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SUMARIO

As imunodeficiéncias do sistema complemento sdo condi¢es raras,
correspondendo a 2%-5% das imunodeficiéncias primdrias. Quanto as deficiéncias do fator
I, existem aproximadamente 27 individuos diagnosticados. O fator I € uma enzima que
regula a atividade da via cldssica e alternativa. Na deficiéncia do fator I ocorre redugfo da
atividade de ambas as vias, mas principalmente da via alternativa, e diminuicdo nos niveis
de C3, fator B, properdina e fator H, por consumo. A redugio dos niveis de C3 prejudica a
opsonizagdo de microorganismos, predispondo a infecgdes de repeticdo nas vias a€reas
superiores, meningites, septicemia, por bactérias do tipo Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis. Neste trabalho foram diagnosticados 3
individuos (B4, B6, B7) de uma mesma familia com deficiéncia do fator 1 (homozigotos).
Os pais, que sdo primos de segundo grau, e trés dos irmdos (B2, B3, B8) apresentam
reducdo de 50% nos niveis de fator I (heterozigotos). O padrio de transmissdo foi
autossdémico recessivo. A imunoeletroforese do fator H estd alterada. Em todos os pacientes
foi realizado hemograma, dosagem de imunoglobulinas, contagem de linfécitos T, teste de
hipersensibilidade retardada, com resultados normais. Também foi feito estudo dos
fagécitos (estudo da migragiio, fagocitose, atividade do sistema NADPH oxidase). Nos
deficientes do fator I, verificou-se comprometimento da migracio espontdnea de
mononucleares e quimiotaxia de polimorfonucleares (sem reversdo do defeito ap6s adigio
de soro com nfveis normais de C3). A fagocitose estd diminuida nestes pacientes, entretanto
ha recuperaggo da funcfio apés. adi¢do de soro normal. A atividade da NADPH oxidase foi
normal. O defeito de migragfo celular pode ser decorrente de um defeito intrinseco da

célula, ou por comprometimento de receptores de membrana para o complemento.



ABSTRACT

Factor I deficiency causes a permanent, unconirclled activation of the
alternative pathway resulting in an increased turnover of C3 and consumption of factor B,
factor H and properdin. Factor [ deficiency is clinically associated with recurrent bacterial
infections already in early infancy, mainly affecting the upper and lower respiratory tract,
or presenting as meningitis or septicemia. We here report on a Brazilian family (n=9) with
known consanguinity, where in 3/7 children, suffering from chronic otitis, meningitis, and
respiratory infections, a complete factor I deficiency was recognized. One of the pacients
died after fulminant sepsis. Hemolytic activity of the alternative pathway was not
detectable in the patients” sera due to decreased plasma concentrations of C3, factor B and
properdin. As a consequence of factor I deficiency, C3b could not be metabolized with the
result that no C3-derived split products (C3dg/C3d) were detectable in the patients’ sera. In
vitro reconstitution with purified factor I restored the regulatory function in the patients’
sera with the subsequent cleavage of C3b to C3c and C3dg. Factor H levels were decreased
in all patients’ sera and found to be tightly complexed with C3b resulting in a modified
electrophoretic mobility. Upon factor I reconstitution, factor H was released from C3b
regaining its B1 electrophoretic mobility. Complement-mediated biological functions like
opsonization of bacteria, chemotactic activity and phagocytosis in these patients were
impaired. The parents (cousins, 2™ degree) and % siblings had significantly reduced factor I
plasma levels without further alteration in their complement profile. 3 of these obviously
heterozygously deficient family members suffered from recurrent bacterial infections of

different frequency and severity.
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Imunodeficiéncias primédrias sdo condi¢es raras no cotidiano médico,
acometendo aproximadamente 1 para cada 10.000 nascidos vivoes, excluindo-se os casos de
deficiénecia seletiva de IgA (HAYAKAWA et al, 1981; ROBERTON et al., 1983;
HOSKING & ROBERTON, 1983). Dentre as imunodeficiéncias primdrias, os defeitos do
sistema complemento sdo os mais raros, acometendo cerca de 2% a 5% de todos os casos
(CARNEIRO-SAMPAIC & GRUMACH, 1992; HAYAKAWA et al.,, 1981; RYSER et al.,
1988). O reconhecimento de pacientes com deficiéncias nos componentes do sistema
complemento ou em suas protefnas reguladoras, tem contribuido para definir a
complexidade ¢ importéincia biolégica do sistema complemento (FRANK, 1992).

O sistema complemento juntamente com os fagécitos sdo considerados
integrantes da resposta imunolégica inata ou inespecifica, entretanioc o sistema
complemento interage ¢ modula a resposta imunolégica especifica, utilizando-se de
receptores celulares e de variadas interagdes moleculares (DIAS DA SILVA & KIPNIS,
1984; OCHS et al., 1986; ERDEI et al., 1991). E formado por mais de 25 protefnas,
circulando no organismo como moléculas inativas, constitnindo cerca de 15% da fragéo
globulinica plasmadtica, ou presentes na superficie celular (FRANK, 1992). A maioria das
proteinas do sistema complemento € sintetizada no figado, mas muitas também sio
produzidas em sitios extra-hepdticos como em mondcitos, macréfagos, células epiteliais do
trato gastrointestinal e génito-urinério, e fibroblastos (PERLMUTTER & COLTEN, 1986).
Alguns dos genes das proteinas do complemento estdo localizados no complexo de
histocompatibilidade classe III, dentre eles os das protefnas C4, C2 e fator B (POWIS &
TROWSDALE, 1994).

Quando ativadas, as protefnas do sistema complemento interagem de maneira
altamente especffica, numa seqiiéncia de reaces bioquimicas. A ativa¢do de uma proteina,
normalmente é seguida por sua quebra em dois ou mais fragmentos. O fragmento maior,
prossegue na cascata do complemento induzindo a lise do fragmento subsequente, enquanto

o menor é liberado no plasma (DIAS DA SILVA & KIPNIS, 1984).



S#o descritas duas vias de ativacio do sistema complemento, as vias classica ¢
alternativa. A via cldssica é constituida pelas protefnas C1, C4, C2 e C3, ¢ pelos
componentes terminais C5, C6, C7, C8 e C9 (MULLER-EBERHARD, 1968;
GUENTHER, 1983). E ativada por imunocomplexos, através da ligagdo dos anticorpos da
classe IgM ou IgG (subclasses IgG1, 2 ou 3) a proteina C1 (KLEIN, 1982). C1 é composto
por trés subunidades: Clq, Clr e CIs. O domfnio CH2 do fragmento Fc da imunoglobulina
se liga a Clq levando a uma alteragdo estrutural. A seguir, ocorre ativago de Clr e Cls,
que passam a ter atividade proteolitica. C1 enzimaticamente ativo interage com o préximo
componente da cascata, C4, quebrando a molécula em dois fragmentos, C4a e Cdb. O
fragmento menor, C4a, é liberado ¢ o fragmento maior, C4b, se liga covalentemente 2
superficie antigénica. Na presenca de fons magnésio, C4b age como sitio de ligagao para o

préximo componente da cascata, C2, que apés se ligar a C4b € quebrado pela enzima C1

em dois fragmentos, C2a ¢ C2b (COOPER, 1982). Da mesma maneira, o maior fragmento,

C2a, permanece ligado formando o complexo peptidico C4bC2a, ou C3 convertase da via
cléssica, que agird em C3 (GUENTHER, 1983) . C3 € quebrado em C3a ¢ C3b. C3b, o
maior fragmento de C3, liga-se covalentemente ao sitio de ativagdo, e o fragmento C3a €
liberado. Forma-se o complexo m, também denominado C5 convertase, que se
liga a C5 quebrando-o nos fragmentos C5a e C5b. Novamente, o fragmento maior C5b se
liga ao sftio de ativacfio, e o fragmento C5a € Iiberado. A cascata prossegue com a ativagio
subsequente de C6, C7, C8 e C9 (DIAS DA SILVA & KIPNIS, 1984). A ativagio desses
componentes finais ndo envolve quebras, mas simplesmente ligacdes e alteragBes
conformacionais (AUSTEN, 1979). A seqiiéncia de reacSes iniciadas a partir de C5 leva a
formagdo do complexo de ataque a membrana (MAC). MAC é um complexo hidrofébico
que penetra a membrana celular, formando poros pelos quais ocorre a passagem de fons,
desestabilizando a membrana e levando A morte celular (VEITCH et al., 1983).

A via alternativa é composta pelas proteinas C3, fator B, fator D, properdina e

pelos componentes terminais C5, C6, C7, C8 ¢ C9. Pode ser ativada diretamente por
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bactérias, virus, fungos, helmintps, protozodrios e células linfoblastSides,
independentemente da presenga de anticorpos. Esta via é de particular importéncia no
controle de infecges, antes mesmo da produgdo de anticorpos. De maneira constante, € em
condicdes normais, forma-se no plasma o complexo C3* através da hidrdlise espontinea da
ligagdo tioester de C3. C3* apresenta propriedades semelhantes as de C3bi ou C3b
(PANGBURN et al., 1981). C3* s¢ liga ao fator B, formando-se o complexo bimolecular

C3-B. O fator D cliva o fator B em Ba e Bb, € o fragmento Bb permanece ligado ao C3,

originando-se o complexo enzimdtico C3bBb, ou C3 convertase da via alternativa. Esta

enzima é estabilizada através da ligagdo com a properdina (C3bBbP) (WYATT et al.,
1980). A C3 convertase da via alternativa é homéloga a da via cléssica, produzindo a
quebra de C3 e formagio de C3bBbC3b, ou C5 convertase (KLEIN, 1982; DIAS DA
SILVA & KIPNIS, 1984). A partir desta etapa, a cascata segue de maneira similar a via
cldssica, com formagéo final do MAC.

O complemento também pode ser ativado por uma terceira via, independente do
anticorpo, iniciada através da ligagio da protefna “mannan-binding lectin” (MBL) &
carboidratos. A MBL é estruturalmente semelhante ao Clq, e ativa o sistema complemento
através da associagfio com uma protease conhecida como MASP, que por sua vez € similar
a Clr e Cls. MBL se liga a carboidratos especificos encontrados na superficie de vérios
microorganismos, incluindo bactérias, protozodrios, virus, € apresenta atividade
antibacteriana promovendo a lise mediada pelos componentes terminais do complemento
ou auxiliando na fagocitose (MULLER-EBERHARD, 1988; TURNER, 1996).

O sistema complemento € regulado por proteinas séricas ou associadas a
membrana celular. C1 é inativado pela protefna sérica inibidora de C1, que dissocia as
subunidades C1r/C1ls do complexo antigeno-anticorpo (KLEIN, 1982; DIAS DA SILVA &
KIPNIS, 1984). A atividade hemolitica de C4 é inativada pela enzima proteolitica
denominada fator I, ou inativador de C3b/C4b, que age com o cofator proteina ligante de

C4b (C4bp) , levando a quebra de C4b. A atividade de C3 € rigorosamente regulada, uma
10



vez que C3b pode causar dano celular e ativar a via alternativa. O fator I (PANGBURN et
al., 1977), associado ao seu cofator H (WHALEY & RUDDY, 1976), degrada os
fragmentos C3b produzindo formas inativas da molécula, C3bi, que sdo incapazes de se
ligar ao fator B ou & C3 convertase, mas que pedem se ligar a receptores nos fagécitos
amplificando a fagocitose.

Os receptores do complemento estdo na superficie de vérias células e gozam
importante papel na regulagido da cascata do complemento (KLEIN, 1982). O receptor de
C3b/C4b denominado CR1, presente em eritrocitos ¢ leucdcitos, age como cofator do fator
I quebrando C4b em C4d, e C3b em C3bi. CR1, associado ao fator H € ao fator I, também
acelera a degradacio da C3 convertase das vias cldssica e alternativa. Também na presenca
de CR1, o fator I degrada o C3bi nos fragmentos C3dg e C3c. Além disso CR1 aumenta a
habilidade dos fagdcitos de ingerirem particulas ou microorganismos opsonizados por C3b
ou C4b, ndo somente pela ligacdo de CR1 a C3b ou C4b, mas também através da
transdugfio de sinais que ativam os mecanismos de fagocitose dos leucécitos. CR1 também
¢ importante para o clareamento de imunocomplexos, se liga a C3b ou C4b de
imunocomplexos circulantes e os fransporta para o figado e bagco (WALPORT &
LACHMANN, 1984).

O receptor CR2, presente em linfocitos B, células dendriticas foliculares, e
algumas células epiteliais, liga-se a C3bi e C3dg ¢ tem fungo semelhante ao CR1 e fator I
na quebra do C3bi. CR2 é um receptor para o virus Epstein-Barr, e também auxilia na
resposta imune humoral (KLEIN, 1982).

Os receptores CR3 e CR4 fazem parte da familia das integrinas, importantes
para aderéncia celular ou interacGes celulares. CR3, presente em fagécitos, reconhece C3bi
e auxilia na fagocitose de particulas (LACHMAN, 1984). CR4, localizado em monécitos,
neutréfilos e macréfagos teciduais, se liga a C3bi e C3dg. Seu papel ainda ndo estd bem

esclarecido; alguns autores acreditam que o CR4 auxilie na fagocitose de particulas.
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Existem outras glicoproteinas na superficie celular, que regulam a ativacdo do
complemento. A “membrane cofactor protein” (MCP) age como cofator do fator I na
quebra de C3b. A “decay accelerating factor” (DAF) se liga a C3b e C4b, desestabiliza e
acelera a degradagfio da C3 convertase das vias cldssica e alternativa. Os componentes
terminais C8 e C9, também estdo sob regulagio de vérias proteinas de membrana
(AUSTEN, 1979; COOPER, 1982).

Os fragmentos C3a (DIAS DA SILVA et al., 1967), C4a e C5a (DIAS DA
SILVA et al,, 1967; MULLER-EBERHARD, 1968), conhecidos como anafilotoxinas,
apresentam receptores especificos num grande mimero de células. Se ligam a superficie de
mastécitos e basdfilos, induzindo sua degranulagio, contraem a musculatura lisa em varios
tecidos, além de serem potentes peptideos quimiotéticos para os fagocitos (AUSTEN, 1979;
VEITCH et al., 1983; DIAS DA SILVA & KIPNIS, 1984).

As proteinas produzidas ap6s a ativag@o do sistema complemento apresentam
diversas functes. O MAC promove citélise (AUSTEN, 1979; KLEIN, 1982; DIAS DA
SILVA & KIPNIS, 1984). O fragmento C3b, promove opsonizagio (MULLER-
EBERHARD, 1968; VEITCH et al., 1983). As proteinas da via cldssica se ligaﬁl a porcao
Fc dos anticorpos promovendo a solubilizag@o de imunocomplexos (VEITCH et al., 1983).

A fungiio do complemento tem sido tradicionalmente vista como mecanismo
inespecifico de defesa, entretanto o complemento participa da resposta imune especifica

(ERDEI, 1991) .
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Tabela 1- Proteinas do Complemento ¢ seu papel na resposta imune inespecifica e
especifica (ERDEI, 1991) .

PROTEINA FUNCAO
Clq Se liga a imunocomplexos, auxilia na fagocitose, aumenta a sintese
do inibidor de IL-1 ¢ auxilia a citotoxicidade celular.
Ba Inibe a proliferacdo das células B.
Bb Estimula a proliferaggio e diferenciagfo das células B
Fator H Estimula a proliferaciio de linfécitos de rato, a atividade NADPH

oxidase em mondcitos, a liberacdo de fator I dos linfécitos e a
quimiotaxia de mondcitos.

C3a Inibe a proliferagdo de linfécitos T antigeno-dependente, a produgdo
de anticorpos, a citotoxicidade mediada por células T e NK e
estimula a quimiotaxia de mastécitos.

C3b soliivel Inibe a proliferagio de linfécitos induzida por antigenos e mitégenos
e a produgfio de linfocinas.

C3b ligado Auxilia no clareamento de imunocomplexos, na localizagdo de
antigenos no tecido linféide, na fagocitose de imunocomplexos, na
proliferagio de células B, de células T dependentes de IL-2, na
atividade microbicida das células K ¢ NK, e na apresentacdo do
antigeno.

C3bi Auxilia na fagocitose ¢ citotoxicidade celular dependente de
anticorpo.

C3d(g) sohivel |Inibe a proliferago de linfécitos induzida por antigenos e mitdgenos
e aprodugfio de linfocinas.

C3d(g) ligado |Estimula a proliferagiio das células B.

C5a Aumenta a proliferagio de células T antigeno-dependente, a
produgdo de anticorpos e a quimiotaxia de mastocitos.

J4 foram descritos defeitos moleculares de todos os componentes do sistema
complemento (ROTHER & ROTHER, 1986; FIGUEROA & DENSEN, 1991). O mais
comum & a deficiéncia de C2 (ALPER & ROSEN, 1981; ROSS & DENSEN, 1984). As
deficiéncias dos componentes da via cldssica C1, C4 ou C2, normalmente se manifestam
por doencas auto-imunes, ressaltando a importéncia da via cldssica no clareamento de
imunocomplexos. As deficiéncias de C3, fator H ou fator I se manifestam por infecgOes

13



piogénicas de repeti¢io, confirmando o papel fundamental de C3 na opsonizagio de
bactérias piogénicas. As deficiéncias dos componentes terminais C5, C6, C7 e C8, e dos
componentes da via alternativa fator D ou properdina resultam na susceptibilidade a

infeccBes por Neisseria gonorrhoeae e Neisseria meningitidis (FRANK, 1992).

Tabela 2-Deficiéncias do Complemento: manifestacies clinicas e heranca (FRANK,
1992).

Deficiéncia Heranca Cromossomo Quadro Clinico
Clq AR 1 Sindrome lipica, imunodeficiéncia
combinada, glomerulonefrite.
Clr AR 12 Sindrome lipica, glomerulonefrite.

C4 AR 6 Sindrome lipica.

C2 AR Sindrome hipica, vasculites,
glomerulonefrites, pirpura anafilactéide,
artrite reumatdide juvenil.

C3 AR 19 Infecges piogénicas de repeticéo.

C5 AR 9 Infeccdes por neisséria / Sindrome lipica.

Cé AR 5 Infeccdes por neisséria / Sindrome Iipica.

Cc7 AR 5 InfeccGes por neisséria / Sindrome lipica.

C8a AR 1 InfecgGes por neisséria / Sindrome lipica.
C8b AR 1 Infecgdes por neisséria / Sindrome lipica.
C9 AR 5 InfecgGes por neisséria.
C1IN AD 11 Angioedema .
Fator I AR 4 Infecces piogénicas de repeticio.
Fator H AR 1 InfecgOes piogénicas de repetigio.
Fator D AR ? Infecges por neisséria
Properdina LX X InfecgBes por neisséria

AR: autossémico recessivo. AD: autossdmico dominante. LX: ligado a0 X
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O primeiro caso de deficiéncia do fator I (ou deficiéncia do fator inativador de
C3b) foi descrito por ALPER (1970) num pacientc com Sindrome de Klinefelter e
infecgdes de repetigio. Atualmente existem aproximadamente 27 individuos com
diagnéstico de deficiéncia do fator I na forma homozigota (VYSE et al, 1994
KIRSCHFINK & BINDER, 1997). A deficiéncia do fator I é autossdémica recessiva ou
autossémica co-dominante (RASMUSSEN et al.,1986; SIM et al., 1993). A freqiiéncia do
gene na populagio é desconhecida. Os pacientes homozigotos apresentam infecgGes de
repeti¢io nas vias aéreas (otites, sinusites, bronquites, pneumonias), meningites, geralmente
de manifestagio precoce ¢ gravidade varidvel, sendo os agentes mais {reqlientes bactérias
encapsuladas do tipo Neisseria meningitidis (TEISNER et al., 1984) e/ou Streptococcus
preumoniae (ALPER et al., 1970; VYSE et al., 1994). H4 predisposigéo para doengas auto-
imunes como glomerulonefrites, lupus e artrites cronicas (SOLAL-CELIGNY et al., 1992).
Os pacientes heterozigotos costumam ser assintomaticos (SIM et al., 1993).

A deficiéneia do fator I resulta na perda do controle da via classica ¢
alternativa, com hipercatabolismo de C3 (VYSE et al, 1994; KIRSCEFINK & BINDER,
1995). A atividade funcional das vias classica (CH50) e alternativa (APHS0) estdo
geralmente reduzidas. H4 redugdo dos niveis de C3, fator B, properdina e fator H por
consumo. O fator I estd indetectdvel, e as fungdes reguladas por C3 e pelos fatores da via
comum estio alteradas, afetando a atividade bactericida, fagocitose e quimiotaxia de
neutréfilos (WAHN et al, 1981). MARQUART e colaboradores (1997) verificaram
diminui¢do dos niveis de CR1 em linfécitos B de deficientes do fator I, e diminui¢do néo
tdo significante de CR2. Também observaram reducfio da fagocitose e produgéo de &nion
superéxido dependente de CR1 e CR3, com expressdo de CR1 e CR3 normais em
monéeitos e polimorfonucleares. Os pacientes geralmente apresentam niveis normais de
IgG, IgM e IgA e a produgio de anticorpo ao toxdide-tetdnico foi descrita como normal

(ALPER et al., 1970).
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O tratamento baseia-se na antibioticoterapia profildtica (SOLAL-CELIGNY et
al,, 1982) e imuniza¢iio contra patégenos aos quais os pacientes sdo particularmente
suceptiveis (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae b e Neisseria
meningitidis). Uma opgdo terapéutica é a infusdo de plasma fresco congelado. Ap6s infuséo
de plasma fresco congelado o fator I é eliminado da circulagdo em 29-45 horas, restaurando
temporariamente as funcbes mediadas pelo complemento (RASMUSSEN et al., 1988;
BARRET & BOYLE, 1984). Além dos riscos inerentes dos hemoderivados, a terapéutica
de reposigdo por infusfo de plasma fresco congelado leva a riscos de reagdes anafilactGides
(WAHN et al., 1984). A administragio de C3 purificado ndo corrige as fungdes do
complemento.

O presente trabalho tem como objetivo estudar a resposta imunoldgica (sistema
fagocitico, imunidade celular ¢ humoral) de oito pacientes, de uma mesma familia, com
deficiéncia do fator I do complemento. Trés dos pacientes apresentam a forma homozigota
da doenga. Os outros apresentam a forma heterozigota, com niveis do fator I reduzidos em
50%. Apenas um membro da familia apresenta niveis normais de fator I Em todos os
membros da familia foi realizado estudo do sistema complemento (CHS50, APHSO0,
dosagem de C3, C4, C3d, fator H, fator B, fator I, properdina, inibidor de Cl1 esterase),
hemograma, dosagem de imunoglobulinas, contagem de linfécitos T, prova de
hipersensibilidade retardada, migragio de células mononucleares e polimorfonucieares,
fagocitose, € atividade do sistema NADPH oxidase. Nos pacientes com deficiéncia total do

fator I também foi realizada imunoeletroforese do fator H .
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Abstract

Factor | deficiency causes a permanent, uncontrolled activation of the altermative pathway resulting in an increased
turnover of C3 and consumption of factor B, factor H and properdin. Factor | deficiency is clinically associnted with
recurrent bacterial infections atready in carly infuncy, mainly aiTecting the upper and lower respiratory irect, or presenting as
smeningitis or seplicemia, We here report on a Brazilian family (n = %) with known consanguinity, where in 3 /7 children,
suffering from chronic otitis, meningitis, and respiratory infections, a complete factor | deficiency was recognized. One of
the patients died after fulminant sepsis. Hemolytic activity of the alternative pathway was not detectabie in the patients’ sera
due to decreased plasma concentrations of C3, factor B and properdin. As a consequence of factor | deficiency, C3b could
not be metabolized with the resull that no C3-derived split products (C23dg /C3d) were detectable in the patients’ sera. In
vitro reconstitution with purified factor 1 restored the regulatory function in the patients® sern with the subsequent cleavage
of C3b to C3c and C3dg. Factor H levels were decreased in all patients’ sera and found to be tightly complexed with C3b
resulting in a modified electropheretic mobility. Upon factor I reconstitution, factor H was released from C3b regaining its
B, eleetrophoretic mobility. Complement-mediated biclogical functions like opsonization of bacteria. chemotactic activity
and phagocytosis in these patients were impaired. The parents (cousins, 2nd degree) and 3/4 siblings had significantly
reduced Factor | plasma levets without further alterntion in their complement profile. 3 of these obviously heterozygously
deficient family members suffered from recurrent bacterial infections of different frequency and severity. © 1997 Elsevier
Science B.V.

Kevwords: Factor | deficiency: Complement: Bacterial infections: Factor H

1. Introduction

Abbreviations: ABTS. 2,2-azino-his-3-cthylbenzthiazoline sul-

funate; APHS0, hemolytic aclivity of the alternative pathwiy Complement deficiencies have been reporled for
(50% lysis) C. complement: CH5Y. hemolytic activity of the almost all known components and regulatory pro-
classical pathway (50% lysisk Cllnh, C1 Inhibitor; ELISA, en- teins (Rother and Rother, 1986; Figueroa and Densen,
zyme-finked immunosotbent assay 19 They are often associated with recurrent bac-
* Corresponding authur. Tel.: +49-6221-564076; fax: +49- .91|)'. f y d h et ased !bl’)l‘
6221-565586: e-mail: k92@ix,urz.uni-heidelberg.de terial infections and with an increased susceptibility

0162-3109 /97 /31 7.00 @ 1997 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
PIF 50162-3109(97)00080-5
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to autoimmune diseases. Activation of the comple-
ment system occurs via three independently initiated
and tightly regutated pathways: the classical, the
alternative and the recently discovered MBL (man-
nan binding lectin) pathways (Miiller-Eberhard, 1988;
Turner, 1996). In body fluids, the alternative path-
way is regulated by two control proteins, factor 1
{Pangburn et al., 1977) and factor H (Whaley and
Ruddy, 1976). This pathway of complement is in a
constant state of low-degree activation, based on the
spontaneous generation of hydrolyzed C3 (C3(H,0))
which exhibits C3b-like properties (Pangburn et al.,
1981). In the presence of factor H, the glycoprotein
factor 1 controls this activation mechanism by cleav-
ing C3(H,0) and C3b to split products designated
C3c and C3dg /C3d. Factor | is also involved in the
regulation of the classical pathway, employing C4bp
and MCP (CD46) as cofactors.

Factor I deficiency causes a permanent, uncon-
trolled activation of the alternative pathway resulting
in an increased turnover of C3 and consumption of
factor B, factor H and properdin. Persistent activa-
tion of C3 leads to deposition of C3b on bystander
cells even in the absence of specific allo- or autoant-
bodies (Abramson et al., 1971). Immune complex
elimination may be impaired due to the inability of
immune complex-fixed C3b to be converted to iC3b,
a requirement for its subsequent binding 1o CR3
(Solal-Celigny et al., 1982; Porleu et al., 1986).

Patients with an acquired C3 deficiency due to
defects of factor I typically present with systemic
pyogenic infections, particularly with encapsulated
bacteria such as Neisseria meningitidis, Hemophilus
influenzae. and/or Streptococcus pneumoniae. Fre-
quent clinical consequences are upper respiratory
airway infections {sinusitis, bronchitis, pneumonia),
meningitis, otitis media, and arthritis.

Heterozygotes are often asymptomatic and have
normal C3 and factor B values with plasma concen-
trations of factor 1 of about 50% of the normal range
(Sim et al., 1993),

So far, a total of 27 patients with homozygous
factor I deficiency from 21 families has been re-
ported (for review see: Vyse et al., 1994; Kirschfink
and Binder, 1997). The molecular basis of the defi-
ciency has recently been resolved for two pedigrees
(Vyse et al., 1996}

Here we describe a factor [-deficient Brazilian

I'I'l'l-l‘.l’l‘lfx_‘ 38 ' !997} 20?—2 Ij

family with a high degree of consanguinity. From a
total number of > 50 members (3 generations), we
have now analyzed in more detail 9 individuals from
2 generations.

2. Patients and methods
2.1. Parients

From a Brazilian family (caucasian, # =9} with
known consanguinity (see Fig. 1, pedigree), 3/7
children (B4, B6, B7) presented with chronic ofitis,
meningitis and respiratory infections (Table 1). The
family history revealed that all members had experi-
enced one or more episodes of bacterial infections
(Table 1). One child was aborted at the 20th gesta-
tional week.

2.2, Complement analysis

Functional activily of the classical (CHS50, Mayer,
1961) and the alternative pathway (APH50, Joiner et
al., 1983} of complement was measured in hemolytic
assays according to described procedures. Plasma
prolein concentrations of C4, C3, B and C1 Inhibitor
were determined by radial immunodiffusion or neph-
clometry. Functional activity of Cl inhibitor was
assessed by the method of Levy and Lepow (1959).
C3dg/C3d was measured by double-decker rocket
immunoelectrophoresis according to Brandslund et
al. (1981), using rabbit anti-C3c in the lower gel, and
rabbit anti-C3d anlibodies (Dako, Hamburg, Ger-
many) in the upper gel.

Plasma concentrations of complement inhibitors,
factors H and I, were assessed by rocket immuno-
electrophoresis, using goat antibodies to human fac-
tor H and factor T (Miles Scientific, ICN Biochemi-
cals, Eschwege, Germany). Applying this technique,
normal ranges (mean £+ 2 S.D., n =40) were found
to be 360-680 ug/ml (factor H) and 60-9¢ pg/ml
(factor 1), respectively. Further quantification of fac-
tor H, factor 1 and factor B was performed by ELISA
using polyclonal goat anti-H IgG, monoclonal anti-l
1gG (Genzyme. Boston, MA, USA), or goat anti-B
1gG (Baxier, Unterschlcisheim, Germany) as [irst
antibodies and rabbit anti-H IgG (Miles), goat anti-
IgG (Miles), and rabbit anti-B [gG (Dako), respec-
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Fig. |. Pedigree of a Brazilian family with factor I deficiency. F, father; M, mother; BI—B8, children.

tively, as detecting antibodies. Properdin levels were
measured by ELISA, using polyclonal anti-P 1gG
(Baxter) as capture antibody and mouse monoclonal
anti-P IgG (Dako) as second antibody. The reactions
were visualized by the appropriate peroxidase-con-
jugated third antibodies, using 2,2'-azino-bis-3-ethyl-
benzthiazoline sulfonate (ABTS)/H,0, as sub-

strate, Optical density was measured at A = 405 nm
on an EAR 340 AT Microplate Reader (SLT, Crail-
sheim, Germany). Purified factors B, H and § (Quidel,
San Diego, CA, USA} were taken as standards.
Reconstitution of factor 1 function was performed
by the addition of 100 pg factor [ /mi patient serum.
After incubation at 37°C for 30 min, factor 1 activity

Table 1
Clinical manifestations in a factor 1-deficient famnily
Family Age Sex  First Symptoms
member  {years) onset of (no. of
infections  episodes)

Father 49 m 17 years  pneumonin (1)
Mother 42 f childhood  otitis {often), tonsilitis (often), pyodermitis, pulmonary tuberculosis
Children
Bl 25 £ 6months  preumonia (10), sinusitis, tnsilitis. renal wberculosis
B2 23 f 22 years urinary tract infection (2), pyelonephritis
B3 22 m | year otitis (often), 1onsilitis (2)
B4 18 m 4 years otitis often), hepatitis (1), ketatoconjunctivitis (1) — deceased (sepsis)
BS abortion m

(20th

gestutional week)
B6 8 ) | month meningitis (Neisseria), pharyngitis (15), otitis (12), cellulitis (3). amygdalitis (5).

sinusitis {2} tonsilitis (4), pyodermitix (often), pulmonary tuberculosis

B7 7 f 1 year pharyngitis (8). tonsilitis (2}, otitis €5), sinasitis (1), amygdalitis (2), 1
B8 4 I 3 years tonsilitis (1), pneumonia (1), pyodennitis (1)
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Table 2
Complement profile of factor I-deficicnt patients and furnily members
CH30 ¢4 Clinh C3 C3d APH50 B H l Properdin
(% NHS)  {pp/mD Cgg/mD (pg/mb (mUD (% NHS) Cpp/ml) (pg/of) Cug/ml) (up/ml)
Futher 14 30 280 u44) 50 75 150 320 kL 13.5
Mother 17 360 250 1030 G4 100 150 325 a5 13,9
Children
Bl 1t5 330 3N 9530 70 142 140 315 6l 174
B2 113 360 380 941} 62 104 150 330 29 12.6
B3 105 460 410 1030 55 121 150 330 32 16.8
B4 43 320 330 270 - < 16 245 - 59
BS no data
B6 28 220 330 250 * -« 14 275 - 7.1
B7 22 180 ElLY 250 < < 16 275 < 1.6
B8 98 300 390 740 68 92 120 335 31 9.7
Normal range  80-140 100-500  200-500 550-1100 35-70  70-130  100-500 360-680 60-90 10-30

< = undetectable.

was assessed as the amount of the C3-derived split
product C3dg/C3d as described above. Elec-
trophoretic mobility of factor H in I-deficient and
I-reconstituted sera was demonstrated by crossed
immunoelectrophoresis with goat anti-H 1gG in the
gel.

Further laboratory diagnosis included the determi-
nation of plasma concentrations of immunoglobulins
and the assessment of grunulocyle and monocyle
chemotaxis (Boyden, 1962) and phagocytosis (Van
Furth et al., 1978) according to described protocols.

3. Results

Table 2 summarizes the complement profile of
members of the factor I-deficient family. Total
hemolytic activity of the alternative pathway
(APHS0) in the patients’ sera (B4, B6, B7) was
undetectable and the titer of classical pathway activ-
ity {CH50) was decreased to 20-40% of normal.
Further analysis of the individual components of the
alternative pathway revealed low levels of C3, factor
H and properdin. No factor B and factor [ was
detected by immunoprecipitation assays. In addition,
the C3-derived split product C3dg/C3d, reflecting
factor I-mediated C3b cleavage, was absent in the
patients’ sera. Application of sensitive ELISAs (de-

tection limit < | ng/mi} confirmed a complete ab-
sence of factor 1, but indicated a residual factor B
level in each of the 3 patients.

Despite the functional integrity of the alternative
pathway in all the other family members, only half-
normal plasma concentrations of factor 1 were mea-
sured in the patients’ parents as well as in 3/4
siblings.

Reconstitution of Lthe patients’ sera with purilied
factor | restored the cupucity to cleave C3b 1o C3c

B4 Bé B? NHS
s fuiar | + faetor | + lechor | + factor [
T | '
1 f ! '
+ baffer +affer 4 baller + e

Fig, 2. Crossed tmmunoelectrophoresis for factor H. Factor H in
sera of patients B4, B6 and B7 was found to be tightly associated
with C3b, resulting in a modified electrophoretic mobility
{+buffer). Upon factor I resubstitution facilitating C3b cleavage,
factor H was released from its ligand, now migrating to its 3,
position {+(actor 1). For better comparison an overlay of two
stained immuneelectrophoresis  plates  for cach  sample
{ + bulfer/ + fuctor 1) is presented. NHS, normal human seram.
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Table 3

Results from chemotuxis and phagocytosis assays in factor I-deficient patients and their Family members

Chuemotnxis ( am leading Iront)

Monocyle phagocytosis (phageeylic index )

ncutrophils monocyles nermal sermm patient's serum
Father 63 #R n.d. n.d.
Mother 112 101 73 68
Children
Bi 112 86 66 82
B2 n.d 95 80 85
B3 101 64 84 82
B4 75 63 89 71
B5 no data
B6 29 83 67 23
B? 40 58 8% 32
B8 69 B3 89 n
Normal range 99158 75-135 66--96 66--96

* Phagocytic index: number of particles ingested per 100 cells.

and C3dg/C3d. The reduced level of factor H to
almest half-normal values was obviously sufficient
to mount a normal C3b degradation upon the addi-
tien of factor I. In crossed immunoelectrophoresis,
factor H of the patients’ sera migrated to the alpha-
region in contrast to a beta-migrating factor H in
normal serum (Fig. 2). After incubation with purified
factor I, factor H returned to its 8, position.

Plasma concentrations of 1gM, IgG, [gA and IgE
were within normal ranges (data not shown),

LPS-induced chemotaxis of the patients’ neu-
trophils (B4, B6, B7) and monocytes (B4, B7) were
markedly reduced (Table 3). In contrast to normal
human serum, the sera of patients B6 and B7 were
not able to sufficiently opsonize zymosan particles as
reflected by a reduced monocyte phagocytic activity
(Table 3).

4, Discussion

A continuous and wnregulated activation of the
alternative pathway of complement is the conse-
quence of a deficiency of the regulatory protein
factor 1. Plasma C3 is consumed in these patients as
a result of uncontrolled formation of the fluid phase
C3 convertase. Hypercatabolism with the subsequent
depletion of C3, as well as of factor B, induces a
state of increased susceptibility to bacterial infec-

tions. Except for a few cases, all previously de-
scribed patients suffered from severe, partially life-
threatening infections. As in primary C3 deficiency,
some individuals lacking factor I show clinical simi-
larities to those with agammaglobulinemia {Grumach
and Kirschfink, 1995), with an increased suscepti-
bilty to the same pyogenic bacteria.

Clinical symptoms of the patients reported here
resemble those seen in previous cases of factor |
deficiency. As observed in our patients (Table 1),
recurrent bacterial infections often start in early in-
fancy and mainly present as infections of the upper
and lower respiratory tract, pneumonia, meningitis,
or septicemia (Alper et al., 1970: Vyse et al., 1994).
Rare clinical manifestations include osteomyelitis
(Floret et al,, 1991), septic arthritis (Porteu et al.,
1986) and skin abscesses (Alper et al., 1970).

Undetectable factor I in our patients’ sera and
levels of approximately 50% of normal in the parents
and in 3/4 of the siblings point to a hereditary trait
of the disorder.

The molecular basis of hereditary factor [ defi-
ciencies has recently been discovered in two pedi-
grees by Vyse et al. {(1996). An adenine-to-thymine
transversion at nucleotide 1282 in the cDNA caused
histidine-400 o be replaced by leucine. A disparity
in clinical manifestation of the defictency between
two siblings of one of the described pedigrees
prompted the authors to raise the question to what
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extent environmental factors and /or additional dys-
functions of the defense system finally determines
the phenotype.

Besides the reduction of factor H due to increased
catabolism, the absence of factor I seems to affect
the binding affinity of the regulator to C3b, As
observed earlier (Wahn et al., 1981; Rasmussen et
al., 1986), we found a shift in the electrophoretic
mobility of the patients’ factor H from the beta, to
the alpha region. Crossed immunoelectrophoresis for
C3, which we performed in paraliel, indicated that
the patients’ factor H migrated to the same position
as C3b (data not shown). The precipitation pattern of
factor H in sera of the apparently heterozygous
family members was comparable to that of normal
serum {data not shown). Results from reconstitution
experiments with the patients’ sera indicate that dis-
sociation of the cofactor H from its tight complex
with C3b requires the action of factor I. This has first
been demonstrated by Nagaki et al. (1978) using
purified components. Later, Di Scipio (1992) found
that the affinity of factor H to C3b is not directly
alfected by factor 1. Instead, after processing C3b,
factor H and 1 binding sites are lost, thereby restor-
ing the regulators’ function.

Double immunodiffusion against anti-factor H 1gG
comparing the patients’ and normal factor H ex-
cluded antigenic differences and Western blot analy-
sis gave no further information regarding a possibly
altered protein structure of the patients’ factor H
{data not shown).

The patients’ monocytes were capable of mount-
ing a normal phagocytic activity after opsonization
of zymosan particles with normal human serum. Due
to the low opsonic activity in sera of patients B6 and
B7, their cell function was reduced if the phago-
cytosis assay was performed in the presence of their
C3-deficient sera. Impairment of phagocytic function
has previously been found in I-deficient patients of
one family to be due to a defect of CR3-dependent
ceil function (Porten et al., 1986). Migration of the
patients’ neutrophils (B4, B6, B7) and monocytes
against LPS-activated normal serum (B4, B7)} was
markedly reduced, and even more so if the patients’
own serum was taken for chemotaxin generation.

Treatment of clinically apparent I deficiency usu-
ally relies on the application of broad spectrum
antibiotics. Infusions of fresh frozen plasma have

been shown to be followed by a limited, short-term
rise in factor I concentration (half-life: 29-45 h),
increased levels of C3 (with detectable C3dg/C3d),
C5, CH50, factor B, factor H and properdin for up to
4 weeks, going along with an improvement in com-
plement-dependent biological functions (Wahn et al.,
1981; Barrett and Boyle, 1984; Mgller-Rasmussen et
al., 1988). A similar effect has been observed after
the administration of purified factor 1 (Ziegler et al.,
1975). However, there iz no general agreement on
long-term treatment. Repetitive infusions of fresh
frozen plasma, once or twice a month catry the
potential risks of transmitting blood-bomne viruses, of
sensitization against factor I, and of anaphylactic
reactions (Barrett and Boyle, 1984). Pasteurized fac-
tor [ concentrates appear to be superior to plasma
infusion therapy due to virus inactivation and deple-
tion of unwanted factor B (@stergaard-Alsge and
Kihi, 1989). However, with tespect to a transient:
reversal of the complement disorder, replacement
therapy may provide only an adjunct to the antibiotic
treatment of acute infections.

The patients and their family members hav. ixcen
successfully vaccinated against N. meningitidis, H.
influenzae type B and S, pneumoniae.

The 1-deficient patients who are under continuous
antibiotic prophylaxis are currently without compli-
cations. ;
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Estudo da migracio celular

O método utilizado foi adaptade da técnica de BOYDEN JR.(1962), no qual o
fator quimiotatico e a suspensio de células ficam em compartimentos distintos, separados
por uma membrana com porosidade pré-determinada, através da qual as células vdo migrar.
Como fator quimiotatico foi utilizado soro ativado (10%) com LPS (lipopolissacéride) da
bactéria Echerichia coli cepa 026:B6 numa concentracio de 100pg/ml. O soro utilizado foi
de individuos normais ou de pacientes. Para avaliar a migracio espontinea utilizou-se meio
de Hanks no lugar do soro ativado. Apés incubagdo por 2 horas as membranas foram
fixadas ¢ coradas. Os resultados foram analisados no microscépio éptico com aumento de
400 vezes, verificando-se a distincia percorrida pelas células em micrometros.

Observou-se redugfio da migragdo espontinea de mononucleares dos pacientes
homozigotos para a deficiéncia do fator I, que pode ser devida a defeito intrinseco da célula
(Gréfico 1). A quimiotaxia de mononucleares desses pacientes também estd reduzida
(Gréfico 2), entretanto hd normalizaciio dos resultados apés adicZo de soro controle que
contém quantidades normais dos fatores quimiotdticos derivados do complemento. Nos
pacientes heterozigotos n3o se observou alteragdes na migragdo de mononucleares
(Gréficos 1 e 2). Quanto aos polimorfonucleares, a migracéio espontinea é normal tanto nos
homozigotos quanto nos heterozigotos (Gréfico 3). A quimiotaxia de polimorfonucleares
estd reduzida nos pacientes homozigotos (Gréfico 4), sem recuperagfio apds administragao
de soro normal, evidenciando defeito de quimiotaxia. Nos pacientes heterozigotos a

quimiotaxia de polimorfonucleares € normal (Grafico 4).
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Grafico 1- Migracio espontinea de mononucleares.

Comparagio da migragio espontinea de células mononucleares dos pacientes
homozigotos (HM) e heterozigotos (HT) para a deficiéncia do fator [, em relaglio a de
controles sadios (CT). A migracio espontinea de HM foi significativamente menor

que CT ( % p<0,05, n=3, teste de Mann-Whitney).
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Grifico 2 - Quimiotaxia de mononucleares.

Comparacio da quimiotaxia de células mononucleares dos pacientes
homozigotos (HM) e heterozigotos (HT) para a deficiéncia do fator I,
em relagio a de controles sadios (CT), utilizando-se como fator
quimiotdtico soro do paciente homozigoto (SHM), soro do paciente
heterozigoto (SHT) ou soro de controles sadios (SCT) ativado por
LPS.

A quimiotaxia de HM-SHM foi significativamente menor que HT-

*
SHT ( p<0,05, n=3, teste de Mann-Whitney).
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Grifico 3- Migraciio espontinea de polimorfonucleares.
Comparagiio da migragio espontdnea de células polimorfonucleares dos
pacientes homozigotos (HM) e heterozigotos (HT) para a deficiéncia do fator I,
em relagio a de controles sadios (CT). Nao se observou diferenga entre os trés
grupos (teste de Mann-Whitey).
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Grifico 4 - Quimiotaxia de polimorfonucleares.

Comparagdo da quimiotaxia de células polimorfonucleares dos pacientes
homozigotos (HM) ¢ heterozigotos (HT) para a deficiéncia do fator I, em
relagdo a de controles sadios (CT), utilizando-se como fator quimiotdtico soro
do paciente homozigoto (SHM), soro do paciente heterozigoto (SHT) ou
soro de controles sadios (SCT) ativado por LPS.

e A quintiotaxia de HM-SHM foi significativamente mencr que CT-SCT

*
{ p<0,05, n=3, teste de Mann-Whitney).
* A quimiotaxia de HM-SHM foi significativamente menor que HT-SHT

((_I[ p<0,05, n=3, teste de Mann-Whitney).
e A guimiotaxia de CT-SHM foi significativamente menor que CT-SHT

(# p<0,03, n=3, teste de Mann-Whitney).
e A quimiotaxia de CT-SHM foi significativamente menor que CT-SHT

(X p<0,05, n=3, teste de Mann-Whitney).
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Fagocitose

A téenica utilizada foi a padronizada por VAN FURTH e colaboradores (1978),
adaptada por VILELA e colaboradores (1989), descrita a seguir. Foram utilizados para o
ensaio fagocitico eritréeitos de carneiro incubados com anticorpo de coelho antieritrécitos
de carneiro (EA) para investigagdo dos fagécitos via receptores de Fc de IgG, e particulas
de zimosan opsonizado com soro contrele e soro do paciente para verificagfo da fagocitose
via receptores de C3 do complemento. A fagocitose espontanea foi verificada utilizando-se
zimozan ndo opsonizado. Mondcitos foram colocados em laminulas no tubo de Leighton e
incubados por 30 minutos para que aderissem ao tubo. Posteriormente foram incubados por
mais 30 minutos na presenga da suspensfio de particulas previamente opsonizadas a serem
fagocitadas. A laminula foi corada ¢ o resultado verificado no microscépio oéptico no
aumento de 1000 vezes. Os resultados foram expressos em porcentagem de células que
fagocitaram em relagdo ao ndmero total de mondcitos identificados, definido como index
fagocitério, e pelo nlmero total de particulas fagocitadas por 100 mondcitos, definido como
capacidade fagocitéria.

A fagocitose espontanea (Grifico 5 e 6) e a fagocitose via Fc de IgG (Grafico 7
e 8) foram normais nos dois grupos de pacientes. O index fagocitirio (Gréafico 9) e
capacidade fagocitdria (Gréfico 10) via receptores de C3 nos pacientes homozigotos foram
reduzidos quando utilizado soro do paciente, havendo recuperagdo apés administragdo de
soro controle contendo niveis normais de C3. A fagocitose via receptores de C3 foi normal

nos pacientes heterozigotos (Graficos 9 ¢ 10).
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Grifico 5- Index fagocitario espontaneo

Comparagfio do index fagocitario espontineo de mondcitos dos
pacientes homozigotos (HM) e heterozigotos (HT) para a
deficiéncia do fator I, em relagfo ao de controles sadios (CT). Nio
se observou diferenga entre os trés grupos (teste de Mann-
Whitey).
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Grifico 6- Capacidade fagocitaria espontinea
Comparagao da capacidade fagocitdria espontidnea de mondécitos dos
pacientes homozigotos (HM) e heterozigotos (HT) para a deficiéncia
do fator I, em relagdio a de controles sadios (CT). Nio se observou
diferenca entre os rés grupos (teste de Mann-Whitey).
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Grifico 7- Index fagocitario: hemacia de carneiro
(EA) opsonizada por Ac-EA

Comparacic do index fagocitdrio via receptores de Fc de IgG de
mondeitos dos pacientes homozigeotos (HM) e heterozigotos (HT)
para a defici€ncia do fator I, em relagdo ao de controles sadios
(CT). Néo se observou diferenga entre os r8s grupos (teste de
Mann-Whitey).
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Grafico 8- Capacidade fagocitiria: hemacia de
carneiro (EA) opsonizada por Ac-EA

Comparagfio da capacidade fagocitdria via receptores de Fc de IgG de
mondcitos dos pacientes homozigotos (HM) e heterozigotos (HT)
para a deficiéncia do fator I, em relagic a de controles sadios (CT).
Nio se observou diferenga entre os trés grupos (teste de Mann-
Whitey).
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Gréfico 9- fndex fagocitdrio: zimosan opsonizado em

SOoro0

Comparagiio do index fagocitdrio via receptores de C3 de mondcitos dos
pacientes homozigotos (HM) e heterozigotos (HT) para a deficiéncia do
fator I, em relagdo ac de controles sadios (CT). O index fagocitdrio de

*
CT-SHM foi significativamente menor que CT-SHT{ p<0,05, n=3, teste
de Mann-Whitey).
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Griafico 10- Capacidade fagocitiria: zimosan opsonizado em soro
Comparacio da capacidade fagocitdria via receptores de C3 de monbeitos dos
pacientes homozigotos (HM) ¢ heterozigotos (HT) para a deficiéncia do fator I, em
relago a de controles sadios (CT).

e A capacidade fagocitiria de CT-SHM foi significativamente menor que CT-SCT

*
( p<0,05, n=3, teste de Mann-Whitey).
e A capacidade fagocitaria de CT-SHM foi significativamente menor que CT-SHT

(#p<0,05, n=3, teste de Mann-Whitey).

38



Atividade da NADPH oxidase

A quantificagfio do &nion superéxido liberado pelas células mononucleares e
polimorfonucleares foi feita de acordo com a técnica d¢ COHEN & CHOVANIC (1978),
adaptada do método originalmente descrito por MCCORD & FRIDOVICH (1969).
Resumidamente, as suspensdes de célnlas mononucleares e polimorfonucleares foram
incubadas com forbol-miristato-acetato (PMA-30 nM), na presenga de citocromo ¢ (50
nM), durante 1 hora. A liberacfio espontinca de dnion superéxido foi avaliada usando-se
meio de Hanks, ao invés de PMA. Metade dos tubos continha superdxido dismutase (SOD-
60 U/ml) no inicio do experimento, como controle da redugéo inespecifica do citocromo c.
A reagfo foi interrompida, colocando-se todos os tubos em banho de gelo e adicionando-se
SOD (60 U/ml) aos que ndo a continham. Apds centrifugar os tubos foi medida a
absorbancia de seus sobrenadantes a 550 nm. A producdo de &nion superdxido foi
calculada, usando-se um coeficiente de extingdo de 21.100 M-l em-1 ¢ os resultados
expressos em nmols de 027106 cels/h.

Niao se observou alteracdo na atividade da NADPH oxidase nos deficientes do

fator 1, tanto nos heterozigotos quanto nos homozigotos (Graficos 11 e 12).
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Grifico 11- Atividade espontiinea da NADPH oxidase
de mononucleares

Atividade espontinea do sistema NADPH oxidase de células
mononucleares dos pacientes homozigotos (HM) e heterozigotos
(HT) para a deficiéncia do fator I, em relagfio a de controles sadios
(CT). Nao se observou diferenga entre os trés grupos (teste de Mamn-
Whitney).
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Grifico 12 - Atividade estimulada da NADPH oxidase de

mononucleares.

Atividade estimulada com PMA 30 oM do sistema NADPH oxidase de
células mononucleares dos pacientes homozigotos (HM) e heterozigotos
(HT) para a deficiéncia do fator I, em relagfio a de controles sadios (CT).
Nio se observou diferenga entre os trés grupos (teste de Mann-Whitney).
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Grafico 13 - Atividade espontinea da NADPH

oxidase de polimorfonucleares.

Atividade espontinea do sistema NADPH oxidase de células
polimorfonucleares dos pacientes homozigotos (HM) e heterozigotos (HT)
para a deficiéncia do fator I, em relagdo a de controles sadios (CT). Nio se
observou diferenca entre os trés grupos (teste de Mann-Whitney).
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Grifico 14 — Atividade estimulada da NADPH oxidase de

polimorfonucleares.

Atividade estimulada com PMA do sistema NADPH oxidase de células
pelimorfonucleares dos pacientes homozigotos (HM) e heterozigotos (HT)
para a deficiéneia do fator 1, em relagéo a de controles sadios (CT). Nio se
observon diferenca entre os tr€s grupos (teste de Mann-Whitney).
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DISCUSSAO GERAL
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Foram diagnosticados trés individuos de uma mesma familia com deficiéncia
do fator I do complemento (homozigotos). Os pais desses pacientes, que s3o primos de
segundo grau, ¢ trés dos irmdos apresentam redugido de aproximadamente 50% dos niveis
de fator I (heterozigotos). O padrdo de transmissdo genética identificado nesta familia foi
autossémico-recessivo.

O gene do fator I estd localizado no cromossomo 4q25 (SIM et al., 1993). E
formado por 13 éxons e existe uma estreita correlacfo entre a organizagdo dos €xons e a
estrutura da proteina. A alteragio molecular da deficiéncia do fator I foi recentemente
estudada por VYSE e colaboradores (1996) em duas familias. Em uma das familias havia
dois individuos com deficiéncia do fator I, sendo um deles assintomético. O &cido
ribonucléico mensageiro (RNAm) do fator I foi analisado por transcri¢fo reversa (RT-
PCR) seguida de amplificagdo por reagdo de polimerase em cadeia. Os dois irmdos foram
homozigotos para a mesma alteragfio (adenina para tiamina) no nucleotideo 1282 no 4cido
desoxirribonucléico complementar (DNAc). Esta mutagio causa troca da histidina-400 por
leucina. A segunda familia estudada parece ser heterozigota. O primeiro alelo teve a mesma
mutagdo que a outra familia, entretanto o segundo alelo uma mutagdo que resultou na
delegdo do éxon 3.

A deficiéncia do fator I leva a uma ampla ativagio da via cléssica e
principalmente da via alternativa, com hipercatabolismo das proteinas C3, fator B, fator H
e properdina. Devido a redugéio dos niveis de C3 h4 prejuizo na opsonizagfo de bactérias, e
o0s pacientes se tornam susceptiveis a infecgBes das vias aéreas, meningite € sepsis. As
manifestagBes clinicas observadas nesses pacientes sdo similares as descritas na literatura
em pacientes com deficiéncia do fator I (ALPER et al., 1970; VYSE et al., 1994). Também
ha relato de aumento na incidéncia de doencas auto-imunes causada pela diminui¢fo do
“clearance” de imunocomplexos circulantes, o que ndo foi observado em nossos pacientes.
O inicio das manifestaces clinicas é precoce, com gravidade das infecges variavel para

cada paciente como pudemos observar na tabela de quadro clinico.
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Além da redugio do fator H por hipercatabolismo, a deficiéncia do fator I
também leva a alteragdo em seu padrdo eletroforético. Esta observagfio foi feita
inicialmente por NAGAKI e colaboradores em 1978. Normalmente o fator H migra em 1.
Nos pacientes com deficiéncia do fator I, o fator H passa a migrar em ¢, na mesma posigéo
que C3b, quando feita imunoeletroforese cruzada de C3. Apds a reconstitui¢fio do soro
desses pacientes com Fator I, o cofator H se dissocia do fragmento C3b e passa a migrar em
B1 (WAHN et al., 1981). DI SCIPIO (1992) demonstrou que a afinidade do fator H ao C3b
ndo é diretamente afetada pelo fator L.

A redugao dos niveis de C3 nos deficientes do fator I compromete a fungio dos
fagécitos, resposta humoral e celular. A presenca de receptores para os produtos de C3 em
mondcitos, macréfagos e linfécitos reforca a idéia que C3 possa influenciar na funglo
dessas células.

SOLAL-CELIGNY (1982) e colaboradores estudaram as atividades
quimiotdtica ¢ fagocitica de um paciente com deficiéncia do fator I, tendo verificado
redugiio da quimiotaxia e fagocitose de neutréfilos. Em nosso estudo a migragio
espontanea dos polimorfonucleares foi normal nos pacientes homozigotos. A quimiotaxia
foi reduzida, sem recuperagio apds administragfo de soro controle, sugerindo um defeito de
quimiotaxia dependente ndo somente da diminui¢do dos fatores quimiotaticos séricos mas
provavelmente por defeito intrinseco celular ou de receptores de membrana para o
complemento nos polimorfonucleares. A atividade da NADPH oxidase de
polimorfonucleares foi normal, sugerindo que a transdugfio de sinais nestas células €
normal.

Foi verificado defeito na migracio espontinea de mononucleares dos pacientes
homozigotos, que pode ser devido a alteragio intrinseca celular. Também foi verificado
diminui¢do na quimiotaxia dos mononucleares revertida apds administragdo de soro

controle. A fagocitose espontdnea ¢ via Fc foram normais. A fagocitose via C3 foi
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diminuida, entretanto com normaliza¢io apds administracio de soro com quantidades
normais de C3. Nio foi verificada alteracdo na atividade da NADPH oxidase de mondcitos.

Quanto aos pacientes heterozigotos, os resultados para avaliagio dos fagdcitos
foram normais.

Em relagdo ao tratamento, todos receberam imunizago para Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae e Streptococcus pneumoniae. Os p.acientes B6 e B7
fazem uso de antibioticoterapia profilitica com penicilina benzatina a cada 21 dias, com
boa evolugio.

Propde-se o uso de plasma fresco congelado para estes pacientes durante
infecgOes agudas. Apés infusdo do plasma, os niveis do fator I permanecem normais na
corrente sangiiinea por 29-45 horas. A infusdo de plasma induz a geragio de C3d e C4d,
aumenta as concentracdes de fator B ¢ C3. Os niveis de C3 permanecem clevados por 16
dias, enquanto que os niveis de fator B diminuem apés 8 dias da administragdo do plasma.
Efeito similar tem sido observado apds administracio do fator I purificado. Entretanto o uso
freqiiente de plasma fresco congelado pode acarretar em sensibilizagdo ao fator I, reagio
anafilactdide ou transmissdo de doengas infecto-contagiosas (BARRET & BOYLE, 1984).

Monécitos de sangue periférico de humanos sintetizam todos 08 componentes
da via alternativa, incluindo as proteinas reguladoras fator 1 e H, sugerindo que o
transplante de medula possa ser uma opg¢ao terapéutica para estes pacientes (BARRET et
al.,, 1984). Entretanto, esta medida € discutivel se levarmos em conta a relagdo risco-
beneficio (FLORET et al., 1991).

Concluimos que os pacientes deste estudo com deficiéncia do fator I

(homozigotos) apresentam também defeito na migracio de mononucleares e

polimorfonucleares.
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Tabela 3 - Hemorrama

F |157 6500 2795 65 | 2795 | 845 144000
M (13,8 8500 2966 | 408 | 4845 | 221 34 209000
B1| 13 7000 2933 | 357 | 3451 | 203 49 204000
B2|12,7| 5400 2240 | 44 | 2600 13 1 160000
B3|16,3| 8000 2744 | 496 | 4416 | 320 24 178000
B4115,5| 6800 2298 | 510 | 3692 | 258 40 178000
B6|14,2| 10300 3357 | 772 | 5634 | 484 41 223000
B7|11,9| 6800 3264 | 285 | 2808 | 3%4 40 243000
B8|12,7| 9700 4112 | 514 | 4462 | 543 67 258000

F 10 mm 10 mm 16 mm 4 mm

M 4 mm Negativo Negativo 4 mm

Bl 8 mm 8 mm 6 mm 6 mm

B2 6 mm 10 mm 8 mm 8 mm

B3 8 mm Negativo Negativo 5 mm

B4 Néo avaliado Nao avaliado Negativo | Nio avaliado
B6 Negativo Negativo 3 mm Negativo
B7 Negativo Negativo Negativo Negativo
B8 Negativo Negativo Negativo Negativo
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de Imuno

lobulinas

F 117 1280 297 Nio avaliado
M 318 1510 352 29
Bl 277 2070 193 37
B2 135 1240 179 133
B3 256 1110 231 17
B4 Nio avaliado | Nio avaliado | Nzo avaliado | Nao avaliado
B6 259 930 117 9
B7 451 1660 245 Nio avaliado
B8 101 805 100 192

F 82,90 44,90 37.40 1,20
M 69,30 44 24,70 1,78
B1 69,80 50,10 22,80 2,20
B2 71,80 47 21,20 2,22
B3 67,90 44,10 23,40 1,88
B4 70,80 41,40 28 1,48
B6 67,10 38,10 25,30 1,51
B7 70,60 37,50 24,10 1,56
B8 73,40 46,20 20,80 2,22
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