (Nupage 20%) 50ml

2. Running buffer 1x com anti-oxidante

Ingredientes Quantidade
Agua destilada 950ml
Running buffer (Nupage 20%) 50ml
Antioxidante iml
3. Transfer buffer

Ingredientes Quantidade
Agua destilada 849ml
Transfer buffer (Nupage 20%) 50ml
Antioxidante Imi
Metanol 100ml

Para transferéncia dupla foi utilizado metanol a 20%.

4. TBS 10x
Ingredientes Quantidade
NaCl (cloreto de sddio) 809
KCI (cloreto de potéssio) 29
Tris base 309
Agua destilada 800ml

Ajustar pH em 7,4. Autoclavar.
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5. TBS 1x (a partir do TBS 10x)

Ingredientes Quantidade
TBS 10x 100ml
Agua destilada 900mlI
6. TBS 1x 0,05% tween 20
Ingredientes Quantidade
TBS 1x 1000ml
Tween 20 50 pl
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8.6. Tabela 9. Dados populacionais, classificacdo fenotipica e 1Q dos pacientes

portadores de ICV selecionados para o estudo da sinalizacéo celular.

Paciente  Idade/sexo  Fenotipo 1Q
01 47/M A 18
02 13/M A 2,1
08 39/M A 1,6
14 41/IM C 2,4
18 24/F C 2,8
23 37/F A 2,4
29 45/M A 1,8
31 17/M A 2,4
33 47/F C 2,1
34 25/M B 2,3
35 39/M D 2,3

8.7. Tabela 10. Dados populacionais e 1Q dos controles selecionados para o estudo da

sinalizac&o celular.

Controle Idade/sexo 1Q
s 44/M 55
a 31/M 4,1
r 17/M 4,8
0 37/F 2,6
n 30/M 3,6
I 26/F 2,2
f 35/M 9,8
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