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RESUMO 

 

Recentemente, demonstramos defeitos na fagocitose e quimiotaxia de monócitos 

em pacientes com agamaglobulinemia ligada ao X (ALX) e imunodeficiência 

comum variável (ICV). Existem poucos dados da expressão in vivo dos receptores 

para a região constante de imunoglobulina G (IgG) (FcyR) e receptores de 

complemento (RC) nesses pacientes. O objetivo deste estudo foi investigar a 

expressão dos FcyR e RC nos monócitos de pacientes com ALX e ICV e  

compará-la com controles saudáveis. Amostras de sangue total foram obtidas de 

10 pacientes com ALX, 12 com ICV e 18 controles saudáveis. O fenótipo dos 

monócitos foi determinado por citometria de fluxo de células marcadas com 

CD14+. A expressão dos receptores de superfície FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) e 

FcyRIII (CD16), CR1 (CD35) e CR3 (CD11b e CD18) foi medida através da 

determinação da proporção de células CD14+ para cada receptor e pela densidade 

do receptor. Comparado ao controle, observou-se uma porcentagem 

significantemente maior de monócitos CD16+ e CD35+ nos pacientes com ALX  

(P=0,002 e P=0,007, respectivamente). A expressão da intensidade de 

fluorescência relativa (IFR) do FcyRII (CD32) e FcyRIII (CD16) foi 

significantemente mais baixa nos monócitos de pacientes com ICV em 

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

Pacientes com ALX, que possuem redução na tirosina quinase de Bruton (Btk) 

mostraram porcentagens normais ou maiores de monócitos expressando CD16+ e 

CD35+. Esses resultados indicam que a expressão dos receptores Fc e 

complemento não são suficientes para o bom desempenho da função de 

fagocitose sugerindo que a deficiência fagocitária desses indivíduos pode resultar 

de defeitos nos mecanismos de transdução intracitoplasmática mediados por Btk. 

Além disso, a expressão reduzida de CD16+ e CD32+ nos monócitos de pacientes 

com ICV, que possuem Btk normal, sugere fortemente que a expressão dos 

receptores é independente de Btk e que a alteração dos receptores vistas nesse 
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pacientes pode ser responsável pela deficiência na função fagocitária dos 

monócitos desses pacientes. 

 

Palavras-chave: receptores CR1 (CD35), CR3 (CD11b, CD18), monócitos, Fcy, 

citometria de fluxo, imunodeficiência comum variável 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),  

FcgRII (CD32) and FcgRIII (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 FcyRII (CD32) and FcyRIII (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 deficiências predominantemente de anticorpos, são as mais 

frequentes no grupo das imunodeficiências primárias. Estas deficiências envolvem 

defeitos nas proteínas que estão envolvidas no processo de maturação do linfócito 

B, com consequente paralisação do desenvolvimento destes linfócitos  

(Kumar et al., 2006). Dentre as deficiências de anticorpos temos as 

agamaglobulinemias que compreendem afecções com herança recessiva ligada 

ao X ou autossômica recessiva.  

A Agamaglobulinemia Ligada ao X ou Doença de Bruton  

(ALX OMIM 300300), é causada por mutações na tirosina quinase de Bruton 

citoplasmática (Btk) (Tsukada et al, 1993; Vetrie et al, 1993), as quais estão 

associadas à redução na Btk mRNA, proteína Btk e atividade das quinases  

(Futatani et al., 1998).  

A ALX corresponde a 85% das imunodeficiências com defeito precoce 

no desenvolvimento de linfócitos B (Conley et al., 2005) e é considerada o 

protótipo das imunodeficiências humorais, cujo defeito fundamental está limitado à 

linhagem de linfócitos B (Gaspar & Conley, 2000).  

A ALX caracteriza-se por estar associada a infecções bacterianas 

recorrentes e enterovirais. Apresenta fenótipo clássico de menos de 2% de 

linfócitos B maduros no sangue periférico e ausência quase completa de todos os 

isótipos de imunoglobulinas. Fenótipos atípicos têm sido identificados, com início 

tardio dos sintomas e concentrações mais elevadas de imunoglobulinas, 

demonstrando que a ALX é uma entidade com ampla heterogeneidade clínica e 

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

Além do comprometimento dos linfócitos 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 

infecções graves ou reflexos da produção de células mielóides em situação de 

stress. Estudos prévios demonstraram recuperação da neutropenia após infusão 
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de gamaglobulina endovenosa (Farrar, Rohrer & Conley,1996; Plo et al, 1999; 

Aghamohammadi et al.,2009). 

Btk está expressa nos linfócitos B e também em células mielóides, 

como mastócitos (Kawakami et al., 1994; Smith et al., 1994), 

monócitos/macrófagos (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),  

neutrófilos (Lachance, Levasseur & Naccache, 2002), células dendríticas 

(Gagliardi et al., 2003; Taneichi et al., 2008), eritrócitos (Smith et al., 1994;  

Whyatt et al., 2000), plaquetas (Quek, Bolen & Watson, 1998), células-tronco 

hematopoiéticas pluripotentes e células neuronais primárias (Yang et al., 1997), 

exceto linfócitos T e plasmócitos (Tsukada et al., 1993; Vetrie et al, 1993).  

A ALX apresenta padrão de herança do tipo recessiva ligada ao X e o 

defeito genético tem sido identificado por mutações nos cinco domínios (PH, TH, 

SH3, SH2 e SH1) da Btk (Nomura et al., 2000), determinando uma ineficiente 

expansão de linfócitos pré-B em estágios tardios dos linfócitos B ou diferenciação 

incompleta dos linfócitos B precursores em linfócitos pré-B (Futatani et al., 1998).  
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Figura 1- Esquema simplificado do desenvolvimento dos linfócitos B e as 

respectivas proteínas envolvidas neste processo. De forma 

simplificada, o rearranjo do gene da cadeia pesada nos linfócitos  

pró-B resulta na expressão do receptor dos linfócitos pré-B (pré-BCR) 

e, consequentemente, a expressão dos linfócitos pré-B. Rearranjo 

produtivo das cadeias leves nos pequenos linfócitos pré-B levam a 

expressão do receptor dos linfócitos B (BCR) nos linfócitos B imaturos 

(Jumaa et al., 2005). 

 

A descoberta das mutações no gene que codifica a Btk, responsáveis 

pela ALX, revelou o papel da Btk no desenvolvimento e função dos linfócitos B 

(Tsukada et al., 1993; Vetrie et al., 1993). 

O gene da Btk está identificado e mapeado na porção média do braço 

longo do cromossoma X (Xq21.3-22), o qual é constituído por 19 exons e possui 

37,5 Kb de extensão (Hagemann et al., 1994; Rohrer et al., 1994; Sideras et al., 

1994; Ohta , et al., 1994). Dos 19 exons, 18 são responsáveis pela codificação de 

uma proteína pertencente à família das tirosinas quinases - Src - denominada 

“Bruton’s Tyrosine Kinase” (Btk). Esta proteína está diretamente envolvida no 

desenvolvimento e maturação dos linfócitos B.  
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A Btk, é um membro da família Tec da proteína tirosina quinase que 

inclui Tec I e Tec II, Bmx (bone marrow kinase on the X chromosome, também 

denominada Etk), Rlk (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 função na imunidade inata 

e adaptativa.  

Elas recebem este nome devido à proteína Tec ter sido a primeira 

quinase a ser isolada. As quinases da família Src são geralmente ancoradas à 

membrana celular por meio de uma porção lipídica localizada na região N-terminal 

e têm, em comum, 5 domínios estruturais: PH (pleckstrin homology domain);  

TH-BTK (Tec homology domain); SH3 (Src homology 3 domains);  

SH2 (Src homology 2 domains) e o domínio catalítico 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 proteína Btk está intimamente envolvida na sinalização do receptor de 

linfócito B (Brunner, Muller & Wirth, 2005), regulando a sobrevida, ativação, 

proliferação e diferenciação da linhagem de linfócitos B. Tem envolvimento 

também com vários outros receptores como Fc-R, IL-3R, IL-5R e IL-6R, IL-10R, 

receptor colágeno, 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 diferenciação, proliferação e apoptose de outras linhagens celulares além dos 

linfócitos B (Uckun, 2007).  

A função da Btk nas demais células de linhagem hematopoiética, 

permanece incompletamente definida (Brunner, Müller & Wirth, 2005). 

Provavelmente, Btk tem funções análogas durante o desenvolvimento e 

funcionamento da linhagem mielóide, afetando no resultado de vários eventos 

infecciosos e inflamatórios não infecciosos (Mangla et al., 2004). 
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Tem se demonstrado que a Btk é ativada por estimulação do receptor 

de linfócitos B (BCR), e estudos bioquímicos em células deficientes desta proteína 

demonstraram que Btk é um importante regulador da mobilização de cálcio 

induzido por BCR (Takata et al., 1996; Fluckiger et al., 1998; Lisa A et al., 2004; 

Freedman, 2006). Por conseguinte, as células com prejuízo ou deficiente ativação 

da Btk, tem demonstrado virtualmente falta de mobilização do cálcio intracelular 

dependente do BCR (Fluckiger et al., 1998). A ativação da Btk leva a um aumento 

dos níveis de fosfatidil inositol (IP3), depleção dos estoques de cálcio intracelular e 

aumento do influxo de cálcio extracelular (Fluckiger et al., 1998, Lindvall et al., 

2005). 

O domínio pleckstrin homology (PH), geralmente encontrado em 

proteínas sinalizadoras eucarióticas, possui aproximadamente 100 aminoácidos e 

ocorre em muitas proteínas envolvidas na sinalização intracelular e na constituição 

do citoesqueleto celular. Apesar da função deste domínio ainda não estar 

totalmente esclarecida, existem várias hipóteses, como tendo sítio de ligação das 

subunidades β-δ da proteína heterotrimétrica G; de lipídios; dos resíduos de serina 

ou treonina, de proteínas quinases C e de ancoragem da proteína a superfície 

celular (Hyvönen & Saraste, 1997; Shen & Vihinen, 2004; Vihinen et al., 2000). 

O domínio TH contém uma sequência específica (motif) de ligação de 

zinco com cisteína e histidina conservadas, e geralmente está localizada na 

porção C-Terminal do domínio PH. A estrutura cristalográfica desta região 

demonstra que os segmentos de uma sequência específica (motif) denominada 

Btk interagem com os domínios PH, e a esta interação denominou-se  

Tec homology (TH)-(Btk-PH). Os oito resíduos localizados na porção extrema do 

domínio Btk-PH possuem um núcleo hidrofóbico, que aparentemente é importante 

para a estabilidade da proteína. Os 27 resíduos da porção N-terminal de TH são 

altamente conservados e são seguidos de uma região rica em prolina. O domínio 

TH, contendo as regiões Btk e prolina, não é encontrado nas outras proteínas da 

família da tirosina quinase, além da proteína Btk, e pode ser o marcador mais 

importante desta proteína quinase citoplasmática (Xu et al., 1997; Smith et al., 

2001; Sheb & Vihinen, 2004). 
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O Src homology 3 (SH3) liga-se a regiões ricas em prolina e em 

aminoácidos hidrofóbicos das proteínas alvo. Este domínio é formado por 

aproximadamente 50 resíduos de aminoácidos e são encontradas em uma grande 

variedade de proteínas intracelulares ou associadas à membrana, como nas 

várias proteínas com atividade enzimática, nas proteínas adaptadoras sem 

seqüências catalíticas e nas proteínas do citoesqueleto (Vihinen et al., 1994; 

Vihinen et al., 2000; Nore et al., 2000). 

O domínio Src homology 2 (SH2) é constituído de aproximadamente 

100 aminoácidos, e funciona como módulos regulatórios de sinalização de 

cascatas intracelulares, interagindo com elevada afinidade aos peptídeos alvo de 

fosfotirosina contendo uma sequência-específica. A ligação dos domínios SH2 as 

fosfotirosinas é um mecanismo crucial para o recrutamento intracelular de 

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

O domínio quinase está presente numa extensa família de proteínas 

que compartilham de um núcleo catalítico conservado comum com as proteínas 

quinases serina/treonina e tirosina. Há um grande número de regiões com 

aminoácidos conservados no domínio catalítico da proteína quinase (Vihinen et al., 

2000). 
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Figura 2- Modelo esquemático mostrando a estrutura da família Tec kinase.  

O domínio homólogo pleckstrin (PH) localizado na porção N-terminal da 

molécula é o mais característico da família Tec kinase (com exceção da 

Rlk). Os domínios PH são capazes de se ligarem a fosfolipídios  

(ou proteínas) e são envolvidos no recrutamento das Tec kinases para 

a membrana. O domínio PH é seguido pelo domínio homólogo  

Tec (TH) e pelos domínios homólogos Src (SH) SH3 e SH2,  

que interagem com uma sequência rica em prolina ou se ligam a 

sequências contendo tirosinas fosforiladas, respectivamente.  

O domínio TH é formado pelo homólogo Btk (motif) e por uma ou duas 

regiões ricas em prolina, e tem sido implicado na autoregulação das 

Tec kinases.  Rlk perde o domínio PH e o Btk motif e representa uma 

família Tec kinase atípica (Köprülü & Ellmeier, 2009). 

 

A Btk é fosforilada por Syk ou Lyn da família das tirosinas quinases Src, 

na posição Y551 no domínio quinase, promovendo sua atividade catalítica e 

resultando na autofosforilação do resíduo Y223 no domínio SH3 (Rawlings et al., 
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1996). Embora a fosforilação de Y223 pareça não ter influência na atividade 

catalítica da Btk, ela impede a ligação de WASP (Wiskott Aldrich Syndrome 

Protein) e aumenta a afinidade para Syk (Morrogh et al., 1999). 

Concomitantemente, a ativação de SyK resulta na fosforilação de SLP-65, que é o 

elemento central da sinalização de pré-BCR e BCR. A fosforilação de SLP-65 

provém sítios para várias proteínas sinalizadoras incluindo Grb2, Vav, NcK,  

PLC-y2, Btk e a subunidade Igα do complexo pré-BCR e BCR (Jumaa et al., 2005; 

Kersseboom et al., 2006). 

Resíduos de tirosina reúnem-se dentro de supostas sequências 

ativadoras (motif) de imunoreceptores de tirosina na porção citoplasmática dos 

heterodímerosde Igα/Igβ que são fosforilados por membros das famílias quinases 

Src, criando segmentos de sítios de ligação para não receptores de tirosina 

quinase e proteínas adaptadoras. Em adição, como resultado de ativação de 

fosfoinisitídeo-3-quinase (PIK-3), níveis de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) 

na parte interna da membrana movimentam-se, conduzindo, através do domínio 

PH, a translocação da proteína Btk para a membrana plamática (Salim et al., 

1996); Scharenberg et al., 1998; Mohamed et al., 1999). 

A ativação da Btk também pode ocorrer após a estimulação de diversos 

receptores de superfície celular (Nore et al., 2000). O primeiro evento ocorre na 

membrana plasmática, onde membros da família quinase fosforilam Btk no resíduo 

de tirosina (Y551), importante na ativação do “loop” do domínio quinase, seguido 

da autofosforilação do resíduo Y223 no domínio quinase (Kersseboom et al., 

2006). Após esta etapa, a Btk fosforilada recruta a proteína adaptadora de ligação 

de células B (BLNK) junto com a fosfolipase C-y2 (PLC-y2) na membrana 

plasmática, trazendo para bem perto da proteína Syk, onde a fosforilação da 

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

A fosforilação e subsequente ativação de PLC-y2 conduzem a hidrólise 

de fosfoinositídeo Ptdins (4,5) P2 para a produção de Ins (1,4,5) P3 e diaciglicerol 

(DAG) causando a mobilização de cálcio e ativando a proteína quinase C (PKC), 

respectivamente (Guo et al., 2004). Em células deficientes ou com baixa 
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expressão da Btk tem se mostrado ocorrer a parada de mobilização de cálcio 

intracelular dependente de BCR. Acredita-se que a sinalização na membrana 

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

A sinalização da Btk na membrana plasmática também envolve eventos 

no citoplasma e núcleo. Com isto, a transdução de sinal envolvendo Btk tem sido 

mostrada na ativação da transcrição do fator nuclear regulador Kb (NFkB), em 

seguida do envolvimento da BCR e lipopolissacarideo, e da estimulação dos 

receptores toll-like (Bajpai et al., 2000; Horwood et al., 2003; Schmidt et al., 2006). 

Além disso, os fatores de transcrição parecem ser alvos diretos da Btk, reiterando 

seu papel na expressão e regulação destes genes (Yang et al., 1997) e que 

através de modulação 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 esquemático das vias de sinalização da Btk. Devido à estrutura 

multimodular da proteína Btk e das diversas moléculas que podem 

interagir com ela, é de prever que esta quinase provoca múltiplas vias 

de sinalização, gerando efeitos pleiotrópicos. RTK-Receptor de Tirosina 

Quinase - BCR, GPCR, Receptor proteína G, TLR. Setas interrompidas 

representam vias de sinalização que ainda não são completamente 

elucidadas (Lindvalll et al., 2005).  

 

Mutações nos diferentes sítios dos domínios destas proteínas levam ao 

comprometimento da atividade protéica, afetando a maturação das células B e 

levando ao quadro de ALX.  

As mutações encontradas no gene Btk pelos diferentes grupos de 

estudo são muito heterogêneas, geralmente particulares para cada família, com 

predomínio das localizadas no domínio quinase (Rodriguez et al., 2001).  
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Já foram descritas mais de 600 mutações únicas para este gene. Um terço das 

mutações são do tipo “missensses” e estas são encontradas principalmente no 

domínio quinase do gene, embora também tenham sido identificadas em todos os 

outros domínios, com exceção do SH3. Também foram identificados “stop codons” 

precoces, deleções e inserções ao longo de toda a extensão do gene. Embora a 

maior parte das mutações tenha sido encontrada nos exons, 12% das mutações 

foram identificadas em sítios de “splicing”. Somente uma mutação foi encontrada 

na região promotora do gene, e esta mutação resulta em alterações significativas 

do gene Btk. Além das mutações, também foram detectadas inversões, 

duplicações e inserções retrovirais (Conley, Rohrer & Minegishi, 2000;  

Valiaho et al., 2006). 

As mutações são variáveis e há fraca correlação entre genótipo e 

fenótipo. 84% das mães e 16% das avós maternas foram carreadoras da mutação 

encontrada nos descendentes, indicando origem muito recente. 

Apesar do grande número descrito de fenótipos e mutações, ainda é 

impossível fazer uma correlação fenótipo-genótipo definitiva, demonstrando que 

outros fatores, além das mutações genéticas possam influenciar no curso clínico, 

como sugerido em outras imunodeficiências. 

A Imunodeficiência Comum Variável (ICV, OMIM 240500) é uma 

imunodeficiência complexa cujos defeitos moleculares e imunológicos na maioria 

dos pacientes permanecem desconhecidos. É caracterizada por infecções 

recorrentes, provavelmente devido a um bloqueio na diferenciação de células B, 

levando a uma redução dos níveis séricos de IgG (geralmente <3g/L) e  

IgA (<0,05g/L). Em metade dos pacientes níveis de IgM também estão reduzidos 

(<0,3g/L) (Hammarström, Vorechovsky & Webster, 2000; Luis, 2003;  

Geha et al., 2007). O número de linfócitos B circulantes é reduzido ou normal,  

com adequada proliferação a estímulos antigênicos, mas falha na diferenciação 

em plasmócitos. 
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Sua incidência é cerca de 1:10.000 a 1:50.000; afeta homens e 

mulheres em várias idades, sendo mais frequente na segunda ou terceira décadas 

da vida (Who, 1999; Cunningham & Ponda, 2005). 

A ICV e a deficiência de IgA podem representar duas variantes 

fenotípicas em um espectro associado com o mesmo defeito molecular 

(Hammarström & Smith, 2007). A maioria dos pacientes tem número normal de 

linfócitos B, porém in vitro falham na produção de hipermutações somáticas, 

diferenciação em plasmócitos, e no “switching” das classes de linfócitos B de 

memória. Falhas na ativação de linfócitos T parecem estar relacionadas ao 

ambiente de citocinas- Th1, desfavorável na produção de anticorpos, sugerindo 

uma explicação para a falta relativa de células B antígeno específica (Cambronero 

et al., 2000; Braig et al., 2003).  

Alguns genes susceptíveis tem sido observados, porém a maioria dos 

pacientes com ICV não tem mutações nos genes conhecidos (Schäffer et al., 

2005). Em casos de ICV aparentemente monogênicos, cinco genes parecem 

sofrer mutação: 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 proteína 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 razões, a ICV é presumivelmente um grupo heterogêneo de 

doenças com etiologias distintas (Wood et al., 2007). Diversidade clínica,  

como o desenvolvimento de doença 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, DIkman & 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 

diferenças moleculares e/ou genéticas entre os pacientes (Schroeder, Schroeder 

& Sheikh, 2004).  

Um amplo espectro de anormalidades imunológicas tem sido 

relacionado com a redução dos níveis de imunoglobulinas séricas observada nos 

pacientes com ICV, tais como defeito na maturação de células-B,  

incluindo hipermutação somática alterada (Levy et al., 1998), defeito na 

sinalização membrana-célula (Eisenstein & Strober, 1995), anormalidades nos 

linfócitos T, com redução na expressão das moléculas de membrana (CD40 

ligande, ICOS, L-selectina) (Grimbacher et al., 2003), produção de citocina 

prejudicada (Pastorelli et al., 1989) e redução na produção de linfócitos T de 

memória antígeno específica (Kondratenko et al., 1997).  

A imunidade humoral não mediada por anticorpos parece ter uma 

função crítica na defesa do hospedeiro na ICV. É provável que as lectinas ligantes 

de manose (MBL), que opsonizam patógenos e ativam complemento de maneira 

independente do anticorpo, assumam uma importância na defesa imune 

compensatória na ICV (Mullighan, Marshall & Welsh, 2000).  

O conjunto de defeitos do sistema imune inato observado nos pacientes 

com ICV, como alteração na diferenciação e maturação das células dendríticas, 

com redução na expressão de moléculas co-estimulatórias CD80, CD86 e 

antígeno leucocitário humano (HLA-DR) e produção de IL-12, resultando em 

prejuízo na ativação e proliferação de linfócitos 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 monócitos; 

hiperatividade crônica e aumento do stress oxidativo dos monócitos devido a 

persistente ativação do sistema TNF (Aukrust, Müller & Froland, 1994; Aukrust et 

al., 1996); aumento da IL-12 em monócitos que induz IFN-y em células T in vitro e 

polarização da resposta imune TH1 (Cambronero et al., 2000); apresentação e 

processamento anormal de antígenos pelos fagócitos (Eibl et al., 1982; Eibl et al., 

1982; Farrant et al., 1985; Lebranchu et al., 1991; Rump et al., 1997); redução da 
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fagocitose de monócitos mediada pelos receptores de complemento CR1 e CR3 

(Amoras et al., 2003) e do número absoluto de células natural killer (NK) no 

sangue periférico (Aspalter et al., 2000), possibilita a hipótese de que o sistema 

imune inato esteja envolvido na patogênese da ICV.  

A predisposição genética e defeitos múltiplos tanto no sistema imune 

inato e adaptativo, podem contribuir cumulativamente para a heterogeneidade 

clínica apresentada pelos pacientes com ICV. 

O desafio primário do sistema imune inato é a discriminação entre 

componentes do próprio organismo com um grande número de patógenos, 

utilizando receptores toll like e receptores fagocíticos, como o receptor de manose, 

de complemento e receptores Fcy. Eles diferem em sua estrutura, afinidade de 

ligação para IgG, distribuição celular e sinalização (Heijnen &  

van de Winkel, 1997).  

Esses receptores são efetivos na ligação, internalização e destruição 

das partículas opsonizadas (Aderen & Underhill, 1999). Monócitos também 

expressam altos níveis de moléculas do complexo de histocompatibilidade maior 

(MHC) classe II, o qual tem uma função crucial na apresentação do antígeno para 

células T CD4+.  

A quimiotaxia é uma forma especial de locomoção em resposta a sinais 

químicos, através dos quais, os fagócitos respondem de forma orientada e se 

movem em direção a um gradiente de concentração do atraente, que podem ser 

fatores quimiostáticos e quimiocinéticos, como peptídeos, leucotrienos B4 e C5a 

(Wilkinson, 1987).  

As integrinas dos fagócitos (macrófagos e leucócitos 

polimorfonucleares) mediam funções fundamentais na resposta inflamatória.  

As selectinas mediam adesão e rolamento do monócito no endotélio e as  

L-selectinas e CD11b tem-se mostrado importantes na migração de monócitos 

para os sítios inflamatórios (Pattarroyo, 1994; Ugarova & Yacubenco, 2001; 

Hespanhol & Mantovani, 2002). 
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Um segundo passo necessário para que ocorra a firme adesão do 

monócito ao endotélio, envolvem outras moléculas de adesão como CD11a, 

CD11b, CD18 e VLA-4 (very late antigen) nos monócitos, e CD54 (moléculas de 

adesão intercelular 1) e moléculas de adesão da célula vascular 1 nas células 

endoteliais. O terceiro passo consiste na transmigração do monócito para o 

espaço subendotelial (Vignola, 1998). 

A aderência do monócito às células endoteliais é modulada pelo 

endotelim-1 através do envolvimento do Src (p60src), quinases JAK 1-like e fator 

de crescimento do endotélio vascular, através da expressão aumentada do  

flt-1 pelos monócitos (Vignola, 1998). 

A fagocitose é iniciada pela interação dos ligantes na superfície das 

partículas (>0,5 μm) com os receptores específicos na superfície dos fagócitos 

como integrinas CR1 e CR3, receptores de anticorpos para IgE, IgA e IgG e 

receptores para carbohidratos (receptor de manose ou receptor β-glucana) 

(Moura, Verheul & Marx, 1997). 

O receptor de manose reconhece os oligossacárides fucose e manose, 

presentes em um amplo espectro de bactérias, vírus, fungos e parasitas, e media 

a fagocitose do organismo (Stahl & Ezekowitz, 1998). É um receptor de cadeia 

única com uma pequena cauda citoplasmática e um domínio extracelular incluindo 

8 domínios ligantes de carboidratos lectina-like. A cauda citoplasmática é 

fundamental para as funções endocíticas e fagocíticas 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 fagocíticos 

mediando a internalização das partículas, também são gerados sinais  

pró-inflamatórios, como a IL-1β, IL-6, GM-CSF, TNF-α 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 clássica e alternativa do complemento, podendo também 

ligar-se a receptores fagocitários, resultando em opsonização, fagocitose e lise 

celular (Matsushita & Fujita, 1992; Nepomuceno et al., 1997), constituindo dessa 

forma um importante componente da resposta imune inata em humanos.  

Baixa produção de alelos MBL está associada a risco aumentado de 

infecções, principalmente quando há comprometido do sistema imune adaptativo 

(Mullighan, Marshall & Welsh, 2000). O gene MBL humano encontra-se no 

cromossoma 10 e, três polimorfismos únicos nos nucleotídeos 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 

proteínas como as F-actina, talina, PKC α, MARCKS e miosina I são recrutadas 

(Allen & Aderem, 1996). Na fagocitose via receptor de manose,  

não são recrutadas a vinculina e a paxilina, ao contrário do que se observa na 

fagocitose via receptor do complemento e Fc. Reforçando dessa forma, a noção 

de que os diversos receptores fagocíticos enviam diferentes sinais para o 

citoesqueleto de actina e iniciam diferentes mecanismos de internalização  

(Allen & Aderem, 1996). 

Durante o processo de fagocitose, ocorre cooperação entre os 

receptores Fc e receptores do complemento, mesmo na ausência de complemento 

(Jones & Brown, 1996). Assim como, cooperação entre as diferentes classes de 

FcγR, desencadeando ativação e funções biológicas (Van de Winkel &  

Anderson, 1991). 

A ingestão de partículas pelos receptores do complemento pode ser 

induzida pela proteína quinase C (PKC), PMA, fator de necrose tumoral alfa  

(TNF-α) e fator estimulador de colônia de granulócitos e monócitos (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 polimerização da 

actina no local de ingestão (Allem & Aderem, 1996), estudos realizados por 

microscopia eletrônica demonstraram que a fagocitose de macrófagos mediada 

por complemento (Allem & Aderem, 1996), é um processo relativamente passivo, 

que ocorre através de uma variação do modelo clássico de “zipper”;  

onde as partículas opsonizadas pelo complemento parecem entrar na célula com 

formação de pequeno ou nenhum pseudópode (Allen & Aderem, 1996). 

A internalização de partículas mediada pelo receptor do complemento 

necessita de microtúbulos intactos, e é acompanhada pelo acúmulo de vesículas 

abaixo do fagossoma formado, sugerindo que o tráfego de membrana têm uma 

função importante na fagocitose mediada via receptor do complemento (Allen & 

Aderem, 1996). A fagocitose mediada pelo complemento não provoca a liberação 

de mediadores inflamatórios, tal qual os metabólitos do ácido aracdônico e 

reativos intermediários do oxigênio (Wright, Craigmyle & Silverstein, 1983,  

Aderem et al., 1985).  

Os componentes C3 do complemento, C3b e C3bi, tem como função 

primária a opsonização. O C3bi pode ser reconhecido por pelo menos  

3 diferentes receptores de membrana plasmática, o CR2 (CD21), encontrado 

primariamente em linfócitos B, o CR3 (CD11b/CD18) em fagócitos e linfócitos, e o 

CR4 (CD11c/CD18) encontrado primariamente em macrófagos, monócitos e 

neutrófilos (Brown, 1991). Está bem estabelecido, que os receptores do 

complemento em monócitos humanos podem mediar independentemente a 

fagocitose de partículas opsonizadas por C3b e C3bi (Wright,  

Craigmyle & Silverstein, 1983). 

O receptor de complemento CR3 (CD11b/CD18, Mac-1) é um receptor 

heterodímero multifuncional membro da família das integrinas (β2 integrina), 

composto de uma cadeia α (CD11b, 165 ΚDa) e β (CD18, 95 KDa).  

O seu principal ligante é o C3bi, gerado pela clivagem de C3b mediada pelo  

fator I, mas podem reconhecer outros ligantes como o fibrinogênio,  
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e proteínas que contém na sua sequência ácido aspártico-arginina-glicina e 

lipopolissacarídeos (Larson & Springer, 1990; Sutterwala, Rosenthal & Mosser, 

1996; Isolauri et al., 1997). Ca2
+ e Mg2

+ parecem ter função na ligação do C3bi ao 

CR3 (Larson & Springer, 1990; Brown, 1991). O CR3, com exceção do C3bi, 

requer ativação celular para que haja ligação. A ativação com o forbol éster 

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

A integrina CD11b/CD18 está envolvida em várias funções 

desencadeadas pelo FcγR, incluindo ligação via FcγRII em eosinófilos,  

migração dos fagócitos e adesão ao endotélio, fagocitose mediada por monócitos 

e polimorfonucleares (PMN) e citotoxidade celular dependente de anticorpos 

(Larson & Springer, 1990; Brown, 1991 

O receptor de complemento CR1 (CD35) é uma molécula polimórfica, 

com diferentes pesos moleculares: 160, 190, 220, 250, 285 KDa, composta de 

uma única cadeia de proteína transmembrana, um grande domínio extracelular de 

ligação do complemento lectina-like e um pequeno domínio citoplasmático com  

43 aminoácidos, encontrado na superfície de membrana dos eritrócitos, 

neutrófilos, linfócitos B, monócitos 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). É também,  

um receptor para a lectina ligante de manose, um membro da família das 

colectinas.  

O receptor CR1 tem como principais funções à intensificação da 

fagocitose de partículas recobertas pelos componentes C3b e C4b,  

clareamento de imunocomplexos e regulação da ativação do sistema. A ativação 

fagocitária é necessária para que haja ingestão via receptor CR1. O mecanismo 

molecular envolvido nesta ativação não está totalmente esclarecido (Brown, 1991;  

Vidarsson & van de Winkel, 1998). 

Na fagocitose mediada pelos receptores Fc, ocorre no local da ingestão 

e internalização da partícula, à polimerização da actina, saída da actina do 

fagossoma, o qual amadurece através de uma série de eventos de fusão e cisão 
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com componentes da via endocítica, culminando na formação de fagolisossomas 

maduros.  

Não está totalmente esclarecido, se somente a polimerização da actina 

é suficiente para determinar a emissão de pseudópodes e internalização das 

partículas, ou se também há necessidade do envolvimento de motores 

moleculares. O acúmulo de miosina II no copo fagocítico de macrófagos e 

neutrófilos que ingeriram leveduras, sugere que ela pode agir como um motor 

mecânico durante a internalização das partículas (Stendahl et al., 1980).  

Miosina I, miosina V e miosina IX se localizam juntamente com a F-actina na 

formação de fagossomos, sugerindo que podem facilitar a ingestão  

(Allem & Aderem, 1995, Swanson et al., 1998).  

Esse processo de fagocitose induz a transdução de sinais, ativação de 

múltiplas proteínas tirosina quinases (Indik et al., 1995), aumento do 

fosfatidilinositol e do metabolismo do ácido aracdônico (Greenberg, Chang,  

& Silverstein, 1993; Moura, Verheul & Marx, 1997). As proteínas tirosina quinases 

iniciam a sinalização de membros da superfamília das imunoglobulinas.  

Os FcγR, específicos para praticamente todos os isótipos de 

imunoglobulinas, são expressos em uma ampla variedade de células, mediando 

um grande número de respostas celulares, como clareamento de 

imunocomplexos, geração de superóxido, fagocitose de células e 

microorganismos opsonizados por IgG, regulação da proliferação de linfócitos e 

secreção de anticorpos, citotoxicidade celular dependente de anticorpos, produção 

e secreção de mediadores inflamatórios (TNF-α, IL-1 e Il-6), ”varredura” de 

imunocomplexos circulantes  e incremento na apresentação de antígenos,  

com conseqüente modulação da resposta imune (Herra, Keane & Whelan, 1996; 

Mejorada & Rosales, 1998, Bournazos et al., 2009, Rittirsch et al., 2009). 

O grupo heterogêneo de receptores que se ligam à porção Fc das 

imunoglobulinas (FcγR) no homem, promove ligação entre o sistema imune inato e 

adaptativo (Van de Winkel & Anderson, 1991). Os FcyRs ligam-se especificamente 
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a IgG e são subdivididos em quatro subclasses. FcyRI (CD64), FCyRIII (CD16) e 

FcyRIV são receptores ativadores, enquanto o FcyRII (CD32) media funções 

inibitórias. A resposta celular é determinada pelo balanço 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 

funções efetoras e os que transportam imunoglobulinas através das barreiras 

epiteliais. Os receptores que mediam fagocitose em macrófagos humanos 

pertencem aos da classe de ativação e incluem os FcγRI, FcγRIIa e FcγRIII 

(Ravetch , 1997). 

Os FcγR pertencem à superfamília das imunoglobulinas, e são 

codificados por genes localizados no braço longo do cromossomo 1,  

na banda q23-24 (Qiu et al., 1990). Os genes do FcγRI são compostos de  

6 exons, 2 codificando o sinal peptídico, 1 exon para cada domínio de ligação da 

imunoglobulina e 1 exon para as regiões transmembrana e citoplasmática  

(Van de Winkel & Anderson, 1991; Van de Winkel & Capel, 1993). Os genes do 

receptor Fcγ surgem via duplicação gênica, divergência e recombinação,  

e apresentam algumas características estruturais comuns.   

Os FCγR diferem de outros receptores do gene da superfamília das 

imunoglobulinas, como os receptores de linfócitos T (TCR) e de linfócitos B (BCR), 

por fagocitarem partículas opsonizadas por IgG (Indik, et al., 1995).  

Monócitos e macrófagos humanos expressam preferencialmente FCγRI e FcγRIIa, 

embora alguns possam expressar o FcγRIII, ligando-se a IgG1 e IgG3 com alta 

(FcγRI), baixa (FCγRII) e intermediária (FCγRIII) afinidades (Isolauri et al., 1997). 

O FCγR embora não possua intrínseca atividade tirosina quinase,  

seus domínios citoplasmáticos contém pelo menos um par da sequência contendo 

tirosina (YXXL), ligados ao domínio SH2 que facilitam a interação com as 

proteínas tirosinas quinases celulares (Indik et al., 1995). A transdução de sinais 
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extracelulares para o núcleo celular através de receptores de superfície não 

catalíticos, é dependente da interação entre PTKs citoplasmáticas e seqüências 

de tirosinas no domínio citoplasmático do receptor.  

O FCγRI (CD64) é uma glicoproteína com peso molecular de 72KDa, 

que se liga preferencialmente a IgG monomérica e constitutivamente expresso em 

monócitos e macrófagos, podendo ter sua expressão induzida pelo interferon 

gama (IFN-γ) em neutrófilos e eosinófilos e pelo fator estimulante de colônias de 

granulócitos (G-CSF) em neutrófilos. O número de receptores varia de 15-40 x 103 

em monócitos e 105 em macrófagos, e apresentam 4 isotipos: FCγRIa, FCγRIb1, 

FCγRIb2 e FCγRIc (Van de Winkel & Anderson, 1991). 

O FCγRI é a única classe de receptores que se liga a IgG monomérica 

com alta  afinidade, apresentando especificidade para as subclasses IgG3, IgG1 e 

IgG4 em ordem decrescente de afinidade (Van de Winkel & Anderson, 1991). 

Apresentam 3 diferentes cDNAs que codificam uma região extracelular de  

292 aminoácidos com 3 domínios de ligação da imunoglobulina,  

uma região transmembrana com 21 aminoácidos e cauda citoplasmática,  

cada uma com 61 (cDNAs p135 e p90) ou 31 (cDNAs p98/X2) aminoácidos.  

O terceiro domínio extracelular de ligação da imunoglobulina é exclusivo do FcγRI, 

não sendo observado nos receptores FcγRII e FcγRIII (Van de Winkel &  

Capel 1993).  

O FCγRII (CD32), é uma glicoproteína com pelo menos 6 isotipos: 

FCγRIIa1, FCγRIIa2, FCγRIIb1, FCγRIIb2, FCγRIIb3 e FCγRIIc (Van de Winkel & 

Anderson,1991), com peso molecular variando entre 37 a 43 KDa. É um receptor 

de baixa afinidade, que interage somente com imunoglobulinas de forma complexa 

ou polimérica. Vários tipos celulares expressam esse receptor, como monócitos 

(todas as formas de FCγRII), neutrófilos (FCγRIIa e c), células B e mastócitos 

(FCγRIIb). 
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Todos os isotipos de FCγRII são similares, diferenciando-se somente 

em suas regiões extracelulares. Apresentam uma região extracelular com cerca de 

180 aminoácidos que contém 2 domínios de ligação do Fc, uma região 

transmembrana com 27 a 29 aminoácidos e cauda citoplasmática com 44 a  

76 aminoácidos. Os FcγRIIa e FCγRIIC humano apresentam uma cauda 

citoplasmática 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 FCγRIIb humano é um receptor inibitório, 

que não contém ITAM motifs e que não participa do processo de fagocitose 

(Ravetch, 1994; Odin, et al., 1991). 

O FCγRII é codificado por 3 genes (FCγRII A, B e C) , localizados no 

cromossomo 1q23-24 (Qiu et al., 1990). A cauda citoplasmática do FcγRII é 

codificada por 3 exons distintos (C1, C2 e C3), que o difere dos genes dos 

receptores FcγRI e FcγRIII, os quais são codificados por exons de uma região 

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

O FCγRIII (CD16), um receptor de baixa afinidade para IgG complexa, 

está presente em apenas 10% dos monócitos circulantes (Clarkson & Ory, 1988) e 

existe em duas formas: FCγRIIIa e FCγRIIIb. O FCγRIIIa é um receptor 

transmembrana com média afinidade para IgG, com peso molecular de  

50-65 KDa, presente em monócitos, macrófagos, células NK e algumas células T. 

É o principal receptor ativador para células NK, mediando a citotoxicidade 

dependente de anticorpos. 

O FCγRIIIb é um receptor de baixa afinidade para IgG, com peso 

molecular de 48 KDa, expresso principalmente em neutrófilos e eosinófilos 

(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, não media a citotoxicidade celular dependente de anticorpos, por 

não desencadear sinal de transdução. 
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O FCγRIII é codificado por 2 genes localizados no cromossomo  

1q23-24. Os produtos de ambos os genes codificam proteínas da região 

extracelular com cerca de 190 aminoácidos.  

A interação dos ligantes resulta em reação cruzada dos receptores, 

causando fosforilação das tirosinas nos ITAMs. O FcγRI e FcγRIIIa tem domínios 

de ligação extracelular Fc similares aos do FcγIIa, mas faltam ITAMs em suas 

caudas citoplasmáticas. Por esse motivo, para que haja expressão e sinalização 

apropriada, esses receptores necessitam interagir com um dímero das 

subunidades γ (FcγRI e FcγRIIa) ou subunidades ς (FcγIIIa), que são pequenas 

proteínas transmembrana que contém o ITAM necessário para a transdução de 

sinais (Anderson et al., 1990; Takai et al., 1994). 

A ligação dos receptores Fcγ RI ou RIII resulta em reação cruzada e 

fosforilação da tirosina dos domínios ITAM de suas subunidades γ  

(Ravetch, 1994). O mecanismo pelo qual receptores Fcγ estimulam a 

polimerização da actina e indução da formação de fagossomos não é totalmente 

conhecido. Entretanto, parece haver participação das fosfatidilinositol 3 (PI-3) 

quinase, família Rho da GTPase, proteína quinase C e motor de proteínas 

(Aderem & Underhill, 1999). 

Recentes evidências sugerem a participação da PI-3 quinase na 

cascata de sinalização dos receptores fagocíticos. A PI-3 quinase cataliza a 

fosforilação na posição D-3 do anel inositol do fosfatidilinositol (PI), PIP e PIP2,  

e é ativada por vários receptores tirosina quinase que desencadeiam a 

polimerização da actina (Toker & Cantley, 1997).  

A reação cruzada do FcγRI e FCγRII aumenta a atividade da  

PI 3-quinase (PI3K), e a fagocitose mediada via receptor Fc é impedida por 

inibidores específicos da PI 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 não inibem a 

formação do copo fagocítico dependente de actina, porém previnem o fagossoma 
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de migrar atrás das partículas. Isto sugere que a PI3K pode participar da via de 

sinalização dependente da syk, crítica para fagocitose mediada pelo receptor Fcγ.  

As GTPases, membros da família Rho, regulam o citoesqueleto de 

actina em resposta a vários sinais extracelulares (Hall, 1998).  

O preciso mecanismo pelo qual essas GTPases regulam a estrutura actina-F, 

ainda não foi bem definido. Porém, tem sido implicada uma variedade de 

reguladores do citoesqueleto incluindo o PIP 5-quinase (PIP5K) e miosina II  

(Hall, 1998). Membros da família ARF da GTPases tem função na maioria dos 

eventos de tráfego de membrana. 

A fagocitose induzida pelos FcγRs está intimamente relacionada com a 

produção e secreção de moléculas pró-inflamatórias, como os reativos 

intermediários de oxigênio e metabólitos do ácido aracdônico (Aderem et al., 1985, 

Wright & Silverstein, 1983). 

A expressão do FcγR pode ser afetada por vários fatores, como 

lipoproteínas de baixa densidade, citocinas e hormônios. O IFN-γ aumenta a 

expressão do FCγRI in vivo e in vitro em monócitos e PMN, e o G-CSF aumenta 

de forma específica o nível de FCγRI em neutrófilos, mas não em monócitos.  

O TGF-β determina aumento do FCγRIIIa em monócitos, o TNF-α redução 

específica do FCγRIIIb e a IL-4 diminuição das 3 classes de receptores Fc. A IL-6 

aumenta a citotoxicidade celular dependente de anticorpos mediada pelo FcγRI,  

e o IFN-γ aumenta a citotoxicidade mediada pelo FcγRII, sem afetar a expressão 

desse receptor de IgG (Van de Winkel & Anderson, 1991). 

Previamente, demonstramos que monócitos 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 monócitos 

obtidos de doadores saudáveis (Amoras, 2001; Amoras et al., 2003).  

Esses receptores são muito efetivos na sinalização, internalização e destruição de 

partículas opsonizadas (Aderem & Underhill, 1999). Eles diferem em sua estrutura, 
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afinidade de ligação pela IgG, distribuição celular e sinalização (Heijnen & van de 

Winkel, 1997). A função da Btk na via de sinalização da fagocitose permanece 

ainda não esclarecida (Lindvall et al., 2005). Além do mais, monócitos de 

pacientes com ICV exibem concentrações normais de Btk, sugerindo que outras 

vias de sinalização podem ter função nas deficiências de quimiotaxia e fagocitose. 

Existem poucos ou ausência de dados sobre a expressão de receptores 

Fcy e complemento na fagocitose de pacientes com ALX e ICV. Para investigar se 

a alteração observada na fagocitose foi atribuída a diferenças no número desses 

receptores, nós investigamos a sua expressão nos monócitos de pacientes com 

ALX e ICV comparados a controles saudáveis. 
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2- OBJETIVOS 
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Avaliar a expressão dos receptores Fcy e de complemento em 

monócitos de pacientes com ALX e ICV, comparados com controles saudáveis,  

a fim de investigar se a redução na fagocitose e quimiotaxia observada em estudo 

anterior (Amoras, 2001; Amoras et al., 2003) foi atribuída à alteração no número 

desses receptores. 
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3.1- Planejamento experimental 

3.1.1- Seleção de pacientes e controles 

3.1.1.1- Grupo de pacientes  

Foi quantificada a expressão dos receptores Fcy e complemento em 

monócitos do sangue periférico de 10 pacientes com ALX e 12 com ICV 

regularmente matriculados no Hospital das Clínicas da Faculdade de Ciências 

Médicas da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), setor de Imunologia-

Alergia, em comparação com 18 voluntários saudáveis não pareados por sexo e 

idade com os pacientes. 

O estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa da Faculdade 

de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas. Consentimento 

informado foi obtido de todos os pacientes controles normais. 

O diagnóstico de ICV foi feito de acordo com os critérios da 

Organização Mundial de Saúde (Who, 1999). O diagnóstico de ALX foi baseado 

na redução da expressão da proteína Btk nos monócitos, redução significativa dos 

níveis séricos de todas as classes de imunoglobulinas, e do número de células B 

circulantes (CD19+ < 2%). Durante o estudo, todos os pacientes faziam terapia de 

reposição com gamaglobulina endovenosa (GGEV). As amostras de sangue foram 

coletadas até 1 semana antes da administração de GGEV. Não houve evidência 

de manifestações autoimunes, granulomatosas, ou câncer em nenhum paciente. 

Durante a coleta de sangue para investigação dos receptores, nenhum dos 

indivíduos apresentava infecção aguda.  

Foram usados anticorpos monoclonais, para avaliação da expressão 

dos receptores para a região constante de IgG, FCγRI (CD64), FCγRII (CD32), 

FCγRIII (CD16), e para as frações do complemento C3b e C3bi, CR1 (CD35) e 

CR3 (CD11b/CD18) em monócitos, para estudo da quimiotaxia e fagocitose. 
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Os procedimentos realizados neste trabalho não acarretaram nenhum 

risco aos pacientes e as informações sobre a identidade dos pacientes foram 

mantidas em sigilo, com observação de todos os princípios constantes da 

Declaração de Helsinki, formulada em Veneza, 1983. 

 

3.1.1.2- Grupo controle 

Como controles para quantificação da expressão dos receptores de 

superfície para Fcy e RC foram utilizados sangue de 18 voluntários sadios não 

pareados por sexo e idade com os pacientes. 

Foi feito anamnese para seleção de voluntários sadios, sendo excluído 

indivíduos em vigência de infecção, uso de medicamentos ou transfusão de 

sangue ou derivados nos últimos 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 punção venosa periférica e imediatamente 

armazenado em tubos de polipropileno estéril contendo ácido etileno diamino tetra 

acético (EDTA) (1,5mg EDTA/1ml sangue) como anticoagulante, para detecção 

dos antígenos de superfície.  

 

 

 

 

Material e Métodos 
64



3.3- Métodos laboratoriais do protocolo de pesquisa 

3.3.1- Separação celular e análise da expressão do Btk em monócitos por 

citometria de fluxo 

A expressão do Btk foi avaliada para confirmar o diagnóstico de ALX. 

Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram separadas do sangue 

venoso heparinizado através de gradiente de Ficoll-Hypaque. As PBMC foram 

lavadas três vezes em solução salina tamponada por fosfato (PBS) pH 7,4 e 

incubadas com anticorpo monoclonal anti-CD14 marcado com Ficoeritrina (PE)  

(IgG2a;Dako, Japan) por 20 minutos em gelo, para discriminar monócitos de 

outras células. Os monócitos foram fixados com paraformaldeido 4% em PBS por 

15 min em temperatura ambiente, e permeabilizados com Triton 0,1% X-100 em 

solução salina tri-tamponada pH 7,4, com 1mg/ml de soro bovino albuminado por 

5 min. Essas células foram incubadas com 2μg/ml do anticorpo monoclonal  

anti-BTK (48–2H) ou controle IgG1 (Dako, Japan) por 20 minutos no gelo, em 

seguida foram novamente lavadas e incubadas com uma diluição 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- Análise da expressão dos receptores Fcγ e complemento em monócitos 

por citometria de fluxo 

O fenótipo dos monócitos foi realizado por análise das amostras de 

sangue total por citometria de fluxo, com demarcação seletivo nas células  

CD14-positivas. Foi avaliada a expressão de superfície dos receptores  

Fcγ RI (CD64), RII (CD32) e RIII (CD16), receptores de complemento CR1 (CD35) 

e CR3 (CD11b/CD18).  
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3.3.3- Descrição do ensaio 

Para análise dos receptores de complemento, foi primeiramente 

incubado 100μl de sangue total por tubo com 20μl de IgG humana por 5 minutos e 

após corado com os seguintes fluorocromos conjugados com anticorpos 

monoclonais: 5μl de anti-CD14 PerCy5, 20μl de anti-CD 18 PE, 20μl de anti-CD35 

FITC e 10μl de anti-CD11b FITC. 

Para análise dos receptores Fc, foi incubado diretamente 100μl de 

sangue total por tubo com os seguintes fluorocromos conjugados com anticorpos 

monoclonais: 5μl de anti-CD14 PerCy5, 10μl de anti-CD64 PE, 10μl de  

anti-CD32 FITC, 10μl de anti-CD16 FITC. 

Foi também incubado 100μl de sangue total e corado com 5μl de isotipo 

controle diretamente conjugado para FITC, PE e PECy5. Os controles isotípicos 

apropriados foram usados para definir populações celulares positivas e negativas.  

Após 20 minutos de incubação em gelo, as células vermelhas foram 

lisadas (Optlyse C®, Coulter) nos tubos contendo sangue total para análise dos 

receptores de complemento, Fcy e isotipo controle. Subsequentemente, as células 

foram lavadas duas vezes em PBS com soro bovino fetal 1% e azida sódica 0,1% 

e fixadas em paraformaldeido 1%. Todos os controles isotípicos (FITC/PE) e 

fluorocromo conjugado com mAbs (FITC/PE/PerCy5) foram obtidos da 

Immunotech (Marseille, France). 

O fenótipo dos monócitos foi determinado por citometria de fluxo de 

amostras de sangue total, com demarcação das células CD14 positivas. Durante a 

análise por citometria de fluxo, foi detectado autofluorescência de monócitos em 

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

As posições do citometro foram ajustadas com o objetivo de manter os 

monócitos não corados ou corados com isotipo controle na primeira década da 

escala logarítmica para cada canal de fluorescência. Como as posições foram 
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estabelecidas, mantivemos o mesmo para todas as amostras do estudo (pacientes 

e controles).  

A fração de células marcadas positivamente foi determinada através da 

comparação com o seu isotipo controle. O número de receptor por célula 

[(Mediana da intensidade de fluorescência (MIF))] foi mensurado para cada 

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

A expressão dos receptores foi mensurada através da determinação da 

proporção de monócitos CD14+ para cada receptor acima, e pela densidade de 

receptores, que foi determinada pelo cálculo da intensidade de fluorescência 

relativa (IFR), que foi obtido pela divisão da mediana da intensidade de 

fluorescência (MIF) de cada população celular positiva pela MIF do isotipo controle 

não marcado.  

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

Pelo menos 5x103 de eventos CD14+ foram obtidos para cada amostra.  

 

3.3.4- Estatística 

A análise estatística foi realizada usando o programa SPSS versão 

7.5.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os dados foram expressos em medianas e 

extremos.  

A significância estatística das diferenças entre o grupo de pacientes e 

controle normal foi realizada pelo teste de Mann-Whitney (nível de significância,  

p< 0,05).  
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4- RESULTADOS 
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4.1- Características clínicas 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 características clínicas e imunológicas dos pacientes 

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

 

Tabela 1- Características clínicas e laboratoriais de pacientes com 

agamaglobulinemia ligada ao X 

Paciente 
Idade em anos 

no diagnóstico 

IgM Sérica 

mg/dL* 

IgG Sérica 

mg/dL* 

IgA Sérica 

mg/dL* 

células B 

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 

*Níveis séricos de imunoglobulinas na idade do diagnóstico 
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Tabela 2- Características clínicas e laboratoriais de pacientes com 

imunodeficiência comum variável 

Paciente sexo 
Idade em anos 

ao diagnóstico

IgM Sérica 

mg/dL* 

IgG Sérica 

mg/dL* 

IgA Sérica 

mg/dL* 

Células B 

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 

*Níveis séricos das imunoglobulinas na idade do diagnóstico 

 

4.2- Expressão dos receptores de superfície Fcy e Complemento em 

monócitos de pacientes com ICV e ALX 

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

controles saudáveis.  

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 diferença 

significativa entre os pacientes com ALX e controles ou pacientes com ALX e 

pacientes com ICV em relação à densidade dos receptores que são mensurados 

através da intensidade de fluorescência relativa (IFR).  
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Comparando pacientes com ALX e ICV, observamos uma porcentagem 

aumentada do receptor CD11b monócitos CD14+ em pacientes com ALX em 

relação ao pacientes com ICV (mediana 100% vs 99,8%, p=0,008, 

respectivamente). Entretanto, não houve diferença significativa nas intensidades 

relativas de fluorescência entre os dois grupos.  

Pacientes com ICV comparados com controles normais não 

demonstraram diferenças na porcentagem de monócitos expressando receptores 

Fcy e de complemento. Entretanto, demonstraram redução 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 expressão 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 e 24,2), e 

também para o receptor FcyRI-CD64 (mediana IFR 106,5; 99,4 e 110,3). 

Os resultados descritos acima estão resumidos nas Tabelas 3 e 4 e 

Figuras 4 e 5. 
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Tabela 3- Porcentagem de monócitos com expressão dos receptores Fcy e 

complemento de pacientes com ICV e ALX comparado com controle 

normal. Resultados dados em mediana e extremos 

Paciente 
CD64 

(FcyRI) 

CD32 

(FCyRII) 

CD16 

(FCYRIII) 

CD35 

(CR1) 

CD11b 

(CR3) 

CD18 

(CR3) 

XLA 
100 

(100-100) 

100 

(99,8-100)

11,9 

(6,4-14,9) 

95,7 

(62,1-98,6)

100 

(99,6-100) 

100 

(94,8-100)

CVI 
100 

(99,9-100) 

100 

(97,9-100)

6,8 

(2,2-18,5) 

91.6 

(67.5-99.5)

99.7 

(99.4-99.9) 

99.4 

(74.9-99.8)

Controle 

(C) 

100 

(92,4-100) 

100 

(99,7-100)

6,0 

(2,7-15,3) 

84,2 

(61,8-93,8)

99,8 

(99,0-100) 

99,9 

(94,6-100)

p-valor 

XLA x C 
0,232 0,265 0,002 0,007 0,001 0,193 

p-valor 

CVI xC 
0,331 0,917 0,363 0,695 0,820 0,219 

p-valor 

XLA x CVI 
0,758 0,381 0,132 0,131 0,008 0,702 
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Tabela 4- Intensidade de fluorescência relativa (IFR) da expressão dos receptores 

Fcy e complemento em monócitos de pacientes com ALX e ICV 

comparados com controles normais. A IFR é obtida pela divisão da 

mediana da intensidade de fluorescência da amostra (MIF) pela 

mediana da amostra negativa marcada com isotipo controle. 

Paciente 
CD64 

(FcyRI) 

CD32 

(FCyRII) 

CD16 

(FCyRIII)

CD35 

(CR1) 

CD11b 

(CR3) 

CD18 

(CR3) 

XLA 
99,4 

(46,8-426) 

66,7 

(14,2-174,3)

9,0 

(3,8-50) 

10,5 

(5,0-59,0)

32,1 

(13,0-165) 

31,3 

(5,2-103)

CVI 
110,3 

(55,7-211) 

38,5 

(19,7-89,6) 

9,0 

(2,5-17) 

8,0 

(3,6-13,6)

24,2 

(15,4-45) 

21,0 

(12-51,3)

Controle (C) 
106,5 

(57,0-202) 

67,7 

(33-215) 

14,4 

(4,6-43) 

11,0 

(5,3-28) 

26,5 

(10,6-95) 

26,0 

(11,5-87)

p-valor** 

XLAxC 
0,738 0,832 0,494 0,702 0,738 0,862 

p-valor** 

CVIxC 
0,649 0,001 0,035 0,134 0,569 0,198 

p-valor** 

XLAxCVI 
0,918 0,080 0,314 0,175 0,918 0,310 
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Figura 4- Comparação da expressão dos receptores Fcγ (1A, 1B, 1C) e de 

complemento (1D, 1E, 1F), mensurados através das porcentagens de 

monócitos positivos, entre pacientes com ALX, ICV e controles 

normais. 
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Figura 5- Comparação da expressão dos receptores Fcγ (2A, 2B, 2C) e de 

complemento (2D, 2E, 2F), mensurados através da intensidade de 

fluorescência relativa, entre pacientes com ALX, ICV e controles 

normais. 
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Apesar de extensivas pesquisas realizadas, permanece pobremente 

entendida a complexidade da regulação e interação 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 

monócitos/macrófagos, neutrófilos e células dendríticas. Constitui uma importante 

função 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 β-glucan (Moura, Verheul & Marx, 1997; 

Abdollahi-Roodsaz et al., 2007; NimmerJahn & Ravetch, 2008; Köprülü &  

Ellmeier, 2009). 

A família Tec kinase (Bmx, Btk, Itk,Rlk e Tec) é um grupo de moléculas 

sinalizadoras estimuladas durante a ativação dos macrófagos. Entretanto,  

muito pouco se sabe sobre a função da família Tec quinase na linhagem de 

células mielóides (Köprülü & Ellmeier, 2009) e o mecanismo molecular através do 

qual os FcyRs desencadeiam a ingestão das partículas opsonizadas também 

permanece incompletamente compreendido. Entretanto, estudos anteriores 

indicam que a sinalização via receptor Fcy compartilham elementos com 

receptores antigênicos das células T e B.  

A função da família Tec quinase no processo fagocítico, foi inicialmente 

sugerido por Amoras et al., 2003, que estudando monócitos de pacientes com ALX 

e ICV, observaram redução na quimiotaxia e fagocitose de monócitos em 

indivíduos com ALX, e sugeriram que esses achados poderiam ser devido a 

defeitos dos mecanismos de transdução citoplasmática mediada pela Btk ou 

redução da expressão dos receptores Fcy e complemento na superfície dos 

monócitos. Nesse contexto, Jongstra-Bilen et al., 2008, estudaram em células da 

linhagem RAW 264.7 de macrófagos peritoneais murinos, a função detalhada da 

Tec e Btk durante a fagocitose mediada por FcyRs, e sugeriu que a família  

Tec quinase participa durante a fase inicial de ingestão, ativando a Mac-1 e após a 

formação do fagossoma, quando Btk e Tec tem funções distintas. 
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Os pacientes com ALX demonstraram um aumento significativo das 

porcentagens dos receptores CD14+CD16+ e CD14+CD35+ em relação aos 

controles (Figura 4). Entretanto, a densidade do receptor na membrana destas 

células foi similar entre os grupos (Figura 5). Embora não tenhamos realizado 

coloração simultânea com CD16 CD14 CD64, observamos que virtualmente  

100% dos monócitos CD14+ são também CD64+, motivo pelo qual é razoável 

assumir que monócitos CD16+ em amostras de sangue de nossos pacientes são 

também CD14+CD64+.  

Em humanos, monócitos “clássicos” CD14highCD16low expressam CCR2, 

CD64 (FcγRI) e CD62L (L-selectina), enquanto que os monócitos “não clássicos” 

CD14 low CD16high não expressam CCR2 e apresentam altos níveis de MHC-II e 

FcγRII (CD32) (Tacke & Randolph, 2006). A molécula de adesão leucocitária 

CD62L, media o rolamento e interação com o endotélio e o CCR2 (Tacke & 

Randolph, 2006).  

Entretanto, um terceiro subgrupo tem sido descrito como 

CD14+CD64+CD16+, combinando características de células dendríticas típicas 

(elevada produção de IL-12 e expressão de HLA-DR) e monócitos (morfologia 

monocítica e elevada atividade fagocítica) (Grage-Griebenow, Flad & Ernst, 2001; 

Gordon & Taylor, 2005).  

A demonstração em nosso estudo de que pacientes com ALX 

apresentam aumento da expressão de receptor Fc de baixa afinidade (CD16), os 

quais mediam fagocitose e citotoxicidade dependentes de anticorpos (ADCC), 

abre a discussão da atividade funcional da terapia de reposição de imunoglobulina 

na eficiência da fagocitose e ADCC através dos monócitos com deficiência da Btk. 

Podemos também reforçar achados anteriores de que a deficiência da 

Btk não está envolvida na diferenciação e maturação de células dendríticas 

(Gagliardi et al., 2003), através da demonstração de número normal ou aumentado 

dos receptores CD14+CD16+ e CD14+CD35+ em pacientes com XLA.  

 

Discussão 

86



Por outro lado, observamos que a quimiotaxia e fagocitose de monócitos estavam 

reduzidos em pacientes com XLA (Amoras, 2001; Amoras et al., 2003), sugerindo 

que esses achados podem ser devidos a defeitos nos mecanismos de transdução 

citoplasmática mediada pela Btk.  

A demonstração da porcentagem normal ou aumentada em monócitos 

do receptor CD35 em pacientes com ALX, não foi relatado anteriormente.  

A integridade da expressão do CD35 pode ser importante para evitar aumento na 

incidência de doenças por complexos imunes em pacientes com ALX.  

A ativação dos mastócitos através 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 plaquetárias (Quek, Bolen & Watson, 1998; Tibbles,  

Vassilev & Uckun, 2002; Mukhopadhyay et al., 1999; Mukhopadhyay et al., 1999; 

Mukhopadhyay et al., 2002), funções de macrófagos (Horwood, Mahon &  

McDaid, 2003; Jefferies, Doyle & Brunner, 2003) e algumas respostas dos 

granulócitos polimorfonucleares neutrófilos (Lachance, Levasseur & Naccache , 

2002; Gilbert, Levasseur & Desaulniers, 2003; Kanegane et al., 2005) estão 

comprometidas na ausência da Btk funcional.  

Foi também demonstrado em pacientes portadores de ALX, 

envolvimento da Btk na transdução do sinal dos receptores toll like induzida por 

lipopolissacárides resultando redução na produção de TNF-α (Horwood et al., 

2003; Brunner, Muller & Wirth, 2005) e redução no recrutamento dos neutrófilos 

(Kanegane et al., 2005) e em ratos XID (Mangla, et al 2004).  

Gagliardi et al., 2003, não observaram evidências de influência da  

Btk na diferenciação, produção de citocinas, maturação e apresentação de 

antígeno em células dendríticas.  

Taneichi et al., 2008, sugerem que a Btk pode ser necessária para a 

sinalização via receptor toll-like nas células dendriticas e que falha na sinalização 

desses receptores pode ser parcialmente responsável pela ocorrência de 
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infecções graves bacterianas e virais. Porém, mais estudos serão necessários 

para elucidar a função da Btk nestas células.  

Todos os receptores Fcy e de complemento induzem rearranjo no 

citoesqueleto de actina, levando a internalização de partículas (Aderem & 

Underhill, 1999). A Btk pode induzir remodelamento do citoesqueleto em células 

estimuladas sugerindo novamente que a regulação do citoesqueleto mediada pela 

Btk pode ter relevância fisiológica para a quimiotaxia e fagocitose (Nore et al., 

2000; Inabe et al., 2002). 

Embora as funções dos monócitos na ALX permaneçam 

desconhecidas, esses dados em conjunto sugerem que a proteína Btk em 

monócitos pode ter alguma função na resposta imune (Kanegane et al., 2005, 

Perez de Diego et al., 2006). 

Além dos diversos fenótipos da ALX, existem diferenças nos 

mecanismos moleculares que induzem fagocitose (Aderen & Underhill, 1999).  

A ativação da tirosina quinase tem sido reconhecida em uma etapa precoce 

(Hackam et al., 1997), porém a função individual das quinases na sinalização da 

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

Dada a estrutura multimodular da proteína Btk e a multitude das 

moléculas de sinalização que com ela podem interagir, é esperado que esta 

quinase desencadeie múltiplas vias de sinalização e gerem efeitos pleiotrópicos. 

As vias de sinalização envolvendo os receptores Fc, GPCR, toll-like, de morte 

celular, RTK e citocinas ainda não são completamente elucidadas.  

Sugerimos através desses dados que a Btk não está envolvida na 

expressão desses receptores e que a terapia de reposição de imunoglobulina 

pode assegurar a função fagocítica eficiente em monócito. Porém, a participação 

de Btk na via de transdução do sinal do processo fagocítico precisa ser 

investigada. Possivelmente, diferentes tipos de enzimas e fosforilação de 

proteínas possam estar envolvidas, especialmente quando diferentes receptores 

desencadeiam o processo.  
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Em nosso estudo, não podemos estabelecer uma diferença significativa 

da intensidade de fluorescência relativa (IFR) na expressão dos receptores CD64, 

CD35, CD18 e CD11b entre os três grupos. Entretanto, em contraste com a ALX, 

os pacientes com ICV mostraram uma redução significativa da IFR de monócitos 

expressando os receptores FcyRIII (CD16) e FcyRII (CD32) em relação aos 

controles saudáveis.  

A expressão dos receptores CD64, CD32 e CD16 está diretamente 

relacionada ao seu estado de ativação (Heijnen & Van de Winkel, 1997).  

Níveis reduzidos da expressão do CD16 na superfície celular após estimulação 

ocorrem devido a internalização do receptor e liberação do receptor solúvel da 

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

Em contraste com nossos resultados, foi relatado previamente um 

aumento na expressão dos monócitos CD14+CD16+ de pacientes com ICV,  

um fenômeno que pode ser relacionado à terapia de reposição de imunoglobulina 

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

Em nosso estudo, todos os pacientes estavam sob terapia de reposição 

mensal de gamaglobulina endovenosa, porém as amostras de sangue foram 

coletadas imediatamente ou no dia anterior a infusão da gamaglobulina,  

o que reduz a possibilidade de interferência da gamaglobulina em nossos 

resultados. 

Eibl et al., 1982 demonstraram falhas dos macrófagos teciduais no 

processamento e apresentação do antígeno em pacientes com ICV que podem 

estar associadas a alterações de resposta imune celular e humoral, demonstrando 

dessa forma que o sistema fagocitário mononuclear funciona como elo entre a 

resposta imune inata e adaptativa. 

A função apresentadora de antígenos das células dendríticas tem sido 

relatada como normal na ICV (Thon et al., 1997; Fischer et al., 1994). Entretanto, 

foi observada alteração na diferenciação e maturação de subgrupos de células 
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dendríticas mielóides no sangue periférico desses pacientes (Viallard et al., 2005) 

com redução na expressão das moléculas co-estimulatórias CD80, CD86 e  

HLA-DR (Bayry et al 2005; Cambronero et al, 2000; Braig et al, 2003;  

Viallard et al., 2005). 

Os processos são complexos com feedback positivo e negativo entre as 

células, incluindo a regulação das moléculas sinalizadoras de superfície  

(Gollob et al., 1996) e a produção de citocinas. Evidências de desregulação nas 

interações entre células T e monócitos envolvendo IL-12 e IFN-y em pacientes 

com ICV tem sido descrito (Cambronero et al, 2000). Dados recentes sugerem 

uma função crítica para as células dendríticas na geração de plasmócitos 

secretores de imunoglobulinas (Viallard et al 2005) e seu envolvimento na origem 

de alguns grupos de ICV. 

Yu et al., 2009 observaram defeitos na sinalização dos TLR7 e TLR9 de 

células B e células dendríticas de pacientes com ICV, prejudicando a função das 

células B nesses pacientes. 

Os resultados do presente estudo oferecem importantes descobertas 

sobre estes dados, promovendo evidência de que a fagocitose alterada nos 

pacientes com ICV pode ocorrer devido à redução desses receptores, os quais 

possuem função crítica na interação entre imunocomplexos e receptores Fcy de 

monócitos/macrófagos (Hepburn, Mason & Davies, 2004).  

Embora as porcentagens de monócitos CD11b+ (CR3) tenham sido 

significativamente diferentes entre ALX, ICV e o grupo controle, consideramos 

este fato sem significância fisiológica, devido aos valores serem muito similares, 

todos próximos a 100%. Todos os grupos mostraram similar porcentagem do 

receptor CD18+CD14+ e da sua expressão, mensurada através da intensidade de 

fluorescência relativa de integrinas. As integrinas são outro grupo de proteínas 

presentes na membrana celular que mediam algumas funções fisiológicas dos 

fagócitos na inflamação (Ugarova & Yacubenco, 2001; Hespanhol & Mantovani, 

2002).  
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Tomados em conjunto, os resultados relatados acima, mostram um 

padrão geral de normalidade dos receptores Fc e de complemento, confirmando 

as observações clinicas de que pacientes com ALX e ICV se beneficiam com a 

terapia de reposição com gamaglobulina por via endovenosa. 
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- o presente estudo oferece importante insight das sub populações de monócitos; 

- os pacientes com ALX, os quais têm redução da Btk, apresentaram porcentagem 

normal ou aumentada de monócitos expressando receptores Fcy e de 

complemento. Esses achados dão suporte à hipótese de que a fagocitose 

ineficientes, previamente relatadas em pacientes com ALX, pode resultar de 

defeitos nos mecanismos de transdução intracitoplasmática mediados por Btk; 

- a expressão reduzida de CD16+ e CD32+ nos monócitos de pacientes com ICV, 

que possuem Btk normal, sugere fortemente que a expressão dos receptores é 

independente de Btk e que alteração dos receptores vistas nesse pacientes pode 

ser responsável pela deficiência na função fagocitária dos monócitos na ICV.  
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