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RESUMO

Recentemente, demonstramos defeitos na fagocitose e quimiotaxia de mondcitos
em pacientes com agamaglobulinemia ligada ao X (ALX) e imunodeficiéncia
comum variavel (ICV). Existem poucos dados da expressao in vivo dos receptores
para a regiao constante de imunoglobulina G (lgG) (FcyR) e receptores de
complemento (RC) nesses pacientes. O objetivo deste estudo foi investigar a
expressdao dos FcyR e RC nos monécitos de pacientes com ALX e ICV e
compara-la com controles saudaveis. Amostras de sangue total foram obtidas de
10 pacientes com ALX, 12 com ICV e 18 controles saudaveis. O fenétipo dos
mondécitos foi determinado por citometria de fluxo de células marcadas com
CD14". A expressao dos receptores de superficie FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) e
FcyRIIl (CD16), CR1 (CD35) e CR3 (CD11b e CD18) foi medida através da
determinacao da proporcao de células CD14" para cada receptor e pela densidade
do receptor. Comparado ao controle, observou-se uma porcentagem
significantemente maior de monécitos CD16" e CD35" nos pacientes com ALX
(P=0,002 e P=0,007, respectivamente). A expressdo da intensidade de
fluorescéncia relativa (IFR) do FcyRIl (CD32) e FcyRIlll (CD16) foi
significantemente mais baixa nos monécitos de pacientes com ICV em

comparacao aos controles (P=0,001 e P=0,035, respectivamente).

Pacientes com ALX, que possuem redugdo na tirosina quinase de Bruton (Btk)
mostraram porcentagens normais ou maiores de mondcitos expressando CD16" e
CD35". Esses resultados indicam que a expressdo dos receptores Fc e
complemento ndo sao suficientes para o bom desempenho da funcdo de
fagocitose sugerindo que a deficiéncia fagocitaria desses individuos pode resultar
de defeitos nos mecanismos de transducao intracitoplasmatica mediados por Btk.
Além disso, a expressao reduzida de CD16" e CD32" nos monécitos de pacientes
com ICV, que possuem Btk normal, sugere fortemente que a expressdao dos
receptores € independente de Btk e que a alteragdo dos receptores vistas nesse
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pacientes pode ser responsavel pela deficiéncia na funcdo fagocitaria dos
mondécitos desses pacientes.

Palavras-chave: receptores CR1 (CD35), CR3 (CD11b, CD18), mondcitos, Fcy,
citometria de fluxo, imunodeficiéncia comum variavel e

agamaglobulinemia ligada ao X.
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ABSTRACT

Recently we reported that monocyte phagocytosis and chemotaxis are impaired in
X-linked agammaglobulinaemia (XLA) and common variable immunodeficiency
(CVI) patients. Few data exist on the in vivo expression of receptors for the
constant region of immunoglobulin (IgG) (FcgR) and complement receptors (CR) in
these patients. The objective of this study was to investigate the expression of
FcgR and CR on monocytes from XLA and CVI patients and compare it to that of
healthy controls.Whole blood samples were obtained from 10 patients with XLA,
12 with CVI and 18 healthy controls.Monocyte phenotype was determined by flow
cytometry with gating on CD14+ cells. Surface expression of FcgRI (CD64),
FcgRIl (CD32) and FcgRIIl (CD16), CR1 (CD35) and CR3 (CD11b and CD18)
was measured by determination of the proportion of CD14+ cells positive for each
receptor and by receptor density. Compared to controls, a significantly higher
percentage of CD16 and CD35+ monocytes from XLA (P=0.002 and P=0.007,
respectively) were observed. The relative fluorescence intensity (RFI) expression
of FcyRIlI (CD32) and FcyRIll (CD16) were significantly lower on CVI monocytes
compared to controls (P=0.001 and P=0.035, respectively). XLA patients,
who have a reduction of Bruton’s tyrosine kinase (Btk), showed normal or
increased percentages of monocytes expressing Fcy and complement receptors.
These results indicate that the expression of Fcy and complement receptors are
not sufficient to a good perform of the phagocytosis function and suggests that the
impaired phagocytosis observed in XLA patients could be due to defects of
intracytoplasmatic  transduction mechanisms Btk mediated. Furthermore,
the reduced expression of CD16" and CD32" on monocytes from CVI patients,
who have a normal expression of Btk, strongly suggests that the expression of
these receptors is independent of Btk and the impaired phagocytosis observed in
the CVI patients could be due the receptors alterations on the monocytes of these
patients.
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Keywords: CR1 (CD35), CR3 (CD11b, CD18) receptors, monocytes, Fcy,
flow cytometry, common variable immunodeficiency, X-linked

agammaglobulinaemia.
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As deficiéncias predominantemente de anticorpos, sdo as mais
frequentes no grupo das imunodeficiéncias primarias. Estas deficiéncias envolvem
defeitos nas proteinas que estdo envolvidas no processo de maturacao do linfocito
B, com consequente paralisacdo do desenvolvimento destes linfocitos
(Kumar et al., 2006). Dentre as deficiéncias de anticorpos temos as
agamaglobulinemias que compreendem afec¢des com heranga recessiva ligada

ao X ou autossdmica recessiva.

A Agamaglobulinemia Ligada ao X ou Doengca de Bruton
(ALX OMIM 300300), € causada por mutagdes na tirosina quinase de Bruton
citoplasmatica (Btk) (Tsukada et al, 1993; Vetrie et al, 1993), as quais estao
associadas a reducdo na Btk mRNA, proteina Btk e atividade das quinases
(Futatani et al., 1998).

A ALX corresponde a 85% das imunodeficiéncias com defeito precoce
no desenvolvimento de linfécitos B (Conley et al.,, 2005) e é considerada o
protétipo das imunodeficiéncias humorais, cujo defeito fundamental esta limitado a
linhagem de linfocitos B (Gaspar & Conley, 2000).

A ALX caracteriza-se por estar associada a infeccdes bacterianas
recorrentes e enterovirais. Apresenta fenoétipo classico de menos de 2% de
linfécitos B maduros no sangue periférico e auséncia quase completa de todos os
isétipos de imunoglobulinas. Fendtipos atipicos tém sido identificados, com inicio
tardio dos sintomas e concentragbes mais elevadas de imunoglobulinas,
demonstrando que a ALX € uma entidade com ampla heterogeneidade clinica e

imunoldgica (Gaspar & Conley, 2000; Teimourian et al., 2008).

Além do comprometimento dos linfécitos B, tem sido descrito
neutropenia acentuada em mais de 25% desses pacientes (Hermaszewski &
Webster, 1993; Farrar, Rohrer & Conley, 1996; Kanegane et al.,, 2005;
Aghamohammadi et al., 2009), provavelmente pela endotoxemia observada nas
infeccbes graves ou reflexos da producédo de células mieldides em situacéo de

stress. Estudos prévios demonstraram recuperagcao da neutropenia apoés infusao
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de gamaglobulina endovenosa (Farrar, Rohrer & Conley,1996; Plo et al, 1999;
Aghamohammadi et al.,2009).

Btk esta expressa nos linfécitos B e também em células mieldides,
como mastécitos (Kawakami et al.,, 1994; Smith et al., 1994),
mondcitos/macrofagos (De Weers et al., 1993; Smith et al., 1994;
Genevier et al.,, 1994; Futatani et al, 2001; Conley et al, 2005;
Kanegane et al, 2005; Rodriguez et al.,, 2007; Taneichi et al., 2008),
neutrofilos (Lachance, Levasseur & Naccache, 2002), células dendriticas
(Gagliardi et al., 2003; Taneichi et al., 2008), eritrécitos (Smith et al., 1994;
Whyatt et al., 2000), plaquetas (Quek, Bolen & Watson, 1998), células-tronco
hematopoiéticas pluripotentes e células neuronais primarias (Yang et al., 1997),

exceto linfécitos T e plasmdécitos (Tsukada et al., 1993; Vetrie et al, 1993).

A ALX apresenta padrao de heranga do tipo recessiva ligada ao X e o
defeito genético tem sido identificado por mutagdes nos cinco dominios (PH, TH,
SH3, SH2 e SH1) da Btk (Nomura et al., 2000), determinando uma ineficiente
expanséo de linfocitos pré-B em estagios tardios dos linfocitos B ou diferenciagao

incompleta dos linfocitos B precursores em linfocitos pré-B (Futatani et al., 1998).
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Figura 1- Esquema simplificado do desenvolvimento dos linfécitos B e as
respectivas proteinas envolvidas neste processo. De forma
simplificada, o rearranjo do gene da cadeia pesada nos linfécitos
pré-B resulta na expressao do receptor dos linfécitos pré-B (pré-BCR)
e, consequentemente, a expressao dos linfocitos pré-B. Rearranjo
produtivo das cadeias leves nos pequenos linfocitos pré-B levam a
expressao do receptor dos linfocitos B (BCR) nos linfocitos B imaturos
(Jumaa et al., 2005).

A descoberta das mutagdes no gene que codifica a Btk, responsaveis
pela ALX, revelou o papel da Btk no desenvolvimento e fungdo dos linfocitos B
(Tsukada et al., 1993; Vetrie et al., 1993).

O gene da Btk esta identificado e mapeado na por¢ao média do brago
longo do cromossoma X (Xg21.3-22), o qual é constituido por 19 exons e possui
37,5 Kb de extensdo (Hagemann et al., 1994; Rohrer et al., 1994; Sideras et al.,
1994; Ohta , et al., 1994). Dos 19 exons, 18 sdo responsaveis pela codificacdo de
uma proteina pertencente a familia das tirosinas quinases - Src - denominada
“Bruton’s Tyrosine Kinase” (Btk). Esta proteina esta diretamente envolvida no

desenvolvimento e maturagéo dos linfocitos B.
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A Btk, € um membro da familia Tec da proteina tirosina quinase que
inclui Tec | e Tec Il, Bmx (bone marrow kinase on the X chromosome, também
denominada Etk), RIk (resting lymphocyte kinase, também denominada Txk),
Itk (IL-2-inducible T cell kinase, também denominada Emt), e Dsrc 28C
(Mano et al., 1990; Mano et al., 1993; Yamada et al., 1993; Tanaka et al., 1993;
Siliciano, Morrow & Desiderio, 1992; Hairern et al., 1994; Tamagnone, et al., 1994;
Hu et al., 1995; Spatuzza et al., 2008), com importante fungdo na imunidade inata

e adaptativa.

Elas recebem este nome devido a proteina Tec ter sido a primeira
quinase a ser isolada. As quinases da familia Src sdo geralmente ancoradas a
membrana celular por meio de uma porgéo lipidica localizada na regidao N-terminal
e tém, em comum, 5 dominios estruturais: PH (pleckstrin homology domain);
TH-BTK (Tec homology domain); SH3 (Src homology 3 domains);
SH2 (Src homology 2 domains) e o dominio catalitico da tirosina quinase
(SH1-Kinase) (Xu et al., 1997; Nore et al.,, 2000; Vihinen et al., 2000;
Smith et al., 2001; Gauld et al., 2002).

A proteina Btk esta intimamente envolvida na sinalizagao do receptor de
linfécito B (Brunner, Muller & Wirth, 2005), regulando a sobrevida, ativacao,
proliferacdo e diferenciacdo da linhagem de linfécitos B. Tem envolvimento
também com varios outros receptores como Fc-R, IL-3R, IL-5R e IL-6R, IL-10R,
receptor colageno, receptor eritropoietina e receptor Toll-like (TLR)
(Kawakami et al., 1994; Sato et al., 1994; Matsuda et al., 1995; Go et al., 1990;
Quek et al., 1998; Schmidt et al., 2004; Jefferies at al., 2003), sugerindo um papel
na diferenciagéo, proliferagdo e apoptose de outras linhagens celulares além dos
linfécitos B (Uckun, 2007).

A funcdo da Btk nas demais células de linhagem hematopoiética,
permanece incompletamente definida (Brunner, Mdualler & Wirth, 2005).
Provavelmente, Btk tem fungbes analogas durante o desenvolvimento e
funcionamento da linhagem mieldide, afetando no resultado de varios eventos

infecciosos e inflamatdrios nao infecciosos (Mangla et al., 2004).
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Tem se demonstrado que a Btk & ativada por estimulagdo do receptor
de linfocitos B (BCR), e estudos bioquimicos em células deficientes desta proteina
demonstraram que Btk € um importante regulador da mobilizagdo de calcio
induzido por BCR (Takata et al., 1996; Fluckiger et al., 1998; Lisa A et al., 2004;
Freedman, 2006). Por conseguinte, as células com prejuizo ou deficiente ativagao
da Btk, tem demonstrado virtualmente falta de mobilizagdo do calcio intracelular
dependente do BCR (Fluckiger et al., 1998). A ativacao da Btk leva a um aumento
dos niveis de fosfatidil inositol (IP3), deplegao dos estoques de calcio intracelular e
aumento do influxo de calcio extracelular (Fluckiger et al., 1998, Lindvall et al.,
2005).

O dominio pleckstrin homology (PH), geralmente encontrado em
proteinas sinalizadoras eucarioticas, possui aproximadamente 100 aminoacidos e
ocorre em muitas proteinas envolvidas na sinalizagao intracelular e na constituigao
do citoesqueleto celular. Apesar da funcdo deste dominio ainda nao estar
totalmente esclarecida, existem varias hipoteses, como tendo sitio de ligagdo das
subunidades 3-0 da proteina heterotrimétrica G; de lipidios; dos residuos de serina
ou treonina, de proteinas quinases C e de ancoragem da proteina a superficie
celular (Hyvénen & Saraste, 1997; Shen & Vihinen, 2004; Vihinen et al., 2000).

O dominio TH contém uma sequéncia especifica (motif) de ligagdo de
zinco com cisteina e histidina conservadas, e geralmente esta localizada na
porcdo C-Terminal do dominio PH. A estrutura cristalografica desta regido
demonstra que os segmentos de uma sequéncia especifica (motif) denominada
Btk interagem com os dominios PH, e a esta interagdo denominou-se
Tec homology (TH)-(Btk-PH). Os oito residuos localizados na por¢ao extrema do
dominio Btk-PH possuem um nucleo hidrofébico, que aparentemente € importante
para a estabilidade da proteina. Os 27 residuos da por¢ao N-terminal de TH sao
altamente conservados e sdo seguidos de uma regido rica em prolina. O dominio
TH, contendo as regides Btk e prolina, ndo é encontrado nas outras proteinas da
familia da tirosina quinase, além da proteina Btk, e pode ser o marcador mais
importante desta proteina quinase citoplasmatica (Xu et al., 1997; Smith et al.,
2001; Sheb & Vihinen, 2004).
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O Src homology 3 (SH3) liga-se a regides ricas em prolina e em
aminoacidos hidrofébicos das proteinas alvo. Este dominio € formado por
aproximadamente 50 residuos de aminoacidos e sdo encontradas em uma grande
variedade de proteinas intracelulares ou associadas a membrana, como nas
varias proteinas com atividade enzimatica, nas proteinas adaptadoras sem
sequéncias cataliticas e nas proteinas do citoesqueleto (Vihinen et al., 1994;
Vihinen et al., 2000; Nore et al., 2000).

O dominio Src homology 2 (SH2) é constituido de aproximadamente
100 aminoacidos, e funciona como modulos regulatérios de sinalizacdo de
cascatas intracelulares, interagindo com elevada afinidade aos peptideos alvo de
fosfotirosina contendo uma sequéncia-especifica. A ligagdo dos dominios SH2 as
fosfotirosinas € um mecanismo crucial para o recrutamento intracelular de

moléculas de sinalizagao para o receptor (Vihinen et al., 2000; Guo et al., 2005).

O dominio quinase esta presente numa extensa familia de proteinas
que compartilham de um nucleo catalitico conservado comum com as proteinas
quinases serinal/treonina e tirosina. H4 um grande numero de regides com
aminoacidos conservados no dominio catalitico da proteina quinase (Vihinen et al.,
2000).
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Figura 2- Modelo esquematico mostrando a estrutura da familia Tec kinase.
O dominio homologo pleckstrin (PH) localizado na porgdo N-terminal da
molécula é o mais caracteristico da familia Tec kinase (com excec¢ao da
Rlk). Os dominios PH sado capazes de se ligarem a fosfolipidios
(ou proteinas) e s&o envolvidos no recrutamento das Tec kinases para
a membrana. O dominio PH é seguido pelo dominio homdlogo
Tec (TH) e pelos dominios homodlogos Src (SH) SH3 e SH2,
que interagem com uma sequéncia rica em prolina ou se ligam a
sequéncias contendo tirosinas fosforiladas, respectivamente.
O dominio TH é formado pelo homologo Btk (motif) e por uma ou duas
regides ricas em prolina, e tem sido implicado na autoregulagéo das
Tec kinases. RIk perde o dominio PH e o Btk motif e representa uma

familia Tec kinase atipica (Koprulu & Ellmeier, 2009).

A Btk é fosforilada por Syk ou Lyn da familia das tirosinas quinases Src,
na posicdo Y551 no dominio quinase, promovendo sua atividade catalitica e

resultando na autofosforilacdo do residuo Y223 no dominio SH3 (Rawlings et al.,
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1996). Embora a fosforilagcdo de Y223 parega nao ter influéncia na atividade
catalitica da Btk, ela impede a ligacdo de WASP (Wiskott Aldrich Syndrome
Protein) e aumenta a afinidade para Syk (Morrogh et al., 1999).
Concomitantemente, a ativagao de SyK resulta na fosforilagdo de SLP-65, que é o
elemento central da sinalizagcdo de pré-BCR e BCR. A fosforilagdo de SLP-65
provém sitios para varias proteinas sinalizadoras incluindo Grb2, Vav, NcK,
PLC-y2, Btk e a subunidade Iga do complexo pré-BCR e BCR (Jumaa et al., 2005;
Kersseboom et al., 2006).

Residuos de tirosina reunem-se dentro de supostas sequéncias
ativadoras (motif) de imunoreceptores de tirosina na porgao citoplasmatica dos
heterodimerosde Iga/lgp que sao fosforilados por membros das familias quinases
Src, criando segmentos de sitios de ligagdo para ndo receptores de tirosina
quinase e proteinas adaptadoras. Em adicdo, como resultado de ativagdo de
fosfoinisitideo-3-quinase (PIK-3), niveis de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3)
na parte interna da membrana movimentam-se, conduzindo, através do dominio
PH, a translocagao da proteina Btk para a membrana plamatica (Salim et al.,
1996); Scharenberg et al., 1998; Mohamed et al., 1999).

A ativacao da Btk também pode ocorrer apos a estimulagédo de diversos
receptores de superficie celular (Nore et al., 2000). O primeiro evento ocorre na
membrana plasmatica, onde membros da familia quinase fosforilam Btk no residuo
de tirosina (Y551), importante na ativacéo do “loop” do dominio quinase, seguido
da autofosforilagcdo do residuo Y223 no dominio quinase (Kersseboom et al.,
2006). Apos esta etapa, a Btk fosforilada recruta a proteina adaptadora de ligagao
de células B (BLNK) junto com a fosfolipase C-y2 (PLC-y2) na membrana
plasmatica, trazendo para bem perto da proteina Syk, onde a fosforilagdo da

tirosina ocorre em ambas as proteinas (Rodriguez et al., 2001; Guo et al., 2005).

A fosforilagado e subsequente ativagcao de PLC-y2 conduzem a hidrolise
de fosfoinositideo Ptdins (4,5) P2 para a producéo de Ins (1,4,5) P3 e diaciglicerol
(DAG) causando a mobilizagdo de calcio e ativando a proteina quinase C (PKC),

respectivamente (Guo et al., 2004). Em células deficientes ou com baixa
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expressao da Btk tem se mostrado ocorrer a parada de mobilizacdo de calcio
intracelular dependente de BCR. Acredita-se que a sinalizagdo na membrana

plasmatica por Btk, ocorrer em ambiente rico em colesterol e esfingolipideo.

A sinalizacao da Btk na membrana plasmatica também envolve eventos
no citoplasma e nucleo. Com isto, a transducao de sinal envolvendo Btk tem sido
mostrada na ativagdo da transcrigdo do fator nuclear regulador Kb (NFkB), em
seguida do envolvimento da BCR e lipopolissacarideo, e da estimulagdo dos
receptores toll-like (Bajpai et al., 2000; Horwood et al., 2003; Schmidt et al., 2006).
Além disso, os fatores de transcricdo parecem ser alvos diretos da Btk, reiterando
seu papel na expressao e regulacdo destes genes (Yang et al., 1997) e que
através de modulacdo direta da atividade de pequenas GTPases, a Btk pode
induzir remodelamento do citoesqueleto nas células estimuladas (Inabe et al.,
2002).
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Figura 3- Modelo esquematico das vias de sinalizagdo da Btk. Devido a estrutura
multimodular da proteina Btk e das diversas moléculas que podem
interagir com ela, & de prever que esta quinase provoca multiplas vias
de sinalizagao, gerando efeitos pleiotrépicos. RTK-Receptor de Tirosina
Quinase - BCR, GPCR, Receptor proteina G, TLR. Setas interrompidas
representam vias de sinalizagdo que ainda ndo sdao completamente
elucidadas (Lindvalll et al., 2005).

Mutagdes nos diferentes sitios dos dominios destas proteinas levam ao
comprometimento da atividade protéica, afetando a maturagcao das células B e

levando ao quadro de ALX.

As mutacbes encontradas no gene Btk pelos diferentes grupos de
estudo sdo muito heterogéneas, geralmente particulares para cada familia, com

predominio das localizadas no dominio quinase (Rodriguez et al., 2001).
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Ja foram descritas mais de 600 mutagdes uUnicas para este gene. Um terco das
mutacdes sdo do tipo “missensses” e estas sdo encontradas principalmente no
dominio quinase do gene, embora também tenham sido identificadas em todos os
outros dominios, com exceg¢ao do SH3. Também foram identificados “stop codons”
precoces, delecdes e inser¢cdes ao longo de toda a extensao do gene. Embora a
maior parte das mutagdes tenha sido encontrada nos exons, 12% das mutagdes
foram identificadas em sitios de “splicing”. Somente uma mutagéo foi encontrada
na regidao promotora do gene, e esta mutagao resulta em alteragdes significativas
do gene Btk. Além das mutagdes, também foram detectadas inversoes,
duplicacbes e insergcbes retrovirais (Conley, Rohrer & Minegishi, 2000;
Valiaho et al., 2006).

As mutacdes sdo variaveis e ha fraca correlagdo entre gendtipo e
fendtipo. 84% das maes e 16% das avos maternas foram carreadoras da mutagao

encontrada nos descendentes, indicando origem muito recente.

Apesar do grande numero descrito de fenotipos e mutagdes, ainda é
impossivel fazer uma correlagao fenétipo-gendtipo definitiva, demonstrando que
outros fatores, além das mutacbes genéticas possam influenciar no curso clinico,

como sugerido em outras imunodeficiéncias.

A Imunodeficiéncia Comum Variavel (ICV, OMIM 240500) é uma
imunodeficiéncia complexa cujos defeitos moleculares e imunoldgicos na maioria
dos pacientes permanecem desconhecidos. E caracterizada por infeccbes
recorrentes, provavelmente devido a um bloqueio na diferenciagdo de células B,
levando a uma reducdo dos niveis séricos de IgG (geralmente <3g/L) e
IgA (<0,05g/L). Em metade dos pacientes niveis de IgM também estao reduzidos
(<0,3g/L) (Hammarstrom, Vorechovsky & Webster, 2000; Luis, 2003;
Geha et al., 2007). O numero de linfécitos B circulantes é reduzido ou normal,
com adequada proliferagdo a estimulos antigénicos, mas falha na diferenciagao

em plasmdcitos.
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Sua incidéncia é cerca de 1:10.000 a 1:50.000; afeta homens e
mulheres em varias idades, sendo mais frequente na segunda ou terceira décadas
da vida (Who, 1999; Cunningham & Ponda, 2005).

A ICV e a deficiéncia de IgA podem representar duas variantes
fenotipicas em um espectro associado com o mesmo defeito molecular
(Hammarstrom & Smith, 2007). A maioria dos pacientes tem numero normal de
linfécitos B, porém in vitro falham na produgdo de hipermutacbes somaticas,
diferenciagdo em plasmécitos, e no “switching” das classes de linfécitos B de
memoria. Falhas na ativacdo de linfécitos T parecem estar relacionadas ao
ambiente de citocinas- Th1, desfavoravel na produgao de anticorpos, sugerindo
uma explicagédo para a falta relativa de células B antigeno especifica (Cambronero
et al., 2000; Braig et al., 2003).

Alguns genes susceptiveis tem sido observados, porém a maioria dos
pacientes com ICV ndo tem mutagbes nos genes conhecidos (Schaffer et al.,
2005). Em casos de ICV aparentemente monogénicos, cinco genes parecem
sofrer mutacgdo: ICOS (Inducible costimulator) no 2q (Grimbacher et al., 2003),
CD19 no 16p (van Zelm et al., 2004; Franco et al., 2004), TNFRSF13C no 22q,
os quais codificam o receptor BAFF (B-cell-activating factor) (Warnatz et al., 2004),
TNFRSF13B no 17p codificam a proteina TACI (Transmembrane activator and
calcium-modulating  cyclophilin-ligand interactor) (Castigli et al., 2005;
Salzer et al., 2005) e Msh5 (Sekine et al., 2007).

Por essas razdes, a ICV é presumivelmente um grupo heterogéneo de
doengas com etiologias distintas (Wood et al., 2007). Diversidade clinica,
como o desenvolvimento de doenga pulmonar e gastrointestinal (Amoras, 2001;
Thickett et al., 2002; Zullo et al., 1999; Daniels et al., 2007; Tarzi et al., 2009),
autoimune (Spickett et al., 1997; Mechanic, Dlkman & Cunningham, 1997;
Cunningham-Rundles, 2002; Etzioni, 2003; Michel et al., 2004; Chapel et al., 2008;
Cunningham-Rundle, 2008; Lopes-da-Silva & Rizzo, 2008; Agarwal &
Cunningham-Rundles, 2009; Bussone & Moutho, 2009), granulomatosa
(Bates et al., 2004; Morimoto & Routes, 2005), e/ou malignidade
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(Gompels et al., 2003; Chua, Quinti & Grimbacher, 2008), também sugerem outras
diferengcas moleculares e/ou genéticas entre os pacientes (Schroeder, Schroeder
& Sheikh, 2004).

Um amplo espectro de anormalidades imunolégicas tem sido
relacionado com a redugao dos niveis de imunoglobulinas séricas observada nos
pacientes com |ICV, tais como defeito na maturacdo de células-B,
incluindo hipermutagcdo somatica alterada (Levy et al., 1998), defeito na
sinalizagdo membrana-célula (Eisenstein & Strober, 1995), anormalidades nos
linfécitos T, com redugdo na expressdao das moléculas de membrana (CD40
ligande, ICOS, L-selectina) (Grimbacher et al., 2003), producdo de citocina
prejudicada (Pastorelli et al., 1989) e reducdo na producdo de linfécitos T de

memoria antigeno especifica (Kondratenko et al., 1997).

A imunidade humoral ndo mediada por anticorpos parece ter uma
funcao critica na defesa do hospedeiro na ICV. E provavel que as lectinas ligantes
de manose (MBL), que opsonizam patdégenos e ativam complemento de maneira
independente do anticorpo, assumam uma importdncia na defesa imune
compensatéria na ICV (Mullighan, Marshall & Welsh, 2000).

O conjunto de defeitos do sistema imune inato observado nos pacientes
com ICV, como alteracdo na diferenciacdo e maturagcado das células dendriticas,
com redugdo na expressdao de moléculas co-estimulatérias CD80, CD86 e
antigeno leucocitario humano (HLA-DR) e producédo de IL-12, resultando em
prejuizo na ativagao e proliferagao de linfocitos T (Levy et al., 1998; Eisenstein &
Strober, 1995; Grimbacher et al., 2003; Pastorelli et al., 1989; Kondratenko et al.,
1997; Bayry et al., 2005); anormalidade no circuito TNF-IL 12-IFN-y em mondcitos;
hiperatividade crénica e aumento do stress oxidativo dos mondcitos devido a
persistente ativacao do sistema TNF (Aukrust, Muller & Froland, 1994; Aukrust et
al., 1996); aumento da IL-12 em mondcitos que induz IFN-y em células T in vitro e
polarizacdo da resposta imune TH1 (Cambronero et al., 2000); apresentacéo e
processamento anormal de antigenos pelos fagocitos (Eibl et al., 1982; Eibl et al.,
1982; Farrant et al., 1985; Lebranchu et al., 1991; Rump et al., 1997); reducao da
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fagocitose de mondcitos mediada pelos receptores de complemento CR1 e CR3
(Amoras et al., 2003) e do numero absoluto de células natural killer (NK) no
sangue periférico (Aspalter et al., 2000), possibilita a hipétese de que o sistema

imune inato esteja envolvido na patogénese da ICV.

A predisposi¢do genética e defeitos multiplos tanto no sistema imune
inato e adaptativo, podem contribuir cumulativamente para a heterogeneidade

clinica apresentada pelos pacientes com ICV.

O desafio primario do sistema imune inato é a discriminacao entre
componentes do proprio organismo com um grande numero de patogenos,
utilizando receptores toll like e receptores fagociticos, como o receptor de manose,
de complemento e receptores Fcy. Eles diferem em sua estrutura, afinidade de
ligagdo para IgG, distribuicdo celular e sinalizacdo (Heijnen &
van de Winkel, 1997).

Esses receptores sado efetivos na ligagao, internalizacdo e destruigao
das particulas opsonizadas (Aderen & Underhill, 1999). Mondcitos também
expressam altos niveis de moléculas do complexo de histocompatibilidade maior
(MHC) classe Il, o qual tem uma funcgéao crucial na apresentagdo do antigeno para
células T CD4+.

A quimiotaxia € uma forma especial de locomogao em resposta a sinais
quimicos, através dos quais, os fagocitos respondem de forma orientada e se
movem em diregdo a um gradiente de concentracdo do atraente, que podem ser
fatores quimiostaticos e quimiocinéticos, como peptideos, leucotrienos B4 e C5a
(Wilkinson, 1987).

As integrinas dos  fagocitos  (macréfagos e leucdcitos
polimorfonucleares) mediam fungdes fundamentais na resposta inflamatéria.
As selectinas mediam ades&o e rolamento do mondcito no endotélio e as
L-selectinas e CD11b tem-se mostrado importantes na migragdo de mondcitos
para os sitios inflamatérios (Pattarroyo, 1994; Ugarova & Yacubenco, 2001;
Hespanhol & Mantovani, 2002).
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Um segundo passo necessario para que ocorra a firme adesédo do
mondcito ao endotélio, envolvem outras moléculas de adesdo como CD11a,
CD11b, CD18 e VLA-4 (very late antigen) nos mondcitos, e CD54 (moléculas de
adesao intercelular 1) e moléculas de adesédo da célula vascular 1 nas células
endoteliais. O terceiro passo consiste na transmigracdo do mondécito para o

espaco subendotelial (Vignola, 1998).

A aderéncia do monoécito as células endoteliais € modulada pelo
endotelim-1 através do envolvimento do Src (p60src), quinases JAK 1-like e fator
de crescimento do endotélio vascular, através da expressdo aumentada do

flt-1 pelos mondcitos (Vignola, 1998).

A fagocitose é iniciada pela interagcdo dos ligantes na superficie das
particulas (>0,5 um) com os receptores especificos na superficie dos fagocitos
como integrinas CR1 e CR3, receptores de anticorpos para IgE, IgA e IgG e
receptores para carbohidratos (receptor de manose ou receptor [B-glucana)
(Moura, Verheul & Marx, 1997).

O receptor de manose reconhece os oligossacarides fucose e manose,
presentes em um amplo espectro de bactérias, virus, fungos e parasitas, e media
a fagocitose do organismo (Stahl & Ezekowitz, 1998). E um receptor de cadeia
unica com uma pequena cauda citoplasmatica e um dominio extracelular incluindo
8 dominios ligantes de carboidratos lectina-like. A cauda citoplasmatica é
fundamental para as fung¢des endociticas e fagociticas do receptor. Pouco se sabe
sobre os sinais que determinam a fagocitose (Ezekowitz et al., 1990,
Stahl & Ezekowitz, 1998).

Na fagocitose via receptor de manose, além dos sinais fagociticos
mediando a internalizacdo das particulas, também s&o gerados sinais
pro-inflamatérios, como a IL-1B, IL-6, GM-CSF, TNF-a e IL-12 (Stein & Gordon,
1991; Garner et al., 1994; Yamamoto, Klein & Friedman, 1997; Shibata, Metzger &
Myrvik, 1997).
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A MBL interage com a manose associada a proteases serinas (MASP 1
e 2), ativando as vias classica e alternativa do complemento, podendo também
ligar-se a receptores fagocitarios, resultando em opsonizagéo, fagocitose e lise
celular (Matsushita & Fujita, 1992; Nepomuceno et al., 1997), constituindo dessa

forma um importante componente da resposta imune inata em humanos.

Baixa producédo de alelos MBL esta associada a risco aumentado de
infecgdes, principalmente quando ha comprometido do sistema imune adaptativo
(Mullighan, Marshall & Welsh, 2000). O gene MBL humano encontra-se no
cromossoma 10 e, trés polimorfismos unicos nos nucleotideos do exon 1 do gene
MBL tem sido identificados, nos codons 52 (Arg—Cys), 54 (Gly—>Asp) e
57 (Gly—>Glu) (Mullighan, Marshall & Welsh, 2000).

Durante a fagocitose de zimosan mediada pelo receptor de manose, o
citoesqueleto de actina se mobiliza ao redor do fagossoma recém formado e
proteinas como as F-actina, talina, PKC o, MARCKS e miosina | sdo recrutadas
(Allen & Aderem, 1996). Na fagocitose via receptor de manose,
nao sao recrutadas a vinculina e a paxilina, ao contrario do que se observa na
fagocitose via receptor do complemento e Fc. Refor¢cando dessa forma, a nogao
de que os diversos receptores fagociticos enviam diferentes sinais para o
citoesqueleto de actina e iniciam diferentes mecanismos de internalizagao
(Allen & Aderem, 1996).

Durante o processo de fagocitose, ocorre cooperagdo entre o0s
receptores Fc e receptores do complemento, mesmo na auséncia de complemento
(Jones & Brown, 1996). Assim como, cooperagao entre as diferentes classes de
FcyR, desencadeando ativagdo e fungdes bioldgicas (Van de Winkel &
Anderson, 1991).

A ingestdo de particulas pelos receptores do complemento pode ser
induzida pela proteina quinase C (PKC), PMA, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e fator estimulador de colénia de granulécitos e mondcitos (GM-CSF)
(Pommier et al., 1983, Wright, Craigmyle & Silverstein, 1983, Wright & Griffin,
1985).
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Embora todos os tipos de fagocitose necessitem de polimerizagao da
actina no local de ingestdao (Allem & Aderem, 1996), estudos realizados por
microscopia eletrbnica demonstraram que a fagocitose de macréfagos mediada
por complemento (Allem & Aderem, 1996), € um processo relativamente passivo,
que ocorre através de uma variagdo do modelo classico de “zipper’;
onde as particulas opsonizadas pelo complemento parecem entrar na célula com

formagao de pequeno ou nenhum pseudopode (Allen & Aderem, 1996).

A internalizacdo de particulas mediada pelo receptor do complemento
necessita de microtubulos intactos, e € acompanhada pelo acumulo de vesiculas
abaixo do fagossoma formado, sugerindo que o trafego de membrana tém uma
funcdo importante na fagocitose mediada via receptor do complemento (Allen &
Aderem, 1996). A fagocitose mediada pelo complemento ndo provoca a liberagao
de mediadores inflamatérios, tal qual os metabdlitos do acido aracdbnico e
reativos intermediarios do oxigénio (Wright, Craigmyle & Silverstein, 1983,
Aderem et al., 1985).

Os componentes C3 do complemento, C3b e C3bi, tem como funcao
primaria a opsonizagdo. O C3bi pode ser reconhecido por pelo menos
3 diferentes receptores de membrana plasmatica, o CR2 (CD21), encontrado
primariamente em linfécitos B, o CR3 (CD11b/CD18) em fagécitos e linfocitos, e o
CR4 (CD11c/CD18) encontrado primariamente em macréfagos, monocitos e
neutréfilos (Brown, 1991). Estda bem estabelecido, que os receptores do
complemento em mondcitos humanos podem mediar independentemente a
fagocitose de particulas opsonizadas por C3b e C3bi (Wright,
Craigmyle & Silverstein, 1983).

O receptor de complemento CR3 (CD11b/CD18, Mac-1) € um receptor
heterodimero multifuncional membro da familia das integrinas (B2 integrina),
composto de uma cadeia o (CD11b, 165 KDa) e B (CD18, 95 KDa).
O seu principal ligante € o C3bi, gerado pela clivagem de C3b mediada pelo

fator I, mas podem reconhecer outros ligantes como o fibrinogénio,
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e proteinas que contém na sua sequéncia acido aspartico-arginina-glicina e
lipopolissacarideos (Larson & Springer, 1990; Sutterwala, Rosenthal & Mosser,
1996; Isolauri et al., 1997). Ca," e Mg," parecem ter fungéo na ligagdo do C3bi ao
CR3 (Larson & Springer, 1990; Brown, 1991). O CR3, com exce¢dao do C3bi,
requer ativagao celular para que haja ligagcdo. A ativagdo com o forbol éster

aumenta a ligagdo do CR3 ao C3bi (Brown, 1991)

A integrina CD11b/CD18 esta envolvida em varias fungdes
desencadeadas pelo FcyR, incluindo ligacdo via FcyRIl em eosindfilos,
migragao dos fagdcitos e adesédo ao endotélio, fagocitose mediada por mondcitos
e polimorfonucleares (PMN) e citotoxidade celular dependente de anticorpos
(Larson & Springer, 1990; Brown, 1991

O receptor de complemento CR1 (CD35) € uma molécula polimérfica,
com diferentes pesos moleculares: 160, 190, 220, 250, 285 KDa, composta de
uma unica cadeia de proteina transmembrana, um grande dominio extracelular de
ligacdo do complemento lectina-like e um pequeno dominio citoplasmatico com
43 aminoacidos, encontrado na superficie de membrana dos eritrécitos,
neutréfilos, linfocitos B, mondcitos e algumas células NK. Liga-se com
alta afinidade a C3b dimérica e baixa afinidade a C3b monomérica, C4b e
C3bi (Kalli, Aheam & Fearon, 1991; Aderem & Underhill, 1999). E também,
um receptor para a lectina ligante de manose, um membro da familia das

colectinas.

O receptor CR1 tem como principais fungcbes a intensificacdo da
fagocitose de particulas recobertas pelos componentes C3b e C4b,
clareamento de imunocomplexos e regulagdo da ativagao do sistema. A ativagao
fagocitaria € necessaria para que haja ingestédo via receptor CR1. O mecanismo
molecular envolvido nesta ativagdo ndo esta totalmente esclarecido (Brown, 1991;
Vidarsson & van de Winkel, 1998).

Na fagocitose mediada pelos receptores Fc, ocorre no local da ingestao
e internalizacdo da particula, a polimerizacdo da actina, saida da actina do

fagossoma, o qual amadurece através de uma série de eventos de fusdo e cisao
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com componentes da via endocitica, culminando na formacao de fagolisossomas

maduros.

Nao esta totalmente esclarecido, se somente a polimerizacao da actina
€ suficiente para determinar a emissao de pseudodpodes e internalizagao das
particulas, ou se também ha necessidade do envolvimento de motores
moleculares. O acumulo de miosina Il no copo fagocitico de macréfagos e
neutréfilos que ingeriram leveduras, sugere que ela pode agir como um motor
mecanico durante a internalizagdo das particulas (Stendahl et al.,, 1980).
Miosina I, miosina V e miosina IX se localizam juntamente com a F-actina na
formagdo de fagossomos, sugerindo que podem facilitar a ingestdo
(Allem & Aderem, 1995, Swanson et al., 1998).

Esse processo de fagocitose induz a transdugao de sinais, ativagao de
multiplas proteinas tirosina quinases (Indik et al., 1995), aumento do
fosfatidilinositol e do metabolismo do acido aracdbénico (Greenberg, Chang,
& Silverstein, 1993; Moura, Verheul & Marx, 1997). As proteinas tirosina quinases

iniciam a sinalizagdo de membros da superfamilia das imunoglobulinas.

Os FcyR, especificos para praticamente todos os isétipos de
imunoglobulinas, sdo expressos em uma ampla variedade de células, mediando
um grande numero de respostas celulares, como clareamento de
imunocomplexos, geracdo de superoxido, fagocitose de células e
microorganismos opsonizados por IgG, regulagdo da proliferacdo de linfocitos e
secregao de anticorpos, citotoxicidade celular dependente de anticorpos, produgao
e secrecao de mediadores inflamatérios (TNF-o, IL-1 e 1I-6), "varredura” de
imunocomplexos circulantes e incremento na apresentacdo de antigenos,
com consequente modulagdo da resposta imune (Herra, Keane & Whelan, 1996;
Mejorada & Rosales, 1998, Bournazos et al., 2009, Rittirsch et al., 2009).

O grupo heterogéneo de receptores que se ligam a porgao Fc das
imunoglobulinas (FcyR) no homem, promove ligagao entre o sistema imune inato e

adaptativo (Van de Winkel & Anderson, 1991). Os FcyRs ligam-se especificamente
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a IgG e sao subdivididos em quatro subclasses. FcyRI (CD64), FCyRIll (CD16) e
FcyRIV sdo receptores ativadores, enquanto o FcyRIl (CD32) media fungbes
inibitérias. A resposta celular € determinada pelo balanco entre sinais ativadores
(ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif) e inibidores

(ITIM, immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) (Rittirsch et al., 2009).

Os FcyRs dividem-se em 2 classes principais, os envolvidos com
funcdes efetoras e os que transportam imunoglobulinas através das barreiras
epiteliais. Os receptores que mediam fagocitose em macrofagos humanos
pertencem aos da classe de ativacédo e incluem os FcyRIl, FcyRlla e FcyRIll
(Ravetch , 1997).

Os FcyR pertencem a superfamilia das imunoglobulinas, e sao
codificados por genes localizados no brago longo do cromossomo 1,
na banda g23-24 (Qiu et al., 1990). Os genes do FcyRl sdo compostos de
6 exons, 2 codificando o sinal peptidico, 1 exon para cada dominio de ligagao da
imunoglobulina e 1 exon para as regides transmembrana e citoplasmatica
(Van de Winkel & Anderson, 1991; Van de Winkel & Capel, 1993). Os genes do
receptor Fcy surgem via duplicagdo génica, divergéncia e recombinacéo,

e apresentam algumas caracteristicas estruturais comuns.

Os FCyR diferem de outros receptores do gene da superfamilia das
imunoglobulinas, como os receptores de linfocitos T (TCR) e de linfocitos B (BCR),
por fagocitarem particulas opsonizadas por IgG (Indik, et al., 1995).
Mondécitos e macrofagos humanos expressam preferencialmente FCyRI e FcyRlla,
embora alguns possam expressar o FcyRIll, ligando-se a IgG1 e IgG3 com alta

(FcyRI), baixa (FCyRII) e intermediaria (FCyRIII) afinidades (Isolauri et al., 1997).

O FCyR embora ndo possua intrinseca atividade tirosina quinase,
seus dominios citoplasmaticos contém pelo menos um par da sequéncia contendo
tirosina (YXXL), ligados ao dominio SH2 que faciltam a interacdo com as

proteinas tirosinas quinases celulares (Indik et al., 1995). A transducdo de sinais
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extracelulares para o nucleo celular através de receptores de superficie nao
cataliticos, é dependente da interacdo entre PTKs citoplasmaticas e sequéncias

de tirosinas no dominio citoplasmatico do receptor.

O FCyRI (CD64) é uma glicoproteina com peso molecular de 72KDa,
que se liga preferencialmente a IgG monomérica e constitutivamente expresso em
mondcitos e macrofagos, podendo ter sua expressao induzida pelo interferon
gama (IFN-y) em neutrdfilos e eosindfilos e pelo fator estimulante de colénias de
granuldcitos (G-CSF) em neutréfilos. O nimero de receptores varia de 15-40 x 10°
em mondcitos e 10° em macréfagos, e apresentam 4 isotipos: FCyRla, FCyRIb1,
FCyRIb2 e FCyRIc (Van de Winkel & Anderson, 1991).

O FCyRI é a unica classe de receptores que se liga a IgG monomérica
com alta afinidade, apresentando especificidade para as subclasses 1gG3, IgG1 e
IgG4 em ordem decrescente de afinidade (Van de Winkel & Anderson, 1991).
Apresentam 3 diferentes cDNAs que codificam uma regido extracelular de
292 aminoacidos com 3 dominios de ligagcdo da imunoglobulina,
uma regidao transmembrana com 21 aminoacidos e cauda citoplasmatica,
cada uma com 61 (cDNAs p135 e p90) ou 31 (cDNAs p98/X2) aminoacidos.
O terceiro dominio extracelular de ligagdo da imunoglobulina é exclusivo do FcyRl,
nao sendo observado nos receptores FcyRIl e FcyRIll (Van de Winkel &
Capel 1993).

O FCyRIlI (CD32), € uma glicoproteina com pelo menos 6 isotipos:
FCyRIla1, FCyRIla2, FCyRIIb1, FCyRIIb2, FCyRIIb3 e FCyRIlc (Van de Winkel &
Anderson,1991), com peso molecular variando entre 37 a 43 KDa. E um receptor
de baixa afinidade, que interage somente com imunoglobulinas de forma complexa
ou polimérica. Varios tipos celulares expressam esse receptor, como mondécitos
(todas as formas de FCyRIl), neutrdfilos (FCyRIla e c), células B e mastdcitos
(FCyRIIDb).
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Todos os isotipos de FCyRIl sdo similares, diferenciando-se somente
em suas regides extracelulares. Apresentam uma regiao extracelular com cerca de
180 aminoacidos que contém 2 dominios de ligagdo do Fc, uma regiao
transmembrana com 27 a 29 aminoacidos e cauda citoplasmatica com 44 a
76 aminoacidos. Os FcyRlla e FCyRIIC humano apresentam uma cauda
citoplasmatica contendo 2 YXXL ITAM motifs (immunoglobulin gene family tyrosine
activation motif) similares aos encontrados nos receptores de células B e T
(Van de Winkel & Anderson, 1991). O FCyRIIb humano € um receptor inibitoério,
que nao contém ITAM motifs e que nao participa do processo de fagocitose
(Ravetch, 1994; Odin, et al., 1991).

O FCyRII é codificado por 3 genes (FCyRIl A, B e C) , localizados no
cromossomo 1g23-24 (Qiu et al.,, 1990). A cauda citoplasmatica do FcyRII é
codificada por 3 exons distintos (C1, C2 e C3), que o difere dos genes dos
receptores FcyRIl e FcyRIIl, os quais sdo codificados por exons de uma regiao

citoplasmatica/transmembrana combinada (Van de WinkeL & CapeL, 1993).

O FCyRIII (CD16), um receptor de baixa afinidade para IgG complexa,
esta presente em apenas 10% dos mondcitos circulantes (Clarkson & Ory, 1988) e
existe em duas formas: FCyRIllla e FCyRIllb. O FCyRIllla é um receptor
transmembrana com média afinidade para 1gG, com peso molecular de
50-65 KDa, presente em mondcitos, macréfagos, células NK e algumas células T.
E o principal receptor ativador para células NK, mediando a citotoxicidade

dependente de anticorpos.

O FCyRIllb é um receptor de baixa afinidade para 1gG, com peso
molecular de 48 KDa, expresso principalmente em neutrofilos e eosindfilos
(Isolauri et al., 1997; Moallem et al., 2000) e encontrado em 2 variantes alélicos,
chamados NAN1 (Neutrophil Antigen 1) e NAN2 (Neutrophil Antigen 2).
Provavelmente, ndo media a citotoxicidade celular dependente de anticorpos, por

nao desencadear sinal de transdugéo.
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O FCyRIll é codificado por 2 genes localizados no cromossomo
1923-24. Os produtos de ambos os genes codificam proteinas da regiao

extracelular com cerca de 190 aminoacidos.

A interagdo dos ligantes resulta em reagcao cruzada dos receptores,
causando fosforilagéo das tirosinas nos ITAMs. O FcyRI e FcyRIlla tem dominios
de ligagao extracelular Fc similares aos do Fcylla, mas faltam ITAMs em suas
caudas citoplasmaticas. Por esse motivo, para que haja expresséo e sinalizagao
apropriada, esses receptores necessitam interagir com um dimero das
subunidades y (FcyRl e FcyRIla) ou subunidades ¢ (Fcyllla), que sdo pequenas
proteinas transmembrana que contém o ITAM necessario para a transducédo de
sinais (Anderson et al., 1990; Takai et al., 1994).

A ligagao dos receptores Fcy Rl ou RIIl resulta em reagdo cruzada e
fosforilagdo da tirosina dos dominios ITAM de suas subunidades vy
(Ravetch, 1994). O mecanismo pelo qual receptores Fcy estimulam a
polimerizagao da actina e indugao da formacao de fagossomos nao é totalmente
conhecido. Entretanto, parece haver participacdo das fosfatidilinositol 3 (PI-3)
quinase, familia Rho da GTPase, proteina quinase C e motor de proteinas
(Aderem & Underhill, 1999).

Recentes evidéncias sugerem a participagdo da PI-3 quinase na
cascata de sinalizagdo dos receptores fagociticos. A PI-3 quinase cataliza a
fosforilagdo na posi¢cao D-3 do anel inositol do fosfatidilinositol (Pl), PIP e PIP2,
e ¢é ativada por varios receptores tirosina quinase que desencadeiam a

polimerizagao da actina (Toker & Cantley, 1997).

A reagdo cruzada do FcyRlI e FCyRIl aumenta a atividade da
Pl 3-quinase (PI3K), e a fagocitose mediada via receptor Fc € impedida por
inibidores  especificos da Pl 3-quinase (wortmanina ou LY294002)
(Ninomiya, et al., 1994; Araki, Johnson & Swanson, 1996). Estudos realizados por
Swanson et al., 1998 indicam que a wortmanina e LY294002 PI n&o inibem a

formagao do copo fagocitico dependente de actina, porém previnem o fagossoma
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de migrar atras das particulas. Isto sugere que a PI3K pode participar da via de

sinalizacao dependente da syk, critica para fagocitose mediada pelo receptor Fcy.

As GTPases, membros da familia Rho, regulam o citoesqueleto de
actina em resposta a varios sinais extracelulares (Hall, 1998).
O preciso mecanismo pelo qual essas GTPases regulam a estrutura actina-F,
ainda nao foi bem definido. Porém, tem sido implicada uma variedade de
reguladores do citoesqueleto incluindo o PIP 5-quinase (PIP5K) e miosina Il
(Hall, 1998). Membros da familia ARF da GTPases tem fungdo na maioria dos

eventos de trafego de membrana.

A fagocitose induzida pelos FcyRs esta intimamente relacionada com a
producdo e secrecdo de moléculas pro-inflamatérias, como os reativos
intermediarios de oxigénio e metabdlitos do acido aracddnico (Aderem et al., 1985,
Wright & Silverstein, 1983).

A expressao do FcyR pode ser afetada por varios fatores, como
lipoproteinas de baixa densidade, citocinas e hormdénios. O IFN-y aumenta a
expressao do FCyRI in vivo e in vitro em mondcitos e PMN, e o G-CSF aumenta
de forma especifica o nivel de FCyRI em neutréfilos, mas ndo em mondcitos.
O TGF-B determina aumento do FCyRIlla em monécitos, o TNF-a redugao
especifica do FCyRIIIb e a IL-4 diminui¢do das 3 classes de receptores Fc. A IL-6
aumenta a citotoxicidade celular dependente de anticorpos mediada pelo FcyRl,
e o IFN-y aumenta a citotoxicidade mediada pelo FcyRIl, sem afetar a expressao
desse receptor de IgG (Van de Winkel & Anderson, 1991).

Previamente, demonstramos que mondcitos obtidos de pacientes com
ALX e ICV apresentavam quimiotaxia reduzida e defeito na fagocitose mediada
pelos receptores Fcy, e de complemento CR1 e CR3 comparado com mondcitos
obtidos de doadores saudaveis (Amoras, 2001; Amoras et al., 2003).
Esses receptores sao muito efetivos na sinalizacéo, internalizacédo e destruicao de

particulas opsonizadas (Aderem & Underhill, 1999). Eles diferem em sua estrutura,
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afinidade de ligacao pela IgG, distribuicao celular e sinalizagédo (Heijnen & van de
Winkel, 1997). A fungcdo da Btk na via de sinalizagdo da fagocitose permanece
ainda ndo esclarecida (Lindvall et al., 2005). Além do mais, mondcitos de
pacientes com ICV exibem concentragbes normais de Btk, sugerindo que outras

vias de sinalizagao podem ter fungao nas deficiéncias de quimiotaxia e fagocitose.

Existem poucos ou auséncia de dados sobre a expressao de receptores
Fcy e complemento na fagocitose de pacientes com ALX e ICV. Para investigar se
a alteracao observada na fagocitose foi atribuida a diferengas no numero desses
receptores, nds investigamos a sua expressao nos mondcitos de pacientes com

ALX e ICV comparados a controles saudaveis.
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2- OBJETIVOS
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Avaliar a expressdao dos receptores Fcy e de complemento em
monocitos de pacientes com ALX e ICV, comparados com controles saudaveis,
a fim de investigar se a reducéo na fagocitose e quimiotaxia observada em estudo
anterior (Amoras, 2001; Amoras et al., 2003) foi atribuida a alteracado no nimero

desses receptores.
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3.1- Planejamento experimental
3.1.1- Selecao de pacientes e controles
3.1.1.1- Grupo de pacientes

Foi quantificada a expressao dos receptores Fcy e complemento em
mondcitos do sangue periférico de 10 pacientes com ALX e 12 com ICV
regularmente matriculados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), setor de Imunologia-
Alergia, em comparagao com 18 voluntarios saudaveis ndo pareados por sexo e

idade com os pacientes.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas. Consentimento

informado foi obtido de todos os pacientes controles normais.

O diagndstico de ICV foi feito de acordo com os critérios da
Organizagdao Mundial de Saude (Who, 1999). O diagnédstico de ALX foi baseado
na reducéo da expresséo da proteina Btk nos mondcitos, redugao significativa dos
niveis séricos de todas as classes de imunoglobulinas, e do numero de células B
circulantes (CD19" < 2%). Durante o estudo, todos os pacientes faziam terapia de
reposi¢cao com gamaglobulina endovenosa (GGEV). As amostras de sangue foram
coletadas até 1 semana antes da administracdo de GGEV. Nao houve evidéncia
de manifestagbes autoimunes, granulomatosas, ou cancer em nenhum paciente.
Durante a coleta de sangue para investigagdo dos receptores, nenhum dos

individuos apresentava infecgdo aguda.

Foram usados anticorpos monoclonais, para avaliagdo da expressao
dos receptores para a regido constante de IgG, FCyRI (CD64), FCyRII (CD32),
FCyRIII (CD16), e para as fragbes do complemento C3b e C3bi, CR1 (CD35) e

CR3 (CD11b/CD18) em mondcitos, para estudo da quimiotaxia e fagocitose.
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Os procedimentos realizados neste trabalho ndo acarretaram nenhum
risco aos pacientes e as informagdes sobre a identidade dos pacientes foram
mantidas em sigilo, com observacdo de todos os principios constantes da

Declaracao de Helsinki, formulada em Veneza, 1983.

3.1.1.2- Grupo controle

Como controles para quantificacdo da expressao dos receptores de
superficie para Fcy e RC foram utilizados sangue de 18 voluntarios sadios nao

pareados por sexo e idade com 0s pacientes.

Foi feito anamnese para selegao de voluntarios sadios, sendo excluido
individuos em vigéncia de infecgdo, uso de medicamentos ou transfusdo de

sangue ou derivados nos ultimos 30 dias.

3.2- Procedimento experimental
3.2.1- Coleta de amostras de sangue

Amostras de sangue venoso dos pacientes e dos controles sadios
foram coletadas por meio de pungdo venosa periférica e imediatamente
armazenado em tubos de polipropileno estéril contendo acido etileno diamino tetra
acético (EDTA) (1,5mg EDTA/1ml sangue) como anticoagulante, para detecgao

dos antigenos de superficie.
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3.3- Métodos laboratoriais do protocolo de pesquisa

3.3.1- Separacao celular e analise da expressdo do Btk em mondcitos por

citometria de fluxo

A expressao do Btk foi avaliada para confirmar o diagnéstico de ALX.
Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram separadas do sangue
venoso heparinizado através de gradiente de Ficoll-Hypaque. As PBMC foram
lavadas trés vezes em solugdo salina tamponada por fosfato (PBS) pH 7,4 e
incubadas com anticorpo monoclonal anti-CD14 marcado com Ficoeritrina (PE)
(IlgG2a;Dako, Japan) por 20 minutos em gelo, para discriminar mondcitos de
outras células. Os mondécitos foram fixados com paraformaldeido 4% em PBS por
15 min em temperatura ambiente, e permeabilizados com Triton 0,1% X-100 em
solugdo salina tri-tamponada pH 7,4, com 1mg/ml de soro bovino albuminado por
5 min. Essas células foram incubadas com 2ug/ml do anticorpo monoclonal
anti-BTK (48-2H) ou controle 1gG1 (Dako, Japan) por 20 minutos no gelo, em
seguida foram novamente lavadas e incubadas com uma diluicdo 1:2000 do
anticorpo anti mouse IgG1 incubados com Isotiocianato de Fluoresceina (FITC)
(Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL, USA) por 20 minutos
no gelo. As células coradas foram analisadas pelo citometro de fluxo de
duas cores (EPICS XL-MCL®; Coulter Corp., Hialeah, FL, USA) (Futatani et al.,
1998).

3.3.2- Analise da expressao dos receptores Fcy e complemento em mondcitos

por citometria de fluxo

O fendtipo dos mondcitos foi realizado por analise das amostras de
sangue total por citometria de fluxo, com demarcagdo seletivo nas células
CD14-positivas. Foi avaliada a expressdo de superficie dos receptores
Fcy Rl (CD64), RIl (CD32) e RIll (CD16), receptores de complemento CR1 (CD35)
e CR3 (CD11b/CD18).
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3.3.3- Descricdo do ensaio

Para anadlise dos receptores de complemento, foi primeiramente
incubado 100ul de sangue total por tubo com 20ul de IgG humana por 5 minutos e
apo6s corado com os seguintes fluorocromos conjugados com anticorpos
monoclonais: 5ul de anti-CD14 PerCy5, 20ul de anti-CD 18 PE, 20ul de anti-CD35
FITC e 10ul de anti-CD11b FITC.

Para analise dos receptores Fc, foi incubado diretamente 100ul de
sangue total por tubo com os seguintes fluorocromos conjugados com anticorpos
monoclonais: 5ul de anti-CD14 PerCy5, 10ul de anti-CD64 PE, 10ul de
anti-CD32 FITC, 10ul de anti-CD16 FITC.

Foi também incubado 100ul de sangue total e corado com 5ul de isotipo
controle diretamente conjugado para FITC, PE e PECy5. Os controles isotipicos

apropriados foram usados para definir populagdes celulares positivas e negativas.

Apds 20 minutos de incubagdo em gelo, as células vermelhas foram
lisadas (Optlyse C®, Coulter) nos tubos contendo sangue total para analise dos
receptores de complemento, Fcy e isotipo controle. Subsequentemente, as células
foram lavadas duas vezes em PBS com soro bovino fetal 1% e azida sédica 0,1%
e fixadas em paraformaldeido 1%. Todos os controles isotipicos (FITC/PE) e
fluorocromo conjugado com mAbs (FITC/PE/PerCy5) foram obtidos da

Immunotech (Marseille, France).

O fendtipo dos mondcitos foi determinado por citometria de fluxo de
amostras de sangue total, com demarcacgao das células CD14 positivas. Durante a
analise por citometria de fluxo, foi detectado autofluorescéncia de mondcitos em

FL1, sem diferengas entre ALX, ICV e amostras controles.

As posi¢des do citometro foram ajustadas com o objetivo de manter os
monocitos ndo corados ou corados com isotipo controle na primeira década da

escala logaritmica para cada canal de fluorescéncia. Como as posi¢cées foram
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estabelecidas, mantivemos o mesmo para todas as amostras do estudo (pacientes

e controles).

A fragcédo de células marcadas positivamente foi determinada através da
comparagdo com o seu isotipo controle. O numero de receptor por célula
[(Mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF))] foi mensurado para cada

amostra, junto com a porcentagem dos eventos positivos para cada marcador.

A expressao dos receptores foi mensurada através da determinagao da
proporcado de mondcitos CD14+ para cada receptor acima, e pela densidade de
receptores, que foi determinada pelo calculo da intensidade de fluorescéncia
relativa (IFR), que foi obtido pela divisao da mediana da intensidade de
fluorescéncia (MIF) de cada populagédo celular positiva pela MIF do isotipo controle

nao marcado.

Os dados foram adquiridos no citometro de fluxo Coulter Epics XL® .

Pelo menos 5x10° de eventos CD14+ foram obtidos para cada amostra.

3.3.4- Estatistica

A anadlise estatistica foi realizada usando o programa SPSS verséo
7.5.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os dados foram expressos em medianas e

extremos.

A significancia estatistica das diferengas entre o grupo de pacientes e
controle normal foi realizada pelo teste de Mann-Whitney (nivel de significancia,
p< 0,05).
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4- RESULTADOS
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4.1- Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes

Todos os 10 pacientes com ALX eram do sexo masculino, com idades
variando entre 2,6 e 28,3 anos (mediana, 19,6). O grupo com ICV tinha
oito pacientes do sexo feminino e quatro masculino, com idade variando entre
10,6 e 57,9 anos (mediana, 38,3). A idade dos 18 controles variou entre 22 e

58 anos (mediana, 29), e 11 eram do sexo masculino.

As principais caracteristicas clinicas e imunolégicas dos pacientes

estao relatadas nas Tabelas 1 e 2 (Amoras, 2001).

Tabela 1- Caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com

agamaglobulinemia ligada ao X

Idade em anos IgM Sérica IgG Sérica IgA Sérica células B

Paciente
no diagnostico mg/dL* mg/dL* mg/dL* CD19%
EOB 6 15 109 7 0,0
AHO 14 15 203 53,9 0,04
AAAJ 7 10 240 0,6 0,0
RCJ 8 3,4 54 0,0 0,19
RJF 2 2 22 2 0,0
AJAV 10 0,0 150 20 0,0
FFL 6 0,0 0,0 3,0 0,04
MHPF 1 18 198 0,0 0,09
MD 4 26,8 86,2 <23,4 0,0
DSM 4 182 <30 0,0 1,0

*Niveis séricos de imunoglobulinas na idade do diagndstico
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Tabela 2- Caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes com

imunodeficiéncia comum variavel

) Idade em anos IgM Sérica IgG Sérica IgA Sérica Células B
Paciente sexo

ao diagnostico mg/dL* mg/dL* mg/dL* CD19+
VAM F 17 8,3 256 8,2 10,45
FJO M 13 1,8 100 0,0 11,93
JMC M 27 2,0 85 0,0 18,0
AFB F 22 10 566 <6,0 16,7
MRC F 16 14 797 <6,0 3,6
RSB F 19 10 400 0,0 10,1
LMD F 26 11,6 477 <6,6 20
vDC F 32 24 284 <22 10,8
JDC M 23 14,4 817 <6,6 22,9
APM F 14 16 722 <25 7,74
CDFM M 12 9,2 536 <6,0 9,3
RLGF F 5 13 428 <6,0 13

*Niveis séricos das imunoglobulinas na idade do diagnéstico

4.2- Expressao dos receptores de superficie Fcy e Complemento em
monaocitos de pacientes com ICV e ALX

A porcentagem de mondcitos foi similar para pacientes com ALX, ICV e

controles saudaveis.

Pacientes com ALX comparados com controles normais, demonstraram
aumento na porcentagem dos receptores CD16" (mediana: 11,9% vs 6%,
p=0,002), CD35+ (mediana: 95,7% vs 84,2%, p=0,007) e CD11b
(mediana: 100% vs 99,8, p=0,001). Entretanto, sem demonstrar diferenca
significativa entre os pacientes com ALX e controles ou pacientes com ALX e
pacientes com ICV em relacdo a densidade dos receptores que sdo mensurados
através da intensidade de fluorescéncia relativa (IFR).
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Comparando pacientes com ALX e ICV, observamos uma porcentagem
aumentada do receptor CD11b monécitos CD14+ em pacientes com ALX em
relagdo ao pacientes com ICV (mediana 100% vs 99,8%, p=0,008,
respectivamente). Entretanto, ndo houve diferenca significativa nas intensidades
relativas de fluorescéncia entre os dois grupos.

Pacientes com ICV comparados com controles normais nao
demonstraram diferencas na porcentagem de mondécitos expressando receptores
Fcy e de complemento. Entretanto, demonstraram reducdo na densidade do
receptor para CD16 (mediana: IFR 9 vs 14,42, p=0,03) e CD32 (mediana: IFR 38,5
vs 67,8, p= 0,001).

Observamos expressao similar dos receptores de complemento entre
doadores, ALX e ICV para os receptores CD35 (mediana IFR 11,0; 10,5 e 8,0);
CD18 (mediana IFR 26,0; 31,3 e 21,0) e CD11b (mediana IFR 26,5; 32,1 € 24,2), e
também para o receptor FcyRI-CD64 (mediana IFR 106,5; 99,4 e 110,3).

Os resultados descritos acima estao resumidos nas Tabelas 3 e 4 e
Figuras 4 e 5.
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Tabela 3- Porcentagem de mondcitos com expressdo dos receptores Fcy e

complemento de pacientes com ICV e ALX comparado com controle

normal. Resultados dados em mediana e extremos

. CD64 CD32 CD16 CD35 CD11b CD18
Paciente
(FcyRlI) (FCyRIl) (FCYRII) (CR1) (CR3) (CR3)
XLA 100 100 11,9 95,7 100 100
(100-100) (99,8-100) (6,4-14,9) (62,1-98,6) (99,6-100) (94,8-100)
oV 100 100 6,8 91.6 99.7 99.4
(99,9-100) (97,9-100) (2,2-18,5) (67.5-99.5) (99.4-99.9) (74.9-99.8)
Controle 100 100 6,0 84,2 99,8 99,9
(©) (92,4-100) (99,7-100) (2,7-15,3) (61,8-93,8) (99,0-100) (94,6-100)
p-valor
0,232 0,265 0,002 0,007 0,001 0,193
XLAxC
p-valor
0,331 0,917 0,363 0,695 0,820 0,219
CVI xC
p-valor
0,758 0,381 0,132 0,131 0,008 0,702

XLA x CVI
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Tabela 4- Intensidade de fluorescéncia relativa (IFR) da expresséo dos receptores
Fcy e complemento em mondcitos de pacientes com ALX e ICV
comparados com controles normais. A IFR é obtida pela divisdo da
mediana da intensidade de fluorescéncia da amostra (MIF) pela

mediana da amostra negativa marcada com isotipo controle.

Pacient CD64 CD32 CD16 CD35 CD11b CD18
aciente
(FcyRI) (FCyRIl)  (FCyRIll) (CR1) (CR3) (CR3)
XLA 99,4 66,7 9,0 10,5 32,1 31,3
(46,8-426) (14,2-174,3) (3,8-50) (5,0-59,0) (13,0-165) (5,2-103)
oV 110,3 38,5 9,0 8,0 24,2 21,0
(65,7-211)  (19,7-89,6) (2,5-17) (3,6-13,6) (15,4-45) (12-51,3)
106,5 67,7 14,4 11,0 26,5 26,0
Controle (C)
(57,0-202) (33-215) (4,6-43) (5,3-28) (10,6-95) (11,5-87)
p-valor**
0,738 0,832 0,494 0,702 0,738 0,862
XLAxC
p-valor**
0,649 0,001 0,035 0,134 0,569 0,198
CVIxC
p-valor**
0,918 0,080 0,314 0,175 0,918 0,310

XLAxCVI
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Figura 4- Comparacdao da expressdao dos receptores Fcy (1A, 1B, 1C) e de
complemento (1D, 1E, 1F), mensurados através das porcentagens de

monaocitos positivos, entre pacientes com ALX, ICV e controles

normais.
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Figura 5- Comparacdo da expressdo dos receptores Fcy (2A, 2B, 2C) e de
complemento (2D, 2E, 2F), mensurados através da intensidade de

fluorescéncia relativa, entre pacientes com ALX, ICV e controles

normais.
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5- DISCUSSAO
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Apesar de extensivas pesquisas realizadas, permanece pobremente
entendida a complexidade da regulagdo e interacdo entre a imunidade inata e
adaptativa. Sugere-se que a resposta imune adaptativa seja controlada pela
imunidade inata, e vice-versa (Fearon & Locksley, 1996, Schnare et al., 2001,
Kim et al., 2007).

A fagocitose é uma forma especial de endocitose realizada por
monaocitos/macréfagos, neutrofilos e células dendriticas. Constitui uma importante
funcdo efetora que envolve além dos receptores Fc para IgG, IgE e IgA uma
variedade de outros receptores como as integrinas CR1 e CR3 e receptores de
carbohidratos, como os de manose ou o B-glucan (Moura, Verheul & Marx, 1997;
Abdollahi-Roodsaz et al., 2007; Nimmerdahn & Ravetch, 2008; Koprulu &
Ellmeier, 2009).

A familia Tec kinase (Bmx, Btk, Itk,RIk e Tec) € um grupo de moléculas
sinalizadoras estimuladas durante a ativacdo dos macréfagos. Entretanto,
muito pouco se sabe sobre a fungdao da familia Tec quinase na linhagem de
células mieldides (Koprulu & Ellmeier, 2009) e o mecanismo molecular através do
qual os FcyRs desencadeiam a ingestdo das particulas opsonizadas também
permanece incompletamente compreendido. Entretanto, estudos anteriores
indicam que a sinalizagdo via receptor Fcy compartiham elementos com

receptores antigénicos das células T e B.

A fungao da familia Tec quinase no processo fagocitico, foi inicialmente
sugerido por Amoras et al., 2003, que estudando mondcitos de pacientes com ALX
e ICV, observaram redugdo na quimiotaxia e fagocitose de mondcitos em
individuos com ALX, e sugeriram que esses achados poderiam ser devido a
defeitos dos mecanismos de transducao citoplasmatica mediada pela Btk ou
reducdo da expressdo dos receptores Fcy e complemento na superficie dos
mondcitos. Nesse contexto, Jongstra-Bilen et al., 2008, estudaram em células da
linhagem RAW 264.7 de macrofagos peritoneais murinos, a funcao detalhada da
Tec e Btk durante a fagocitose mediada por FcyRs, e sugeriu que a familia
Tec quinase participa durante a fase inicial de ingestao, ativando a Mac-1 e apos a

formagao do fagossoma, quando Btk e Tec tem fungdes distintas.
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Os pacientes com ALX demonstraram um aumento significativo das
porcentagens dos receptores CD14°CD16" e CD14'CD35" em relagdo aos
controles (Figura 4). Entretanto, a densidade do receptor na membrana destas
células foi similar entre os grupos (Figura 5). Embora ndo tenhamos realizado
coloracdo simultdnea com CD16 CD14 CD64, observamos que virtualmente
100% dos mondcitos CD14" sdo também CD64", motivo pelo qual é razoavel
assumir que mondcitos CD16" em amostras de sangue de nossos pacientes s&o
também CD14"CD64".

Em humanos, mondcitos “classicos” CD14""CD16"™" expressam CCR2,
CD64 (FcyRI) e CD62L (L-selectina), enquanto que os mondcitos “ndo classicos”
CD14 'Y CD16"9" nao expressam CCR2 e apresentam altos niveis de MHC-II e
FcyRIl (CD32) (Tacke & Randolph, 2006). A molécula de adesao leucocitaria
CD62L, media o rolamento e interagcdo com o endotélio e o CCR2 (Tacke &
Randolph, 2006).

Entretanto, um terceiro subgrupo tem sido descrito como
CD14"CD64'CD16", combinando caracteristicas de células dendriticas tipicas
(elevada producédo de IL-12 e expressdo de HLA-DR) e mondcitos (morfologia
monocitica e elevada atividade fagocitica) (Grage-Griebenow, Flad & Ernst, 2001;
Gordon & Taylor, 2005).

A demonstragdo em nosso estudo de que pacientes com ALX
apresentam aumento da expressao de receptor Fc de baixa afinidade (CD16), os
quais mediam fagocitose e citotoxicidade dependentes de anticorpos (ADCC),
abre a discussao da atividade funcional da terapia de reposi¢ao de imunoglobulina

na eficiéncia da fagocitose e ADCC através dos mondcitos com deficiéncia da Btk.

Podemos também reforcar achados anteriores de que a deficiéncia da
Btk ndo esta envolvida na diferenciacdo e maturagcdo de células dendriticas
(Gagliardi et al., 2003), através da demonstragdo de numero normal ou aumentado
dos receptores CD14°CD16" e CD14°CD35" em pacientes com XLA.
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Por outro lado, observamos que a quimiotaxia e fagocitose de mondcitos estavam
reduzidos em pacientes com XLA (Amoras, 2001; Amoras et al., 2003), sugerindo
que esses achados podem ser devidos a defeitos nos mecanismos de transducao

citoplasmatica mediada pela Btk.

A demonstragdo da porcentagem normal ou aumentada em mondcitos
do receptor CD35 em pacientes com ALX, ndo foi relatado anteriormente.
A integridade da expressao do CD35 pode ser importante para evitar aumento na

incidéncia de doengas por complexos imunes em pacientes com ALX.

A ativagdo dos mastdcitos atraves dos receptores Fc da IgE parece ser
dependente da funcionalidade da Btk (Hata, Kawakami & Inagaki, 1998;
Kawakami, Kitaura & Satterthwaite, 2000; Setoguchi et al., 1998).
Algumas respostas plaquetarias (Quek, Bolen & Watson, 1998; Tibbles,
Vassilev & Uckun, 2002; Mukhopadhyay et al., 1999; Mukhopadhyay et al., 1999;
Mukhopadhyay et al., 2002), fungcbes de macrofagos (Horwood, Mahon &
McDaid, 2003; Jefferies, Doyle & Brunner, 2003) e algumas respostas dos
granulécitos polimorfonucleares neutréfilos (Lachance, Levasseur & Naccache
2002; Gilbert, Levasseur & Desaulniers, 2003; Kanegane et al., 2005) estao

comprometidas na auséncia da Btk funcional.

Foi também demonstrado em pacientes portadores de ALX,
envolvimento da Btk na transducdo do sinal dos receptores toll like induzida por
lipopolissacarides resultando redugdo na produgcdo de TNF-a (Horwood et al.,
2003; Brunner, Muller & Wirth, 2005) e reducédo no recrutamento dos neutrdfilos
(Kanegane et al., 2005) e em ratos XID (Mangla, et al 2004).

Gagliardi et al., 2003, n&do observaram evidéncias de influéncia da
Btk na diferenciacdo, producdo de citocinas, maturagdo e apresentacido de

antigeno em células dendriticas.

Taneichi et al., 2008, sugerem que a Btk pode ser necessaria para a
sinalizagao via receptor toll-like nas células dendriticas e que falha na sinalizagao

desses receptores pode ser parcialmente responsavel pela ocorréncia de
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infeccbes graves bacterianas e virais. Porém, mais estudos serdo necessarios

para elucidar a funcédo da Btk nestas células.

Todos os receptores Fcy e de complemento induzem rearranjo no
citoesqueleto de actina, levando a internalizagdo de particulas (Aderem &
Underhill, 1999). A Btk pode induzir remodelamento do citoesqueleto em células
estimuladas sugerindo novamente que a regulagao do citoesqueleto mediada pela
Btk pode ter relevancia fisiolégica para a quimiotaxia e fagocitose (Nore et al.,
2000; Inabe et al., 2002).

Embora as fungdes dos mondcitos na ALX permanegam
desconhecidas, esses dados em conjunto sugerem que a proteina Btk em
mondcitos pode ter alguma fungdo na resposta imune (Kanegane et al., 2005,
Perez de Diego et al., 2006).

Além dos diversos fendtipos da ALX, existem diferencas nos
mecanismos moleculares que induzem fagocitose (Aderen & Underhill, 1999).
A ativacdo da tirosina quinase tem sido reconhecida em uma etapa precoce
(Hackam et al., 1997), porém a funcao individual das quinases na sinalizagdo da

fagocitose ainda precisa ser determinada (Suzuki et al., 2000).

Dada a estrutura multimodular da proteina Btk e a multitude das
moléculas de sinalizagdo que com ela podem interagir, € esperado que esta
quinase desencadeie multiplas vias de sinalizagdo e gerem efeitos pleiotrépicos.
As vias de sinalizacdo envolvendo os receptores Fc, GPCR, toll-like, de morte

celular, RTK e citocinas ainda n&o s&do completamente elucidadas.

Sugerimos através desses dados que a Btk ndo esta envolvida na
expressao desses receptores e que a terapia de reposicdo de imunoglobulina
pode assegurar a funcao fagocitica eficiente em mondcito. Porém, a participagao
de Btk na via de transdugcdo do sinal do processo fagocitico precisa ser
investigada. Possivelmente, diferentes tipos de enzimas e fosforilagdo de
proteinas possam estar envolvidas, especialmente quando diferentes receptores

desencadeiam o processo.
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Em nosso estudo, ndo podemos estabelecer uma diferenga significativa
da intensidade de fluorescéncia relativa (IFR) na expresséo dos receptores CD64,
CD35, CD18 e CD11b entre os trés grupos. Entretanto, em contraste com a ALX,
os pacientes com ICV mostraram uma redugao significativa da IFR de mondcitos
expressando os receptores FcyRIIl (CD16) e FcyRIl (CD32) em relagdo aos

controles saudaveis.

A expressao dos receptores CD64, CD32 e CD16 esta diretamente
relacionada ao seu estado de ativagdo (Heijnen & Van de Winkel, 1997).
Niveis reduzidos da expressao do CD16 na superficie celular apos estimulagéo
ocorrem devido a internalizagdo do receptor e liberagcdo do receptor soluvel da

superficie celular (Heijnen & van de Winkel, 1997).

Em contraste com nossos resultados, foi relatado previamente um
aumento na expressdo dos mondcitos CD14°CD16" de pacientes com ICV,
um fendmeno que pode ser relacionado a terapia de reposi¢do de imunoglobulina

nesses pacientes (Dunne, Feighery & Whelan, 1996).

Em nosso estudo, todos os pacientes estavam sob terapia de reposigao
mensal de gamaglobulina endovenosa, porém as amostras de sangue foram
coletadas imediatamente ou no dia anterior a infusdo da gamaglobulina,
0 que reduz a possibilidade de interferéncia da gamaglobulina em nossos

resultados.

Eibl et al.,, 1982 demonstraram falhas dos macréfagos teciduais no
processamento e apresentagcdo do antigeno em pacientes com ICV que podem
estar associadas a alteragdes de resposta imune celular e humoral, demonstrando
dessa forma que o sistema fagocitario mononuclear funciona como elo entre a

resposta imune inata e adaptativa.

A funcao apresentadora de antigenos das células dendriticas tem sido
relatada como normal na ICV (Thon et al., 1997; Fischer et al., 1994). Entretanto,

foi observada alteragdo na diferenciagdo e maturagdo de subgrupos de células
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dendriticas mieldides no sangue periférico desses pacientes (Viallard et al., 2005)
com redugcdo na expressdo das moléculas co-estimulatérias CD80, CD86 e
HLA-DR (Bayry et al 2005; Cambronero et al, 2000; Braig et al, 2003;
Viallard et al., 2005).

Os processos sao complexos com feedback positivo e negativo entre as
células, incluindo a regulacdo das moléculas sinalizadoras de superficie
(Gollob et al., 1996) e a produgao de citocinas. Evidéncias de desregulagdo nas
interagdes entre células T e mondcitos envolvendo IL-12 e IFN-y em pacientes
com ICV tem sido descrito (Cambronero et al, 2000). Dados recentes sugerem
uma funcdo critica para as células dendriticas na geracdo de plasmdcitos
secretores de imunoglobulinas (Viallard et al 2005) e seu envolvimento na origem
de alguns grupos de ICV.

Yu et al., 2009 observaram defeitos na sinalizagao dos TLR7 e TLR9 de
células B e células dendriticas de pacientes com ICV, prejudicando a funcao das

células B nesses pacientes.

Os resultados do presente estudo oferecem importantes descobertas
sobre estes dados, promovendo evidéncia de que a fagocitose alterada nos
pacientes com ICV pode ocorrer devido a reducdo desses receptores, os quais
possuem fungao critica na interagdo entre imunocomplexos e receptores Fcy de

monadcitos/macréfagos (Hepburn, Mason & Davies, 2004).

Embora as porcentagens de mondcitos CD11b* (CR3) tenham sido
significativamente diferentes entre ALX, ICV e o grupo controle, consideramos
este fato sem significancia fisioldgica, devido aos valores serem muito similares,
todos préoximos a 100%. Todos os grupos mostraram similar porcentagem do
receptor CD18"CD14" e da sua expressdo, mensurada através da intensidade de
fluorescéncia relativa de integrinas. As integrinas sao outro grupo de proteinas
presentes na membrana celular que mediam algumas fungdes fisioldgicas dos
fagécitos na inflamacgéo (Ugarova & Yacubenco, 2001; Hespanhol & Mantovani,
2002).

Discussao
90



Tomados em conjunto, os resultados relatados acima, mostram um
padrdo geral de normalidade dos receptores Fc e de complemento, confirmando
as observacdes clinicas de que pacientes com ALX e ICV se beneficiam com a

terapia de reposigdo com gamaglobulina por via endovenosa.
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6- CONCLUSOES
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- 0 presente estudo oferece importante insight das sub populagées de mondécitos;

- 0s pacientes com ALX, os quais tém reducao da Btk, apresentaram porcentagem
normal ou aumentada de mondcitos expressando receptores Fcy e de
complemento. Esses achados dao suporte a hipotese de que a fagocitose
ineficientes, previamente relatadas em pacientes com ALX, pode resultar de
defeitos nos mecanismos de transducao intracitoplasmatica mediados por Btk;

- a expressao reduzida de CD16+ e CD32+ nos mondcitos de pacientes com ICV,
que possuem Btk normal, sugere fortemente que a expressao dos receptores é
independente de Btk e que alteracdo dos receptores vistas nesse pacientes pode
ser responsavel pela deficiéncia na fungao fagocitaria dos mondcitos na ICV.
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Introduction

Summary

Recently we reported that monocyte phagocytosis and chemotaxis are
impaired in X-linked agammaglobulinaemia (XL.A) and common variable
immunodeficiency (CVI) patients. Few data exist on the in vive expression
of receptors for the constant region of immunoglobulin (12G) (FeyR) and
complement receptors (CR) in these patients. The objective of this study was
to investizate the expression of FcyR and CR on monocytes from XLA and
CVI patients and compare it to that of healthy controls, Whole blood samples
were obtained from 10 patients with XLA, 12 with CVI and 18 healthy
controls, Monocyte phenotype was determined by flow cylometry with gating
on CD14" cells. Surface expression of FcyRl (CD64), FeyRIl (CD32) and
FeyRIIL (CD16), CR1 (CD35) and CR3 (CD11b and CD18) was measured by
determination of the proportion of CD14"' cells positive for each receptor and
by receptor density. Compared to controls, a significantly higher percentage of
CD16 and CD35" monocytes from XLA (P =0:002 and P= 0-007, respec-
tively) were observed. The relative fluorescence intensity (RFT) expression of
FeyRII (CD32) and FeyRIII (CD16) were significantly lower on CVI mono-
cytes compared to controls (P=0-001 and P=0-035, respectively). XLA
patients, who have a reduction of Bruton’s tyrosine kinase (Btk), showed
normal or increased percentages of monocyles expressing ey and comple

ment receptors. CVI patients, who have normal expression of Bik, showed
reduced expression of CD16 and CD32 on monocytes, Ineflicient chemotaxis
and phagocytosis, reported previously in XLA patients, could be due to
defects of cytoplasmalic transduction mechanisms.

Keywords: CR1 (CD35), CR3 (CD11b, CDI8) receptors, monocytes,
Fcy, flow cytometry, common variable immunodeficiency, X-linked
agammaglobulinaermia

cells [4-9]. Despite its crucial role in B cell receptor (BCR)
dependent calcium mobilization, Btk functions in all cells,

X linked agammaglobulinaemia, or Bruton’s disease, is
caused by mutations in cytoplasmic Bruton’s tyrosine kinase
(Btk), which are associated with a reduction in Btk mRNA,
Btk protein and kinase activity [1-3]. This defect resulls in a
blockage of the expansion of pre-B cells into later B cell
stages or incomplete differentiation of B cell precursors to
pre-B cells [3]. XLA is characterized by recurrent bacterial
and enteroviral infections with a paucity of circulating B
cells (= 1%) and a marked reduction in serum levels of all
immunoglobulin isotypes.

Of note is that in normal individuals Btk is cxpressed in
most haematopoietic lineages, excepl [or T cells and plasma

422

excepl B cells, remain defined incompletely [10]. Btk is likely
to play analogous functions during the development and
functioning of the myeloid lineage, affecting the outcome of
many infectious as well as non-infectious inflammatory
events [11].

Commoeon variable immunodeficiency (CVI) is due prob-
ably 1o the block in B cell differentiation, which leads to
insufficient serum IgG and IgA levels. In half the patients
IgM levels are also reduced [12,13]. CVI is characterized by
recurrent infections and normal numbers of B cells in
peripheral blood, but the basic immunological and molecu-
lar defects of the majority of patients remain unknown. The

@ 2007 The Author(s)
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genetic predisposition and multiple defects in both innate
and adaptive compartments of the immune system might
thus account cumulatively for the heterogencous symptoms
displayed in CVL.

Monocytes from CVI patients can exhibit chronic hyper-
activity and enhanced oxidative stress due 1o abnormalities
in the tumour necrosis factor (TNF)—intetdeukin (IL)-12—
interferon (IFN)-y circuit, which might contribute to
autoimmune disorders, granuloma formation, impaired T
cell proliferation and natural killer (NK) cell-mediated cyto-
toxicity [14].

Previously, we demonstrated that monocytes obtained
from XLA and CVI patients displayed a decreased chemo
taxis and defective Fcy, complement receptor (CR) CR-1
and CR3-mediated phagocytosis compared to monocytes
obtained from healthy donors [15]. All these receptors
are very elfective in binding, internalizing and destroy
ing opsonized particles [16]. They differ in their structure,
binding affinity for lgG, cell distribution and down-
stream  signalling [17]. Btk function in phagocytosis
signalling pathways is not yel clarified [18]. Moreover,
monecytes from CVI patients exhibit normal concentra-
tion of Btk, suggesting that other signalling pathways
may have a role in these phagocylosis and chemotaxis
deficiencies.

Few or no data exist on the expression of specific Tey
and complement receptors in phagocytes of XLA and CV1
patients. In order to investigate whether the observed alter-
atien in phagocytosis was attributable to differences in the
number of these receptors, we investigated their expression
on monocyles from XLA and CVI patients compared Lo
healthy controls.

Materials and methods

Patients and controls

Ten patients with XLA and 12 with CVI, followed at the
Pediatric Immunology Division at the State University of
Campinas Medical School Hospital, and 18 healthy volun-
teers participated in the study.

The diagnosis of CVI was carried out according to the
criteria of the World Health Organization expert group for
primary immunodeficiency diseases [19]. Diagnosis of XLA
was based on the decreased expression of Btk proteins in
monocytes, markedly reduced levels of all major classes of
immunoglobulins and circulating B cell numbers (< 19%).
At the time of the study, all patients were receiving replace
ment therapy with intravenous immunoglobulin (IVIg).
The blood samples were collected before the administration
of IVIg. There was no evidence of autoimmune disorders,
granulomatous diseases or neoplasias in any patient, At
the time of the investigation, none of them had acute
infection.

© 2007 The Authons)
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Cell isolation and flow cytometry analysis of Btk
expression in monocyles

Btk expression was evaluated to confirm the diagnosis of
XLA. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
separated from heparinized venous blood by a Ficoll-
Hypaque gradient. PBMC were washed three times in
phosphate-buffered saline (PBS) and stained with phyco-
erythrin  (PE)-labelled anti-CD14 monoclonal antibody
(mAb) DakoCytomation, Glostrup, Denmark for 20 min on
ice to discriminate monocytes from other cells. The cells
were fixed (1% paraformaldehyde in PBS for 15 min at room
temperature) and permeabilized [0-1% Triton X-100 in Tris-
buffered saline pH 7-4, with 1 mg/ml bovine serum albumin
(BSA}) for 5 min|. These cells were reacted with 2 [ig/ml of
anti-Btk (48-2H) or control IgG1 (Dako) mAb for 20 min
on ice, washed and incubated further with a 1 : 2000 dilution
of fluorescein isothiocyanate (FI'TC)-conjugated goat anti
mouse IgG1 antibody (Southern Biotechnology Associates,
Inc., Birmingham, AL, USA) for 20 min on ice. Stained
cells were analysed by two-colour flow cylometry (Epics
XL-MCL®; Coulter Corp., Hialeah, FI, USA) [3].

Flow cytometry analysis of Fcy and complement
receplors (CR) expression in monocytes

Venous blood was collected into ethylenediamine tetraacetic
acid (EDTA) tubes for detection of surface antigens. To
analyse the CRs whole blood {WB ) was incubated first with
201 of human IgG for 5min and then 100l of WB
per tube were labelled with the following fluorochrome
conjugated mAbs: anti-CDD14 PeCy5, anti-CD64 PE, anti-
CD32 TITC, anti-CD16 FITC, anti-CD 18 PE, anti-CD35
FITC and anti-CD11b FITC. Appropriate isotype controls
were used 1o define positive and negative cell populations.
After incubation for 20 min on ice red blood cells were lysed
(Optlyse®; Coulter) and washed twice in PBS with 19 fetal
calf serum (FCS) and 0-19 sodium azide, All luorochrome
conjugated mAbs and isofype controls were obtained from
Immunotech (Marseille, France).

Menocyte phenotype was determined by flow cytometric
analysis of whole blood samples, with gating on CD14
positive cells. Surface expression of FoyRl (CDoe4), RII
(CD32) and RIII (CD16), complement receptors CR1
(CD35) and CR3 (Cd11b/CD18) was determined. During
flow cylomelric analysis, monocyle autofluorescence was
detected on the FL1 channel, without differences between
XLA, CVI or control samples. Cylomeler sellings were
adjusted with the aim of keeping unstained or isotype
control-stained monocytes (from a monocyte gate set by
forward and lateral light scatter) in the first decade of the
logarithmic scale for each fluorescence channel. As the set-
tings were established, they were kept the same for all study
samples (patients and controls). Receptor expression was
measured by determination of the proportion of CDI4'
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Table 1. Clinical and laboratory characteristics of X -linked agammaglobulinaemia patients.
B cells Patient Btk Mother Btk
Age in years Serum lgM Serum lgls Serum lgA CD19 expression expression
Fatient at diagnosis mg/dl* mg/dl* mg/dl* Y maonocytes monocytes %
LOB 6 15 109 7 -0 56 511
AHO 14 15 203 53-9 004 70-2 585
AAA] T 10 240 06 0-0 26-3 49
RC] ] 34 54 (-0 19 13-3 39-8
RJT Z 2 22 2 -0 87 97
AJAV 10 00 150 20 -0 90 224
FFL & 0 00 30 004 9-0 538
MHPF 1 18 198 0-0 009 39 96
MD 4 268 862 <234 00 45 292
DsM 4 152 <30 a0 1-0 Bo-d 979
*Serum immunoglobulin levels at the age of diagnosis. Btk: Bruton's tyrosine kinase.
monocyte positive for each of the receptors above. Receptor
P Pt P Results

density was determined by calculation of relative fluores-
cence intensity (RFI), the division of the median fluores-
cence intensity (MFT) of each positive cell population by the
MFI of the negative control sample. Data were acquired on a
Conlter Epics X1® flow cytometer. At least 5 x 10 of CD 14"
events were acquired for each sample.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using spss software
version 7.5.1 (SPSS Inc., Chicago. IL, USA). Data were
expressed as medians and extremes. Statistical estimation of
the difference between disease groups and normal controls
was performed by Mann-Whitney test (significance level,
P<0:05).

‘The study was approved by the Committee for Ethics in
Research of the State University of Campinas Medical
School. Informed consent was obtained from the patients
and healthy controls.

Clinical and laboratory features of patients

All 10 patients with XL.A were male, with ages varying from
2:6 to 283 years (median, 19-6). The CVI group had eight
female and four male patients, with ages varying from 10-6 to
57-9 vears (median, 38-3). The ages of the 18 control subjects
varied from 22 to 58 years (median, 29), and 11 were male.
The main clinical and immunological characteristics of the
patients are reported in Tables 1 and 2.

Surface expression of Feyand CR on monocytes from
XLA and CVI patients

Comparing XLA with normal controls, there was a higher
percentage of CD16" (median, 11-9% versus 6%, F = 0-002),
CD35" (median, 95-7% versus 84-2%, P= 0-007) and CD11b"
{(median, 100% versus 99-8%, P = 0-001) positive monocytes
in XLA. IHowever, there were no significant differences

Table 2. Clinical and laboratory characteristics of common variable immunodehdency patients.

Patient Sex Age in years at diagnosis Serum Igh mg/dl* Serum lgG mg/dI* Serum IgA mg/dl* B cells CD19%
VAM r 17 83 256 B2 10-45
FIO M 13 18 100 00 11:93
IMC M 27 20 85 00 180
ATB F 22 10 566 < 6l 167
MRC E 10 14 797 <00 30
RSB F 19 10 400 00 10-1
IMD F 26 116 477 <68 20
vDC P 32 24 251 <22 10-8
JDC M 23 144 817 <66 229
APM F 14 e 722 <25 774
CIFM M 12 92 536 <60 93
RLGF r 5 13 428 < 6} 15

*Serum immunoglobulin levels at the age of diagnosis. T, female, M, male.
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between XLA and controls or XLA and CVI regarding recep
tor density as measured by RIL Patients with XLA showed a
higher percentage of CD11b* (median, 100% versus 99-8%,
P=0008) in relation to CVI. Patients with CVI, compared
to normal controls, showed a lower receptor density for
CD16" (median REl 9 versus 1442, P=003) and CD32'
(median, RFI 385 wversus 67-8, P=0-001) positive
monocytes. There were no significant differences between
CVI and controls regarding the percentages of monocytes
expressing FeyR and CR. The results above are summarized
on Figs | and 2.

Discussion

In this study, we carried out a phenotypic analysis of mono-
cyles using flow cytometry, comparing cells from XLA and
CVI patients to those of healthy controls. The XLA patients
showed a significantly higher percentage of CD 14CD 16" and
CD14CD35" monocytes in telation to the controls (Fig. 1).
However, the receplor densily was similar among the groups
(Fig. 2).

Peripheral blood monocytes are a heterogeneous popula-
tion of circulating precursors for tissue macrophages and
dendritic cells (DCs), In humans, classical CD14'CD16"
monocytes express CCHR2, CDo4 (FeyRl) and CDe2l.
(1.-selectin), whereas ‘non-classical’ CD 14" CDI6* mono-
cvles lack CCR2 and have higher levels of MHC-II and
FeyRIL (CD32) [20].

However, a third subset has been described, which is char-
acterized as being CD14*CDe4*CD 16", Although we did not
perform simultaneous multicolour staining, as virtually
10096 of CD 14" monocytes are also CD64", it is reasonable Lo
assume that CT216* monocytes in our patient samples were
also CDI4*CDé4". This subset of monocytes has been
described as combining features of typical dendritic cells
[high I1.-12 production and expression of human leucocyte
antigen D-related (IL.A-DR}] and monocytes {monocytic
morphology, high phagocytic activity) [21,22],

The presence of this population in XLA, with normal or
increased numbers, reinforces previous findings that the Btk
defect is not involved in DC differentiation and maturation
[23]. On the other hand, we observed that chemotaxis and
phagocytosis of monocvtes appeared reduced in XLA
patients [15], suggesting that these findings could be due
to defects in Btk-mediated cytoplasmatic transduction
mechanisms. The activation of tyrosine kinases has been
recognized as an early step [24], although the role of indi-
vidual kinases in phagocytosis signalling is still to be deter-
mined [25]. Btk can induce cytoskeletal remodeling in
stimulated cells, further suggesting that cytoskeletal regula
tion mediated by Btk may be of physiological relevance for
phagocytosis and chemotaxis [26,27]. All FeyR and CR
induce rearrangements in the actin cytoskeleton that lead to
the internalization of the particle. Accordingly, the cells that
are impaired or deficient in Btk activation have been shown

@ 2007 The Authorn(s)
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to lack BCR dependent intracellular calcium mobilization
almost totally [28].

Here we demonstrated that the percentages of monocytes
expressing CD35 were also normal or increased in XLA
patients. This finding has not been reported previously. The
integrity of CD35 expression may be important in avoiding
the incidence of immune-complex diseases in XLA patients,
as the transcription of CD35 has been reported to be related
inversely to circulating immune complexes in patients with
systemic lupus erythematosus [29]. In contrast to XLA, the
CVI patients showed a lower receptor density for CD 16" and
CD322* monocytes in relation to controls (Fig. 2). However,
an increase in the expression of CDI4'CD16" monocytes
from CVI patients was reported, a phenomenon thar could
be related to immunoglobulin therapy in these individuals.
The expression of CD64, CD32 and CD16 is linked to their
state of activation [17]. Nevertheless, CD16 cell surface
expression levels diminish after stimulation because of
receptor internalization and shedding of the soluble receptor
[rom the cell surface [17]. The patients in our study were
under monthly immunoglobulin therapy but the blood
samples were collected immediately before the intravenous
immunoglobulin infusion. Although we did not measure
lgG levels, we can suppose that they must have been very low,
potentially interfering with monocyte activation.

The antigen-presenting function of s has been
reported to be normal in CV1 [30,31], although a deep alter
ation in the distribution of myeloid DC subsels in the
peripheral blood of CVI patients was found [32]. Myeloid
dendritic cells from these patients displayed severely
perturbed differentiation and maturation with decreased
expression of the co-stimulatory molecules CD80, CD86 and
HLA-DR. Impaired I1.-12 production with T helper | (Thl)-
biased cytokine environment, unfavourable to antibody pro-
duction, was also noticed [14,33,31]. The processes are
complex with positive and negative feedback between cells,
including the regulation of surface-signalling molecules [35]
and the production of cytokines. Evidence of dysregulation
in the monocyte/l' cell interactions involving IL 12 and
IFN-y in CV] has been described [33].

Although the percentages of CD11b* monocytes (CR3})
were quile different between XLA, CVI] and the control
group, we considered this Lo have no physiological sig
nificance because the values were very similar, all close to
100%.

'The results reported above, showing a general pattern of
normality of Fc and CRs, agree with the clinical observation
that XLA and CVI patients have good outcomes under intra-
venous immunoglobulin (IVIg) replacement. The reported
actions of IVIlg mediated by the variable regions F(ab’)s,
actions of Fc on a range of Fc receptors (FcR) and actions
mediated by complement binding within the Fe fragment are
possible because the patients are expressing IeR and CR.

In conclusion, the current work offers an important
insight into monocyte subsets by providing evidence that
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XLA patients, who have Btk reduction, show normal or O

increased percentages of monocytes expressing Fcy and
complement receptors. These findings provide support for
the inference that inefficient chemotaxis and phagocylosis,
reported previously in XLA patients, could be due to defects
in cytoplasmatic transduction mechanisms. CVI patients,
who have a normal Btk expression, showed reduced CD16
and CID32 membrane expression, although the percentage of
positive monocytes for these receptors was not reduced,

Acknowledgements

We are graleful to all participating patients and also to Mrs
Noemia Orii and Simone Corte for their teclinical assistance.
This work was supported by ‘Fundagio de Amparo a DPes-
quisa do Estado de Sdo Paulo’ (FAPESP) and ‘Coordenagio
de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior’ (CAPES),

Brazil.

@ 2007 The Authors)

1 Tsukada 5, Saffran DC, Rawlings DT eral Deficient expression
of a B cell cytoplasmic tyrosine kinase in human X-linked
agammaglobulinemia. Cell 1993; 72:274-90.

Vetrie D, Vorechovsky I, Sideras P eral. The gene involved in
X-linked agammaglobulinemia is a member of the svc family of
protein-tyrosine kinases. Nature 1993; 361:226-33,

Tutatani T, Mivawaki T, Tsukada 5 eral Deficient expression of

Bruton’s tyrosine kinase in monocytes from X-linked agamma-

L

w

globulinemia as evaluated by a flow cytometric analysis and its
clinical application to carrier detection. Blood 1998; 91:595 602.
Smith CI, Baskin B, Humire Greiff P er al. Expression of Bruton’s
agammaglobulinemia tyrosine kinase gene, Btk, is selectively
down-regulated in T lymphocytes and plasma cells. | Immunol
1994; 152:557-65.

Genevier HC, Hinshelwood 8, Gaspar HE efal. Expression of
Bruton’s tyrosine kinase protein within the B cell lineage.
Fur | Immunol 1994; 24:3100-5,

[

un

427

Journal compilation € 2007 British Sodety for Immunology, Clinic! and Experimental immunology, 150: 422-428

Apéndice 1

128



Al

6

-1

=3

=

10

1

==y

=

—_
L

14

la

428

. B. Amoras et af

ek LS, Bolen ], Watson SP. A role for Bruton's tyrosine
kinase (Btk} in platelet activation by collagen. Cuorr Biol 1998
8:1137-40.

Futatani T, Watanabe C, Baba Y, ‘lsukada S, Ochs HD). Bruton's
tyrosine kinase is present in normal platelets and its absence iden-
tifies patients with X linked agammaglobulinaemia and carrier
females. Br | Haematol 20015 114:141-9.

Cunningham-Rundles C. Hematologic complications of primary
immune deficiencies. Blood Rev 2002; 16:61-4.

Kanegane II, Taneichi II, Nomura K, Futatani T, Mivawaki T.
nentropenia Japanese  patients  with  X-linked
agammaglobulinemia. | Clin Tmmunol 2005; 25:490-5.

Brunner C, Miiller B, Wirth T, Bruton’s tyrosine kinase is involved
in innate and adaptive immunity. Histol Histopathol 2005; 20:945—
i

Mangla A, Khare A, Vineeth V et al. Pleiotropic consequences of
Bruton tyrosine kinase deficiency in myeloid lineages lead to poor
inflammateory responses. Blood 2004; 104:1191-7.

Severe in

Hammarstrim 1, Vorechovsky 1, Webster T, Selective TgA defi-
ciency (SIgAD) and common variable immunodeficiency (CVID),
Clin Exp Immunol 2000; 120:225-31.

3 Chapel 11, Geba R, Rosen T, IUIS PID {Primary Immunodefi-

ciency) Classification Committee. Primary immunadehciency dis
ecases: an update, Clin Bxp Tmmunol 2003%; 132:9-15,

Bayry I, Hermine O, Webster DA, Levy Y, Kaveri V. Common
variable immunodeficiency: the immune system in chaos. Trends
Mol Med 2005; 11:370-6.

Amoras AL, Kanegane H, Miyawaki T, Vilela MM. Defective Fc-,
CER1- and CR3-mediated monocyte phagocytosis and chemotaxis
in commeon variable immunodeficiency and X-linked agamma
globulinemia patients. | Invest Allergol Clin Immunol 2003;
131818,

Aderen A, Underhill DM, Mechanisms of phagocytosis in
macrophages. Annu Rev Immunol 1999; 17:595-623.

Heijnen TAFM, van de Winkel JG]. Human 1gG Fe receptors. Int
Rev Immunol 1997; 16:29-55,

Lindwvall M, Blomberg KE, Valiaho ] et al Bruton’s tyrosine kinase:
cell biology, sequence conservation, mutation spectrum, siRNA
modifications, and expression profiling. Immunol Rev 2003
203:200-15.

WHO Scientific Group. Primary immunodeficiency diseases.
Clin Exp Immunol 199% 118 (Suppl. 1):1-28,

Tacke T, Randolph GJ. Migratory fate and differentiation of blood
monocyte subsets. Immunocbiology 2006; 211:600- 18,
Grage-Griebenow L, Tlad HD, Brnst M. Ieterogeneity of human
peripheral blood monogyte subsets. | Leukoc Biol 2001; 69:11-20.
Gordon 8, Taylor P. Manocyte and macrophage heterogeneity.
Nat Rev Immunal 2005; 5:953-64.

23

24

[
-1

18

29

30

3

s
b

3

.y

34

e
N

Gagliardi MC, Finocchi A, Orlandi P et al Broton's tyrosine kinase
defect in dendritic cells from X-linked agammaglobulinacmia
patients does not influence their differentiation, maturation and
antigen presenting cell function. Clin
133:115-22.

Hackam D], Rotstein O, Schreiber A, Zhang W], Grinstein 5. Bho
is required for the initiation of calcium signaling and phagocytosis
by Fe gamma receptors in macrophages. ] Exp Med 1997; 186:955—
.

Sunzuki T, Kono I, Hirose N, Okada M, Yamameoto K, Ilonda Z.

Ditferential involvement of Src family kinase in Fo gamma

Exp Immunol 2003;

receptor-mediated phagocytosis. | Immunol 2000; 165:473-82.

5 Nore BF, Vargas L, Mohamed A] et ol Redistribution of Bruton’s

tyrosine kinase by activation of phosphatidylinositol 3-kinase and
Rho-family GTPases. Bur | Immunol 2000; 30:145-54.

Inabe K, Ishiai M, Scharenberg AM, Freshney N, Downward |,
Kuresaki T. Vavi modulates B cell receptor responses by regulating
phosphoinesitide 3 kinase activation. | Exp Med 2002; 195:18%
200.

Fluckiger AC, Li ZM, Kato BM et al Btk/Tec kinases regulate sus-
tained increases in intracellular CaZ+ following B-cell receptor
activation, EMBO | 1998; 17;1975-85.

Verma |, Arora V, Marwaha V, Komar A, Das N. Association of
leukocyte CR1 gene transcription with the disease severity and
renal involvement in systemic lupus erythematosus. Lupus 2005;
14:273-9.

Thon ¥V, Eggenbaner H, Wolf HM er al. Antigen presentation by
commaon variable immunodeficiency (CVID) B cells and mono
cytes is unimpaired. Clin Exp Immunol 1997; 108:1-8.

Fischer MB, Hauber 1, Wolf HM, Vogel E, Mannhalter JW, Eibl
MM. Impaired TCR signal transduction, but normal antigen pre-
sentation, in a patient with common variable immunodeficiency.
Br ] Hacmatol 1994; 88:520-6.

2 Viallard JT, Camou T, Andre M et al. Altered dendritic cell distri-

bution in patients with common variable immunodeiciency.
Arthritis Res Ther 2005; 7:1052-5,

Cambronero R, Sewell WA, North ME, Webster AT, Farrant J.
Up-regulation of IL-12 in monocytes: a [undamental defect in
common variable immunedeficiency. | Immunol 2000; 164:488
9,

Braig DU, Schiffer AA, Glocker E eral. Linkage of autosomal
dominant common variable immunodeficiency to chromosome Sp
and evidence for locus heterogeneity. Ilum Genet 2003; 112:36%
78.

5 Gollob JA, Li T, Kawasaki I aral. Molecular interaction between

CD58 and CD2 counter receptors mediates the ability of mono
cytes to augment T cell activation by IL-12. T Immunol 1996;
157:1886-93,

© 2007 The Author(s)

Journal compilation ©@ 2007 British Socety for Immunology, Clinical and Experimental inmunology, 150 422-428

Apéndice 1

129



Original Article

Defective Fe-, CR1- and
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Summary. Blood monocyte phagocytic functions were evaluated by chemotaxis, phagocytosis, and superoxide anion production in
nine patients with commen variable immunodeficiency (CVI), eight patients with X-linked agammaglobulinemia (XLA), and in 17
normal subjects. Further laboratory diagnosis included the determination of the Bruton’s tyrosine kinase (Btk) protein expression in
monocytes using flow cytometry. The analysis of monocyte phagocytic function demonstrated that CR3-, CR1-, and Fc-mediated
phagocytosis (p = 0.0001) were significantly decreased in CVI and XLA patients, and chemotaxis of monocytes (p = 0.0082) was
reduced in XA patients. Superoxide anion production, however, did not differ between the CVI, XLA, and the control groups. The
cytoplasmic expression of Btk protein in monocytes was normal in CVI patients and decreased or not detected in XLA patients. It is
proposed that impaired chemotaxis and phagocytosis by monocytes may be a characteristic of the innate immune system in CVI and
XLA patients, providing a new direction for the physiopathology of these immunodeficiencies.

Keywords: X-linked agammaglobulinemia, Bruton’s tyrosine kinase, hypogammaglobulinemia, common variable immunodeficiency,
flow cytometry, phagocytosis, chemotaxis, monocytes, NADPH oxidase, innate immunity

Introduction

Common variable immunodeficiency (CVI) is an incom-
pletely defined syndrome characterized by a marked re-
duction in serum levels of both IgG (usually < 3.0 g/1) and
IgA (< 0.05 g/1). IgM is also reduced (< 0.3 g/1) in about
half of the patients. This condition is clinically more com-
plex than X-linked agammaglobulinemia (XLA), with pa-
tients being prone to chronic inflammatory and autoim-
mune complications [1].

XLA is a B-cell deficiency caused by mutations in the
Bruton’s tyrosine kinase (Btk) gene. Btk protein is essen-

© 2003 Hogrefe & Huber Publishers

tial for B-cell survival, cell cycle progression, and prolif-
eration in response to B-cell antigen receptor (BCR) stim-
ulation [2].

A wide spectrum of immunological abnormalities
have been related to the low immunoglobulin levels ob-
served in CVTI patients, such as intrinsic B-lymphocyte
defects, defective helper T-cell function, excessive sup-
pressor T-cell activity, defects in the function of dendritic
cells, or abnormal antigen processing and presentation
by macrophages [3—7]. Susceptibility genes for CVI
within the MHC class II and TIT loci have been reported
[8], but the fundamental cause of this disorder remains
unknown.
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The mononuclear phagocytic system is critical for nat-
ural immunity but also becomes adapted to play a central
role in specific acquired immunity.

Monocytes express 1gG Fe receptors (FeyRI (CD64)
and FeyRIIL (CD32)), which mediate cell attachment and
stimulate several signal transduction events [9, 10]. These
receptors are important for the clearance of immune com-
plexes and for internalization of IgG-coated cells or mi-
cr(mrganisms;_

CR3 (complement receptor 3, CD11b/CDI18), a B2-
integrin, activates leukocytes via signaling complexes
and actin reorganization, mediates phagocytosis, and pro-
motes leukocyte transmigration [11] and, therefore, has a
key role in innate antimicrobial defenses.

CR1 (complement receptor 1, CD35), the C3b receptor
on human erythrocytes, neutrophils, B-lymphocytes, and
monocytes surface membranes [12] is also a receptor lor
mannan-binding lectin (MBL), a member of the collectin
family, with opsonic function [13]. CR1 permits expression
of the biological activity of the complement system and
influences complement activation, promoting the uptake of
C3b-bearing or C4b-bearing immune complexes in the
plasma or on the surface of adjacent cells [14].

Although the function and integrity of the T~ and B-
lymphocyte systems have been extensively investigated,
there have been few reports regarding the role of phago-
cytes in CVI and XLA.

This study aimed to further investigate the role of the
innate immune system in CVI and XLA by evaluating, in
peripheral blood, the chemotactic monocytic activities,
monocyte phagocytosis of particles opsonized by IgG,
C3b, and C3bi and superoxide anion production by mono-
cytes and granulocytes.

Materials and Methods
Subjects

Nine patients with CVI, eight with XLA, ranging from 4
to 38 years of age ('lable 1), were studied. The reference

population for the functional studies consisted of 17
healthy laboratory and health care workers. The diagnosis
of CVI was based on established criteria, including reduc-
tion serum of IgG, IgA, and/or IgM by two or more stand-
ard deviations from the normal mean [1, 15], and the di-
agnosis of XLA was based on the decreased expression
of Btk proteins in monocytes, markedly reduced levels of
all major classes of immunoglobulins, and circulating B-
cell numbers (< 1%) [16-18].

At the time of the study, 14 patients were receiving
replacement therapy with intravenous immunoglobulin
and three patients had never received immunoglobulin re-
placement therapy. The blood samples were collected at
least 3 weeks after the administration of intravenous im-
munoglobulin.

All patients gave prior informed consent and the study
had the approval of the local cthics committee.

Cell Preparation and Isolation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were sepa-
rated by Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation.

Contaminating erythrocytes were hypotonically
lysed. The leukocyte count was automatically determined
(Coulter Counter model T 890, Hialeah, FL., USA) and
adjusted to 2 x 107 cells ml~' for the measurement of 04~
in Hank’s balanced salt solution. The final PBMC con-
centration was adjusted to 2 x 10° cells mI™! for the mea-
surement of chemotaxis and phagocytosis. Cell viability,
as assessed by Tryptan blue exclusion test, was greater
than 96%.

Flow Cytometric Analysis of Cellular Btk
Expression in Monocytes

Heparinized venous blood from patients was centrifuged
onto Ficoll-Hypaque. and peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were isolated from the interface. PBMC

Table 1. Clinical and laboratory characteristics of common variable immunodeficiency patients

Patient/ Age at Serum Ig level (mg/dL)* Peripheral
Gender diagnosis IgM IgGG TgA B-cells (%)
P2 Male Iy 57.3 803 307 31.34

P3 Male 13y 1.8 100 0.0 11.93

P6 Male 2y 2 85 0.0 18.0

P9 Female 8y 483 0.8 0.0 12.55

P10 Female 3y 87 450 23.9 21.34

P14 Male 2y 46 569 245 24.57

P15 Male 12y 116 406 112 17.55

Pl6 Female 4y 29 433 10 15.21

P17 Male 19y 13.6 18.5 72 13.55

*Serum levels of immunoglobulins at age of diagnosis are shown

J Invest Allergod Clin fimpuenol 2003; Vol 13(3): 181188
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were washed three times in PBS pH 7.4, and analyzed by
flow cytometry for Btk expression. PBMC were [irst
stained with PE-labelled anti-CD14 (IgG2a; Dako, Japan)
MoAb for 20 min on ice to discriminate monocytes from
other cells. The cells were fixed (4% paraformaldehyde
in PBS for 15 min at room temperature), and permeabil-
ized (0.1% Triton X-100 in Tris-buffered saline pH 7.4,
with | mg/ml bovine serum albumin {BSA) for 5 min).
These cells were reacted with 2ug/ml of anti-BTK
(48-2H) or control IgG1 (Dako, Japan) MoAb for 20 min
on ice, washed, and further incubated with a 1:2000 dilu-
tion of FITC-conjugated goat anti-mouse 1gG1 antibody
(Southern Biotechnology Associates, Ine., Birmingham,
AL, USA) for 20 min on ice. The stained cells were ana-
lyzed by two-color flow cytometry (EPICS XL-MCL;
Coulter Corp., Hialeah, FL, USA) [19].

Chemotactic Assays

Chemotaxis was evaluated using a modified Boyden
method [20]. Five hundred pl of a 2 x 10° cells ml~! sus-
pension was placed in the upper compartment of the Boy-
den chamber and 200 pl of the chemotactic factor was
placed in the lower compartment. The two compartments
were separated by a cellulose-ester filter membrane
(Millipore) with an 8 mm pore size suitable for the migra-
tion of mononuclear cells. Spontaneous chemotaxis was
determined using Hanks bulfered salt solution (HBSS) in
the lower chamber. Stimulated chemotaxis was per-
formed using chemotactic factors obtained either from
patient serum or pooled sera from healthy donors, incu

bated with 50 ug ml*' LPS (E. coli stream 026.B6 lipopo-
lysaccharide, Sigma Chemical Co., USA) for 30 min at
37°C. The chemotaxis chamber was incubated for 2 h and
the filters were then fixed, dried, made transparent, and
placed on glass slides. The chemotactic assay results are
expressed as the average of 20 measurements of the dis-
tance between the cell layer closest to the upper compart-
ment and the field occupied by at least one cell using a
microscope ohjective (40 x) and its micrometer.

Phagocytosis Assays

Fe-, CR1-, and CR3-mediated phagocytosis was assayed
using a modification of the method of Van Furth, Van
Zwet, and Leigh [21].

Mononuclear leukocytes at a concentration of 1 x 10°
cells/m] in HBSS were incubated in Leighton tubes con-
taining a coverslip in a humid atmosphere with 5% CO,
for 30 min at 37°C. The tubes were then washed by vig-
orous shaking in HBSS at room temperature and the cells
adhering to the coverslip were incubated for a further
30 min with sheep erythrocytes (E) previously incubated
with anti-E rabbit hemolysin (Instituto Butanta, Sdo Pau-
lo, Brazil) or zymosan particles (Z). EA were used for the

© 2003 Hogrefe & Huber Publishers
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evaluation of receptors to the Fe portion of IgG, and
zymosan for the evaluation of C3 receptors. In the latter
experiments, zymosan particles were used without any
previous incubation (Z-M) or after incubation with a pool
of normal sera (Z-N) or with patient serum (Z-P). Cover-
slips were washed, fixed, and stained with hematoxilin-
eosin for EA or Leishman for zymosan and mounted in
Entellam. Four hundred monocyles were counted on cach
slide, and the cells that had phagocytized particles were
identified morphologically with the aid of an immersion
objective (100 x). The “phagocytic index” is defined as
the percentage of cells that phagocytized at least one par-
ticle and the “phagocytic capacity” as the number of par-
ticles ingested per 100 cells.

Measurement of Superoxide Anion

The production of Oy by neutrophils and mononuclear
cells was assayed using a modified method of Cohen &
Chovanic [22]. A suspension of neutrophils or mononuc-
lear cells (2 x 106 mI™") was incubated with phorbol 12-
myristate 13 acetate (PMA, 30nm) in the presence of cyto-
chrome c (81 pM) for 60 min at 37°C. The spontancous
superoxide anion release was determined using HBSS in-
stead of PMA. Half of the tubes contained superoxide dis-
mutase (SOD, 90 uM mI'") at the beginning of the experi-
ment, as a control for the nonspecific reduction of cyto-
chrome c. The reaction was stopped by placing the tubes
in ice. Following the reaction, SOD (90 uM ml™') was add-
ed 1o tubes not already containing it. After centrifugation
(2200 g for 15 min at 4°C), the absorbence of the superna-
tant was measured at 550 nm and the O;” production was
calculated using an extinction coefficient of 21100 M1
em™'. All experiments were performed in duplicate. The
results were expressed in O; nmols/10° cells/60.

Statistical Analysis

Statistical analysis of results was made using the Mann-
Whitney (not paired) and Kruskal-Wallis. The results are
expressed as medians, Significance was defined as p <
0.05 [23].

Results

Flow Cytometric Analysis of BTK Expression
in Monocytes

We first examined monocyte BTK expression in patients
through use of a flow cytometric assay. Among 17 hypo-
gammaglobulinemia patients, we found that eight patients
exhibited a lack of circulating mature B-cells (< 1%).
BTK expression in monocytes revealed that BTK defi-
ciency (4.4 to 70.2%) was present in seven patients with

J lnvest Allergol Clin Immunol 2003: Vol. 13(3): 181-188
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Table 2. Clinical and laboratory characteristics of X-linked agammaglobulinemia patients

Patient Gender Age at Serum lg level (mg/dl)*  Peripheral — Bik (%)**

diagnosis IeM IeG  IgA B cells (%) expression

Patient Mother

P1 Male Ty 144 33.0 0.0 0.3 9.0 53.8
P4 Male 6y 15 109 7 0.0 25.6 51.1
P5 Male 14y 15 203 539 0.04 70.2 58.5
P7 Male Ty 10 240 06 0.0 26.3 49
P8 Male 8y 34 54 0.0 0.19 13.3 39.8
P11 Male oy 60 0.0 40 0.96 4.4 Nd
P12 Male 2y 2 22 2 0.0 97 97
P13 Male 10y 0.0 150 20 0.0 9.0 224

* Serum levels of immunoglobulins at age of diagnosis are shown. ** Indicate a proportion of BTK—positive cells in monocytes.
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presumed XLA (Table 2). Importantly, the mosaic pattern
of BTK expression in monocyles was obtainable in all of
their mothers except P12, indicating that they were obli-
gate XLA carriers. In contrast, P12 and mother had nor-
mal BTK expression, implying a non-XLA immunodefi-
ciency. Few cases with XLA show BTK expression com-
parable to normals [18, 19].

Chemotactic Assays

The chemotactic assay was measured by pm leading
front. The results demonstrated that the spontaneous mi-

J Invest Allergol Clin Immunol 2003; Vol. 13(3); 181-188

Patient serum

gration of monocytes in CVI patients was 28.08, 19.46
in XLA patients, and 29.57 in the control group, without
statistical differences among the three groups (p =
0.5723).

When LPS-induced chemotaxis of monocytes was
measured in the presence of normal serum (p = 0.0018),
the migration in CVI patients was 92.18, 66.97 in XLA
patients, and 107.75 in the control group. Migration was
95.55 in the CVI patients, 77.01 in XL A patients, and
110.85 in the control group, when the patients’ serum
was used (p = 0.0082), demonstrating a significant de
crease in the chemotaxis of monocytes in the XLA pa-
tients, in comparison to the normal group

© 2003 Hogrefe & Huber Publishers
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Phagocytosis 90.37 in XLA, and 92.16 in the control group (p=
0.0759). The phagocytic index for EA was 38.82 in the
The monocyte phagocytic index for nonopsonized zymo- CVI patients, 31.83 in XLA, and 79.96 in the control
san was 22.05 in CVI patients, 40.96 in XL A, and 31.0 in group (p < 0.0001), demonstrating a significant differ-
the control group, and no difference was demonstrated ence among the three groups (Figure 2).
among the three groups (p = 0.4104). The monocyte phagocytic capacity for nonopsonized
The phagocytic index for opsonized zymosan with pa- zymosan was 170.67 in CVI patients, 162.0 in XLLA, and
tient’s serum was 84.97 in the CVI group, 86.08 in XLA, 196.0 in the control group, demonstrating a difference
and 90.29 in the control group (p = 0.0325), while pooled (p = 0.0283) between the XLA and control groups.
serum from normal donors was 83.82 in the CVI patients, The phagocytic capacity for opsonized zymosan with
© 2003 Hogrefe & Huber Publishers J Invest Allergol Clin Immunol 2003; Vol. 13(3): 181-188
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the patient’s serum was 320.0 in the CVI group, 397.93 Discussion

in XLA, and 533.0 in the control group, demonstrating
a significant difference (p = 0.0001) among the three
groups. With pooled serum from normal donors, the ca-
pacity was 334.0 in the CVI patients, 480.09 in XLA,
and 523.0 in the control group, demonstrating differenc-
es between the CVI group and the control and XLA
groups (p = 0.0042). The monocyte phagocytic capacity
for EA was 169.83 in the CVI patients, 168.82 in XLA,
and 299.0 in the control group, demonstrating a signifi-
cant difference (p < 0.0001) among the three groups
(Figure 3).

Measurement of Superoxide Anion

The superoxide anion assay was measured by @WMO,/
10%/60°. The spontaneous superoxide anion production by
monocytes in the CVI patients was 1.04 (0.04 ~ 5.97),
0.73 (-0.46 ~ 1.61) in XLA compared to 0.94 (0.16 ~
2.75) in the control group (p = 0.3963); following PMA-
stimulation this production was 2.59 (0.56 ~ 8.89) in the
CVI patients, 5.77 (0.24 ~ 14.67) in XLLA, and 4.88 (1.61
~ 9.06) in the control group (p = 0.3391). The spontane-
ous superoxide anion production by granulocytes in the
CVI patients was 1.05 (0.14 ~ 5.97), 1.15 (-0.59 ~ 1.58)
in XLA, and 0.83 (-0.14 ~ 3.99) in the control group (p =
0.5952), and after PMA-stimulation the production was
6.93 (1.82 ~ 8.95) in the CVI patients, 11.27 (9.57 ~
12.18) in XLA, and 10.02 (6.62 ~ 13.45) in the control
group, demonstrating a significant difference (p=
0.0031) between CVI patients and control group (Figure
4).

J Invest Allergol Clin Immunol 2003; Vol. 13(3): 181-188

This study demonstrated that important functions of the
monocytes such as chemotactic activity and phagocytosis
were severely impaired in CVI and XLA patients. The
impaired phagocytosis could be attributed to different lev-
els of expression of Fey receptor, complement receptor,
and mannose-binding lectin (MBL) receptor, which are
involved in clearance of immune complexes and in the
internalization of IgG-coated cells or microorganisms.

Spontaneous migration of monocytes in CVIand XLA
patients was normal. However, LPS-induced chemotaxis
of the XA patients’ monocytes was markedly reduced and
did notrecover after control serum administration, suggest-
ing defective chemotaxis caused by a probable intrinsic cell
or membrane receptor defect for monocyte complement.

The XLA patients’ monocytes were not capable of
mounting a normal phagocytic capacity for nonopsonized
zymosan, not even after opsonization of zymosan parti-
cles with normal human serum and patients’ serum. The
monocyte phagocytic index for opsonized zymosan with
normal human serum and patients” serum was also de-
creased in the CVI and XA patients when compared with
the control group.

The persistence in the decrease of the phagocytic
function, even after sera from normal individuals was
added to provide adequate conditions for zymosan opso-
nization, suggests the presence of a quantitative or func-
tional deficiency of the CR1, CR3 receptors, and colect-
ines, which are necessary for the phagocytosis of opson-
ized zymosan.

The demonstration of a decreased phagocytic capacity
of XLA monocytes for nonopsonized zymosan compared

© 2003 Hogrefe & Huber Publishers
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to the control monocytes suggests the possibility of re-
duced expression or a functional blockage of the man-
nose-fucose receptors and CR3 in this group of patients.

In this experiment, the monocytes had evolved phag-
ocytic receptors, such as CR1 and CR3 receptors, which
promote phagocytosis of zymosan opsonized by C3b and
C3bi, and the MBL receptor, which promotes phagocyto-
sis of nonopsonized zymosan.

MBL belongs to the collectin family and acts as a li-
gand for the MBL receptor, which binds carbohydrates
with terminal mannose and fucose found in zymosan, pro-
moting phagocytosis. MBL can also interact with Cls and
Clr to activate the classic complement pathway [24].

In our study, the monocyte phagocytic index and the
capacity to phagocytose sheep erythrocytes (EA) were
also severely decreased in the CVI and XLA patients
when compared with the control group.

The Feyreceptor promotes phagocytosis of sheep ery-
throcytes (EA) opsonized by IgG (rabbit IgG anti-sheep
red blood cells). The mechanism whereby the interaction
of opsonized particles with Fey receptors triggers the en-
gulfment of opsonized particles remains incompletely un-
derstood, although activation of tyrosine kinases has been
recognized as an early step [25].

In order to investigate whether this decreased phago-
eytosis in CVI and XL A individuals could be attributed
to a different level of expression of Fey receptor or com-
plement receptors, the surface expression of these recep-
tors will have to be determined.

The analysis of spontaneous and PMA-stimulated ac-
tivity of the NADPH oxidase system of monocytes did
not demonstrate a significant difference in patients when
compared to healthy controls. However, the analysis of
PMA-stimulated activity in the NADPH oxidase system
of granulocytes demonstrates a difference between the pa-
tients and the control group.

The deficit of mononuclear phagocytic function ob-
served in CVI patients may be associated with defects of
the humoral and cellular immune response, caused by
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